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RESUMEN

Un factor obtenido a partir de metacéstodos de Taenia solium vy
digerido con ribonucleasas (FMd), induce proliferacién de linfocitos
humanos y murinos in vitro. Este efecto fue evaluado a través de la
activacién y proliferacion celular, inducida con Concanavalina A {(Con-A)
en células esplénicas de ratdn normal o en células esplénicas de ratén
tratado con FMd o F2. Se llevaron a cabo analisis de citometria de flujo
para - determinar la expresion de receptores CD4/CD25 y |la
concentracién intracelular de citocinas. Los resultados mostraron que
linfocitos T aislados de bazo de ratones, previamente tratados con el
factor y estimulados con Con-A exhibieron un aumento de blastos T
CD4/CD25 mayor al de los testigos cultivados con Con-A (P<0.05),
siendo esta respuesta dosis dependiente. Los linfocitos de ratones
normales cultivados con 1ug de FMd, mostraron los porcentajes mas
altos en la expresién de receptores CD4/CD25 y en las concentraciones
intracelulares de IFN-y. Los efectos inmuno-estimulantes también se
observaron en linfocitos de sangre periférica humana. Finalmente, el
FMd indujo una recuperacion significativa de células T CD4+ en ratones
disminuidos de estas células. Estos resultados sugieren que el factor
estimula de manera inespecifica a linfocitos T los que podrian tener un
papel modulador importante en inducir la respuesta inmune de tipo
Thi.



ABSTRACT

A metacestode factor (MF) isolated from live metacestodes of
Taenia solium suppresses humoral and cellular responses, and inhibits
the inflammatory reaction around metacestodes implanted
subcutaneously in mice. When this MF is digested with RNase (dMF), its
loses the suppressive capacity, but acquires T cell stimulant ability. By
filtering MF through a Bio-gel P6 column, two components were
separated. The first (F1) was suppressive; while the second (F2)
stimulated T cells to proliferate. In the current experiments, stimulation
assays were carried out with F2 or dMF stimulated with Con-A ex vivo.
Flow cytometry analyses were performed to estimate cell proliferation,
intracellular cytokine production, and restoration of CD4+ cells. Spleen
lymphocytes from mice previously increase of cell proliferation and IFN-
gamma production by CD4+ (p<0.05) and CD8+ cells. These effects
were concentration-dependent and inversely correlated with the amount
of dMF or F2. Similar results were observed in normal mouse spleen T
cells incubated with F2 or dMF and Con-A in vitro. Finally, dMF induced a

significant restoration of CD4+ cells in mice depleted of these cells.




Introduccion

I. INTRODUCCION

I.1. CISTICERCOSIS POR TAENIA SOLIUM

La cisticercosis es una enfermedad causada por el metacéstodo
de Taenia solium en humanos y cerdos. La infeccién ocurre cuando el
hospedero ingiere alimentos contaminados con huevos de 7. sofium. Con
la ayuda de los jugos gastricos, se libera la oncosfera de los huevos, se
activa, migra y se establece en algun tejido del cuerpo del hospedero
donde se desarrolla en metacéstodo (Molinari y cols., 1998). La
cisticercosis es una enfermedad pleomérfica en la cual el diagnostico,
tratamiento, y prognosis varian con relacion a la localizacion, nimero, vy
estado de las lesiones (Salgado y cols., 1991). Esta enfermedad es de
gran importancia en Salud Publica debido a la morbilidad cronica,
disminucién de la productividad de las personas afectadas, el alto costo
del diagnoéstico y tratamiento, y por el impacto econdmico debido a la

pérdida de carne confiscada en rastros (Pawlowski, 1990).

I.1.1.MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA
Taenia solium tiene un ciclo de vida complejo en dos hospederos

(Centers for Disease Control and Prevention,.2001). Los humanos son los
tnicos hospedadores definitivos, también pueden ser hospederos
“intermediarios” al igual que los cerdos. El adulto de Taenia sofium,
tiene una longitud de 2 a 7 m, aunque en algunos casos logra alcanzar
longitudes mayores (12 m). Es hermafrodita y se aloja en e! intestino

delgado del hombre, donde se adhiere a las paredes mediante sus
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ganchos y ventosas. Su extremo anterior (escolex) es cuadrangular,
aproximadamente de 1 mm de diametro, posee 4 ventosas grandes
en forma de copa {de 0.5 mm de diametro), y un rostelo notable y
redondeado, armado con una doble corona de ganchos grandes y
pequefnos, en nimero de 22 a 32. La regién cervical es corta y de solo la
mitad de grueso del escélex. Las proglotides inmaduras son mas anchas
que largas, las maduras son casi cuadradas, y las gravidas son mas
largas que anchas. El (tero se origina en la cara anterior del ootipo y se
dirige hacia el borde anterior de la proglétide, como un drgano ciego en
forma de clava. Cuando se encuentra lleno de huevos se forman
extensiones laterales que se ramifican una o dos veces. El nimero
caracteristico de estas ramificaciones laterales principales es de 7 a 13,
generalmente 9, colocadas a ambos lados del tronco uterino principal.
Las proglétides gravidas terminales se separan frecuentemente del
estrobilo y se expulsan con las heces. Cada proglétide gravida contiene
entre 50,000 a 60,000 huevos fértiles (Faust y cols., 1982). Los huevos
escapan del Gtero a través de la hendidura longitudinal ventral, antes o
después que las proglétides maduras se liberen. Los huevos son
esfericos, miden de 31 a 43 micras de diametro, son de color ante
palido vy no se pueden distinguir microscopicamente de los huevos de
Taenia saginata. La cascara es gruesa y esta formada por muchos
prismas truncados unidos entre si, estando ademas provista de una
membrana delgada hialina de origen embrionario {(embrioforos). Dentro
de la cascara hay un embrion completamente desarrollado u oncésfera,
que contiene tres pares de ganchos. Los huevos, al abandonar el (tero
de la proglétide gravida, ser depositados en el suelo, pueden

permanecer viables por varias semanas. Al ser ingeridos por cerdos o
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el hombre, son descascarados en el estomago y luego en duodeno los
jugos biliares y pancreaticos disuelven una capa lipidica de la superficie
de la cubierta del embrion. De esta manera, la envoltura es
permeable al agua y nutrientes que estimulan y activan al embrién.
Este se libera de su envoltura con ayuda de sus ganchos y escapa a la
luz intestinal, donde se fija al epitelio y con sus ganchos y enzimas
rompe los tejidos (Miyazato y cols., 1977; Moczon, 1996), penetrando
en ellos hasta alcanzar un vaso sanguineo. Los embriones que han
tenido éxito en alcanzar la corriente sanguinea, son llevados a algunos
tejidos donde los embriones se desarrollan hasta alcanzar la fase de
metacéstodo. Los sitios donde se les encuentra con frecuencia son: el
cerebro, musculo estriado y cavidades oculares.

Los metacéstodos (cisticercos), son vesiculas ovoidales, de color
blanco lechoso, con una pequefia cabeza invaginada en un polo dentro
de la vesicula. Los cisticercos presentan una pared vesicular y el
escolex. La pared vesicular es una estructura membranosa compuestas
de tres capas: una externa o capa cuticular, una capa celular o
intermedia con estructura pseudoepitelial y una capa interna o capa
reticular. El escélex invaginado tiene una cabeza o rostelo armado con
ventosa y ganchos y un cuerpo rudimentario o estrébilo que forma el
canal espiral (Garcia y Del Bruto, 2000).

La apariencia macroscopica de los metacéstodos varia de acuerdo
a su localizacion en el Sistema Nervioso Central. Los metacéstodos en el
parénquima del cerebro son pequenos y tienden a alojarse en la corteza
cerebral o en el ganglio basal. Estos quistes no miden mas de 10 mm
debido a la presion del parénguima cerebral no permite el desarrolio del

quiste. La localizacion mas comun es en la fisura de Silvio y en {as
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cisternas basales. Los metacéstodos en las cisternas de! liquido
cefalorraquideo pueden medir de 5 cm 0 mas, probablemente debido a
que su desarrollo no es detenido por la presion del parénquima cerebral.
También se localizan en los ventriculos, mas frecuentemente en el
cuarto ventriculo. Los metacéstodos espinales pueden estar la regién
intramedular o localizados en el espacio subaracnoideo. Los
metacéstodos miden aproximadamente 5 mm de largo por 8 a 10 mm de ancho.
(Villagran y Olvera, 1988.; Sotelo, 1988).

El hombre se infecta faciimente con el metacéstodo al ingerirlo
en carne de cerdo cruda o mal cocida. En el estémago, el metacéstodo
es activado por el jugo intestinal y evagina activamente fijandose
rapidamente al epitelio intestinal. En 5 a 12 semanas se desarrolla hasta
alcanzar la fase aduita. Un paciente puede albergar mas de un
especimen, aunque generalmente séio se encuentra uno solo, de ahi el
nombre de solitaria o so/ium. Los gusanos pueden vivir 25 afios 0 mas,

y resisten repetidos intentos de desalojarlos (Faust y cols, 1982)

I.1.2.EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por T sofium es cosmopolita, endémica en muchos
de los paises en desarrollo, Latinoamérica, Africa y Asia; vy estd
incrementando en paises industrializados debido a la inmigracion (Evans
y cols., 1997, Ben y cols., 1999; CDC, 2001). De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 2 millones de
personas alojan el céstodo adulto y muchos mas, estan infectados con
isticercos. La cisticercosis en humanos vy cerdos puede ser
potencialmente erradicada, si se interviene principalmente en la

vigilancia de los cerdos como focos de transmision y en el tratamiento
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en masa de las poblaciones humanas (CDC, 1992). En la taeniosis
como la cisticercosis existe un subregistro de los casos ya que pocas
instituciones que prestan servicios de salud cuentan con la
infraestructura que les permita realizar un diagndstico preciso, por lo
que es probable que las cifra de casos sea mayor { Acevedo, 1982). Se
ha propuesto declarar la taeniosis/neurocisticercosis como una
enfermnedad de notificacion obligatoria a nivel internacional, lo que
permitiria una cuantificacién precisa de la incidencia y la prevalencia de
la taeniosis y la neurocisticerciosis a nivel regional (Roman y cols.,
2000).

1.1.3.PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS

La carne de cerdo cisticercosa, insuficientemente cocida es la
fuente de transmision para que la poblacion humana adquiera la
infeccion con el adulto (taeniosis). Los primates, y menos
frecuentemente los borregos, perros y gatos, albergan también
cisticercos de Taenia solium. Las infecciones humanas con huevos de
Taenia solium conducen a la cisticercosis, los casos de cisticercosis
llegan a decenas de miles. La ingestion de huevos en alimentos o agua
contaminada, los dedos sucios que se introducen en la boca los
pacientes que tienen al adulto en su intestino, o hipotéticamente a la
autoinfeccién interna, en la que los huevos son llevados por
retroperistaitismo hacia et duodeno o el estérmago, eclosionan y después
de su migracién hacia los tejidos somaticos o viscerales, son los
mecanismos de infeccién de la cisticercosis (CDC, 1992). Las
caracteristicas clinicas y patologicas de la neurocisticercosis varian y

dependen de la respuesta inflamatoria alrededor del cisticerco, su
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numero, tamafo y localizacién. La presencia de cisticercos vivos en el
sistema nervioso central usualmente no causa sintomas (Evans y cols.,
1997). La inflamacion alrededor de los cisticercos degenerados puede
tener severas consecuencias, incluyendo encefalitis focal, edema vy
vasculitis. El sintoma mas frecuente es la epilepsia. No obstante, la
neurocisticercosis puede causar una amplia variedad de sindromes
clinicos, que van desde la meningitis cronica, parélisis del nervio

craneal hasta el infarto espinal.(Sotelo, 1988; Evans y cols., 1997)

I.2. RESPUESTA TH1/TH2.

