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~BSTRAClj 

After encountering antigen, T helper (Th) cells undergo differentiation to 
effector cells, which can induce Th1- (high IFN-y) or Th2- type immune responses 
(high IL-4, IL-5, IL-1 O). How Th cells acquire and retain new patterns of gene 
expression is not fully understood. In early stages of experimental murine 
cysticercosis by Taenia crassiceps, there is a clear but transient Th 1-type immune 
response (IL-2, IFN-y and lgG2a antibodies), but as time of infection progresses an 
energic and more permanent Th2-type response follows (IL-4, IL-6, IL-1 O and lgG1 
antibodies). In this work we take advantage of this murine model to study the 
mechanisms involved in the polarization from Th1 to Th2 immune response 
developed in this parasitosis. 

Helminth infections are frequently strong inductors of Th2-type cytokines. This 
implies that infection by such parasites could alter the susceptibility to subsequent 
infections by other pathogens, particularly intracellular parasites. In this thesis is 
explored whether a persistent infection, caused by Taenia crassiceps cysticerci, in 
BALB/c mice could affect susceptibility to a later infection by Trypanosoma cruzi. The 
presence of the cysticerci indeed modified the immune response and the 
susceptibility to T. cruzi, and these modifications depended on the time-course 
evolution of the initial infection. Coinfection with the protozoan at 2 weeks post 
helminth infection induced both, a delay on the onset of parasitemia and, an early 
specific production of IFN-y. A significant increase in susceptibility to T. cruzi was 
observed only when mice were coinfected at 8 or 12 weeks post-helminth infection, 
when the helminth load is greater and a Th2 type response against it is predominant. 
These findings suggest that chronic helminth infections could potentially have a 
significant influence over the immune response and hence susceptibility to other 
pathogens. 

lnitial findings showed resistance and susceptibility to experimental murine 
cysticercosis could be associated with the predominance of Th1 or Th2-type immune 
responses, respectively. However, this was partially demonstrated using monoclonal 
antibody anti-cytokines or with recombinant murine cytokines during early stages of 
infection. STAT6-mediated IL-4/IL-13 signaling pathway is critica! far Th2 
differentiation. Therefore, we used STAT6"'- and STAT6+/+ BALB/c mice to determine 
the role of Th2 response in this parasitosis. At 8 wk postinfection, STAT6"1

" mice 
mounted a strong Th1-like response (high lgG2a, IL-12, IFN-y, as well as nitric oxide) 
and efficiently controlled T. crassiceps infection. These findings demonstrate that 
Th2-like response induced via STAT6-mediated signaling pathway mediates 
susceptibility to T. crassiceps and, furthermore, that unlike the case in most 
helminths, immunity against T. crassiceps is mediated by a Th 1-like rather than Th2-
like response. The importance of this observation was confirmed using mice IL-12p35 
deficient (IL-12p35"1

"). Here is shown that mice IL-12p35"'· following T. crassiceps 
infection mounted a strong Th2-type biased response, produced higher levels of 
lgG1, lgE, IL-4, IL-5 as well as IL-13 than wild type mice, but remained highly 
susceptible to the larval stage of this cestode. In contrast. similarly infected CD40 
deficient mice (CD4o·'·) had an impaired Th2-type response with extre ely low levels 
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of lgE, IL-4 and IL-5 and efficiently controlled T. crassiceps infection. Jogether, these 
findings demonstrate a detrimental role far Th2-biased responses during the larval 
stage of T. crassiceps infection. Furthermore, they also suggest a pivota! role far 
CD40 in developing Th2-type responses. 

Finally, BALB/c mice lacking a proinflamatory cytokine MIF (MIF"1
") were highly 

susceptible to T. crassiceps and developed significantly higher parasite loads as 
compared to similarly infected M1F•1

• mice. Non-significant differences were observed 
in cytokines TcAg-stimulated spleen cells from MIF•1

• and MIF"1"mice, suggesting that 
the susceptibility of MIF"'- mice to T. crassiceps was not due to the lack of IFN-·r 
production. lnterestingly, peritoneal macrophages obtained from T. crassiceps­
infected MIF_,_ mice at different time points failed to respond efficiently to LPS+IFN-y­
stimulation in vitro and produced significantly lower levels of IL-12, TNF-a and NO as 
compared to those from M1F•1

• mice. These findings demonstrate that MIF plays a 
critica! role in mediating protection against T. crassiceps in vivo. Moreover, they also 
suggest that impaired macrophage function besides of lack of Th 1 development may 
be responsible far mediating susceptibility to T. crassiceps. 

Together, these findings demonstrate that Th2-type immune response renders 
susceptibility to T. crassiceps infection, while Th 1-type immune response and 
macrophage activation play a fundamental role in the protection against this 
helminth. This is contrary to the dogma in the immuno-parasitology field that 
establishes that Th2 biased responses evolved to eliminate helminths, while Th 1-type 
responses eliminate intracellular parasites. 

Currently has been suggested that antigen-presenting cells (APC) could play 
an important role to induce polarization of the immune response. Therefare in this 
thesis, we used peritoneal macrophages (F4/80+) recruited at different times after 
challenge with T. crassiceps as APC and tested their ability to regulate Th1/Th2 
differentiation. Macrophages from acute infections produced high levels of 
interleukin-12 (IL-12) and nitric oxide (NO), paralleled with low levels of IL-6 and 
prostaglandin E2 (PGE2) and with the ability to induce strong antigen-specific co4• T­
cell proliferation in response to nonrelated antigens. In contrast, macrophages from 
chronic infections produced higher levels of IL-6 and PGE2 and had suppressed 
production of IL-12 and NO, associated with a peor ability to induce antigen-specific 
proliferation in co4• T cells. These macrophages from chronic infections were able to 
bias co4• T cells to produce IL-4 but not IFN-y, contrary to macrophages from acute 
infections. Blockade of 87-2 and IL-6 and inhibition of PGE2 failed to restare the 
proliferative response in co4• T cells. Furthermore, studies using STAT6_,_ mice 
revealed that STAT6-mediated signaling was essential far the expansion of these 
"alternatively activated macrophages". 

In conclusion, our findings show that: the larval stage of T. crassiceps infection 
can induce different macrophage populations that have Th2-biasing properties. The 
strong Th2-biased immune developed in this infection can affect the susceptibility to a 
subsequent non-related infection. Moreover, they also demonstrate that Th2-like 
response induced via STAT6-mediated signaling pathway mediates susceptibility to T. 
crassiceps and, furthermore, that unlike the case in most helminths, immunity against 
T. crassiceps is mediated by a Th1-like rather than Th2-like response. 
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/RESUMEN/ 

Después del encuentro con un antígeno, las células T CD4+ se diferencian en 
células efectoras, que pueden desarrollar respuestas inmunes tipo Th1 (IFN-y alto) o 
tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-1 O altos). Cómo las células T adquieren y mantienen su 
nuevo patrón de expresión de genes es actualmente un área de intensa 
investigación. En el modelo experimental de cisticercosis murina causada por el 
helminto Taenia crassiceps se ha descrito que al inicio de la infección se genera una 
respuesta inmune tipo Th1 (IFN-y, IL-2 y anticuerpos lgG2a) y que conforme la 
infección se hace crónica se da una respuesta de tipo Th2 (IL-4, IL-6, IL-1 O y 
anticuerpos lgG1 ). En esta tesis se utilizó este modelo para estudiar varios de los 
factores que pudieran estar involucrados en la polarización de la respuesta inmune 
de Th1 hacia Th2 que se observa tras la infección por este parásito. 

En principio se analizó si una respuesta inmune preestablecida tipo Th1 o 
tipo Th2 generada por la infección con el cisticerco de T. crassiceps era capaz de 
afectar diferencialmente la susceptibilidad a un nuevo reto con otro parásito no 
relacionado, Trypanosoma cruzi. Se demostró que si la infección con T. cruzi se 
realizaba 2 semanas posteriores la infección con T. crassiceps había reducción en el 
número de tripomastigotes, con una producción temprana de IFN-y. Si la coinfección 
se iniciaba a las 8 o 12 semanas distantes a la infección con el metacéstodo de T. 
crassiceps había un marcado decremento en los niveles de IFN-y y la susceptibilidad 
a la infección por T. cruzi se incrementaba significativamente. Esto demostró que la 
infección con T. crassiceps es capaz de modular de alguna forma la respuesta 
inmune de su huésped de manera que ante nuevos retos antigénicos montan 
respuestas polarizadas hacia Th2 que facilitan el establecimiento del segundo reto. 

La resistencia y susceptibilidad en la cisticercosis experimental murina ha sido 
asociada con el predominio de las respuestas inmunes tipo Th1 o Th2 
respectivamente; esto fue parcialmente demostrado con el uso de anticuerpos 
monoclonales anti-citocinas y con citocinas recombinantes como tratamiento en las 
fases tempranas la infección. Para establecer más claramente la participación de la 
respuesta inmune tipo Th2 en esta parasitosis se infectaron con metacéstodos de T. 
crassiceps ratones genéticamente deficientes (Knock-out) en la molécula STAT6. 
Esta molécula funciona como un mediador en la vía de señalización interna para IL-
4/IL-13 y es crítica para la diferenciación a Th2. Los ratones BALB/c deficientes en 
STAT6 fueron capaces de desarrollar una fuerte respuesta tipo Th1 (niveles altos de 
IFN-y, IL-12, y óxido nítrico) que resolvió la infección, en contraste con los ratones 
STAT6+, ... que desarrollaron una respuesta tipo Th2 (niveles altos de IL-4, IL-13, 
lgG 1, lgE y eosinofilia) con una alta carga parasitaria. Estos hallazgos apoyan la 
hipótesis de que la vía de señalización mediada por STAT6 es crítica para suprimir la 
respuesta tipo Th1 requerida para controlar la cisticercosis murína y también sugiere 
que las citocinas tipo Th2 favorecen el establecimiento del parásito vía la activación 
de STAT6. 

La importancia de este hallazgo se confirmó al infectar animales deficientes 
en IL-12 (citocina primordial para sostener una respuesta tipo Th1), los cuales 
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tuvieron un incremento significativo (100%) en la carga parasitaria con respecto a 
los animales IL-12 +t+. Finalménte, ratones BALB/c deficientes en MIF (MIF-/-), una 
citocina pro-inflamatoria, mostraron una susceptibilidad 3 veces mayor, con altos 
niveles de 1 L-6 e IL-13 y una disminución en la actividad de los macrófagos. Estos 
datos en su conjunto demuestran que una respuesta inmune tipo Th2 favorece el 
establecimiento de T. crassiceps, un parásito helminto, mientras que una tipo Th1 
esta fuertemente asociada a su eliminación. Esto contrasta con el dogma de que una 
respuesta tipo Th2 es protectora en las infecciones por helmintos. 