La inmunidad protectora contra muchas infecciones virales,
bacterianas y parasitarias, parece implicar una intervencién temprana
del sistema inmune del hospedador. Este proceso frecuentemente
permite la produccion de dos grupos de citocinas efectoras mutuamente
excluyentes. Los estudios en mamiferos sugieren que las células T
CD4+ son la principal fuente de ambos grupos de citocinas,
(Romagnani, 1994). Los linfocitos T cooperadores (Th) pueden ser
clasificados en distintas poblaciones de células efectoras basados en el
perfil de citocinas que producen. El subgrupo Thl de células T CD4
secretan citocinas tales como IFN-v, IL-2, TNFB. Las céluias del subgrupo
Th2 producen citocinas del tipo IL-4, IL-5, [L-6 € IL-10 (Mosmann vy
cols., 1986, Mosmann y Sad, 1996). Este patron de citocinas le confiere
a las células T CD4 una actividad bioldgica diferente, las céluias Thl son
responsables de la inmunidad mediada por células vy las Th2 de la

inmunidad humoral. La principal citocina efectora de Thl es el IFN-v, el
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cual tiene dos funciones principales, activar macréfagos aumentando su
accion microbicida y, estimular la produccién de anticuerpos IgG, los
cuales se unen con una alta afinidad a los receptores Fcy y proteinas del
complemento y son los principales anticuerpos implicados en la
opsonizaciéon y fagocitosis de microorganismos. lLa respuesta Thil
dominante esta frecuentemente asociada con la inflamacién y con el
dafio al tejido, ya que las dos citocinas del subgrupo Th1l, TNF-§ e IFN-y
reclutan y activan leucocitos inflamatorios. Algunas células Thi
adquieren capacidad citolitica, y las citocinas producidas por las Thi, IL-
2 e IFN-y , promueven la diferenciaciéon de los linfocitos T CD8 en células
citotéxicas activadas (Abbas y cols., 1996). Las principales citocinas
del subgrupo Th2 son IL-4 e IL-5. La interleucina 4 es la principal
citocina en inducir el cambio de isotipo a IgE en las células B. La IL-5
es la citocina que estimula y activa a los eosinéfilos maduros. La
produccion de estas dos citocinas por el mismo subgrupo celular
aumenta la presencia de IgE y eosinofilos activados en las reacciones
inmunes dominadas por Th2, tales como en alergias e infecciones
helminticas (Croft y Swain, 1995,Abbas y cols, 1996). La diferenciaciéon
selectiva de uno u otro subgrupo se establece durante la activacion de
fos linfocitos que puede ser influenciada por una variedad de factores
tales como, el tipo de células presentadoras de antigeno (APC) usadas
para la activacion de las células T, 1a dosis del antigeno, la estructura
del antigeno o su afinidad por el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) vy el receptor de la célula T (TCR), el fondo
genetico, materiales derivados de patégeno y citocinas presentes
(Hsieh y cols., 1995; Murray, 1998; Murphy y cols., 1999; Rogers vy
cols., 1999).
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Los linfocitos T CD4 tienen una participacion importante en el
desarrollo de la inmunidad en animales infectados con parasitos. Se ha
reportado que la induccion de la disminucidn de células T CD4 con
anticuerpos monocionales en ovejas, mostraron una disminucién parcial
de la inmunidad inducida al ser inmunizadas con antigenos liberados
en el intestino, y luego infectadas con Haemonchus contortus (Karanu y
cols, 1997). Estudios de infecciones con helmintos, tanto in vitro como
en el modelo animal han mostrado que IL-4 es principalmente
responsable de la induccién de una respuesta de IgE y que IFN-y
efectivamente bloquea el efecto de IL-4. La induccién de IgE por
antigenos de filarias es dependiente de ia concentracion del antigeno,
con altas concentraciones de antigeno se suprime la produccién de IgE
y ésta puede ser revertida por anticuerpos anti-IFN-v. Los autores
explican este evento a que un grupo de células tipo Th2 que producen
IL-4 e IL-5 tienen gran avidez por los antigenos del parasito y de alli
gue a bajas dosis se activan preferencialmente que a altas
concentraciones, otras células T CD4, con baja avidez para los antigenos
del parasito y que predominantemente son productoras de IFN-v sean
activadas (King y cols., 1991). Las células T CD8+ también pueden
variar en su patrén de citocinas que producen. Muchas de ias celulas T
CD8+ citotdxicas tienen un espectro de citocinas que recuerda a las
células Thil. Las células T CD8+ que tienen un patron de citocinas
parecido al subgrupo Th2, pueden tener funciones regulatorias o
supresoras. La diferenciacion de las CD8+ es también influenciada por el
subgrupo de ceélulas T CD4+. (Janeway y cols., 1997) IFN-v e IL-12

inducen la diferenciacién de ias CD8 virgenes en subpoblaciones tipo
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Tcl, que secretan un patron de citocinas parecido al Thi; mientras que
IL-4 promueve el desarrollo de las T CD8+ en subpoblaciones Tc2. (Sad
y cols., 1995). La activacion preferencial de Thl o Th2 ha sido implicada
en la resistencia a varias infecciones parasitarias por protozoarios y
helmintos (Sher y Coffman, 1992). La regulacion de la respuesta
inmune por el parasito es a través de la secrecion de moléculas
implicadas en potenciar o disminuir la proliferacién de los linfocitos T y
B. De tal manera que, el parasito tiene fa capacidad de regular la
reactividad linfocitaria y determinar el tipo de respuesta inmune del
hospedador (Mosmann y cols., 1986).

I.2.MOLECULAS DE HELMINTOS PARASITOS QUE REGULAN LA

RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDADOR.

Los parasitos excretan o secretan una variedad de moléculas
dentro del hospedador mamifero. Estas moléculas propias de parasitos
ayudan a regular la respuesta inmune celular vy contribuyen a su
persistencia dentro del hospedador (Lightowlers y Rickard, 1988). Aun
cuando se ha mostrado que protozoarios y helmintos activan diferentes
mecanismo de la respuesta inmune innata, estos organismos
frecuentemente son capaces de sobrevivir y replicarse en sus
hospedadores ya que estan bien adaptados a resistir las defensas del
hospedador. En esta seccidon se sefialan algunas de las moléculas,
sustancias y factores producidos por los pardsitos (helmintos) mas
estudiados que modulan la respuesta inmunoldgica del hospedador.

La regulacién de la respuesta inmune del hospedador es un
mecanismo comun en las infecciones por parasitos. Los productos de

11



Introduccion

secrecion-excrecion (E/S) de nematodos, trematodos y céstodos
contribuyen a las estrategias de evasion inmune de los parasitos a
través de mecanismos que incluyen el cambio de células y de ligandos
sobre la superficie, alteracién de la funcién de linfocitos, macréfagos,
granulocitos, modulacién del complemento y otras respuestas
inflamatorias del hospedador (Lightowlers y Rickard, 1988). La
inoculacidon de productos de excrecidn-secrecion de Nippostrongylus
braziliensis y Toxocara canis en ratones genera poblaciones de células
supresoras, conduciendo a una reduccién en la proliferacion de las
células T (Allen y cols., 1998). E! papel patogénico de los
glicoconjugados de la superficie de parasitos fue inicialmente sugerida
en los estudios con oligosacaridos inmunoreactivos de antigenos de
huevos de Schistosoma mansoni (Velupillai y cols., 1994). La lacto-N-
fucopentaosa III (LNFP-III) que contiene trisacaridos de Lewis® vy la
lacto-N-tetraosa (LNT), inducen proliferaciéon de células no T, células
B220" ,CD47, CD8 (células B), e inducen en éstas la producién de
grandes cantidades de IL-10 y prostaglandina E;, dos moléculas
conocidas por regular las células Thl, y que pueden inducir un
desbalance de la respuesta Th1l/Th2 favoreciendo la activacion de las
celulas Th2. Este efecto puede ayudar al desarrolio de las infecciones
cronicas  por la induccion de wuna respuesta humoral dafina
predominante y una supresion de la respuesta tipo Thl microbicida
(Pearce, y cols., 1991) También se han descrito productos liberados por
la esquistosomula (PLE) de S. mansoni que activan de manera
inespecifica las células T durante Ia infeccién temprana (Auriauit y cols.,
1984). Ei tratamiento de ratones con la toxina F7 obtenida a partir del

liquido del quiste hidatidico (HF) de Fchinococcus granulosus, provoca
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una disminucién de los linfocitos de sangre periférica. Ademds, ios
linfocitos presentaron una disminucién de antigenos CD3, CD4 y CD8 de
la membrana; y un aumento en la expresion de CD25 en linfocitos CD8
esplénicos y CD4 de timo (Janssen y cols., 1997).

Algunos productos de secrecién-excrecion de helmintos juegan un
papel importante en la digestién de nutrientes y de migraciéon en el
tejido del hospedador (Chappell y cols., 1986; Mc Kerrow, 1989: Smith
y cols., 1994; Hill y Sakanari, 1997). La mayoria de estos productos
son proteasas del tipb peptidasa, que son secretadas por muchos
parasitos en distintos estadios en sus hospedadores mamiferos (Song y
Chappell, 1993; Rhoads y Fettere, 1997).

Los metacestodos de Taenia solium liberan una gran variedad de
productos de excreci6n-secrecion, tales como proteasas {Molinari y
cols., 2000) y sustancias de bajo peso molecular que modulan la
respuesta del hospedador (Tato y cols., 1995;1996; Arachavaleta y
cols., 1998). La paramiosina liberada a través del tegumento de Taenia
solium y de S. mansoni inhibe el complemento, uniéndose a Clq en
solucidén; lo cual sugiere un papel modulador de la respuesta del
hospedador a través de la inhibicidn directa y no agotamiento por
consumo del C1q ( Laclette y cols., 1992).

Los productos de excrecion-secrecion del metacéstodo de Taenia
crassiceps regulan la respuesta inmune del hospedador. Los productos
de E/S obtenidos de metacéstodos de infecciones tempranas o agudas
inhiben la proliferacion de los linfocitos T CD4 y su produccion de
citocinas. Sin embargo, los productos obtenidos a partir de
metacestodos de la fase crénica inducen un aumento de la respuesta

proliferativa asi como de la produccién de IL-4 e IFN-v en linfocitos T
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(Villa & Kuhn, 1996; Spolski y cols., 2000).,

Algunos autores han reportado el aislamiento de factores de bajo
peso molecular de S. mansoni (Dessaint v cols., 1977), Onchocerca
gibsoni (Yin Foo y cols., 1983) y Taenia taeniaeformis (Burger y cols,

1986); los cuales desempefian un papel en la inmunosupresion.
I.4.FACTOR DE METACESTODOS

Para completar su ciclo de vida, los metacédodos deben sobrevivir
por tiempos prolongados en los tejidos de los hospedadores. Esto es
ilustrado por el prolongado periodo asintomatico (4-5 afios) que
precede al comienzo de las manifestaciones clinicas de la
neurocisticercosis (Dixon y Lipscomb, 1961). Asociado a esto, se ha
observado que el numero de células T CD4+ disminuye en cerdos
cisticercosos naturalmente infectados (Tato y cols., 1987; Molinari y
cols., 1987). Otra observacion sugestiva de una inmunosupresion, es la
discreta o nula reaccién inflamatoria encontrada en la cisticercosis
humana como porcina ( Rabiela y cols., 1982; Escobar, 1983; Riadura,
1987; Villagran y Olvera, 1988; Aluja y Vargas, 1988; Molinari y cols.,
1993). Adicionalmente los metacéstodos tienen mecanismos elaborados
para evadir la respuesta inmune e inflamatoria del hospedador. Se han
descrito productos secretados por los metacéstodos de 7. solium, uno de
las cuales se ha denominado factor de metacéstodo (FM). Este producto
suprime la proliferacion de linfocitos humanos y murinos in vitro
(Molinari y cols., 1990; Tato y cols., 1995) y también disminuye la

respuesta celular y humoral hacia antigenos de metacéstodos e inhibe la
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reaccién inflamatoria alrededor de los metacéstodos de Taenia solium
implantados subcutaneamente en ratones ( Tato y cols., 1996; Molinari
y cols., 1998). Por otro lado, se ha encontrado que el factor de
metacétodos suprime la inmunidad hacia inmunégenos de Salmonella
typhimurium en ratén (Molinari y cols., 1989). Herrera y cols. (1994),
reportaron que el factor de metacéstodo de Taenia solium transforma
morfolégicamente los fibroblastos en cultivo primario, sugiriendo que el
parasito produce una inestabilidad genética en las células del
hospedador, la cual lleva a la inmunosupresiéon y transformacion
maligna de las células.

Este factor es soluble, de bajo peso molecular (<1,450 daltons),
termoestable (Molinari y cols., 1989; Tato y cols., 1995; 1996). La
capacidad del FM para inhibir las funciones de los linfocitos T, se
suprime con la digestiéon con ribonucleasas (Tato y cols., 1995). El FM
digerido con ribonucieasas (FMd) induce en linfocitos T humanos y
murinos estimulados con Con-A, una mayor capacidad de incorporar
timidina tritiada en relacidon con linfocitos testigos estimulados solo con
la lectina (Molinari y cofs., 1990, Tato y cols., 1995). Ei factor digerido
con ribonucleasa, induce en el ratén un estado mas alto de resistencia
contra una infeccion con Salmonelia typhimurium, comparada con la
susceptibilidad en los ratones testigos (Molinari y cols., 1989). Se sabe
que el FMd induce proliferacién de los linfocitos T, pero se desconoce

cual es su papel sobre la regulacion de la respuesta inmune.
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II. HIPOTESIS

Ya que la digestion del factor de metacéstodos con ribonucieasa
elimina la actividad supresora del FM y estimula la proliferacion de
linfocitos, se plantean las siguientes hipétesis: 1) Ya que los linfocitos
son inducidos in vitro a proliferar por la acciéon del del factor de
metacéstodo digerido y que en los ratones inoculados con FMd se
estimula un aumento significativo de resistencia contra una infeccién
con Salmonella typhimurium, cabe esperar que el factor de
metacéstodo induzca in vivo una respuesta Thl. 2) El FMd es capaz de
inducir una recuperacidon mas eficiente de células T CD4 en ratones
tratados con anticuerpo monoclonal anti-CD4 posterior a la eliminacién
de toda la poblacién de células CD4 en circulacién, que en ratones no

tratados.
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II1. OBJETIVOS

ITI.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la actividad
estimulatoria de la subfraccion del FM en células humanas y murinas.
Mediante el analisis de la expresion de los marcadores de superficie
CD25 y la produccion de citocinas intracelulares (IFN-y, IL-2 e IL-4) en

linfocitos tratados con el factor de metacéstodo (FMd y F2).

II1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Probar el efecto del factor de metacéstodo digerido con ARNasa y F 2 del
FM (subfraccion estimulante del FM) en linfocitos murinos mediante Ia
incorporacion de timidina tritiada.

o Caracterizar la expresion de CD25 en las poblaciones de linfocitos
humanos y murinos tratados con la subfraccion estimulante i vitro.

e Caracterizar el patron de produccion de citocinas intracelulares en
linfocitos T CD4+ y CD8+ con la subfraccion del FM (F2) in vitro.

» Caracterizar la produccién de citocinas y la expresion de CD25 en las
poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ratones inoculados con diferentes
dosis de la subfraccion FMd y F2 estimulados con Con-A ex vivo.

o Determinar el porcentaje de recuperacién de linfocitos T CD4+ en
ratones con linfocitos TCD4+ disminvidos con anticuerpos monoclonales y tratados

con el FMd in vivo.
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IV.- MATERIALES Y METODOS

IV.1. OBTENCION DE FACTOR DE METACESTODO (FM) A PARTIR DE

METACESTODOS DE Taenia solium.

El factor de metacéstodo (FM) se obtuvo de metacéstodos
disecados de carne cisticercosa, siguiendo el método descrito por Tato y
cols., (1995), con ligeras modificaciones. Brevemente, se seleccionaron
cerdos cisticercosos jovenes {10-12 meses de edad) que estuvieran
masivamente parasitados, mediante un examen visual de |la base de la
lengua que permite el diagnédstico de cisticercosis y una estimacién
sobre la carga parasitaria. Se realizd la prueba de viabilidad (Cafiedo y
cols., 1982) antes de la diseccién masiva de metacéstodos. Se disecaron
50 metacéstodos en condiciones de esterilidad y se cultivaron en medio
de RPMI que contenia 10 pg/ml de tripsina (Sigma) a 37° C durante 4 h.
Esta prueba se realizd para conocer el porcentaje de escélices que
evaginan, y una evaginacion de los metacéstodos mayor del 90%, se
considero apropiado para obtener FM. Para este fin, se disecaron cerca
de 30,000 metacéstodos, se mantuvieron en 500 ml de agua
desionizada estéril (ADE) durante 6 horas, después de las cuales el
material se filtré por un cedazo. El liquido filtrado se centrifugé a 1,500
g por 20 min. El sobrenadante se obtuvo por decantacion y se
deshidratd por liofilizacion. El material se resuspendio en 15 ml de agua
desionizada estéril y se dializé6 en membranas miliporo (que permiten el
paso de moléculas abajo de 3,500 daltones) por 12 horas. El material fuera de la

membrana se centrifugo, se liofilizéd y se guardo a —20 °C hasta su uso.
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IV.2. DETERMINACION DE PROTEINAS.

METODO DE BRADFORD (1976)

La determinacién de proteinas se realizé por el método de
Bradford (Bio-Rad) en placas de microtitulacion. Se depositaronn 160 pL
de cada muestra en solucion y de los estandares en pozos separados de
la placa de microtitulacion. Se afiadieron 40 pL del reactivo de Bradford
a cada pozo. Se incubdé por 5 minutos a temperatura ambiente y la
lectura se realizd a 595 nm en un espectrofotometro iEMS Reader
MF(Labsystems). Con los valores de densidad éptica de 4 difuciones de
albimina bovina (Sigma) se elabor6 una curva para determinar la

concentraciéon de proteina de la muestra problema.

IV. 3. DETERMINACION DE RIBOSA.

Para iniciar la caracterizacion fisicoquimica del FM (Molinari y cols.,
1990), el FM se sometio a un espectro de absorbancia. Los resultados
mostraron un coeficiente de absorbancia a 260 nm, por lo que se pensd
en la presencia de acidos nucleicos como componentes del FM. La
prueba para la deteccién del ADN resulté negativa. En cambio la
determinacion de ribosa sugirid la presencia de ARN en el FM, por lo
que la determinacion de ribosa se utilizo como parametro para dosificar
el FM en su uso in vivo e in vitro.

La concentracion de ribosa se estimo de acuerdo al método de
Orcinol (Ashwell 1957). Se pesaron 4 mg del FM y se diluyeron en 2 mfi
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de ADE. Se adiciona 1 ml acido tricloroacético al 5%, se deja hervir por
30 minutos. Se le afiade la solucion de Orcinol/FeCis y HCl (recién
preparada), se deja hervir por 15 minutos. La lectura se realiza a 670
nm en un espectrofotémetro (Milton Roy, SPECTRONIC 1001 PLUS). La
concentracion de ribosa se calculd a partir de una curva estandar de
ribosa de levadura (Sigma).

También se realizaron lecturas de las fracciones, obtenidas a partir
de las cromatografias en fas columnas de Bio-gel, a 260 nm en un
espectrofotémetro. Esta medicion se utilizé para construir las curvas de

elusién. Se utilizé agua destilada como bilanco para calibrar a cero.

IV.4. DIGESTION DEL FACTOR DE METACESTODOS CON

RIBONUCLEASA A.

Estudios realizados por Tato y cols. (1995), demostraron que la
digestion del FM con ribonucieasas se suprime la actividad inhibitoria
sobre los linfocitos, pero aparece una actividad estimulatoria. Se realizd
la digestion con ARNasa A siguiendo el método de Uchida y Egami
(1967) con algunas modificaciones (Tato y cols.,l. 1995). La
ribonucleasa A (ARNasa A) cataliza la digestion de ARN después de los
nuciedtidos de pirimidina. Se disolvieron 300 mg de peso seco del
factor en 8.5 m! de Tris HCl 0.1 M pH 7.5. Se afadid6 200 pul del
inhibidor de tripsina (100p/ml), 2.5 ml de EDTA al 0.01My 700 ul 2.5
ml de RNAsa A. Se incluydé un control sin enzimas y tratado bajo las
mismas condiciones. Se incubaron a 37°C por 4 h con agitacion

constante. Luego se coloco el producto de la digestion en una
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membrana de 3,500 Da (Spectrapor 3), y se dializé contra agua estéril
toda la noche a 4°C. Se tomo el liquido fuera de la bolsa se liofilizé y
almacend a -70 °C. A este producto de la digestidon se le denominé

factor de metacéstodo digerido (FMd).

IV.5. CROMATOGRAFIA DEL. FM CRUDO Y FMD EN COLUMNAS DE

B1io-GEL P.

Con el objetivo de purificar mejor el componente en el FM se
realizaron cromatografias por filtracion utilizando columnas con Bio-Gel
P-6 y Bio-Gel P-2 (Bio-Rad). Lotes de 300 mg de peso seco del FM
fueron resuspendidos en 3 ml de ADE y se centrifugaron a 1,500 g por
5 min, el sobrenadante se obtuvo por decantacion, se filtré6 por
membrana de 0.22 um vy se deposité sobre una columna de Bio-Gel P-6
(2.5 x 65 cm) cargada y equilibrada con ADE. El material se eluyé con
ADE, en fracciones de 3 ml por tubo. Se utilizé lactoalbimina (Sigma)
como marcador de peso molecular. El fraccionamiento se realizé en un
sistema de cromatografia ISCO (monitor y unidad dptica, modelos UA6)
con una celda UV de 280 nm. Cada fraccion se leyd en un
espectrofotometro (Milton Roy, SPECTRONIC 1001 PLUS) @ una densidad
optica (DO) de 280 y 260 nm de longitud de onda. De igual manera se
procedié para la cromatografia en columna de Bio-Gel P-2 (2.5 x 95 cm)
acoplada a un sistema FPLC. Con los valores de absorbancia se
construyo una grafica. Las fracciones de cada pico se mezclaron y se
liofilizaron. Los picos que se obtuvieron, se probaron para ver si tenian

actividad biolégica en céiulas humanas y de raton.
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IV.6. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS MURINOS.

Se utilizaron ratones BALB/c machos, sanos de 4 a 6 semanas de edad y
de aproximadamente 18 a 20 g de peso, mantenidos en el Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México
con alimento concentrado (5008 Purina Mills Incorporation) y agua ad-
fibitum. Se extrajeron los bazos de ratones y en condiciones de
esterilidad se depositaron en cajas de Petri con medio RPMI. Los bazos
se perfundieron con el medio utilizando una jeringa estéril de 3 ml, el
material perfundido se deposité. sobre 3 mi de Histopaque®-
1077(Sigma) en tubos cénicos estériles de 15 ml, se centrifugo a 500g
por 30 min. El anillo formado por los linfocitos se obtuvo con pipeta
Pasteur y se lavd dos veces con RPMI y se centrifugaron a 600 g por 5
min, las células se resuspendieron con RPMI 1640 10% de suero fetal
bovino (SFB) (GIBCO), 100 Ul de penicilina/mt y 100 pg de
estreptomicina/ml. Se utilizé la tinciéon de azul tripano (Sigma) para
realizar el conteo de células y determinar su viabilidad. La viabilidad
celular fue por arriba del 95%, usando el criterio de exclusién con azul

tripano.

IV.7. AISLAMIENTO DE LINFOCITOS HUMANOS DE SANGRE

PERIFERICA.

Se obtuvo sangre periférica heparinizada de donadores
voluntarios. La sangre se diluy6 1/1 con PBS y se centrifugd sobre 3 ml
de Histopaque®-1077(Sigma) en tubos cdnicos estériles de 15 ml a

500g por 30 min. El anillo formado por los linfocitos se extrajo con
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pipeta Pasteur, se lavé dos veces con medio RPMI y se centrifugé a 600
g por 5 min. Se resuspendieron con RPMI 1640 10% de suero fetal
bovino (SFB)(GIBCO), 100 UI de penicilina/ml y 100 ng de
estreptomicina/ml. Se utilizé la tincién de azul tripano (Sigma) para
realizar el conteo de células y determinar su viabilidad. La densidad

celular se ajusté a 2 x10 ° células por mi por pozo.

IV.8. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR POR INCORPORACION

DE TIMIDINA TRITIADA.

Alicuotas de 5 x 10 ° células (humanas o murinas) se depositaron
en pozos por triplicado {Costar, Cambridge, Mass, 96-well plates). Se
incluyeron testigos blanco cultivados exclusivamente en RPMI. Para
inducir fa proliferacién en el testigo se afiadid Con-A (Sigma) a cada
pozo conteniendo RPMI a una concentracion de 3 pg/ml. La subfraccién
pico 1 (F1) y pico 2 (F2) se affadié a concentraciones de 1y 10 pg/mi en
los pozos de cultivos que contenian Con-A. Los cultivos se incubaron en
presencia de 5% de CO; a 37 °C durante 72 h. Dieciséis horas antes de
la cosecha se agregdé a cada pozo 1.0 uCi de timidina [*H] (74
Gbg/mmol; ICN, IRVINE, CA.) Las células se cosecharon en filtros de
fibra de vidrio (Whatman 934-H), y se lavaron con agua destilada
usando un cosechador automatico multiple (Nunc, Denmark). La
incorporacién de timidina [°H] se midi6 en un contador de centelieo
liquido (Packard Tri-carb 300), y los resultados se expresaron €omo

medias + desviacion estandar.
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IV.9. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Para el andlisis por citometria de flujo se utilizaron
concentraciones de 2 x 10 ° linfocitos humanos o murinos (obtenidos
del mismo lote que se us6 para la proliferacion) colocados en placas de
12 pozos (Costar). Se incluyeron testigos blanco en RPMI, testigo de
proliferacion conteniendo RPMI con Con-A (3 pg/ml) vy dosis del FM de 1
y 10 ug/mi o de F 2 en las mismas dosis conteniendo RPMI 10% SFB y
Con-A. Los cultivos se incubaron (5% CO,, 37 ©C, 48 h). Se tomaron
alicuotas de 250 pl de cada testigo y experimental, se depositaron en
tubos de & ml (12 x 75 mm, estériles, Becton Dickinson) y se tifieron
con anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos, para

determinar la activacion de los linfocitos T y su produccién de citocinas.