Por otro lado, recientemente se ha sugerido que una posible vía común que 
podrían utilizar los helmintos para polarizar la respuesta inmune ante nuevos retos 
antigénicos es la activación diferencial de los macrófagos. En este trabajo se 
caracterizaron los macrófagos peritoneales (F4/80+) reclutados en diferentes tiempos 
después de la infección con T. crassiceps y se probó su habilidad para regular la 
diferenciación de las células T co4• hacia Th1 ó Th2. Los macrófagos de tiempos 
cortos de infección produjeron altos niveles de IL-12 y NO, paralelamente con bajos 
niveles de IL-6 y prostaglandina E2 (PGE2), con la capacidad para inducir una fuerte 
proliferación antígeno-específica de células T co4• en respuesta a antígenos no 
relacionados (OVA y KLH). En contraste, los macrófagos provenientes de 
infecciones crónicas produjeron mayores niveles de IL-6, PGE2 y tuvieron niveles 
disminuidos de IL-12 y NO, asociados con poca habilidad para inducir proliferación 
antígeno-especifica de células T CD4+. Estos macrófagos fueron caracterizados 
como "alternativamente activados", capaces de inducir a las células T co4• a 
producir niveles altos de IL-4, pero no de IFN-y, contrario a los macrófagos de 
infecciones agudas. Por otro lado, el bloqueo de 87-2 e IL-6 y la inhibición de PGE2 
fallaron para restaurar la respuesta proliferativa en las células T CD4+. Estudios 
posteriores usando ratones deficientes en STAT6 e infectados con T. crassiceps 
revelaron que los macrófagos de estos animales expresaron niveles normales de 
CD23 y CCR5, una mayor producción de IL-12 que indujo una mejor proliferación en 
las células T CD4 • y mayor producción de IFN-y, lo que reveló que la señal a través 
de STAT6 es esencial para la expansión de los "macrófagos alternativamente 
activados" . 

Tomando en conjunto todos los resultados descritos anteriormente se puede 
concluir que: la infección por T. crassiceps en su estado de cisticerco puede inducir 
diferentes poblaciones de macrófagos con la habilidad de dirigir la diferenciación de 
las células T hacia el tipo Th2. Además la fuerte inducción de respuesta tipo Th2 
generada por esta infección puede modular la respuesta inmune a antígenos o 
infecciones no relacionados con el parásito. Por otro lado se estableció con mayor 
claridad que una respuesta inmune tipo Th1 esta involucrada en la protección y que 
la vía de señalización mediada por STAT6 es crítica para suprimir esta respuesta, lo 
que sugiere que las citocinas tipo Th2 favorecen el establecimiento de T. crassiceps 
vía la activación de STAT6. 

--------·-·- --
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!INTRODUCCIÓN! 

La generación de una respuesta inmune dependiente de células T a agentes 

infecciosos es un proceso complejo en el cual algunas citocinas, moléculas co­

estimuladora_s .yc$1ulas presentadoras de antígeno proveen s~ñalesimprescindibles 

para dirigir el d~s~;;oÍ10, ci~ ¡~-i~r11~~id;~t~d~ptativ~ (rv1o~s-rnan--eta1;-:1-g'a5:-Jankovic 
et al, 2001 ). El >cori1prehqerlos eventos qu~ influyen ·,en I~ g~n~racfÓn· inicial de la 

respuesta inm une,··as(com?. en.la expansión de'célu l~s 'éfe'ctor8,s;yeLlllantenimiento 

de la memoria. inmüfloÍÓgica :es ;crítico·páfa,él<dis'g~ó' racional' aé iriter\Íenciones 

inmunológicas (vacunas, tratan{i~hto~:tera~é6ti?os); ' . ·• .·.. ·' : ;· · J : C 

Después de _la·· uni~t•'i~1;:.••te:~ífBt.or;:·:~;,.·1a.·céJ~l.~'.··.1·~?:1+,iFº,~·,fY.·.·~g~gpiado. 
complejo peptídico-MHC, las. c_élulas TGD4 ·entran rápidar"Tleríté,(3 qn programa· de 

., . ,-) ' ·. -. '. . - ' . ' . ' ' ' :- . ' . . . - ' . ., . '. ' . ; -·. . . ,.. ., . : ' . . -' . ' ' .. ~ . - . - . 

diferenciación. En el caso d~•; infecciones·· crcYnicás/CC:frno·sdn ;lél's;'Jht~.ccfones por 
·')';_ 

parásitos, este proce~o,de diferenciación puede resúltar~ñ -~na (~~pú~sta inmune 

altamente polarizad~;n9:·así• en el·· caso de·las infec9}o:~~~s}9g~(j~s~Ónde,es,.común 
observar una resp~e§taqrimune más. heterógé~iie~ .. (Mqrpby,~§{~~foe'.r/2602). 

En. 198~, ~o~m¡¡;¡nn,y··•colab.oradór~s _eM~l:ii~Ci~r611'.,ciµ~:_;'Ía¿cc~lulas TCD4+ 

vi rgenes.·coóp·Jrador~'s/(Th), podí9n.: dividir~e·-~q:-dcls clases de C:ªIL1las fuocio.nales, 
" '' ,t~ - ·-

según el P,eriff(d'~IC,'¡ioc3Jnaª qye/seóretab~n; Así-se estableció, qÜé Ja respuesta 

inmune tipo -rH1 :;;T,~ar~c~~rii~p?riJ~ producción de citocinas IL~2,,1FÑ-1 •. y.TNF-p, 

las cuales se le~itl~;[ecd'riO:cidÓ cómo las responsables de la inmunidaé(m~c:IIada por 

células, es decir\';cl~; la'.:aqtivaciófr ele macrófagos, de promover las reacciones de 

hipersensibilidad.,~et~l'qada·:(QTH), y de la activación de células TCQ.8~-citótÓxicas y 
. ''" .. '."···· ., ... , ,.- .. -··· - . .. ,,· ,,._.- .. -- ' . 

asesinas naturalés; (NR). '.éc)r otro lado, la respuesta inmuné d'e'~Úipo .. ;fh2 se 

caracteriza:porla:prcidu~aiórl:de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-1{'.1~~6Ga1~~,~on las 
,.,·.· .. : ·>>-. > ;.,-,' .- .. -,,· :, '.:_, ·,. ·, ', -· .· .. ·.; .. ·; -· -;··, __ ,>-:_ . \'"::-·:· ;.- ,• . 

responsables c:lé~;'g~pefar y mantener gran parte de. la respügsta'\in'íllüne· de tipo 
-_-·,-:- ._ ""'~~_:::,-_:: :;._ { i..o •• ~' •_:::·=-· '=:..__. -

humoral induciendo la ¡:froliferación y diferenciación de Hrifocitós B, la'produccióh de 

anticuerpos, IJ'rinói~airnente de la clase lgG1 e lgE, además, favorece la inmunidad 

de las mucosas por células cebadas y la inducción de la diferenciación y 

proliferación de los eosinófilos. 
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Así, el control de agentes infecciosos requiere de la maduración de células 
-· ... -- - ._ _, 

TCD4+ a c~luLa.s_ ~!¡;¡ctoras ~ue. secreten diferentes tipos de cito".inas importantes 

para la regula~ión-Y c-cic6~c![~a~fó~ de una apropiada respuesfa.iríml1ne:~En té;rmlnos -

del control de parásitos.<de acuerdo con uno de los. dogm~s ~eotrale~ de la 
- • ' • 0 • - •• • ·' - -- ··.-e·., - c.-·· · •-· - e~·' -· ;.-;~~ ·" _-• ' . _•e; 

inmunología actual>° se considera que diferentes patógenos reql.lie'ren diferentes 

respuestas ··inmunes-para;ser"eliminados: _ protozqariosjot~a-~elul~res. (~º1Tlº algunas 

especies de l.eisrm¡;¡ni~-~ Yi'rpxoplasma góncjii). ~º-:~ ~~~tr6-1aao~~P-b~r~ ~~IJJ~~~Í-¿~4: 
que se diferenci~n Pé3rasecreta(citocinas de.tipc) Th1.~ientras que lds organismos 

extracelulare~ t~l-~s;c¿m~.- los helmintos .soÓ'•Sc:>~t-roi~dCÍs·por;célulacs JCD4;·que 

secretan cito~inas tipo Th2 (Mossman et al, 19~~). Ad~más de su pap~I prot~~tor en 

la defensa d~I hbspedero ambas subpobla.cidne~ d~ células T han sido relacionadas 

en respuestas patológicas. Las células .Th1 ;{media.n . la autoinmunidad órgano­

especifica (Kapsenberg et al., 1998) y las célu.las· Th2 han sido relacionadas en la 

patología de asma y alergias (Mojtab~'.0rl~tal.,; 2002). Es claro que la composición 

final de las células Th en respue.c;taa un 'antígeno puede determinar el curso final .de 

una infección parasitaria o de otra patología donde estén involucradas respuestas 

inmunes altamente polarizadas. Así, el establecimiento de los mecanismos. que 

condicionan el estado final de diferenciación hacia el subtipo celular Th1 o Th2 in 

vivo puede ayudar a comprender cómo los parásitos regulan la respuesta inmune de 

su hospedero, lo cual facilitaría el establecimiento de estrategias para el futuro 

desarrollo de vacunas antiparasitarias o de tratamientos _t,erápéuticos. 

El proceso por el cual una célÚla TC04• no difeferi§iada (ThO) se desarrolla 

hacia Th1 o Th2 es un modelo ampliamente utilizac:lo: para tratar de entender los 

mecanismos de regulación y expresión de los gen~s in~61ucrados en la polarización 

de la respuesta inmune (Gajewski E!t al:, J9~4)o E8ist~n. muchas evidencias que 

indican que este proceso de diferenciaclóff ~s'. alfameh,te;plástico. Además de las 

características genéticas del itldividuo .. '(u$ds1°y;·y :yijay, · 1996)í muchos factores 

pueden influir en la decisión fina!pá~á qLle'.U~~-cé1LJ1ªs Tilo se conviertan en células 

efectoras tipo Th1 o Th2. Las éitocin~~-C::bnib\~ 1612 e IL-4, que actúan a través del 
' . -

transductor de señales y activador d.~ la frascripción 4 (signa! transducer and 

activator of transcription-STAT4) y STAT6, respectivamente, son consideradas como 

6 
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uno de los elementos esencialesque dirigen el curso de la diferenciación (Magram et 

al. 1996; Afpnso, e .~t ªL 1:ª~~; Pearlman. 19~3; Nicholson cY Kuchroo 1996). 

Igualmente se ha pr~pu;~t~-.~~-:: Ce~ ·;~tG~~¡~;~ d;¡ ~~tí9~'~?~1'.Nr~ith et al. 1989; 

Wauben et al;, 1992;D~Magistriset al., 1992; Evavold, 1991),~Ja vía de entrada del 
'• • • .• ,• ",< • ,. "'; :,. -"'• •"' ' ' , , , '. • / ., , • ~ .; ' ;;;.:-,- _, ;:_·-.. ,-- • ;· ,,·r--

antígeno (Van den Eertwe'g j'et 'al., 1992; Nabors etal., 1995), la dosis administrada 

del antígeno (Nicholsoí1 :~ Kuchroo 1996). la cronicidadº. del i~~stÍmulo (¡:>earlman, 

1993), y las células~presentadoras de antígeno (Gaj~w~ki~'efal'.,1990, 1991). 

influyen en el curso de la diferenciación. 