IV.9.1. REACTIVOS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES.
Se utilizaron anticuerpos monoclonales (PharMingen) para la
determinacion de citocinas intracelulares y de marcadores de activacion
en los linfocitos de ratén. Anti- IL-2- R-PE; anti- CD25- R-PE (cadena «
del receptor de IL-2); anti-CD4 (L3T4)- FITC; anti- CD8-FITC; anti- IL-
4-R-PE; anti-IFNy~- R-PE; anti-CD3e-FITC vy v,.FITC/y,PE para el control
isotipo. La permeabilizacion de las células se llevd a acabo con solucién
permeabilizante FACS™ y solucién de lisis FACS ™ diluidas 1/10 en
agua destilada. Se lavaron con PBS al 0.5% suero de albumina sérica
bovina (ASB) y 0.1% NaNs; y se fijaron con formaldehido al 0.5 %.

Se utilizaron anticuerpos monoclonales contra receptores
humanos, anti CD25-PE, anti-CD4-FITC, anti-CD4-FITC/CD8-P y anti-
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IL-2-PE, anti-IL-4-PE, anti-IFNy-PE (Sigma).

IV.9.2. DETERMINACION DE RECEPTORES DE LINFOCITOS T.

Al final del periodo de incubacién se tomaron 300,000 células por
tubo y se procedid a la tincion extracelular con anticuerpos de ratén
anti-CD4 (L3T4)-FITC v,aFITC/ys PE control de isotipo, anti-CD4-FITC;
anti-CD8-FITC anti-CD3e-FITC vy anti-CD25-PE contra receptores
humanos. Se incubaron por 25 min. a temperatura ambiente en
oscuridad, se lavaron con PBS con 0.5 % ASB vy 0.1 % NaNs, se
centrifugaron a 600g por 8 min. Se decanté el sobrenadante y se fijaron
con 300 pl de formaldehido al 0.5 %. Los tubos se almacenaron en
refrigeracién por 1 h para su posterior iectura en un citdbmetro de flujo
FACSscalibur (Becton Dickinson).

IV.9.3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS
INTRACELULARES.

Durante la estimulaciéon con Con-A y la subfraccion del FM
digerido o F2, se adicionaron 20 ul Brefeldina A a cada pozo (a una
concentracion final de 10 ug/ml de suspensidn de células) 4 h antes de
cumplir las 48 h de incubacién. Al final del periodo de incubacion se
colocaron 400,000 ceélulas por tubo y se procedié a la tincion
extracelular con anticuerpos de raton anti-CD4 (L3T4) FITC, v22FITC/v
PE control de isotipo, anti- CD8-FITC, anti-CD4-FITC; anti-CD3e-FITC;
anti-CD8-PE contra receptores humanos. Se mezclaron bien y se
incubaron por 25 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se
adicionaron a cada tubo, 1000 ul de solucidén de lisis diluida 1/10 en
agua destilada, se mezclo en el vortex, vy se incubaron 15 min a 25 oC
en oscuridad. Luego se centrifugaron a 600g por 6 min a temperatura

ambiente. Para la tincién intracelular de citocinas se afadieron 500 ul
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de solucién permeabilizante diluida 1/10 en agua destilada (BD). Se
mezcié suavemente y se incubd por 15 min a 25 °C en oscuridad. Se
anadieron 2 mi del PBS con 0.5% ASB y 0.1% NaNs y se centrifugd
a 600 g por 6 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se decantd
y se resuspendié el sedimento. Se anadieron los anticuerpos
monoclonales de ratén: anti-IL-2- R-PE; anti-IL-4-R-PE; vy anti-IFNy-R-
PE humanos. Seguido de incubaciéon por 30 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Se agregaron 2 ml de PBS con 0.5% ASB y
0.1% NaNsz y se centrifugé a 600g por 6 min a temperatura ambiente.
El sobrenadante se decantd, se resuspendido el sedimento y se
aftadieron 300 ul de formaldehido (0.5%). Se almacenaron en
refrigeracion y al resguardo de la luz hasta su lectura en el FACS.

El analisis citométrico se realizé en FACScalibur (Becton
Dickinson). La densidad de receptores y citocinas se determind usando
de programa CellQuest. En todos los experimentos se incluyeron células
tefiidas para cada fluorocromo como testigos. Los linfocitos fueron
seleccionados por sus caracteristicas de tamafio y granularidad (FSC y
SSC) y se analizaron 10,000 eventos por muestra. El porcentaje de
células T CD4" y CD8" que contenian las citocinas intracitosplamaticas
(IFN-y, IL-2, IL-4) o receptores extracelulares CD25 se observan en los
cuadrantes correspondientes, como se indican en las figuras. LoS
resultados son presentados como la media de los porcentajes de células

positivas obtenidos de tres experimentos independientes.
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IV.10. TRATAMIENTO DE RATONES CON FACTOR DE METACESTODO

DIGERIDOY F 2

Se utilizaron ratones BALB/c machos, sanos de 4 a 6 semanas de
edad, de aproximadamente 18 a 20 grs, mantenidos en el Bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, con alimento concentrado (5008 Purina
Mills Incorporation) y aqgua ad-libitum. La subfraccion del FMd se utilizé
en las siguientes dosis: 1, 2 vy 5 ug de proteina/gr de peso corporal,
diluidos en 100 pl de soluciéon salina. Los ratones del grupo testigo
recibieron 100 pl de solucién salina. Las inoculaciones se aplicaron en
el abdomen via subcutédnea cada 96 h 4 veces. Se repitio este
esquema de inoculacidon en otro grupo de ratones utilizando F 2 a la
dosis de 1 ug/gr de peso corporal. Los ratones se sacrificaron 96 h
después de la Gltima dosis. Se extrajeron los bazos y se obtuvieron las
celulas por perfusion con RPMI 1640 las cuales se centrifugaron sobre
Histopaque®-1077(Sigma) y luego se obtuvieron de la interfase. Se
realizé prueba de viabilidad con azul tripano.

Las células de los ratones tratados y de ratones testigos (1 x 10°
células/ml) se incubaron por triplicado en RPMI con SFB al 10%
(GIBCO), en pozos de cajas Costar. A células testigo se les anadieron 3
ug/ml Con-A y se incubaron (37°C, 48 h, 0.5% de CO;). Las células se
cosecharon y se tineron con anticuerpos monoclonales anti-CD4, anti-
CD8 y anti-CD25. Después, se tifieron las citocinas intracelulares como

se describio anteriormente.
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1V.10.1 DETERMINACION DE CD69 EN CELULAS DE SANGRE PERIFERICA DE
RATONES TRATADOS CON EL FMD.

CD69 es un marcador de activacion temprana de las células
linfoides.(Santis y cols., 1994). Para medir la expresion de CD69 en Ios
ratones tratados con el FMd, se tomaron 20ul de sangre periférica de Ia cola. Las
células de sangre periférica de los ratones testigos fueron incubadas en presencia
de Con-A por 4 h al igual que las células de los ratones tratados con el FMd. .Se
anadieron los anticuerpos monoclonales anti-CD69 -PE y anti-CD3-FITC,
se incub6 por 25 min en oscuridad. Se afiadieron a cada tubo, 500 ul
de solucion de lisis diluida 1/10 en agua destilada, se mezcld en vortex,
y se incubé 15 min a 25 °C en oscuridad. Luego se centrifugd a 600g
por 6 min a temperatura ambiente. Se lavé con PBS con 0.5 % ASB vy
0.1 % NaNs; y se centrifugaron a 600 g por 8 min. Se decantd el
sobrenadante y se fijo con 300 pul de formaldehido al 0.5 %. Ei analisis

se realizd en FACScalibur.

IV.11. EFecto DEL FMD EN RATONES DISMINUIDOS DE

LINFOCITOS CD4+.

A un grupo de ratones (3) se les administré anticuerpos
monoclonales anti-CD4 purificados (PharMingen) en dosis unica de 100
ug por ratén por via intraperitoneal. Estos ratones se consideraron el
grupo testigo disminuido de célufas CD4+. A otro tratado de igual forma
con anticuerpos purificados anti-CD-4 de ratén, se le administré el

factor de metacéstodo digerido (FMd) cada 96 h, 1 pg de FMd por
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gr/peso corporal por via subcutdnea. Se incluyé un grupo testigo blanco
tratado con solucion salina

Todos los grupos fueron evaluados cada 4 o 5 dias, a través del
analisis por citometria de flujo de sangre periférica. La sangre
periférica de los ratones se obtuvo de la punta de la cola asépticamente
previamente cortada con tijera, se tomaron 10 ul de sangre de cada
ratbn y se mezclaron con heparina sédica. La tincién se realizd
inmediatamente con anticuerpos monoclonales anti-ratén: anti-CD4
FITC y anti-CD8 PE (PharMingen), se incubd por 25 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Se adicionaron 500 ul de solucién
de lisis diluida 1/10 en agua destilada, se mezcl6 en vortex y se incubd
15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se lavo con PBS vy se
centrifugé a 500g por 8 minutos, se decantd el sobrenadante y el
sedimento se resuspendid con 300 ul de formaldehido al 0.5 %.

El analisis se realizdé en el citometro de flujo FACScalibur. La
densidad de receptores se determind usando el Programa de CellQuest.
En todos los experimentos se incluyeron células tenidas para cada
fluorocromo como testigos. Los linfocitos fueron seleccionados sobre sus
caracteristicas de tamafio y granularidad, se analizaron 10,000 eventos
por muestra. El porcentaje de células que expresaron los receptores
de superficie (CD4, CD8) fue obtenido en los cuadrantes correspondientes
(cuadrante superior izquierdo, CD8+; cuadrante inferior derecho, CD4+. Los

resultados son representativos de tres experimentos independientes.

IV.12. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos fueron analizados aplicando la prueba t de Student.
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V. RESULTADOS
V.1. CROMATOGRAFIA DEL FM CRUDO Y DEL FM DIGERIDO.

V.1.1. CROMATOGRAFIA EN B10o-GEL P-6

El Bio-Gel P-6 esta compuesto de particulas porosas de
poliacrilamida, que permiten la separacion de moléculas entre 1,000 y
6,000 daltons. El factor de metacéstodo crudo y el sometido a digestion
con ribonucleasa A, FM y FMd respectivamente, se separaron en dos
picos de elusién (Figuras. 1 y 2). En la grafica obtenida del
cromatograma del FMd se obseva una disminucién en los valores de
DO en el pico 1 (Figura. 2) a 260 nm, longitud de onda, respecto a los
valores en la figura 2. La digestion con ribonucleasa indujo una
reduccion en fa cantidad de ribosa/mg peso seco (20.5ug) a niveles no

detectables (datos no mostrados).

V.1.2. CROMATOGRAFIA POR BI10-GEL P-2

A fin de obtener una mejor separacion de los componentes del
factor de metacéstodo, se realizaron cromatografias en columnas de
Bio-Gel P-2, lo cual permite separar carbohidratos y pequenos péptidos
por debajo de 1,800 daltones. En la figura 3, se observa que el FM crudo
se separé en 4 picos: pico 1 (fracciones 29-34), pico 2 (fracciones 45-
54), pico 3 (fracciones 56-60) y pico 4 (fracciones 66-70).

El pico 2 del FM (obtenido a partir de la cromatografia por Bio-Gel
P-6) y el FM digerido con ribonucleasa A se cromatografiaron en la
colummna de Bio-Gel P-2 (Figuras 4 y 5). El pico 2 del FM en Bio-Gel P-6,
mostré tres picos de elusion de los cuatro que originalmente se
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obtuvieron a partir del FM crudo. El pico 1 present6 valores basales en
las fracciones 31 a 34 en esta cromatografia; el pico 2 con las
fracciones 45 a 55; pico 3 (fracciones 56-61) y pico 4 (fracciones 66-70)
(Figura 4).

La cromatografia del factor digerido (FMd) con ribonucleasa A, la
cual presentd dos picos de elusion. El pico 1 en esta cromatografia se
observé en las fracciones 31-36, presentando valores DO muy bajos; las
fracciones correspondientes al pico 2 también tenian valores basales;

pico 3 (fracciones 55-62); y no se observé el pico 4 (Figura 5).

SUBFRACCIONES DEL FM:

En el transcurso del trabajo experimental se obtuvo la fraccion
estimuladora por diferentes metodologias, digestién con ribonucleasas y
por cromatografias en Bio-Gel. Para los ensayos bioldgicos, se trabajé
con el factor digerido con ribonucleasa A (FMd) y el pico 2 del FM en
Bio-Gel P-6 (F2). Los picos de elusion obtenidos a partir de la columna
de Bio-Gel P-2, fueron también probados en los ensayos bioldgicos vy
almacenados para su posterior caracterizacibn por resonancia

magnética.

V.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO DEL FMD Y F2.

V.2.1. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR POR INCORPORACION DE
TIMIDINA TRITIADA.
Para investigar el efecto inmunomodulador del factor de metacéstodos, se

realizé una prueba de proliferacion de linfocitos in vitro. Los resultados del
tratamiento de las células esplénicas de ratones con las subfracciones F1y F2 del

factor de metacéstodo, obtenidas a partir de la cromatografia en columnas de Bio-
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FIGURA 1- Cromatografia por ultrafiltracion en columna de Bio-Gel
P-6 (2.5 x 65 cm) del factor de metacéstodo crudo. Los valores de
DO de las fracciones (3ml) se determinaron a 280 y 260 nm en el
espectrofotometro. Pico 1 (fracciones 13-16), Pico 2 (fracciones 19-

24). Grafica representativa de 10 cromatografias independientes.
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FIGURA 2. Cromatografia por ultrafiltracién en columna de Bio-Gel
P-6 (2.5 x 65 cm) del factor de metacéstodo digerido (FMd).. Los
valores de DO de las fracciones (3ml) se determinaron a 280 y 260
nm en el espectrofotometro. Pico 1 (fracciones 12-15), Pico 2
(fracciones 17-23) Grafica representativa de 4 cromatografias

independientes.
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FIGURA 3.- Cromatografia por ultrafiltracion del FM crudo en columna
de Bio-Gel P-2 (2.5 x 95 cm). Los valores de DO de las fracciones (3ml),
se determinaron a 280 y 260 nm en el espectrofotémetro. Pico 1
(fracciones 29-34), Pico 2 (fracciones 36-44), Pico 3 (fracciones 45-54),
Pico 4 (fracciones 55-61), Pico 5 (fracciones 65-71).Grafica
representativa de 3 cromatografias independientes.
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FIGURA 4.- Cromatografia por ultrafiltraciéon en columna de Bio-
Gel P-2 (2.5 x 95 cm) del Pico 2 del FM obtenido a partir de
columna de Bio-Gel P-6 (2.5 x 65 cm). Los valores de DO de las
fracciones (3ml), se determinaron a 280 y 260 nm en el
espectrofotometro. Pico 1 (fracciones 31-34), Pico 2 (fracciones 36-
44), Pico 3 (fracciones 45-54), Pico 5 (fracciones 67-71). Grafica

representativa de 6 cromatografias independientes.
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FIGURA 5.- Cromatografia por ultrafiltracion en columna de Bio-
Gel P-2 (2.5 x 95 ¢cm) del FMd con ribonucleasa A. Los valores de
DO de las fracciones (3ml) se determinaron a 280 Y 260 nm en el
espectrofotometro. Pico 1 (fracciones 30-34) , Pico 4 (fracciones
30-34), Pico 5 (fracciones 67-71) Grafica representativa de 3

cromatografias independientes.
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Gel P-6, mostraron que el material de F2 indujo mayor incorporacion de
timidina tritiada en las células tratadas que los testigos estimulados
unicamente con el mitégeno (P <0.05). El materiat de F1 indujo
inhibicién de la incorporacion de timidina tritiada con relacién al testigo
estimulado solamente con Con-A (Fig. 6).

V.2. 2. EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS T MURINOS.

Los analisis de citometria de flujo revelaron un aumento de la
expresidon de CD25 en células de raton CD4+ cultivadas in vitro con F2
y FM digerido a las dosis de 1 y 10 pg/ml (Fig. 7). Se analizaron
distintas dosis del factor de metacéstodo digerido y se encontrd que las
dosis de 1 y 10 ug/ml fueron las mas estimulantes para los linfocitos.
Dosis por debajo de 1 ng/mi no indujeron aumento de la expresion de
CD25, tal como se puede ver en el analisis por citometria de flujo de la
figura 8. Las dosis de 0.6 y 0.2 ug/ml presentaron valores de expresidn
de la cadena « del receptor de IL-2 (CD25) por debajo de la dosis
optima (1 ug/ml).

V.2. 3. PRODUCCION DE CITOCINAS INTRACELULARES

El analisis de la produccién de IFN-y en linfocitos murinos
mediante citometria de flujo, tratados con diferentes dosis del FMd e
incubados en presencia de Con-A por 48 h, mostrdé un aumento
significativo (P<0.05) con las dosis de 1 pg/mly 2 pg/ml para los TCD
4 y CD8 con respecto a los valores de Con-A (Fig. 9A). En cuanto a la
produccién de IL-2 e IL-4, se observo un ligero aumento, aungque no
significativo, con las dosis de 1 y 2 ug/ml en ambas subpoblaciones de

células T (Fig. 9B y C). Los resultados mostraron un aumento
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FIGURA 6.- Incorporacion de timidina tritiada ( 3H) por células
esplénicas de ratén estimuladas con CON-A y tratados con diferentes
dosis (ng/10° células/ml) del Pico 1 y Pico 2 obtenido a partir de la
cromatografia del factor de metacéstodo crudo en columna de Bio-Gel

P-6. Se presentan las medias + DE de los resultados de 6 experimentos.
*(P<0.05)
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% LINFOCITOS T CD4/CD25

60 -

BFMD *

F2
s0{ O N )
*

40 - .
30 4
20 -
10
0 T T k] 1

CON-A 1 ug/mi 10 ug/ml
TRATAMIENTO

FIGURA 7. Expresion de CD25 en células T CD4 de ratones,
tratadas in vitro con FMd (barras negras); y F2 (barras blancas).
Las células fueron estimuladas simultaneamente con la subfraccion
( FMd o F2) y CON-A por 48 h. Se presentan las medias + DE de los
valores en porcentajes de 10,000 eventos Resultados de 5
experimentos independientes. *P<0.05, (CON-A vs 10ug/mil).
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FIGURA 8. - Analisis por citometria de flujo de !a expresion de CD25 en
linfocitos T CD4 estimulados con Con-A y el FMd. Los linfocitos de ratén fueron
tratados con Con-A y FMd (0.2ug/ml, 0.6pg/ml, 1pg/mi) por 48 h. Las células
fueron tefiidas con anticuerpos anti-CD4-FITC (FL1-H) y anti-CD25-FITC (FL2-
H). Se incluyen testigos de estimulacion solamente con Con-A y células en
RPMI. Se muestran los valores en porcentajes de 10,000 eventos calculados
para cada cuadrante. Resultados representativos de tres experimentos
independientes.
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significativo en ambas subpoblaciones de células T en la expresién de
CD25 con las tres dosis (P< 0.05, Fig. 9D).

Los resultados del tratamiento in vitro de los linfocitos murinos
con la subfracciéon F2, se muestran en la figura 10. Se utilizaron dos
dosis para estos ensayos, 1 y 10 ug/ml. Se observé un aumento en la
produccion de IFN-y con la concentraciéon de 1 pug/ml  tanto para
linfocitos T CD4 y CD8 (P<0.05) con respecto a los valores con Con-A.
IL-2 aumentd significativamente en las células T CD4 cuando se
trataron con la dosis de 1ug/ml (P<0.05) IL-4 se observé aumentada
significativamente para linfocitos T CD4 y CD8 con la concentracién de
1 ug/ml (P<0.05). La expresion de CD25 se observé también
aumentada significativamente (P<0.05) en células CD4+ con la

concentracion de 1 pg/ml (Fig. 10).
V.3. ACTIVIDAD BIOoLOGICA Ex vIvo peEL FMp Y F2.

V.3.1. EXPRESION DE CD25 Y CITOCINAS INTRACELULARES EN
LINFOCITOS DE RATONES TRATADOS CONEL FMD Y F 2.

Se estimularon linfocitos esplénicos de ratones tratados con el FM
por 48 h con Con-A. Se observé un aumento en la expresién del
receptor de IL-2 (CD25) en los linfocitos de ratones tratados con las
dosis de 1 y 2 ng de proteina por gr de peso corporal del factor de

metacéstodos digerido comparados con las células de ratones testigo

(Figura.11A). la concentracion de IFN-v intracelular fue mayor
en células CD4 y CD8 de ratones tratados con las dosis de 1 y 2
ug/gr, El aumento fue significativo con la dosis 2 wg/gr (Fig. 128,

P<0.05). La interleucina 2 se observéd
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FIGURA 10.- Expresion de CD25 y de la produccion de citocinas

intracelulares en células T de ratones CD4 (barras grises) y CD8

(barras blancas). Las células fueron estimuladas simultaneamente

con

la subfraccion

F2 (1ug/ml) y CON-A por 48 horas. Se

representan las medias + DE de los valores en porcentajes de 10,000

eventos. Resultados de 3 experimentos independientes. *P<0.05.
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FIGURA 11A.- Expresion de CD25 en linfocitos T de ratones tratados con
diferentes dosis del FMd (pg de proteina/gr de peso corporal). Al final dei
esquema de tratamiento, se obtuvieron los linfocitos esplénicos, se incubaron
en presencia de CON-A por 48 h, se incluyé un pozo con RPML. CD4 (barras
negras), CD8 (barras blancas), RT (raton testigo). Se representan las medias +
DE de los valores en porcentaje de 10,000 eventos. Resultados de cuatro
experimentos independientes. *(P<0.05)
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FIGURA 11B.- Analisis de la produccidén de IFN-y intracelular en linfocitos T de
ratones tratados con diferentes dosis del FMd (ug de proteina/gr de peso
corporal). Al final del esquema de tratamiento, se obtuvieron los linfocitos
esplénicos, se incubaron en presencia de CON-A por 48 h, se incluyé un pozo
con RPMI. CD4 (barras negras), CD8 (barras blancas), RT (raton testigo). Se
representan las medias + DE de los valores en porcentaje de 10,000 eventos.
Resultados de cuatro experimentos independientes. *(P<0.05)
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FIGURA 11C.- Analisis de Ia produccion de IL-2 intracelular en linfocitos T de
ratones tratados con diferentes dosis del FMd (ug de proteina/gr de peso
corporal). Al final del esquema de tratamiento, se cbtuvieron los linfocitos
esplénicos, se incubaron en presencia de CON-A por 48 h, se incluyé un pozo
con RPMI. CD4 (barras negras), CD8 (barras blancas), RT (ratén testigo). Se
representan las medias + DE de los valores en porcentaje de 10,000 eventos.

Resultados de cuatro experimentos independientes. *(P<0.05)
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FIGURA 11.D.- Analisis de la produccion de IL-4 intracelular en linfocitos T de
ratones tratados con diferentes dosis del FMd (ug de proteina/gr de peso
corporat). Al final del esquema de tratamiento, se obtuvieron los linfocitos
esplénicos, se incubaron en presencia de CON-A por 48 h, se incluyd un pozo
con RPMI. CD4 (barras negras), CD8 (barras blancas), RT (ratén testigo). Se
representan las medias + DE de los valores en porcentaje de 10,000 eventos.

Resultados de cuatro experimentos independientes. *(P<0.05)
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ligeramente aumentada con la dosis de 1 ug/gr en ambas poblaciones
(Fig. 11C). En la figura 11D, se observan los valores de produccién de
IL-4, se obtuvieron valores significativos en los linfocitos TCDS8
(P<0.05). Gnicamente con la dosis de 1 pg/gr de proteina por gr de
peso corporal de raton

[.a subfraccién F2 indujo aumento en la concentracion de IFN-y en
las poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 de los ratones tratados, este
aumento fue significativo (P<0.05). Se observo también un discreto
aumento en la produccion de IL-2 e IL-4, asi como en la expresion de
CD25 (Fig. 12).

V.3.2.EXPRESION DE CD69 EN CELULAS DE SANGRE PERIFERICA DE LOS
RATONES TRATADOS CON EL FMbD.

Para medir la expresion de CD69 en células CD3, se tomé sangre
periférica de la punta de la cola de los ratones tratados con el FMd. Las
células de sangre periférica de los ratones testigos fueron incubadas en
presencia de Con-A por 4 h. El andlisis por citometria de flujo mostré
aumentada la expresion de CD69 en la poblacion de células CD3- de
los ratones tratados con 1lug/gr del FMd en comparacion con los
valores de células testigo. La poblacion CD3- CD69+ de los controles
estimulados presentaron valores de 9 %. En contraste las células de
los ratones tratados con 1 pg/gr del FMd mostraron un marcado

aumento de la expresidon de CD69+ ( 39% vs 9%), ver figura 13.

V.3.3. EFECTO DEL FMD EN RATONES DISMINUIDOS DE CELULAS T
CD4.