Respecto a cómo las células presentadoras de antígeno (CPA) podrían estar 

participando en los procesos de diferenciación hacia Th1 o Th2, se ha propuesto que 

sería a través de la interacción de señales asociadas al receptor antigénico de las 

células TCD4\ así como a través de las señales coestimuladoras (Gause et al, 

1997). La posibilidad de. que 1.as moléculas coestimuladoras estén involucradas en la 

diferenciacióhde las c,élulasTCD4+ está fuertemente apoyada por diversos estudios 

que demuestr.anqu_e el bi~queo o ausencia de 87-1, 87-2, CD4, CD30 y CD2 puede 

afectar el: curso de Ciertas ei"1íormedades autoinmunes e incluso modificar la - ··-'. - -- . ~~ - . . .. . . . . . . . . 

susceptibilidad a algunas infecciones, como una consecuencia de la alt~radón en el 

fenoti~o cié l~scélulas efectoras Th1 o Th2 (Kuchroo et al, 1995; Lenschow et al, 

1996). Existen. varias evidencias de que existe una respu~.~t~."' diferencial 

dependiente de las señales coestimuladoras; por ejemplo se ha r~~ÓHaC!'o qu~· la 

producción de IL-2 por las células Tes más dependiente de 87 que Já IL-4 (Dubey et 

al, 1996). Esta observación es consistente con el estudio donde usando clonas de 

células Th1 y Th2 se comprobó que las células Th1 eran mas dependientes de 87 

que las Th2 (McArthur et al, 1993; McKnight et al, 1994; Harding et al, 1992; 

Lichtman et al, 1988). Sin embargo estas observaciones no fueron contundentes ya 
' ' ' 

que no se hizo una distinción entre .. 87'-1 Y, 87-2, lo cual es importante considerar 

debido a que existen datos que apoySl'n que la sobreexpresión de 87 -2 puede inducir 

a las células TCD4• a que se diferencieíl haciáTh2. Pór otro lado, los ligandos para 

87, CD28 y su homologo CTLA-4, parecen participar de manera importante en la 

activación y proliferación de las células T. Se ha demostrado que la interacción entre 

87 y CD28 generalmente resulta en la diferenciación tanto de Th1 como de Th2. Sin 

~- 1'fiS\2, CON l. 
¡· ("· ,. ~. "~ . • .~ ... ~ 1 

F.¡,·:, 1," !,C; · ·<j 
- --------· ··---- .:;;.::--;_~-~~:~---~~ -. _:_.-· :: • ••• 1 • .' 
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embargo la interacción entre 8-7 yCTLA-;4, Pé3rece~tE.;rierunpapel inhibitorio para el 

desarro.llo de ambas s.ubpoblaciones: (AIElgre et al,• 1998).~ < > .•.. ··.• • . .·· .. ··· .. · ·. . . 

roci~~·· ;~;~~;~~~ici-e=~~~~;~~?untaff ~-~'lu~;~as~'céiúf~spFeseñfacforas•deA9 
podrían···· estar ¡·.particip~qdo;_;:ac;tilt~r:nent¡:¡.> ~[' . 1():/PfºC~~o~ .· cie . pol"!rización de la 

respuesta inm~ne a tr~Jés (~e su~ m.~léculas ·bo~:s'timuladoras. Sin embargo al.Jn no 
<, O•> ; • o0r • • O ' " O ' A'• ~,-- •• o '"- < • - ' ' 'O 

queda~ claro~ cómo_:éstas •. cÉÍlular!oo•isLcgmq,~·Jcfa ;ptc.os . Jactares. (naJur~leza _ .c:fel 
- ... __ - . . -·. - ,. -,.·· -...• " ¡ - ------ ----

antígenoP dosis de antígeno; vía; de- entra de1 :antígeno, cronicidad de1 estimulo) 

podrían estar influyendo en el proceso de difer~nC:iación. 
Evidencias de los últimos años· sugieren que todos estos elementos de 

diferenciación participan influyendo sobre ciertos elementos de transcripcion 

involucrados en la expresión de los genes para que se dé la diferenciación de las 

células Th1 o Th2. Por ejemplo, se ha demostrado que existe un factor de 

transcripción, conocido como T-bet, que juega un papel impo~an't~'•'en la 

diferenciación dei. las células Th1, induciendo tanto la trascripció/, d~l-·g~rie que 

codifica para el lf N~y como la respuesta selectiva al facto; .• d~: creéihi!Elnto IL~12 
(Mullen ~tal., 'dooi ).-Dé igual manera SJf<r'4 Péic;ce ?El~ un elern~nr~: ~~eri~ial en los 

'·"" .~: .• • .. -,,-·_., ,_._,'..'.:",· ":··._· '·¡~-- :- . . : - ,, ... ':>"- -.,. -;.~_,-- . .-.-·.··,,:-_,... < -:,,,--'""" '\-''' . 

eventos' terl1pranos de diferenci~ción hacia · ra respüesta:.r1J1 :(N.ishi~aíliori et al., 

2002). Ef1·~~rfüa~te,;el f~ctor de transctipción.GAT/l.3 ~~r~c~'.~er.c~\Jci~lpara inducir 

algunas.aélós factores de···diferenciación. hacia Tti2, ~ri p~~jc~la.r:cqfopi~ier)d(Jpor. la 

transcripdón d~ l_as. citocinas tipo Th2, a través ·de)osgere~_qG~ ~Oclífic~n para IL-

13, IL-4 e IL-5 (Takemoto et al., 2002). De igual·manera,.SJATSpar~ce ~er esencial 

para el desarrollo de las células tipo Th2(Kapl~n •. M. H; et~L, 199S). .·. .·· . . . 

TESIS CON 
FALLA DE' O!iIGEN 

----·---..., 
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PARTICIPACJÓl\I DE LA~ SUBPOBLACIONES Th1 y Th2 EN INJ=ECCIONES POR 

HELMINTOS 

Actualmente es ampliamente conocido y aceptado que las infecciones 
-· .- . - . -

causadas por helmintos inducen respuestas inmunes altamente polarizadas, 

caracteriza_daspgre_levados niveles de citocinasJiRQ .. Jb2;pª[tj~ulcirm~ote ___ IL-4,.IL75, 

IL-6, IL-,10 ~ lC-1"3. -La sobre-expresión de estas ·citocina~·dan como··resultaclo.altos 

niveles de lgE en suero, eosinofilia e hiperplasia de los. masfocitos de la -m~cosa 

intestinal. (Finkelman. et al., 1997: Maizels et. Al., 1993: Urban et. al., 2000). 

Varios autores han sugerido que este tipo de respuesta (Th2) es protec;:tora en 

las infecciones por helmintos. Particularmente, se ha reconocido ampliamente la 

participación crítica de la IL-4 e IL-13 en los mecanismos de. E31iminacjórl de los 

helmintos intestinales (Capron, 1989; Maizels y Al len, 1997). Unarespde~t~ 6ompleta 

del hospedero contra infecciones entéricas incluye el incremeritq,de',flüidÓs en el 

lumen intestinal a efecto d_e facilitar la expulsión, acceso)im.ita~8 l~-.1~· ~Üperficie 
epitelial, y un lavado potencial del agente patóge_llo (Cook~; 199S);.~e.6i~~te~ente se 

' . ¡'- _- ·' _. - '" ' •• .. ' ·, :·-- ···-.-,,.:-· . ~·> :. .J'· :" <;·· ,' ·. - .... , ' 

ha propuesto que. tanto: la 1L.,4, 9Émo 1,a 1 L-13 ca:Lsc¡n 9lt~ta~io'rl'~~-i:rn'§6~~ntés en -la 

fisiología de las célul~s epiteliales del i:ntestin,o, c~~~i'~s: 'eLjnc{emE3ntb _de la 

permeabilidad, la dismi~ució~.de_• la:abs9rc!c)_n -~e·;¡ªJÍlu~<J~~.~-y.'(i¡~iTiin~·cion -en -la 

secreción del HCI a nivel· intéstinalty'estos:ef~ctOs:son·d~p~tj~i~htªs:de,ja señal 

STA T6 ( Madden et_- al.,.• 2002): E~te .·f enc)méno_ -~~t~ :fu.~rtern~q~t~j~a~gf -~9F ~()r Shea­

Donohue y colaboradores (2001 ), quienes· demostrarC>n qÜ~ -}a /;~xpul~ión del 

nematodo intestinal Heligmosomoides polygyrus está mediad~ pclr IL-4;1~~ual induce 
- ,_,_;,. . ~-. - - ->·--, - ' :· - ¡···\· ~-

la disminución de la absorción de la glucosa y el increrl1E!ritd'de léÍ secreción de 

líquidos, en respuesta a diversos mediadores solublesí jnch.iy~ndo histamina y 

prostaglandina E2 (PGE2) que se sabe afectan la función celular deil epitelio (Madden 
-•• ·=. '·' . ' 

et al,. 1991 ). De igual manera, se ha demostrado que la IL-13 tiene un papel relevante 

en la expulsión del helminto gastrointestinal Nippostrong)'_!u~:b'r~siÍiensis (Finkelman 

et al, 2000). De modo que el binomio IL-4/IL-13 se ccm~id~ca
1

un6 de los factores más 

importantes para eliminar a los parásitos helmintos. Lo antéribr ha tomado más fuerza 

al demostrarse que animales deficientes en STAT6 (molécula de señalización interna 
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del receptor compartido por. IL.:.4/IL-13) son incapaces de e¡xpulsar a los hel_mintos 

intraintestinales (Urban et al, 2000; Finkelrnan .. et al, 2000). ~in .embargo, esto es 

plenamente cierto sólo para aquellos- helmfntos -gastro(nte~stin-ales, ~dado que' este 

fenómeno es mucho más complejo en las . ir;ifeccio~es-~ d~nde 'el. helminto es . 

extraintestinal (Fallen, 2000; Maizels /Lawr~'nce, T~95).-~~Fej~~-~l~;.:hg~t~a~ora se 

han reportado en Ja literatura dos. infeccLonE3s POL pacé3sÚos:o~!IJliQtos~ql.Je .O.O siguen _ 

este patrón: Schistosoma mansoni y Taenia crass/ceps,;;qu~ a p~~ar de generar una 

fuerte respuesta tipo Th2 en sus huéspedes, éstos. no eliminan. al parásito (Fallen, 

2000; Chiaramonte et al, 1999; Terrazas et al, 1998). En ambos casos, diferentes 
: . . ·- - . 

grupos de investigadores han demostrado que al 1nd~cir respuestas tipo 1h1. se 

observa una reducción significativa de la carga parasitaria, así como una dis_minución 

en la patología asociada a la respuesta Th~ enla infección por s~rné3nsbni(T$rrazas 

et al, 1999; Hernández et al, 1999). 