Se investigé como influye el FMd en el reestablecimiento de la

52



Resultados

18 + F2 EXVINO

16 - L

14

12

10 4 it

% LINFOCITOS T

= s S N E(F 2 P I S
L | =2 @ 2 o e | = @ L | = o
[v'd [w] = [»] = o o = o (@] =
- Q - o - . o - = o -
1.4 - = s b= o =
o o 1.4 o
CD25 IL-2 IFN-gamma IL4

FIGURA 12. Expresion de CD25 y de la produccion de citocinas intracelulares
en linfocitos T de ratones. Los ratones fueron tratados con 1pg de proteina de
la subfraccion F2/ gramo de peso corporal. Al final del esquema de
tratamiento, se obtuvieron los linfocitos esplénicos, se incubaron en presencia
de CON-A por 48 h, se incluyé un pozo con RPMI. CD4 (barras grises); CD8
(barras blancas), RT (ratones testigos) . Se presentan las medias + DE de los
valores en porcentaje de 10,000 eventos. Resultados de 3 experimentos
independientes, *P<0.05
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FIGURA 13.- Analisis por citometria de flujo de la expresion de CD69 en células
de sangre periférica de ratones tratados in vivo con el FMd (1pg/gr de proteina
por g. peso corporal). Las células fueron obtenidas a partir de sangre periférica
de la cola, se estimularon con CON-A por 4h. Se presentan los valores en
porcentajes en fos cuadrantes. RT (ratones testigos); R1, R2, R3 (ratones
tratados con FMd); FL1 (CD3-FITC); FL2 (CD69-PE). Experimento
representativo de dos independientes.

54



Resultados

poblacion de células T CD4 ratones sanos tratados previamente con
anticuerpos monoclonales anti-CD4. Los ratones tratados con el FMd
presentaron un discreto aumento del marcador CD4 para el dia 9, con
respecto a los ratones testigos disminuidos de CD4, para el dia 22, la
expresién de CD4 fue significativamente mas alta en las células de los
ratones tratados con el FMd que en los controles (38.2% vs 22.6 %
respectivamente, P<0.05) (Fig. 14) Después del analisis de la cinética
de recuperacion del marcador CD4, se sacrificaron los ratones vy se
determind la expresion de CD25 de sus células esplénicas incubadas con
Con-A por 48 h; la expresion de CD25 fue mas alta células de los
ratones tratados con el factor que sus testigos disminuidos de CD4, ver

figura 15 .

V.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL FMD EN LINFOCITOS HUMANOS DE

SANGRE PERIFERICA.

V.4.1.EXPRESION DE CD25 EN LINFOCITOS T HUMANOS. Cuando
se trataron células humanas con las dosis de 1 y 10 ug/ml, se observo
un marcado aumento de la expresion de CD25 en las células T CD4, con
efecto dependiente de la dosis (P< 0.05) (Fig. 16). Los resultados del
analisis por citometria de flujo de un experimento representativo del
efecto de dosis dependiente es sefialado en la figura 17. Se analizé el
efecto del FMd en linfocitos humanos provenientes de un individuo
clinicamente sano cuya poblacion de células T CD4 estaba por debajo
de los valores normales (valores normales 29-53%). En la figura 18 se
observa un aumento de la expresion de CD25 con la dosis de 4 png/ml
del FMd.
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FIGURA 14.- Cinética de la recuperacion de linfocitos T CD4+ en ratones
disminuidos con anticuerpos anti-CD4 purificados (Pharmigen). Ratones
testigos (circulos abiertos); ratones disminuidos con anti-CD4 (cuadros
grises); ratones disminuidos con anti-CD4 y tratados con el FMd
(tritangulos negros). La flecha indica la dosis tinica de anticuerpos anti-
CD4+ (100ug); Se presentan las medias + DE, N=3. (*P<0.05)
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FIGURA 15.- Expresion de CD25, en ratones tratados con anticuerpos anti-CD4
(100pg) y FMd (1pg/gr peso corporal). Al final del esquema de tratamiento, se
obtuvieron los linfocitos esplénicos, se incubaron en presencia de CON-A por 48
h, se incluyé un pozo con RPMI. Ratones testigos ( barras negras), ratones
disminuidos de CD4+ (barras blancas), ratones disminuidos de CD4+ y tratados
con el FMd (barras grises). Se presentan las medias + DE de los valores en
porcentajes de 10,000 eventos. Resultados de tres experimentos
independientes. * P<0.05 (CON-A: anti-CD4+FMd vs Testigo)
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FIGURA 16.- Expresion de CD25 en linfocitos humanos tratados in
vitro con ei factor de metacéstodos digerido (FMd) y CON-A por 48
h. Se representa la media = DE de 5 experimentos independientes.
(CON-A vs FMd 10.0 ug/ml.; *P<0.05)
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FIGURA 17.- Analisis por citometria de flujo de la expresion de CD25 en
linfocitos T CD4 humanos estimulados con Con-A y el FMd. Los linfocitos
fueron tratados con Con-A y FMd (0.41:.g/ml, 2.0 ug/ml, 10 pg/ml) por 48
h. Las células fueron tefidas con anticuerpos anti-CD4-FITC (FL1-H) y
anti-CD25-PE (FL2-H). Se incluyen testigos de estimulacion con Con-Ay
células en RPMI. Se muestran los valores en porcentajes de 10,000
eventos calculados para cada cuadrante. Resultados representativos de

7 experimentos independientes.
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FIGURA 18.- Analisis por citometria de flujo de la expresion de CD25 en
linfacitos T CD4 humanos estimulados con Con-A y el FMd. Los linfocitos
fueron tratados con Con-A y FMd (0.4ug/mi, 2.0 pg/ml, 10 ng/ml) por 48
h. Las células fueron teiidas con anticuerpos anti-CD4-FITC (FL1-H) y
anti-CD25-FITC.(FL2-H) Se incluyen testigos de estimulaciéon solamente
con Con-A y células en RPMI. Se muestran los valeres en porcentajes de

10,000 eventos calculados para cada cuadrante.



Resuiltados

V.4.2.PRODUCCION DE CITOCINAS INTRACELULARES EN LINFOCITOS
HUMANOS.,

La produccidén de citocinas intracelulares en linfocitos T humanos
tratados con el FMd se observa en la figura 19. Las células tratadas con
10 pg/mi produjeron mayor cantidad de IL-2 (20% vs 12% del control
con Con-A; P< 0.05). También se indujo un aumento significativo en la
produccién de IFN-v en las células tratadas con dosis de 10 pg/ml. No

se observé aumento en la produccién de IL-4 (datos no mostrados).
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FIGURA 19.- Analisis de la produccion de citocinas intracelulares en
células T CD4 humanas. Las células fueron estimuladas simultineamente
con la subfraccion FMd y CON-A por 48 h in vitro. IFN-y, (barras
blancas); IL-2, (barras grises). Se representan las medias + DE de los
valores en porcentajes de 10,000 eventos. Resultados de 3 experimentos
independientes. *P<0.05.
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VI.DISCUSION

Los resultados obtenidos de las cromatografias del factor de
metacéstodo crudo sugieren que este factor estd compuesto de dos
componentes activos. Cuando el factor crudo es digerido con
ribonucleasa A (FMd) el patron de elusién cambia, perdiéndose el pico 1
tanto en las cromatografias en Bio-Gel P-6 como en Bio-Gel-P-2. Ef uso
de la columna de Bio-Gel P-2 para obtener una mejor separacion de los
componentes del FM, mostré un perfil cromatografico con mayor
cantidad de picos, donde la subfraccién estimulatoria se ubicd en el pico
4 Este pico (0 subfraccién F2) presentd valores de DO a 260 nm y 280
nm similares en las cromatografias del FM crudo, digerido y del
obtenido a partir de Bio-Gel P-6. Los valores de DO a 260 nm en el pico
4 o F2, muestran que esta molécula de bajo peso molecular contiene,
probablemente algin péptido de bajo peso molecular determinado por el
método de Bradford. Es interesante resaltar que los valores de
densidad optica obtenidos al analizar la subfraccion estimulatoria a 260
nm se mantienen después de la digestion con ribonucleasa. La dificil
obtencion del material no ha permitido concluir el analisis de su
composicién por resonancia magnética.nuclear.

Por otro lado el aumento de la proliferacidon en los ensayos de
incorporaciéon de timidina tritiada con la subfracciéon F2 del FM; y el
aumento de la expresion de CD25 en linfocitos tratados con el FM
digerido y con F2 sugieren que la subfraccién (F2 y FMd) podrian
contener el mismo componente activo. Estos resultados confirman y
afiaden informacién a lo reportado por Tato y cols. (1995).

Las células obtenidas de ratones testigos, tratadas con la
subfraccion (FMd} aumentaron la expresion de CD25 por arriba de los
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valores obtenidos con el tratamiento solo del mitégeno. Estos resultados
muestran que las subfraciones del FM estimulan a las células T, solo en
presencia del mitdégeno. Este efecto va acompafiado de un patrén de
produccion de citocinas intracelulares con un aumento significativo de
IFN-y (P<0.05), IL-2, e IL-4.

Por otro lado, el aumento de las células T CD4 en los ratones
tratados con anticuerpo moncocional anti-CD4 y con FMd comparada con
la de ratones testigos (P<0.05), indica un alto potencial de tipo
farmacoldgico como inmunoestimulante en entidades patoldgicas donde
la poblacion de linfocitos CD4 esta disminuida.

La respuesta inmune celular juega un papel importante en la
resistencia a las infecciones con patégenos intracelulares (Hahn y
Kaufmann, 1981). La respuesta tipo Thl (IFN-y, II-2) en ratones
infectados con microorganismos intracelulares (tales como Salmonella
typhimurium, Leishmanias) induce resistencia a este tipo de infecciones
{Yang y cols., 1990, Ramarathinam vy c¢ols., 1993, Pie y cols., 1997). EI
modelo de infeccidon con Salmonella typhimurium utilizado para probar
el efecto FMd en ratones sanos (Molinari y cols., 1989) mostrdé un
efecto estimulante del FMd, ya que aumenitd el porcentaje de
sobrevivencia (80%) de los ratones infectados con S. typhimurium,
tratados con el FMd comparado con el grupo testigo del cual solo
sobrevivi6 el 10%. En experimentos in vitro, la infeccién de esplenocitos
murinos con S. typhimurium induce una elevada produccién de IFN-y
en los linfocitos y en las células NK, lo que sugiere un papel importante
en la defensa des hospedador contra esta infeccion. (Ramarathinam y
cols., 1993) Nuestros resultados sugieren que fa subfraccion

estimulatoria del FMd o F2 induce una diferenciacion de los
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linfocitos T CD4 al subgrupo Thil, ya que aumenta la produccion de
IFN-y e IL-2 en los finfocitos de los ratones tratados con el factor y
estimulados con Con-A. Los resultados de este trabajo junto con los
hallazgos reportados por Molinari y cols., (1989) apoyan la idea de que
el FM activa a los linfocitos hacia el tipo de respuesta Thl. Tanto las
células T CD4 y T CD8 son inducidas a producir IFN-y e IL-2 (Fig. 9A y
10), lo que sugiere un efecto sinérgico de ambas poblaciones en la
producciéon de las citocinas (Gazzinelli y cols.,1991). Desconocemos
cuales son los eventos moleculares, que inducen esta diferenciacion de
la respuesta inmune hacia el tipo Thl. Probablemente también estén
participando las células NK en la induccién hacia Th1, como parte del
efecto del tratamiento con la subfraccién estimulatoria del factor de
metacéstodos. Estos resultados estan en concordancia con lo
encontrado por otros autores (Ramarathinam y cols., 1993) quienes
sefialan que las células T y NK juegan un papel primordial en la
respuesta inmune frente a S. typhimurium. Es importante destacar que
el FM promueve la desviacién de la respuesta celular de tal forma, que
cuando los ratones son infectados con dosis letales de S. typhimurium
~ estos resuelven la infeccién significativamente aunque menor a los que
han sido previamente vacunados contra S. typhimurium (Molinari vy
cols., 1989) Estos hallazgos sugieren la existencia de un mecanismo
independiente de la via de presentacion a través del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) para la estimulacion de las células T. Es
decir el FM induce un efecto inmunomodulador sobre las células T de
forma tan eficaz como si utilizara la via de presentacién de antigeno a
través de macréfagos y células dendriticas (Yrlid y cois., 2000). Este

efecto inmunomoduiador se ha observado en otros compuestos, tales
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como el muramyl dipéptido (MDP), un constituyente esencial de las
bacterias gram positivas, y su analogo sintético. El MDP, es un pequefo
glycopéptido, capaz de activar la inmunidad no especifica y de ejercer
un efecto inmuno-adyuvante en las enfermedades infecciosas. (Schreck
y cols., 1992). El MDP se probdé en ratones infectados con Toxocara
canis, restableciendo vy estimulando significativamente la habilidad
fagocitica inhibida por el parasito de los leucocitos polimorfonucleares, la
actividad metabélica de fos macroéfagos vy la respuesta proliferativa de
los linfocitos T(Dvoroznakova y cols., 1999). Como el tnico modelo
hasta ahora probado ha sido la infeccion por S. typhimurium, seria
interesante analizar como es la respuesta inmune en otro modelo de
infeccion intracelular en ratones.