Por otro lado. es indudable que Ja fuerte ind.~cción ,d~, rE3~pµe;~{a~;Jipo :h2 

generadas por helmintos (donde pre.domina~ Í~~1, 1l'.,.13;9¡LJ1¿),p~~d~b ~ódular la 
- .. -· :. ·.-- - . _,. __ . ,., ,." - 1,:,: __ -, .'.-.:':.'· ... ····.:t'•·.'./ ·:·.,- . ¡·:.-, ·.. . 

respuesta inmune a antígenos o infeccioh~~:norel§lgior,i?9Mson/ei';pélrás.ito"ya que 

existen sólidas evidencias de queést~ ocurre c'ón'bn~'~v~~i~~a~edª'h¿lmfrüos (Actor et 

al 1993; Kullberg et al 1986; Cox, 2001 )>Por.ejemplo, s~;:cb~ot;é.qu~ la· infección con 

S. mansoni retarda Ja eliminación d~I virus de la va?Cini8, y~·q~~ altera la respuesta al 

antígeno soluble, mioglobina de ballena (Actor. et al., 1993; Curry et al, 1995); Brugia 

matayi o sus extractos modulan la respuesta Th1 a antígenos de micobacteria 

(Pearlman et al, 1993; Maizels, 1993). Nippostrongylus brasiliensis, que también es 

conocido por inducir respuestas tipo Th2, retarda el rechazo de injerto de riñón en 

ratas mediante la inhibición de la respuesta Th1 (Cox, 2001 ). Antígenos solubles de 

Toxocara canis han sido descritos rec;:,ientef11ente como inductores de respuestas tipo 

Th2, al mismo tiempo que disminuyen lasTb1(Hollan et al, 2000). Por otro lado, en el 

modelo de cisticercosis experimental caJsadérporT. crassiceps, se ha observado que 

aumenta la respuesta tipo Th2, ló cU~I if1Cr~~-erita. lá:sl.ISceptibilidad a un parásito no 

relacionado (Trypanosoma cruz1), cuya eliiTiiJ~c;¡Óh en muchos de Jos casos se ha 

reportado Th1-dependiente (Apéndice !/Artículo 1/Rodríguez-Sosa et al, 1999). 
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No obstante que es conocido quejos helmintos, tanto gastrointestinales como 

extraintestinales, inducen respuestas tipo Th2, hasta ahora no se ha determinado cuál 

es el rnecani~mo que u~~~ e~t;'Sparésitos para polarizar cié esa-formaTa~respuesta 
inmune (Murphy y Reiner; 2002), no sólo a sus propic)S antíge¡ngs .sino también a 

antígenos no relacionados con el parásito. Recientemente, se tíá iniciado la búsqueda 

de factores del parásito que.tengan un. papel iíllfJO_f1anJe.~n esta p~lacización; existen 

hasta ahora sólo dos trabajos proponiendo una posible vi~ de inducción de 

respuestas Th2 en helmintos: Uno de ellos ha demostrado que , la iny~cción de 

proteínas de secreción/excreción de diferentes helmintos puede irid~bi~-·eíl-animales 
.. ' . ..-_ 

sanos una respuesta polarizada hacia la producción de citocina,s tipo Th2 y a la 

producción de lgE (Hallan et a.I. 2000). El otro, en cambio, propone que los 

carbohidratos presentes en los antigemos del helminto pueden polarizar la respuesta 

hacia Th2 (Okano et aL, 1999).; Sin embargo, en ambos casos, no se conoce la 

posible célula blanco de es_tás-m()l_écúlas parasitarias que pudiera estar participando 

en los eventos de polarización .• 

Los eventos involucrados en la pol~riiación de la respuesta inmune hacia el 

tipo Th1 o Th2 son muy diversos que •van desde la,.dosis antig~niC:a, el ~itio de 

entrada del antígeno, la función de las células accesorias ~de:_·,~~ f"TloléC:ulas co­

estimuladoras, hasta el perfil de citocinas en e_I microambieritec-a1,rT1()mer1to de la 

estimulación antigénica (Gajewsky et al, 1991; Van denEertweg ~tal, 1§92; Constant 

y Bottomly, 1997; Hunter y Reiner 2000; Ashnagly et a(:2601), R~d~ni~mente, se ha 
, ~·· . . • -· e, . J -·. '-'", ., ,•¡o. . '•. • , 

dado gran importancia al tipo de células presentador~$ d~ ~fofg~~fj ~ri la inducción de 

respuestas inmunes altamente polarizéjdas ({3ajew$ky '.13t:a1{\~~'1,"J~rikovic et al., 

2001 ). Básicamente, los estudios en· este nivel. se ii~n c~,hfrá,d_9·.~~ .las células 

dendríticas estimuladas por antíg'ªnos de pat6genos.intrade1Uiar¿s:gaMó;baderias y 

protozoarios (Bliss et al, 1999; Aliberti et al, 2000) y su ~~pel- eíl I~ ~olarización 
temprana hacia Th1 observadáen esas infecciones. En el caso de las infecciones por 

helmintos queda aún por determinar si las células presentadoras de antígeno (como 

célula blanco de los factores solubles o constitutivos del parásito) están involucradas 

en la polarización de la respuesta inmune Th2 observada en estas parasitosis. 
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LOS MODELOS EXPERIMENTALES (cisticercosis y leishmaniosis): 

GENERALIDADES 

Taenia crassiceps 

La cisticercosis es una enfermedad parnsitaria causada por el estado larvario 

del céstodo de Taenia so/ium y afecta la salud humana seriamente. Los humanos 

adquiereri I~ larva· por ingestión de huevos liberados 'por un gusano adulto. Esta 

enfermedad es comú~ en Mé)(iC() y e'd rh~cnos'.d$· 1~~ países subdesarrollados, 

aunque r~cí~~t~;mente se ha d~te~tadÓ;~r<el j~Gr:de los Estados Unidos (Money et 
·- .,. ;· ,,·' 

al., 2000), La infección del sistemánerviOscfcentral por este céstodo, es reconocida 

como neurqcist'i~ercosis (Bale,i200'9). 

El papel esencial de l~s cerdds ~brnq.hÓspederos intermediarios obligados en 

el ciclo de vidá del parásito ofrece la oportunidad de intervenir en la transmisió~ de 

esta enfermedad ·á través • de inducir la inm'uoicfad, adquirida con vacunéis. o. por 

. manipulacion genética (Fragoso et al., 1998). Sin enibargo, la expl(Jración 

sistemática >del papel de los factores biológicos, genéticos, hormon~les · e 
·- - . 

inmunológicos involucrados en la resistencia y susceptibilidad del hospédero son 

muy costÓsos.· Así, para sistematizar, bajar los costos de los estudi¿s y ·~~plcrar 
- . - . .-- <. _,. -··o:_._ ·_'_ . 

hipótesis que serían imposibles probar en seres humanos, en los Ultimó~ áflos.se ha 

utilizado·•· .e1· modelo experimental murino de· cisticercosis• ... ca~s~da pbi '.faenia 

crassicep;,.~1 aGJ1 presenta una gran reactividad .. antlgénica e~iofiú.1füci.~9 ~~rqtectara 
cruzada con T. solium (Sciutto et al., 1990). Hasta ahora, ·~u6ti~~ de. las 

observaciones resultantes de la investigación con este modelo ·han .sido 

extrapoladas exitosamente ~' la cisticercosis generada por la larva t solium, 

(Larralde et al., 1990; Sciutto. et al., 1990; Valdez et al., 1994; Sciutto et al., 1995; 

Morales et al., 2002). 

En este modelo experimental, los roedores son los intermediarios naturales 

para el parásito T. crassiceps, y el hospedero definitivo es el zorro rojo (Fig.1 ). La 

infección de ratones BALB/c con metacéstodos de T. crassiceps presenta algunas 

ventajas, como la particularidad de que en su fase de cisticerco puede reproducirse 

asexualmente por gemación, de manera incontrolada en la cavidad peritoneal del 
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- -

ratón, lo qúe ha• permitido mantenerlo_ fácilmente_ por pases Jntrap~r_ito_neªles_de un 

ratón ao_tr~- dürantevarios años (Freeman, 1964). 

Hasta ahor~ --~~ -ha--~st~blecido que div~rsÓ·; F~~t6res; como~ T~s.'genétfcos, 
•. . • • . . ,:. " . - -·· _.,, , .. «.• -. :' •• ¡ ~· ' 

hormonales e inmunológicos, están-_involucra"dos en'iosrn~canislTlosde;resistencia y 

susceptibilidad a la infección· por este parásito.'.•oeritrci.ci~ 16~ fa~tdr~~ h6:r~~nales 
·. , . . ,· : . .' <- ·. ,.. ··. ,,; "" .-. . ., :> .-!"e\ ;•'';, / ,_._-.' ',_ ·' .. 

que participan en-esta-parasitosis están;los'relacionados con.lasJ1onl1~has __ s~xuales . . • - : • ·, .. ' : '<· .· •. ·.: " . ' ,· ·., ~· ,, -,,: .'. , .· , -- : ', ,¡ ,: • ,· - ;e::. ~ :',_.'. ;· ; ' :-

1 ni ci al mente se observóque las hembras pres'entan'l.Jná mayor cárgcÍ parasitaria:que 

los machos (Larralde et 'ª1.;~9-S9).<Jª gonadectomía hace a las henibras: más 
-,,. -. ' . -' . ' ,»·- -.- ' .- ' . --··-·- -- ~ - - ·' - -

resistentes y a los machos' más susceptibles a esta parasitosis, eliílliná'ridose así las 

diferencias de susceptlbili~ad ent~e sexos (Huerta et al., 1992). Los ~~canismos de - -

acción de las hormOna_s sexuales hasta ahora no han sido bien establecidos, pero 

hay suficientes e~idenc·i~s\¡ue indican que la acción de estas hormonas es ~- través 

del sistema inmune (Huerta et al., 1992), probablemente influyendci a nivel del timo y 
- -

en células T periféricas (Bojalil et al., 1993). La hormona_. ~exual m$s importánte en 

esta parasitosis es el 17 p-estradiol, cuyo nivel influye dire~tamente enuni:tlll_~yor 
susceptibilidad en ambos sexos y afeeta . negativamente lá i[és¡:iu~~t~ de 

hipersensibilidad tardía a ~ntfge~p~s13specíficos del parásito (Terrazas~t ;:¡/, 1'994). 

Los factores genéticqsfntferefnt~~ á las cepas de los ratones támbléri m8,rcan 

diferencias significativas eM l~-cé)rga d~ los metacéstodos de T. eras'ii~~~~:~sl, los 

ratones BALB/cAnN. y. oE3Al2; sÓn los más susceptibles, mientras qJ~ iós 13ALB/b, 

C57BL/6J, C57BL/1 OJ,. BALB/k, c3H/Hej y C3H/FeJ son comparatiVarnellte. }nás 

resistentes. Al parecer tal variabilidad está relacionada con eLh~plbtipo}H:~dp~ra las 

cepas mas susceptibles, H-2b y H-2k para las más resistentes (Ffo~o~(> ~t al.; 1996). 

Estudios posteriores, demostraron que en particular la regiórí':cl~2krrlbiécula del 

complejo principal de histocompatibilidad clase 1 no clásica) es I~ 'qtie,pafticipa en la 

resistencia a la cisticercosis por T. crassiceps. Ratones BALB/cAnN transgénicos 

para Qa-2 se convierten en altamente resistentes a la infección por T. crassiceps 

comparados con su control de ratones silvestres. Los mecanismos por lo cuales los 

ratones que sobreexpresan Qa-2 soluble GP1 controlan esta parasitosis no han sido 

definidos, sin embargo se ha sugerido que podría depender de cómo se da la 

presentación de los antígenos del cisticerco a las células T, lo que probablemente 
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favoreciera la respuesta de aquellas células que. expresan receptores a~. o 

probablemente aco_tt¡;¡ ¡;u_~~lase ünica 'la :.cual podría ;.participar a través .de la 
producción cie- ~lt~ciil~~ -(Fr~~;;¡;~~t-~1~.~1~98r'~· ·y~"'·º'"'" e~ º'"~"o'co~~·;.,~. · 

Con réspécto · á los·'f~ct6resJnrT1u n9IÓgicos;~se;sabe Fqueilat~e.spuesta· d.e tipo 
,·.-. -·'-·. ·- ., .. 1·-'--'.,··-·,-· ":· ,•' ,-·»' ·· .. -, .:'.. .· .. ·-·,_,. ___ , /",. ·1'-'· .- ¡·•' ,. - _,-

humoral no parece ~artiCipa~cl(3 Qían~ra.'impo6ante en!el corifÍol éi~Tia'::parasitosis, 

~:.~:~:"~.:~·~i~¡::~¡~~n~ti[911:1:~~¡6;~'.;~~{1~~18\1:~;;~~~l1;;~~:f ~ºu" •. :: 
respuesta de tipo .c~lulár es la que/~stá. iQvolucr51cl~h ~[i .su '.~~lir]in,acig;n. Esto fue 

·- ,_: '.:. . .-<,'.;,-~ ' 

demostrado . con' ratones neonatales qúe.fueronc tirl"léCtofJlizados,' los· cuales se 

hicieron más susceptibles,· mientr~s'. .que l~;tÍ~ngfe~E3ri~ia :pa~iva de células T les 

confirió resi~tenda'.(B?jalil.et .. al., 1~B~;) .. :Ad~inas,~nayl;u.Qa .. '9orfE3,la~.ión,'positiva·.entre 
una mayor : inte-~sicl~.d· d13· ·la .r,~spu~~t~-~):e. hi·p~,r~~ii~ibi[icla~;-~refor~-~d~'f el._ .• bajo 

nümero de parásitos instal~do~ .'ó·efrazi=is•·et:'~1.·. -if994 ); ·:;10'/tjúéi ~C>~iirma que la 
:_:, ·:, 'o ~- .:·>: 0'' ,:v, ':::::/~(' ',:~::~~• '_: :)<~ • 

0 
~:-·.'.;;·, :·:·,F~·.,;-_ ~~:~:>": ·,·; '.,,~ .. ·.: ,;::~ -~:,,.• ¡•::\:~:::: ,~;-:'..,~~: • 0 ~:~:-:.~O t;,~<:':.' ~--;: :.•: •O '• 

respuesta de tipo celularestá,.· irwol,qC:[ptj~e'n',la,resi§t~r9i~~ es,t~ .e:~~~~it§si~;· 

La respuesta celular T, re~P,'?Hsa~leTd~ lá/eÚrniKaci~n''.defl p~rá~ito, fue 

caracterizada por Terrazas ycola9,()r~;~o:~~s~~gj9~s:i·:,§115Js,'~~Ílio§fr~f.on~gye•al inicio 

de la infección con T. crassicepss~ d~'saíro!lá 'ynarespuestad~ tipoJh 1, compuesta 

principalmente por niveles ~}t~~ d~, u=N-y ,'1Ci y ariüé~eril'gs lgG2á.' Sin embargo, 

cuando la infección se hac~' cr~riiC:a':~e''.Cla una fespu~¿ta de tipo Jh2icon niveles 

altos de IL-4, IL-6, IL-10·y·arititjÚdrpos lgG1 e lgG2b (Terrazas et al., 1998). Usando 

anticuerpos monoclo~ales ~~tibit~binas y citocinas recombinantes como tratamiento 

en las fases tempranas de la infección, probaron que la respuesta tipo Th1 estaba 

asociada al crecimiento parasitario restringido observado en las primeras semanas 

de infección. Por el contrario, la respuesta Th2 estaba asociada a la sobrevivencia y 

crecimiento incontrolado del parásito en el hospedero. Los ratones BALB/c que 

recibieron anticuerpos monoclonales anti-IL-1 O desarrollaron una respuesta inmune 

tipo Th1 con una carga parasitaria menor que los controles cuando se infectaron con 

el cisticerco de T. crassiceps. Por el contrario los ratones que recibieron anticuerpos 

anti-IFN-·( mostraron una respuesta tipo Th2 con un aumento significativo en la carga 

parasitaria. Los tratamientos con las citocinas recombinantes confirmaron estos 

resultados, los ratones que recibieron IFN-y mas IL-2 desarrollaron cargas 
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parasitarias significativ_amente menores; mientras queJos ratones tratados con 'IL-1 O 

recombinante; murina •. mostraron un·. aUmento significativo en '.1a susceptibilidad al 
--~--=e==.;.-,_~"-~"-'=-..= - -~ :0--;o_-~c=----- o=--=-----,------°'-'~----' -- __ o- --":y~~--=oo--=--:'""- -==--~-";:;o-,--o. -~-~~-=-..o~-~';-"""'--, =;~_:_c;-_--;"-~':-=-~-4-i-"-:.,__:__;''.0.:.;,_·;;=-'---i;~--~=~~~~~_'.~~~-=-~-;o._: -c:o-=-:-=.-=--

p a rá sito (Terrazas et al., 1999).. ··· · 

No obstante, que se sabe que en las priíl)erass_emanas d~la'infecc:ión m.urina 
' .-. ' i .- '. -~ . ;·' .. - ' ... " ' . ". ' - - ' - ·' ' .. ,, - •.. ' -.'' . . ,.. . . ' ' .· ¿ ... " .. ·. . . -. . - ; .. ·. - . . 

con el cisticerco de T. crassiceps se desárr~lla:Una respuesta '.tipb fh 1 ;' y que 
' •· - --"' · .. - · _ . '· ",._,• ... · . ;. .• _, ·:" , · , ! ~-- · · ,·· ·e· , ;,-·-·. . · .·., -"· , ·· • .• , , . :, , ,- . , 

conforme ·la infección se. vuelve·crÓni~a~ise 'da~Gn~~ráspue~taCti'poJh2: -íladiehasta 
-_- ''. " .. > ;···.. ---~- ,_., ' .,, . '.' -··. ·-'>' - ••· ,• "' , ' .. :-·· '·· ' : . ' ·-- ·.;: ·.. .- ' -

ahora ha descrito los mecanismos ~~é-'pddríahestª;rp~rücip~hdo p'a'ra~-induc,irdichas 
respuestas. Recientemente, ¿e. ha i~-~~~ricl~-~LJ~.~la. pr~~e'r}ci~,d~ ~ll9069rijL19~,do~ y/o 

proteínas podría ·ser una vía 99rn'úri;~cj~~fó's .. h~J~Í~t6lp~ra.in~udfuM?'p·61.árii~ciÓn··cie 
la respuesta inmune hacia Th?· (

1

Q~ªr,9··~f~1}.1999;·~H~ll~rl ~t ~l. 2000) 1

pero las 

definidos. 

El modelo .. muririo 'de 1intédci6r'6o~Iel~~isticerco.'d~ •. T.:crass/beps nos .. brinda la· 

posibilidad. de . tener .. ln··.·.v(y9 ·!.J~~).d§1s ·}iP:~s .·~~~"-.ri~PH·~stéls. : in.muhesi. claramente 

polarizadas, lo que nos permite.tratar de identificar lcis .células blanco que pudieran 

estar involucrados' en. la difér~Úc::i~bión de una r~k.puesfa inicial tipo Th1 a una tipo 

Th2 observadas en esta .infecdón. 

TESIS CON 
FALLA ·l-¡ W (' Q r r• in.r 

,.J Jt1h.Jwi'l 
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Fig.1.- Ciclo de vida del parásito Taenia crassiceps 

Zorro 

Roedor 

Heces con 
huevecillos 
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TESIS CON 

_F_'A_LL_,J_~ DE (~füQ_ElV 
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Leishmania: Modelos de pará~itos intracelulares 

Las especie _ Leishmania son parásitos trypanosomatidos intracelulares 

obiigados d~ las cé1uTas'cmaCrófágos-dendriticas de los hospederos vertebrados. Las 

formas de la enfern:tE?c:l~d prpdyddas por la infección• Cf:n este parásito en los 

humanos pueden'i ser ;v~riables, dependiendo principalmente d.e la especie de 

Leishmania, la lesión ~LJt~o~eªc·ger-,e;sag¡:¡ f?l:Jl3~t3 ,~é?n§!r=f:l'?.L. ~i:)lJ,LSiQl§S. (Rc:>.Ls:ie,mp. ___ _ 
Leishmania major, Leishrnania tropica y Leishrnani~"rnexicaná) ó progresar· a una 

infección sistémica fatal (po; ejempl.Leish~ania:~oeovam).~La:•L~ish'Ta.nia tien~ un. 

ciclo de vida dimórfico (Fig. 2) consi~t~nte:de.prom~stig~te~'extr~¿~lul~r~;s que .se 
. . . > . ". . _. . , . . ·-: . . :· --· - ·: ,, ··~.· -- , ; .. " .. , ., \· · .. -.~:. ·';, .//:_; ·: . .. ~, .:.e'·_ , ..•. 

multiplican y desarrollan dentro der intestino medio. dE? mOsql.iito veét~r.>y de ' ,, . - .... ,'._ -.,,, -i.-'. ,-¡. 

amastigotes intracelulares que residen y multiplican d13ntro·de las vacuolas 

fagolisosomales de los macrófagos (Sacks et al., 2000)r La re'1~~l9l1,~ntr¿ el p~rásito 
y su célula hospedero es particularmente interesante, no solo porq'Uélos macrÓfagos 

son capaces de tener una actividad microbicida potent~. ~i: no.\~rlibien por su 

capacidad de presentar antígeno desde donde ellos pueden ?rqÚe~{aPe1 desarrollo 

de la respuesta inmune. Resulta sumamente interes.9;n~e ~l.· h~c.80. dJ qlj~ ~na 
infección exifosa por estos parásitos, sea el resultado de ~ha"inv~si~n generalizada 

de los macrófagos, lo que implica que los parásitos ~on;¿ap_~d~side;evadi~ 10§ efecto 
• ._ • ;.' • ,' .'. • • .. :·. • .'_.•'- ,": ·,\,'., - ._., •• ··: 1 :.'-:J··, ~.- :• •. '· ·· _ • 

nocivos de defensa de estas células. los fl1ec~nis.r:Tl0~ pf~~Js.ó~a~· d~mo e~to pcurre 

no han sido del todo establecidos, sin embarªo; kri~1oi?~ltiri1Ós ;¿ñ6i s~ ha~~hecho 
grandes progresos al respecto -c~n la utilizad~~ ~~' M'.ci~elcS~ ;urJ~();:cj~'.i~fet~i~nes 
parasitarias. En particular la infección pc)'r /~~/~hfi7ania ,en; r~tones: h~ sfdo un 

excelente modelo para estudiar los proJJl~~mas• a~od_adÓ~ con los parásitos 

intracelulares (Alexander J et al., 1999). 