Finalmente, el efecto del FM no esta restringido a linfocitos
murinos, ya gque también estimula células humanas. Estos resultados
nos sugieren que el poder estimulante de la subfraccion del FM podria
ser inespecifica entre especies. La caracterizaciéon biogquimica del FMd
ayudaria en un futuro a entender los mecanismos involucrados en la
modulacion de la respuesta inmune, asi como su utilidad como farmaco
estimulante del sistema inmune, ya que se trata de un compuesto de
muy bajo peso molecular que estimula las células T. Los péptidos
inmuno-estimulantes o inmuno resconstituyentes tienen muchas
posibilidades para el uso terapéutico, tal como adyuvantes de vacunas
pobremente inmunogénicas, para reforzar las defensas frente 2
infecciones, para inmunoterapia de sindromes de inmunodeficiencias y
de cancer (Werner, 1987).

Molinari y cols. (1995) mostraron que el factor inhibitorio no actua

sobre los monocitos esplénicos in vitro, ya que monocitos incubados en
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presencia del factor inhibitorio y luego los colocaron con linfocitos y no
mostraron inhibicidn de la proliferacién de los linfocitos. Por lo que el
mecanismo que se sugiere es directo sobre las poblaciones de linfocitos
T. El alto contenido en carbohidratos del FM sugiere también que este
puede adherirse a receptores tipo lectinas que tienen dominios de unién
a carbohidratos que tengan capacidad de activacion de la células como
por ejemplo CD69. Este receptor es rapidamente inducible en células NK
(Santis, y cols., 1994; Borrego, y cols., 1999). CD69 es rdpidamente
inducible en células NK después de la activacién (Borrego, y cols.,
1999).
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VII. CONCLUSIONES

a) El factor de metacéstodo ( FMd y F2) tiene la capacidad de
inducir la proliferacion y produccion de IFN-vy, IL-2 e IL-4, en linfocitos
T.

b) El FMd es capaz de reestablecer la poblacion de linfocitos T CD4
en ratones disminuidos de CD4.

c) El efecto estimulante de FMd y F2 sobre linfocitos murinos y
humanos sugieren que su actividad bioldgica es inespecifica entre
especies.

d) Los analisis fisico quimico y de actividad bioldgica del FMd vy
F2 sugieren que estas subfracciones contengan el mismo componente
activo.

e) Estos resultados indican que este factor de metacéstodo tiene

un importante potencial farmacoldgico como un inmuno estimulante,
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Abstract A metacestode factor (MF) isolated from live
metacestodes of Taeenia sofium suppresses humoral and
cellulyr responses, and inhibits the inflammatory reaction
around metacestodes implanted subcutaneously in mice.
When this MF is digested with RNase (AMF), it loses the
suppressive capacity, but acquires T-cell stimulant abili-
ty. By filtering MF through a Bio-gel P6 column. two
components were separated. The first (F1) was suppres-
sive, while the second (F2) stmulated T cells to prolif-
erate. In these experiments, F2 or dMF was used with
mouse spleen cells in stimulation assays in vilro. Spleen
cells from mice treated with F2 or dAMFE were also stim-
vlated with concanavalin A (Con-A) ex vivo. Flow
cytomelry analyses were performed to estimate cell pro-
liferation, intracellular cytokine production, and resto-
ration of CD4 " cells. Spleen lymphocytes from mice
previously treated with F2 or dMF and then stimulated
with Con-A ex vivo exhibited a significant increase in cell
proliferation and gamma interferon production by
CD4" (P<0.05) and CD8' cells. These effects were
concentration-dependent and inversely correlated with
the amount of dMF or 2. Similar results were observed
in normal mouse spleen T ceils incubated with F2 or dMF
and Con-A in vitro. Finally, dMF induced a sigmficant
restoration of CD4° cells in mice depleted of these cells.

Introduction

Immunosuppression has heen demonstraled clearly in
infeciions with helminths. Some authors have reporied
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the isolation of factors of low molecular weight from
Schistosoma mansont {Dessaint el al. 1977), Onchocerca
gibsoni (Yin Foo et al. 1983) and Taenia raeniaeformis
{Burger e t al. 1986); a role in immunosuppression has
been ascribed to these factors. We have isolated a factor
(metacestode factor, ME) from metacestodes of Twenia
solium that depresses (*H) thymidine uptake by tym-
phocytes sumulated with phytohemageglutinin  or
concanavalin A (Con-A) (Molinari et al. 1990; Tato el al.
1995). MFE also impairs the inflammatory reaction sur-
rounding mplanted 7. solium metacestodes in mice; it
affects the humoral and cellular responses. and non-
specifically inhibits cytokine production (Tato et al
1996: Arechavaleta et al. 1998; Molinari et al. 1998).
Two fractions with components of low molecular weight
(MW < 1,350 Da) have been separated from MF (Tato
el al. 1995). Fraction 1 (F1) depresses ("H) thymidine
uptake by human and murine lymphocytes stimulated
with phytohiemagplutinin or Con-A {Mofinan et al
1990: Taio et al. 1993). The other fraction (F2} increases
(*HY thymidine uptake by lymphocytes stimulated with
Con-A (Molinari el al. 1990; Tato et ul. 1995). When
MF is subjected to digestion with RNase, the digested
MF (dMF) increases the survival of mice after a chal-
lenge dose of Sulmonelia tvphimurivn, and decreases
significantly the bacteremia in these mice {Molnar: ¢t al.
19R9).

This investigation was designed to evaluate the po-
tenual of dM¥F and the isolated F2 1n eliciting such
processes as lymphocyte probferation and synthesis of
cytokines. triggered by Con-A mn vitro and ex vivo, 1n
murine lymphocytes

Materials and methods
Metacestode facto

M- was obtained following the methad deserthed by Tato et i
(1995), Metawestodes of T ol were carefully dissected trom
medt of cysticercotic prps ohitaned from o slauyhter house (Toluca
Movicoy ot from Jive Gusticetcote pigs broueht rom villages 1hoan



arez in Mexico where porcine cysticercosis is endemic (Molinari
et al. 1993, 1997

Before obtaining MF, 20 metacestodes were tested for viability
according to Tato et al (1993). When viability was found to be
above 90%, the rest of the metacestodes from that pig were washed
with sterile distilled deionized water (ddw) and incubated in 500 m!
of ddw for 6 h at room temperature. After centrifugation at
10.000 rpm for 15 min supernatants were lyophilized, suspended in
5mi of ddw and dialyzed using a Spectrapor 3 dialysis tube
(Spectrum Medical Industry, molecular weight cut-off 3,500 Da)
against 100 ml of sterife ddw at 4 °C 1n autoclaved glassware, After
12 h. the material outside the dialysis tube was lyophilized and
stored at 4 °C.

Animals

Syngeneic BALB;c nuce (202 ¢) from our animal facilities were
used in all experiments; they were housed according to the Guide
Jor the caie and use of laboratory animals {1996).

RNMase digestion

Dugestion of MF with RNase was carried out according to Uchida
and Egamur (1967). with modifications (Tato et al. 1993).

Batches of 500 mg dry weight ME were resuspended in
8.5mi of 0.1 M Tris-HCl {pH 7.5) comaming 2.5 ml RNase
(5 pg/ml). 2.5 mi of 0.01 M EDTA. 200 ul of trypsin inhibitor
(100 we'mi), and 700 ul of 0001 M p-hydroxymercuribenzoate
(S1gma}. Digestion wus conducted at 37 °C for 4 h with con-
tinuwous stirring. The digested material was dialyzed aganst ddw
avernight m a Spectrapor 3-dialysis tube {cut-off 3,500 kDa) at
4 °C. Material outside of the tube (dMF) was tyophilized and
stored at -20 °C.

Sumulatory fraction F2

To obtam F2. batches of 400 mg of dMF (dry weight} were sus-
pended in ddw, filtered through a Milipore membrane (0 22 pm)
and loaded on a Bio-gel P-2 column 200400 mesh (70x0 $ mm,
Bio-Rad) previously equilibrated with ddw., The materiul was
eluted with ddw, and momtored at 260 nm with an ISCO UAS
vitravioler analyzer. Fractions of 2.5 ml weie collected Fractions
of peak 2 {F2) were peoled and lyophilized

Chemicyl detenminations

Concentrations of ¢MY and F2 were estimated as protein using the
method desertbed by Bradford (1976).

Probferaton assays

Cell proliferaton assays were carvied ouf aecording 1o the methed
of Arechavaleta ev al (1998). Mouse spleen cells obtwned under
aseplic conditions were resuspended at o concentration of $x10°
cells mi i RPMI 1640 supplamented wath 10% fetal bovine serum
(Gibee), peniaithn (100 pg mij, and streptomyein (235 we/mil), and
were plated st 5%107 per well in S4well plates (Costar) Con-A
{Stgmi) a1 05 pg in 100 gl of RPMY and 20 ul of the same medium
(previously filtered by 0.22 pm Mullipore membranes) contaming 1.
S Hope of FYor F2 were added to cach well moinpheate. Plates
swere mcubated (37 20, 59% COL, for 72 h) Controls meluded cells
menbated with just RPMIL or without Con-ALorl 1o 2 At17 h
before haevestung, CT1y thymudme 1O pCrwell (74 GBg/mmol,
TON, Irang, Caliby was added Cells were Barvested with a muluple
aatontided  sample hurvester (Nuneo Denmark) and  thvmdine
i erpoton was iedstned osme o hgnd semtGlanon countsne
leckiman [0S st Ay
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Inoculation of mice with dMF or F2

A group of three mice was inoculated by the subcutaneous route
(s.c.) with 20, 40, or 100 pg of dMF (estimated as protein) dissolved
in 100 pl of saline solution, Booster injections were performed three
times, at intervals of 96 h. Another group of three mice was inoc-
ulated by the s.c. route with 20 pg of F2 dissolved in 100 pl of
satine solution. Three boosters were also carried out, every 96 h
Twelve daye after the first inoculation. mice were sacrificed and
their spleen cells were obtained for proliferatien assays and
estimation of intracellular cytokines. Mice inocufated with saline
solution were used as controls.

Estimation of CD25 expression aad intraceliular cytokines

CD25 expression and intracellular ¢ytokine concentranions were
estimated according to Picker et al. (19951 with modifications. For
estimations in vitro. spleen cells were obtained from normal ruce.
For estimations ex vivo, spleen cells were obtamned from mice
wmoculated wath dMF or F2 and from control mice

Spleens were dissected under aseptic conditions and infiltrated
with complete medium until a cell suspension was obtained.
Aliquots of 2 ml containing 2x10° cells were plated w trplicate in
12-well plates (Costar). Con-A (2 pg/ml} was added to each well.
For assays in vitro, dMF or F2 at concentratons of 0 5, 1, and 3 pg
were added to %107 cells. Control cells, with or without Con-A in
RPMI 1640, were included.

For ex vivo assays. spleen cells (5x107) from mice snocufated
with dMF or F2 were stitpulated with Con-A. Cells from control
mice were incubated with RPMI 1640 medum. Cells in alf exper-
iments were incubated at 37 °C in an atmosphere of 3% CO; for
48 h. After 44 h of incubation, Brefeldin A (5 upyml, Sigma) was
added to each well, Cells (4x10%/tube} were transferred to capped
polystyrene round-bottom tubes (Falcon), and cenptrifuged (430 g.
for 5min), washed by cenuifugation (450 ¢, for 5 wmm). and
suspended in 0.5 mi of PBS.

To identify CDD4™ and CD25™ expression. cells were stained
with a two-color direct immunofluorescence teagens usmg flue-
rescein tsothiccyanate (FITC)-labeled (mAb) anti-mouse CD4, and
PE-{abeled anti-mouse CD25 [interleukin-2 (fL-2) receptor  chain]
according 1o manuiacturer’s instructions {Pharmingen). Cells
nuxed with irrelevant FITC-labeled (mAbs) anti-IgG1PE-labeled
ani-JpG2a were used as controls.