Leishmania majar (LV39/ MRl-lptSU/~9/P-Stráih) .. La infección murina por 

Leishmania major, ha sido un modéJ~ :·.e~p~riméñtal ampliamente usado para 

establecer la inmunología de esta'.inf~cci~on:~L~'irlfeéCiórí'murina con estos parásitos, 

en algunos casos se resuelve po~ si\~i'rn~\·y:-'~11 otros resulta fatal, dependiendo del 

fondo genético de la cepa del ratóh(Behin et al. 1979; Handman et al., 1979). Este 

fenómeno de resistencia y susce~tibilidad por observado en la infección por L. major 
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ha sido explicado basándose .;:,¡-, las diferentes propiedades funcionales de las 

células rco4• diferenciadas en las infecciones que.se resuelven versus las que no 

se resuelv;~. [)~f~~t~ 1c;-;prim~-ros 4~5 -días despu-es=ae fa'Tnfección con L. majorhay 

una respuesta mixta en el tipo de c;it9cirlas,(l_L~?. · 1k4_ ejkJ 3) que producen las 

células TCD4·, sin embargo, 1.as cep~s de rJtoqeSqu~resuelvan la infección regulan 

rápidamente la.· transcripción de 1 L"4.:AsJ._1~ Lt:l?R.~L~?Jé3 _celular_ Tcanti·:L majoc en_ los 

ratones resistentes ~orno ·son ·-csA o ~57Bll6 se ;aracteriza-·por la inducció~d·e 
células rco4• ThJ, 'secretoras delFN-y.e11L~:{ En cambio, en los ratones ~ltamente 
susceptibles como_ son_ lo~. B,A.•Lf3tc:hJ~·LJna diferenciación preferenei~l ·¿~.i¿é,ILjlas 
rco4• Th2, productoras _eje IL.é~- e/IL-1 O (Heinzel et al., 1991; Sc~.ut ::1989).'.La 

infección expehmental rnurina con l_; majar es considerada ,el ejemploinvivomas 

simple de 1a~xistencia8etp~ra~Hgma Th1!Th2 (Carrera et ·ªL, 19~6).;Ac:lemas, en 

este modelo el pap~Ld~ las células Th1 y Th2 como mediado~as de~re:sisi~n~ia :y 

susceptibilitjad,, r,~sp~~~ivJmente; ha -sido demostr?99 amplia111ente. Siq ~mbargo 
hasta ahora no 'hani-sido prOpuestos los posibles mecaois~rfos'in~olucr~dos ~n el ·."' ~.:.· _-· __ -.:· .. :_;:, ... ·< ¡_··:::. __ ->.-'.< .. : .. ---_ .',_:_-: _'.-~--:~·-;.-,> :\·-:·'";:>:--· .. _-·>_·"_::y:_·--:-<_,~<-:-"· - -
desarrollo de la respuefatáTh1-protectora.o.Jh2:-fadl\tadora,· en esta infección. EL 

modelo murino de infección con L majci; n9s1bri6'ci~'.¡é;p~iit:lilidad de identificar otros 
. :· : .:; ... -; ':·.-. ,;._. ·,'.". 

factores (como la IL-18 y MIF) que pudieréJ:b ~~tcirfin'volúcradós en el desarrollo de la 

respuesta tipo Th1-protectora o en la su_ ~r~~iÓh.d.e1k.·•_:_•mism_ ;~. - .-
,.,·-.. ._,.:·· .-!. '· 

Leishmania mexicana (M379 P"Strain). La leishmanias.is cutánea en América 

es causada por un complejo de dos parásitos que incluye L. mexicana y L. 

amazonensis. Este complejo para fines prácticos se le ha reconocido simplemente 

como Leishmania mexicana, Actualmente está bien docuni_ertado que casi todas las 

cepas de ratón son altaménte susceptibles al complejoA~~L.mexicana, ya que una 

vez que se infectan desarrollan una gran lesión cutánea que. no sana. Hasta ahora, 

se sabe poco a cerca de las bases moleculares involucradas en la susceptibilidad a 

este complejo. Se sabe que la ausencia de IL-4 así como del factor de transcripción 

para el receptor de IL-4/IL-13 (STAT-6) en modelos murinos incrementa los niveles 

de IL-12 que induce el desarrollo de la respuesta tipo Th1, la cual controla la 

infección. Estos hallazgos indican que la IL-4 y la vía de señalización STAT6 median 
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la susceptibilidada L. mexicana posiblemente suprimiendo lél producción de 1 L-12 e 

inhibiendo la respuesta Th1. (Satoskar et al. 1995; Starnm et al. 1998). Sin embargo, 

hasta ~h~r~ .no-'s'e ÍZ8fiici~'íltiÍicado~las~-céfuÍas blanc([de la-IL~ y tampoco se ha 
" ,•. ' . . ' ; . ,. ,t ~- ·-, ' - --- ; .. '. ·' . ·- • '. 

identificad() cgl\]g 13.~t·a_- ~i!ocjná_ m~ed)él ;~él -~u~~e~ji~!Ec!~d a la infección por L. 

mexicana: EL rli~delo mGrinocie:lnfecdón ~Orl,~I c~rnpl~jo de L. mexicana nos brinda 

la posibilid~d.~d~Jd_e_ótift9élL!§l_~~~.éJ_uJf1~:)1~D2~ y __ g!LO¡§,_f~_cto~e!) (como la 1 L-13, el 

complejo ·IL-1 j/IL-4)~.qllé;·_·hq~i~;~íl-;e~ta·r-.Ú~yOlúcr~d~s ~n; la supresión de una 

respuesta tipo rt1"1. q~e-~s cap~zde're~blve"restainfocciÓn . 
. '_ -:.-... ::.· -·-

Fig. 2.~ Ciclo de vida c:fel ~ará~ito Leishmania 

o 

Amastigotes 
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!OBJETIVO GENER~ 

El presente trabajo se desarrolló para determinar la influencia de algunas 

citocinas, así como la participación de los ºIDªC:~ófago~s y sus _moléculas de membrana 

como factores inmunológicos involucrados en la polarizaciÓh-d~-1~ r~s-~~-~s~~~ i~~Cí1e- en 

las infecciones parasitarias. Para alcanzar esté objetivo gE;!néral se utilizaron dos 

modelos murinos de infecciones parasitarias bien estahleCidos: 
-.,-·" ' 

Cisticercosis causada por Taenia crassiceps, y 

Leishmaniosis causada por Leishmania major y Leishmania mexicana 

TESIS CON 
FALLA DE O 'li(1.I?1,r ---.:.:..::_:;:.::_.:::.:_J. ':::..:~ J.J . ~ 
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jOBJETIVOS PARTICULARESj 

1. Establecer si la fuerte inducción de respuestas tipo Th2 generadas por el 

helminto T. crassiceps puede generar un ambiente de citocinas capaz de 

modular la respuesta inmune a infecciones.no rel.acionadas. 

2. Demostrarquéenlá infecCió~pOrel h~lmi11to .. Taenia crassiceps. la· respuesta 

tipo Th1 e~ prim6.rd¡a1 ~krk'.~1lrninar:~1pa~á§it6, rnientr~s que la respuesta tipo 
.. -.' ··. '/'. ,., .... > ... · -'<· : .. , .. .'. '·· ./".'··' - ,.. - ... ;:.·, ---, ,. ·: ... '.· ·./ ' ' 

Th2 facilita\a'il1st~1acióh<dfé~~epa~ésttb. •· 

3. Definir si las ~él~[as;· presentadoras de'antrge110.;(m.élcrÓfagos) participan en la 

polarizaciÓl1 d~ l~rrespuesta inmúne Úpo•fh¡/ h~c¡~·Th2 dur~nte .la infección 

con cisticerco~ d~.T.crassiceps .. 

4. Definir la participación de la ll-18 y)v11i=eB ei'desarrollo de la respuesta Th1-
~ - - . . .._ -- ' . '_ . - ' . ,._ - " - ' - " -·_,. . ; . - ·. . '-,. . '. ' ,.. - ' . . -

protectá .. ra•em'.I~ infeéicióíl rnurina:cohL:.in~J.or. . - . ;- . . , .. . ·~. .. . .. 

5. Establecef;101pdrt1~ip~d1l~i I~ )L-12 é IL-13 en la susceptibilidad a la 
infección lllurinaporL. mexicana. 
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/HIPÓTESIS! 

En las infecciones parasitarias, la producción específica de algunas citocinas 

son esenciales para dirigir el curso de la difereciación de la respuesta inmune hacia 

Th1 o Th2, que eventualmente se refleja en protección o susceptibilidad, dependiendo 
- - -- --. o·~- -- =- -= = 

- -

del patógeno que se trate. 

Actualmente es conocidoque lasinfecciones por helmints:isi~duc,en respuestas 

inmunes tipo Th2. Dado lo anterior, en los Últimos. años ha do~in'acjo~n el ~rea de la 

inmunoparasitología la idea de qÜe las respuestas inmunés tipb Th2:''son·cruciales 

para eliminar las infecciones ca~s~das por los helmintos. . . . . ::· i'.f - . 
Basados en los antecedentes del modelo experimental de ci~ticieícbsis,:•en este 

trabajo se propone que: 

La respuesta inmune involucrada en la eliminaciÓrÍ ;<:i'e( hélminto T. 
··_ --< ._,_:.(· :,.::::~::'. ->~>-~\· _- ·,. _-. :' < 

crassiceps es Th1 dependiente, y que la inll1U.no.logía :~e;~st¡:¡ infección es 

similar a aquella observada en infeccJoílés if1tra6eiÜlares. como la 
. ,·.·". ""\' .... »,", .·· --_ .. - ··º·-?- ::· .. ·. 

leishmal1iosis. Adicionalmente, se propoh~·ql.Jé él ~~t~do ciiaétivacion de 

los macrófagos participa en la inducción de la respue~ta inmu~e tipo Th2 

observada en la cisticercosis. 

------------ .... 



JRESUL TADOSI 

En esta tesis se utiliza un modelo murino de infección por un parásito helminto 

(T. crassiceps) y dos modelos murinos de infección por parásitos intracelulares 

(Leishmania majar y Leishmania mexicana) para analizar la diferenciación y función 

de las subpóblaciones de las cefulás t colaborad.oras, en particular para. tratar de 

establecer el papel de las citocinas y de los macrófagos en el desarrollo de las 

respuestas inmunes generadas por la Jnfección por éstos parásitos: Los resultados 

de este trabajo de tesis se presentan eri forma de 9 artículos ~~;ru¿ados en dos 

apéndices. 

Apéndice 1: 

ART[CULOS RELACIONADOS CON LOS MECANISMOS DE POLARIZACIÓN DE LA 

RESPUESTA INMUNE POR LA INFECCIÓN DE T. crassiceps. 

Esta parte de la tesis se enfocó principalmente hacia el estudio de lósJactores 

. inmunológicos que participan en la polarización hacia la respuesta tipoTh2:observada 

en las infecciones por helmintos, usando el modelo murinci d~ bistidercosis causada 

por Taenia crassiceps. 

Los resultados de esta sección se presentan en f~rma de 5 artículos. El 

primero de e¡Hos, se realizó con el fin de establéc~r si· la fuerte inducción de 

respuestas: tipo Th2. (do,nde predominan IL-4, IL-6 e IL~1 O) generada por la infección 

con met~céstocjo~ déT. crassiceps puede modular la respuesta inmune a antígenos 

o infeccion~~ .do relaCionados con el parásito, ya que existen sólidas evidencias de 

que esto o.curre eri una variedad de helmintos (Actor et al 1993; Kullberg et al 1986; 
•.'·.' .· 

Cox, 2001}? . El artículo referido se titula "Susceptibility to Trypanosoma cruzi is 

modifiéd by a previous non-relatad infection" por Miriam Rodríguez, Luis l. 

Terrazas, Ricardo Márquez y Rafael Bojalil que fue publicado en Parasite lmmunology 

en 1999 (21: 177-185). En dicho artículo se demuestra que la infección crónica con T. 

crassiceps induce una fuerte respuesta tipo Th2, que es capaz de incrementar la 

susceptibilidad a Trypanosoma cruzi, cuya eliminación, en muchos casos, se ha 

reportado Th1-dependiente (Aliberti et al., 1996), aunque en este artículo se muestran 
~~~~~~~~--irr 
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algunas evidencias que apoxan · más la hipótesis de una r:,espuesta íl'li)(ta Th 1 fTh2 

para la restricción de T. cruzi. 

Posteriormente se hicierortvarios trabaj6Spáráe:fra6T~c~rT~~~rart]CTpaciÓn de 
la respuesta inmune tipo Th1 . y tipo Th2 en la infeccióf'l. pbr:'é;. ~r~~Sffep~. Los 

resultados de estos trabajos están rri:>cont;:idos en tre~ :3rtí.cÜ1:~s;>~1prlrne~\ tr~bajo ~I 
respecto se muestra, bajo el titulo: Cutting Edge: Sus.c_e¡:)tibil_it~Jc>ith~Jª-rY~l:~tage of 

-- O- -,- '--• ., --:.- -~.~ --;<. • ~-- -,::-.r:--:- ~~~-:--·-~--:;--: - :--.~_).;•r -•:::e;- .. -, ' -

helminth parasite Taenia crassiceps is mediated byTh2yres·pol1s~;induced via 

STAT6 signaling; por Miriam Rodríguez-Sosa, John.· ~: D~v,id, Raf~el;Bojali'i. Abhay 
' . ' .' ·i . . , .. ' .. ·-~· ~ ,_.;·:, . .. ;; .. - .• ·' 

R. Satoskar y Luis l. Terrazas, que fue publicado en Jdurn.al of ·'lrnrrundJa'gy'.en 2002 

( 168: 3135-3139). Este trab::?j::: ~e hizo para establecer m¿s aaram~nte la 
',.," : 1 

participación de la respuesta inmune dependiente de Th2 en esta infección. En este 

artículo se reporta que los ratones genéticamente deficientes (knockcout) en la 

molécula STAT6 (mediador en la vía de señalización interna para IL-4/IL~13, molécula 

crítica para la diferenciación a Th2) son capaces de desarrollar una fuerte respuesta 

tipo Th1 capaz de resolver la infección con cisticercos de T. crassiceps, en contraste 

con los ratones silvestres que desarrollaron una respuesta tipo Th2 con una alta 

carga parasitaria. Estos hallazgos apoyan la hipótesis de que la vía de señalización 

mediada por STAT6 es crítica para !:L!rJrimir la respuesta tipo Th1 requerida para 

controlar la cisticercosis murina y también sugiere que las citocinas tipo Th2 favorecen 

el desarrollo de la susceptibilidad a la cisticercosis vía la activación de STAT6. 

Un trabajo adicional se requirió para establecer la participación de la 

respuesta inmune tipo Th1 en esta infección. El segundo artículo que ya ha sido 

aceptado para su publicación (A~é:idice 1) bajo el título: Altered T helper responses 

in CD40 and IL-12 deficient mice reveal a critica! role for Th1 responses in 

eliminating the helminth parasite Taenia crassiceps por Miriam Rodríguez-Sosa, 

Abhay R. Satoskar, John R. David and Luis l. Terrazas, demuestra que la ausencia de 

1 L-12 favorece la multiplicación del metacéstodo de T. crassiceps, ya que la carga 

parasitaria en los ratones deficientes para IL-12p35 se incrementó significativamente 

con respecto a los ratones silvestres debido a una deficiente respuesta tipo Th1 

contrastada por una inducción de niveles altos de citocinas y anticuerpos de una 

respuesta tipo Th2 (IL-4, IL-13, IL 5, · ~~G1 e lgE). Este hecho confirmó que, la 
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respuesta tipo Th1, mediada por la:JL-J 2,esnecesariª par~ccontcolar la infección por 

el helminto T. crassiceps. Por otro lado, Jos ratones. deficientes en .CD40 fueron 
., . ':··- -' ... ' · .. -- '-·· :'···-.. - ,· , 

capaces de control-~r I~··· infecciÓ~~pgr ~¡;t¡8~rco;de~T~-cras~iceps71o *quetseasociÓ a 

niveles disminuidos de IL-4, IL-5,e JL .. ~~._,?o:sual ~~giE3r~"~gy~:-~Q'.;0 P<;¡rticipa, de 

alguna manera, en el desarrollo de L~ respue:sta infüune facilitad~ra;·medi~d~-porTh2. 
' .. _ .. _ _., __ ,,.·---.· .. - ... :-.: '".h'' -.-·· ¡·,.:·,. '· . 

Finalmente, en el artículo tituLac:Jp~Mª~C9Rh~ge_~fü!9,I~fü~[Libhibitory_factor 
{MIF) plays a critica! role in mediating protecii;n~gair)St th~;t~~-lrrii-~i~·~p~r~~it; 

·_. , -< .. ~-.: <-' :º- -_ :::'.,··-·\ . . _::· :_~::O\; ~-~---.:,,_ ·r·;._¿~-· >·-·· · 
Taenia crassiceps por Miriam Rodríguez-Sosa, Lucia E. Rosas, Jotin; R David, 

Rafael Bojalil, Abhay R. Satoskar and Luis l. Terrazas; publicado ·~n lr1féctÍon and 

immunity en 2003 (71: 1247-1254), se demuestra que los animales deficiéntes en MIF 

(una citocina pro~inflamatoria) tuvieron una susceptibilidad 3 vece~ riiayor a la 

infección por Taenia crassicep.c; con respecto a los · ratones silvestres. Siendo 

significativo el hecho que los ratones deficientes . en M 1 F e infectados con T. 

crassiceps preséntaron altos niveles _de ÍL-6 e IL-13 y una marcada disminución en la 

actividad de l9s.•ni~crófagos. 
gh c:onjLlnto lós resultados de los ú_ltimo~ tres trabajos descritos en la parte 

superior demuestran claramente que una respuesta inmune tipo Th2 favorece el 

establecimiento de T. crassiceps, mientras que una respuesta tipo Th1 está 

fuertemente asociada a su eliminación. Estos resultados contrastan con el dogmá de 

que una respuesta tipo Th2 es protectora en las infecciones por helmintos. 

Por otro lado, no obstante que se demostró que la infección por T. crassiceps 

induce una respuesta altamente polarizada tipo Th2 en su hospedero capaz de 

modular la respuesta inmune a otros antígenos no relacionados con el parásito, hasta 

ahora no se había propuesto qué células blanco podrían estar involucradas en dicha 

respuesta. Los resultados presi:>ntados en el artículo: Chronic helminth infection 

induces alternatively activated macrophages expressing high levels of CCRS 

with low interleukin-12 production and Th2-biasing ability, por Miriam Rodríguez­

Sosa, Abhay R. Satoskar, Rodrigo Calderón, Lorena Gómez-García, Rafael 

Saavedra, Rafael Bojalil, and Luis l. Terrazas; publicado en lnfection and lmmunity en 

2002 (70: 3656-3664), sugieren una posible vía común que podrían utilizar los 

helmintos para polarizar la respuesta inmune ante nuevos retos antigénicos. Se 
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demuestra que hay una activacié>n _diferencia.1 de los~.niacrófagos dependiendo del 

tiempo de infección conel cisticerco: L<:)S r:né3crófa~os (F4/80+)de ir]feccio~es.a~udas 

producen altos niveles de IL-12 y~ó-xid6~-nÍtrTc9-y-niJele·s· ciTsmfn-uidÓs~deTCs·e PGE-2 

con la habilidad de inducir una fuertere~é~~~tci.::PfBliférátiya,.alJ~íg;n()_específica _de 

células TCD4+. En contraste, los macrófaQos de infecciones crónicas :predué::en altos 

niveles de IL-6 y PGE2 con. nivelE!s baiqs_c:]e_)kJ2y .c1xicjq r;i.ítrÍ~o,)3§0ciados a una 

pobre habilidad de inducir respuesta proliferativa antígeno-especifica de.·las células 

TCD4+. La falla para inducir proliferación no se asoció a una .deficiente expresión de 

moléculas accesorias, dado que presentaron una sobreexpresióh cie· f'J1H.C-ll_í CD40, 

87-2, CD23 y CCRS conforme la se hacia crónica. Los macrófagOs d~ la infecciones 

crónicas, además, fueron capar.F>~ de inducir a células TCD4~ a protjú6\~ IL-4,pero no 

IFN-v un fenómeno contrario al observado con los rnacrófagos de inf9cciones 

agu~~s. Por otro lado, el bloqueo de 87-2 e IL-6, así c6~() I~·- irl~ibici¿n de la 

producción de PGE2 no restaura la respuesta prolifeíat.iva d~h~s dé1L1as:TCD4+ . 
.,- • - • • ;; ' - -· ;' .-· ' -,;'-.~' " - • • - -__ -¡ ' ' 

Adicionalmente, con el uso de r~tones deficientes d~ SJÁT6'.,s~derri8~fró que esta 

vía es esencial para que se difsrencien los macrófagos: ~C>m~alternativamente 
activados con diferentes capaCidades de presentar· antíg~no Y con la·propiedad _de 

polarizar la respuesta inmune hacia el tipo Th2. 
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Apéndice ll: 

ARTICULOS RELACIONADOS CON LOS MECANISMOS DE POLARIZACIÓN DE 
-

LA RESPUESTA INMUNE EN LAS INFECCIONES MURINAS POR Leishmania 

majar v Leishmania mexicana 

En esta sección se trató de establecer la participación de algunas 

interleucinas (IL), como la IL-18,eLfactorJ_nhibidgr de la mJgr~gión_de_macrófagos 

(MIF), la IL-12 e IL-13 en la respuesta inrT1ulle geqeracla por la infección de dos 

parásitos intracelulares, Leishrr]anla ·S:ajo/Y L~ishmania mexica~a. Los· resu_ltados 

se presentan en el apéndice 11 eílfdrrh~ de'4 artículos. 

En el primer trabajo tituladd: Genetically resistant mice lacking IL~18 gene 

develop Th1 response and qontrol cutaneous Leishmania major infection por 

Monteforte G.M., TakE3d~'K, Rodríguez-Sosa M., Akira S. and David J.R. and A. R. 

Satoskar; publicado ~n 'The Journal of lmmunology en 2000 (164:5890-5893), se 

analizó el éursO de l~.lnf~cción cutánea de L. majar en ratones deficientes en IL-18 

(IL-18º1º) compar~-Jdblo~ con ratones si.lvestres (IL-18+1+). Los ratones IL-18·1• 

desarrollaron lesiones cutáneas mas grandes durante la fase temprana de la 

infección, pero eventualmente resolvi~r.onl~infecciónigual gue los ratones silvestres. 

Sin embargo, las células de _los ·ga'.Ó-~HÓs;'Unf~tigos ~stimuladas con Ag a las dos 
,_ -- , ..... ·, - ·-. ,. ··-- .,, 

semanas de infección ·de los ratohesi•IU:H~·1-:comÓ d~~IÓ~ 1fr~18+1+ produjeron-niveles 

similares de IFN-y. Por otrp 1.ad9,'.1()~ rat90e~·;r1L~18tpro4ujE3\ºíl· significativamente 

más IL-12 e IL-4. En la-sefiiªri~.Js;;p§~~:ir]f~gcig,ri'~!~~t9y_ip~(;,IL~1 ~-t~ éomo IL~18+i+ 
resolvieron la . infección. En égté' ~Llntoy la~(celu las••· linfáticas de· ambos grupos 

produjeron IL-12 e:IFN,~w'per9 n:o:1~~~.7f\p•ern~s,fla·;~dministración de anticuerpos anti­

IFN-y a ;los--r~foH~s·· IL~1 a·~· ¡16s:Zhizct'~usf¿ptibles a L. majar. Estos resultados 
--~·.-:··<J·-~ t:,;.:,:- >c.;· r: ·;:·_:: --~<': -.';.,;_ -~ -'>·:·:.~: __ ,_ ... :·{~':':- ··;.:-~.:;: :1 ;· 