For estimation of intracellulur cytokimes, celis were treuted with
a fluorescence-activated cell sorting (FACS) peimeabilizing solu-
tion (500 plitest, Becton Enchinson) and stained with phyco-
ervihrin (PEj)-labeled (mAbB) unti-mouse TL-2, IL-4 and gamma
interferon (IFN-7). Flow cytometry analyses were carried out n u
FACSCalibur (Becton Dickinson), 10,000 events were acquired per
plot

Estimation of restoration of CD4”" cells

To estimate the restoration of CD4” cells. mice (n+4) were moc-
ulated with 100 pg of mAb anti-mouse CD4 ™ (Pharmingen) by
intraperiionent (i p ) route to deplete them of CD4 ' cells Imme-
diately after, two of them were § ¢ woculated with 0.1 mi of sterile
suline solution containing dMFE (20 pg as protan) our boosters
of dMI7 were given at intervals of 96 h. Depleted control mree
{(r=2) were moculated only with anu-CID4 mAb Untreawed nuee
were included as a control

Samples of penpheral blood (60 pi) were oblamed every 4-
5 days from the tall vein. Blood cells were stamed with FITC-
Libeled mAb ant-mouse CD4 (leu-3ay and PE-labeled ann-mouse
CDS, and anadyzed hy flow eytomerry At the 22nd day, miee
were sacaficed, their spleens were dissected under aseptic ¢condi-
trons and mblgated with complete medium unul o cell suapen-
sion was obtamed  Spleen celis were staped for €47 amd
CDRET eapression and analszed By flow ovtometny g descrbed
above
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Statistics

Significant differences in CD25 expression and intraceliular cyto-
kine concentrations were estimated by the ;{2 test. Values of
P<0.05 were considered significant. Results of (*H) thymidine
uptake and depletion of CD4 ™ cells were expressed as mean £ 5D,

Results
Effects of F1 and F2 on cell proliferation

In consonance with a previous report (Tato et al. 1995),
the current lymphocyte proliferation results confirmed
the up and down modulation effects induced by
T. soliwm factors F1 and F2 on Iymphocytes. Batches of
MF obtained from live 7. sofium metacestodes were
filtered through a Bio-gel P6 column. Fractions from
peaks 1 and 2 (factors Fi and F2, Fig. 1A) were tested
by cell-proliferation assays. F1 inhibited (*H) thymidine
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uptake in a dose-dependent manner. In contrast, F2
increased (CH) thymidine uptake by mouse spieen lym-
phocytes stimulated with Con-A (Fig. 1B). In addition,
a batch of dMF with RNase was filtered through a Bio-
gel P-6 column. The elution profile showed that the Fi
had been eliminated by RNase activity (Fig. 1C).

Stimulation of proliferation cell and cviokine
production in vitro

We explored whether F2 and dMF were T-cell stimu-
lants in vitro. Normal mouse spleen cells were incubated
in RPMI 1640 medium with F2 or dMF, with or without
Con-A for 48 h (Fig. 2). CD4" and CD8" cells and
mtracytoplasmic [FN-7, IL-2 and 1L-4 were stained for
fiow-cytometry analyses. Results showed that the effects
induced by dMF and F2 (proliferation of T celis and
cytokine synthesis) were concentration-dependent, and
inversely correlated with the amount of dMF or F2.
Normal mouse spleen cells incubated with F2 or dMF
(0.5 ng as protein} and Con-A for 48 h exhibited a
higher CD25 expression by CD4” and, presumably,
CD§ " cells (pCD8™" cells, Fig. 2C. F. upper right and
left quadrants respectively) than Con-A control stimu-
lated cells (Fig. 2B, E).

F2 induced a higher increase in CD25 expression in
CD4™" and pCD8" cells than in Con-A control cells
{33% vs 17%, P <0.05: and 22% vs 11%, Fig. 2C. B).
Similar results were observed in CD4 ™ and pCD8&" cells
after treatment with dMF (17% vs 8%, and 5% vs 2%,
Fig. 2F, E).

The results also showed lhat the intraceliular con-
centration of IFN-y in CD4 " cells was sigmificanty in-
creased wilh respect to Con-A control cclis when spleen
cells were treated in vitro with F2 or dMF and Con-A
(Fig. 3A. B, P<0.05). IFN-y was alse highly increased
in pCD8" cells (Fig. 3A. B). 1L-2 concentration was
higher 1 CD4' and pCD8 ' cells cultured with F2
{27% and 13% respectively) than in Con-A control cells
(19% and 9%), while the intracellular concentration of
1L-4 was high only in pCD8 " cells (CD4 " 25%, CD] '
17% versus CD4' 23%. CDS' 9% of Con-A control
cells). Cells cultured with dMF showed lower values for
I1.-2 and }L.-4 than thosc cultured with F2 (dala not
shown).

Stimulation with ¥2 and dMJ¥- In vivo

To address the quesuon of whether F2 and dMF stim-
ulate T cells 1 vivo, mice were mnoculated with F2 or
dMT, After treatment. spleen cells from treated and
control mice were solated and stimulated e vive with
Con-A for 48 h. CD4° . CD25° cells. and intracy to-
plasiiue evtokmnes were stwned and anabvred by flow
vylometry

Results showed that the eflfects mduced by dMU
and B2 owere concentiation-dependent and nversely




Fig. 2A-1 Flow cytometry
analysis of CD235 expression by
CD4™ cells. A, D, G Control

cells cultured in RPMIL. B, E.H
Coatrol cells cuftured with

Con-A. C Fluorescence of nor-
mal spleen cells (210 cultured

with 0.5 pg of F2 and 2 ug of
Con-A. ¥ Normai spleen cells
(2x10% cultared with 0.5 pg of
dMF and 2 pg of Con-A. 1
Spleen cells from mice inocu-
fated with dMF (20 pg4 doses),

and stimulated with Con-A ex
vivo. All cultures were per-
formed in RPMI medivm for
43 h, then the cells were stained
with FITC-labeled mAb ant;-
mouse CD4 and PE-lubeled
aati-mouse CD. Results 1n plots
from A-F are representative of
three independent experiments.
Values are expressed as gated
percentages of CD4% . CD4™
CD25" and CD25™. #P <005
versus Con-A control cells
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correlated with the amount of dMF or F2. Spleen cells
from mice inoculated with dMF (20 pg) exhibited a
significant CID25' cxpression by CD4° (20%) and
pCDR ' cells (10%). Expression of CD25 by CD4' and
pCDR ' cells was more than twice the expression in Con-
A control celis (Fig. 21, H. £<005). The intraccliular
concentraton of IFN-3 was alko significantly higher in
CD4 " than in Con-A control cells (Fig. 3D). Doses of
40 and 100 ug were lower stimulants than 20 pg (data
not shown).

Spicen cells from mice inocwlated with F2 (20 ng)
exhubited the highest CD25 ' expression by CD4 ' after
stimulavon with Con-A ex vivo {data not shown).
CD4 " cells also exhibited a significant increase in the
tntracetlular concentration of 1FN-y with respect o cells
from control mice stimulated with Con-A (Fig. 3C). IL-
4. but not 1L-2 concentration was lugh in CD4 ' cells
(date not shown) INF- was also mereased m pCD8
cetbs, reachimg more than twace the level in Con-A
control cells (Fig 3C, D

An additional expermment was developed to deter-
mine whether the cell populations {(pCDS ) the upper

CDh4

left quadrants of Fig. 2 were CD8& " CD25 ' cells. Spleen
cells {rom normal mice were cultured with dMF (0.5 ug)
and Con-A for 48 h and then stained with FITC-labeled
(mAb) anti-mouse  CDS,  phycoerylhrin-labeled
anu-CD25, or anti-IFN-y PE antibodics. The results
confirmed that CD8 " cells ecxpress CD2S and produce
INF-7 in higher percentages than Con-A contrel cetis
(Fig. 4C. D).

Restoraton of CD4 ' cells

Finally., an experiment was carricd oul to determine
whether dMF increases the restoration of CD4 " cells
{unfortunately. we had such small amounts of F2 mu-
terial that we could not carry out any correlated study of
restoration with this material) The restoration of (104
cells was monitored by flow-cytometne analyses 47
cxpression was siemficantly higher in treated mice celis
than i control nuece cells (38.2% vs 22 6%) at the
22nd day of observation (Fig. 31 Moreover, D28
expression was higher in CD4 7 cells from tueated nuee
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Fig. 3A-D Flow cytometry
analysis of IFN-; production by

CD4+ cells Each pair of burs 30
repiesent gaied percentages of i }
IFN-7 induced either by F2 or £
AMPF (0.5 g 5x19° cells) and : .
Con-A 1n vitre (A, B) or by 2 x
or dMF in vivo {20 pg/4 doses! = 15
mouse) and triggered with Con- "
Aex vivo(C, D) Lot bars a th N
correspond to CD8™ cells and wo
right bars 10 CD4" cells pro- 3 5

ducing 1FN-7. Results in plots g
A and C are representative of
three independent experiments.
Vahes for control celis coltared
with or without Con-A are
included. *P <0.05 versus Con-
A control celis

GATED W IFN-GAMMA

(17% vs 12%). However, no differences were observed in
the concentration of intracellular cytokines {data not
shown).

Discussion

The results of cell proliferation experiments obtained m

the current investigation were consisten! with those of

suppression or stimulation of ¢ 'H) thymidme uptake by
murine spieea lymphocyles icubated either with Fl or
2 and Con-A, reported in a previous publication (Tato
ctal. 1995). Here we demonstrated the capacity of dMF
and F2 in stimulaung T lymphocytes 1o profiferate and
to produce [FN-7 IL-2 and IL-4 were also produced,
although to a lesser extent In general. CD4 " cells
profiferated more and produced pher concentrations
of IFN= than CDR ' cells. Both cffects were observed
with cither spleen cells from normal mice cultared with
Con-A 1 vitro, or with spleer cells from nuce treated
with dME or F2 and shimulated with Con-A ex vive.
The results obtmned by filtering dMF on o Bio-gel P-6
column and those of flow cvtometry on lymphocyte
stimulation suggest gt M and F2 s the same sub-
stinee

Ac B s we are aware this s the fissd report of d
substanee  that

parasily increases proliferation and

151

-
w 2

GATED % IF N~ GATIMA

i1
B

CON-4 F2 dF
IN VITRO
. *
3
§

F2 COM-A

RFM)

D
EX VIVO

production of IFN-y by CD4 " and CD8 " cells follow-
ing Con-A Iriggering. It also induced a significant res-
toration of CD4 7 cells in mice depleted of these cefls.

The importance of INF-y in cell-mediated immunity
is widely documented. For exampie, it has been shown
that immunity 1o Borderella perrussis (Barbic el al.
1997)., Mycobacterivim hovis bacillus Calmetie-Guerin
(Yang and Mitsuyama 1997) and Salmonelle ty phimurium
(Nauciel and Espinasse-Maes 1992; Ramarathinam et al.
1993, Pic et al. 1997) is dependent on CD4 IFN-7
synthesis,

Imsnunostimulatory products have been reported n
bacteria. By comparing mice immunized with either vi-
able or killed M. boyis bacillus Calmette—~Guerin (BCG),
i was found that a high level of IFN-y mRNA was
expressed only after mamunization with viable BCG.
When endogenous 1FN-p was neutralized. by admunis-
tration of anti-lIFN-7y mAb 1o immunized mice. the
generation of protective T cells was impared (Yang and
Mitsuyama 1997). Cytokine synthesis and cell profifer-
ation occurs sequentially in T cells CD4° sumulated
with the superantigen staphbylococcal enterotoxin B
(Metha and Maino 19Y7),

With respect Lo parasites. 1t has been pomted out that
LEN- s important i controlling Tovoplasia gondin
infecuon (Gazinell et al 1991) und contntbutes. along
with €S cells, to human ressstanee to Leishoniia




Fig. 4A-D Flow cytometry
analysis of CD25 expression
and IFN-y production by
CD8™ and CD4™ celis. Spleen
celis cultured for 48 h in RPM1
medium were stained with mAb
FITC anti-CD8 and PE ant-
CD25 to quuntify CD23
expression by CD8™ cells. In
other experiments, cells were
stained with mAb FITC CD3 16
and mAb PE anti-INF-v to
estihate intraceliular concen-
tration of IFN-;. A Control
ceils in RPMI medium.

"R g

B Control ceils cultured with «
Con-A. C Cells cultured with
dMF (0.5 pg/5x10° cells) and
Con-A. D Plots show = repre-
sentative experiment. Bars
represent gated percentages of
IFN-7 produced by CD8™ (et
barsy and CD4™ cells (right
harsy. Values for conirol cells
cubuted with or without Con-A
are incjuded. Values are the
mean = S0 of three indepen-
dent experiments
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Fig. & Flow cytonweny anabysis of CD47 restoration o mice
depleted of CD4" cells Mice were intrapentoneslly noculated
once with 100 po of mAb anti-mouse CD4 Immediately following
mjection. nuee were subcutaneously moculated with 20 gy of dMF
A booster was performed every 9 davs for 12 days Blood
(10 pl'tube} was obtammed from the tml ven 40 nun Jder the
moculation of the mAb, and after everv 96 b for 18 davs Blood
cellx were stuned with mAb FITC anu-CD4 and PE anu-CHS
Afrer 22 davs, solated spleen cells were stimudated swrth Cone A ex
vive for 48 hoand stmned for CD4 and CDE T el Values
represent mean @ SE ol pated pereentages of COd cells, Duanend
Spleen contyel eellssopen squenr e spleen cells Trom mice depleted of
CI7 cellnl Mach squore spleen cells ony nnee depleted of D4
cefls, moculated swith gM T

infection (Charles et al. 1999). IFN-7y is the most
effective cylokine in reducing the level of circulating
irypanosomes and increases the survival of mice
challenged with the parasite (Miller et al. 1997: Garcia
el al. 2000).

The mechanisms by which the T7 soliwn F2 or dMF
induces T-cell stimulution are sull unknown. However, 1
is clear that this substance has a high pharmacological
potenual for use in experimental pathological entitics
where CD4' cells are depressed, and those in wlich
IFN-y is down-modulated.
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