demostrafoii ql.Je ia "-~18; ur\a citoclria'qÚe'participa en el desarrollo de una respuesta 

tipo Th1, puede estar participando en el control temprano del desarrollo de la lesión 

cutánea causada por la infección con L. major, pero que no es crítica para el 

desarrollo de la respuesta Th1 protectora y la resolución de la infección. 

En el segundo trabajo titulado: Migration-inhibitory factor gene-deficient 

mice are ausceptible to cutaneous Leishmania major infection por Satoskar A. 

R., Bozza M .. Rodríguez Sosa M .. Lin G. and J.R. David; publicado en lnfection and 
·11F ¿;F1:-i nTf _____ J. 

_¡ L) ,.} -.._I '·,} ·• 
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lmmunity en 2001 (69: 906-911 ), .se determinó el papE31 del factor inhibidor de la 

migración de macrófagos endógeno en el desarrollo de la inmunidad protectora contra 

la leishmaniosis cután~a. s~ºanalizÓ eTcur~o c:fé la infección cutáneá de Leishrriania 

majar en ratones deficientes en Mlf (rv11F,·'·) y ~n 'ratones silvestres (MIF+·•). Los 

ratones MIF1
• fueron altamente susceptibles, a la enfermedad y desarrollaron lesiones 

significativamente más grandes Y conf!'lªYELJ2~rn_ero de parásitos que los rªtºE'les 

MIF•'+. Los macrófagos peritoneales actiJados con IFN-y de los ratones MIF"1'.tuvieron 

una respuesta leishmanicida deficiente Y produjeron un nivel significativamente menor 

de óxido nítrico y superóxido in vitro. Sin embargo, los macrófagos de los ratones 

MIF·'·, produjeron mucho más IL-6 que los macrófagos de los ratones silvestres. Estos 

hallazgos demostraron que MIF endógeno juega un papel importante en el desarrollo 

de la inmunidad protectora contra L. majar, in vivo. Además, esto demuestra que la 

susceptibilidad de los ratones MIF·'· a la infección de L. majar es debido a la 

capacidad leishmanicida disminuida de los macrófagos más que la desregulación de 

la respuesta Th1 y Th2. 

Por otro lado, en la infección por L. majar es reconocido que algunas cepas de 

ratón, que tienden a hacer preferencialmente respuestas tipo Th2, son altafl1ente 

susceptibles (BALB/c) y por el contrario las cepas de ratones con t~riciencia a 

desarrollar respuestas tipo Th1 son resistentes a esta infección (C57BUS) (Ale~ander 
' . ··: . • ·:··· .,, : .. - '¡"·.- -:,, 

J et al., 1999). Sin embargo en el caso de la infec~ión con el cgmpl,ej~ tj~L~i~hrn~niél 
mexicana todas las cepas de ratón son altamentet susceptibles á~ e#$-#inf~cbión 
(Alexander et al., 1999). Evidentemente la inmunología de la infección pot L~fshm~nia 
mexicana es diferente a la inmunología de la infección por L. majar. ~in embargo, 

hasta ahora no se han establecido claramente estas diferencias.· Por esta razón se 

decidió abordar la infección de L. mexicana para tratar de est?blecer la participación 

de algunas citocinas en esta infección. 

Estudios recientes han reportado que las células T de ratones infectados con 

L. amazonensis fallan en responder a la IL-12 debido a una expresión deficiente del 

receptor para IL-12. En el artículo titulado Susceptibility to Leishmania mexicana 

infection is due to the inability to produce IL-12 rather than lack of IL-12 

responsiveness por Rodriquez-Sosa M., Monteforte Gina M., and A. R. Satoskar , 
·----1t! 
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publicado en lmmunology and Leil Biology e_n2001 (79:_ 320-322), se demostró que 

las células de los ganglios linfáticos de ratones C57BL/6y 129Sv/Ev infectados con L. 

mexicana responden eficientemente a la 1L-12==exÓgena In-vitrO y producen IFN-y. 

Además se comprobó que la omisión del gend,~ l?_se~?I transductora y activadora de 

la transcripción (STAT) 4 y 6 (STAT4/STATEr1·h6s hÍzosusceptibles a L. mexicana, 

lo que demostró que una inhabilidad para pcoduci~_)L-12 rnás .. que una falta_ de 
' ... : '··· ' .. "···. ' 

respuesta a esta citocina es la responsable é:fo''1a''sl.Jsceptibilidad a L mexicana. 

Además también se estableció que la vía medi~d~-pÓr 'sT~T4 es. cdticél para el 

desarrollo de la inmunidad protectora contra la lei~híliárii'asis -~.i~·irn~brt~r I~ ~~p~cie 
-- .. - .. ~ . - .,_,_-· ... ~.'-'" ~- · . .,:.: '--~·---. ~----·-- .- . .:: ~ . 

de Leishmania y/o el fondo genético del ratón. . _· .. -. .•. , • <> _ _ .• 

Por otro lado, estudios recientes han demo?tr~~d que 1§ IL¿13•.és uri mediador 

de la susceptibilidad a la infección cutánea de-~.)naJg~ ~9rúna'_ví~ independí~nte de 

IL-4 (Mohrs et al., 1999). Para determinélr sj: 1§)L-13:}a~b_ié~';está-jÚgan~~ un papel 

similar en la patogénesis de la infecdón,~Útá~:~~!~e.L rr1~xic0:n~ se analiz<) el curso 

de la infección por L. mexicana ~n rcitbnesd~fi~i~n-tesi·par'~'.'IL~13 e IL-4/IL-13; con 

fondo·- genético C57 B L/6x129sv/~~ "·t¡· if ;~,·.go'.fü'p;~r•ªEº~:/·c~n· -. los. ra~o~f s ?f ilvestres 

infectados simil.armente.• Lo~ r~~.ul,t~d?s pµe,deri v~rs~ cor,i mayor qetállé ~ri•el ~rtícl.Jlo 
titulado, IL-13 gene-defici~ti(l'Tli'~e~:a:f~ ~llsé~~tibl~ to cüta~~;oGs L. ;mexicana 

¡ nfection ·por Rodríguez-Sosa M. ,:,R<Jsas'l..: E., Mackenzie • A.;:N;·,J. ~ria A~R(satoskar, 
publicado en European Journal oflmmunology 37: 3255-326Ó (?oÓi)_P ·· . 

Brevemente, en este trabajo se observó que los ratdnes IL~13-1- fueron tan 
- < •• • -

susceptibles como los silvestres a la infección por Leishinania mexicana, ambos 

desarrollaron rápidamente. una gran lesión. En contraste, los ratones IL-4/IL-13·'·, 

infectados de manera similar, fueron altamente resistentes y la mayoría no 

desarrollaron lesión, aunqL113,é19uno§ desarrollar()n una muy pequeña úlcera con un 

número muy reduddo de parásitos la cual san,ó d~sp_ués de 12 semanas. A través.dél 

curso de la infección los ratones IL~13·'· y Jos ratones silvestres produjeron 

significativamente más anticuerpos lgG1 :8:íjtí§§!"º específico asocia.do e' á ··- uria 

respuesta tipo Th2, comparados con los rafo6eS IL-4/IL-13"1
". Todos ios grupos 

produjeron niveles similares del anticuerpo)gG2a~antígeno específico asociado a una 

respuesta Th 1. A la semana 12 post-infecCión las células de ganglio estimuladas con 
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antígeno de L. mexicana (LmAg) de los ratones IL-4/IL-13·1• produjeron 

significativame~te más l_L-1~- e~~~.~-1: comparados con los IL-.13·': y los silvestres. Sin 

embar9~.--1cas cé1u1as:de'ganglio··tantc;> .d~ losr~tones TC:f:3;1;;como;-cie:1;,~5-5rr~e~trecs 
' ... -·' /· '· . . ·, ·, '- . -. 

produjeron IL-4 tras•· 1~··. estimulacic)ruin .yitÍp _cor1 L¡]4g, ªl.Jl'1q~e ,•los.( silvestres 

presentaron niveles .··_significativaílle~te m~y()re~ , ele )1t-4~ Tddcis' :~~tot•hallazgos 
demuestran que la 1 L~13 .no está inv~lucrad~ com.c:ir11edlad;Ld!3J~~susceptibilidad; a L 

' .·- ·:.. ;.- ·•;' ,···. ··.,.. . . - ' .·. . . . ' .. '-'• .. -. 

mexicana. Además, estos hallazgos también, indicar que la 'IL-4 y rio'fa. l·L-13 es la 
. ·. .- ,-_ .. ,-_ 

citocina preferencialmente involucrada en la patogénesis de la infección cutánea por 

L. mexicana. 

------- ·-----·-··-··· 

11/, ·.- " . . ',._, C; ·.• l'~ "N" l ~ ' ! '~~ ¡ ¡ ll \ ) i~' i ~ '1 1 ~.' .. ~.U1~.1. ~ .. 1 ... 1 . J.~ .... ~.l...J! 
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·101scus1óN GENER@ 

Los modelos de infecciones parasitarias han sido muy útiles para caracterizar y 

demostrar el papel de las sub¡:,ublaciones de linfocitos Th en la regulación de la 

respuesta inmune in vivo. Muchos de los parásitos conocidos inducen respuestas 

inmunes altamente polarizadas, depándiendo de la naturaleza del patógeno y/o de! 

fondo genético del hospedero. En general diversos autores opinan que los parásitos 

intracelulares inducen respuestas dominadas por Th1. mientras en el otro extremo, 

los extracelulares generan preferencialmente respuestas dominadas por citocinas 

tipo Th2 (Jankovic et al, 20Q1 ). Esto ha llevado a la !=Jeneralización y al dogma que 

respuestas inmunes mediacjas ppr ;Th1 restririg.:in .el desarrollo de enfermedades 

parasitarias intracelulares (Leishmani9si~;-Tox()p1asmosis, Trypanosomiasis; Malaria), 

mientras que las Th2 eliminan las inf~~_dqíle~ causadas por helmintos (Jankovic y 

Sher, 1996). No obstante que exist13hdªfªs evidencias de que en varias infecciones 

por helmintos, principalmente. aquéllps :~uyo ciclo de vida está restringido al tracto 

gastrointestinal, la respuesta tipo Tll~:e~.e~encial para eliminar a estos parásitos (N. 

brasiliensis, Trichinella spiralis) donde lá respuesta efectora es ST AT6 dependiente y 

puede ser mediada a través de células cébadas y producción de mucus en el intestino 

(Urban et al, 2000; Finkelmán et al, 2o60); Sin embargo, existen también otras 

infecciones por helmintos en lás cuales ;esta r13spuesta no es efectiva para eliminar al 

parásito,, prin6i~al~ent13~n ~queu6~·-~uy~· dib10 tje vi~a es íllás. 6C>rf1~f~j¿/~ rici~~ 'limita 

al tracto _gastroÍntesti_nal'.···· El .··.mejo.r···_ejémplo~s·· eF.d,e;:s ... '.f77a,ns(Jni,':en;el;du~.I. l•~-···fcierte 

~~~~~~:1:r1~~!~J~~~:~:::::~~Jf ~:&t'~~f~~J!~~fj~lW~it~1t:2~: 
posteriormente es desplazada ·por una Th2, .. _ lo.qu~.fir1alfii~~(ef~vWi~c~ la éolonización 

parasitari~ (Terrazas et al, 1998). . .. :/ }>2 , '' , . · .. 1 
• . . 

En este trabajo se abordaron dos aspecf6~j;,'.i¡S·ofrc;mtes en- la inmunoregulación 

de enfermedades parasitarias por helmint~s{;;~1 'prirn~ro es el hecho de que una 

respuesta tipo Th2 no necesariamente es protéctora en helmintiasis, y el segundo es 

que las células presentadoras de antígenos pueden ser fuertemente afectadas por la 
~~~~~~~~~1' 
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presencia de éstos _para sitos e influir en . el inicio, desarroJlo cY ~~stenimiento de 

respuestas inmunestipoTh2. . . . 

L~s· h~ll.~zgos r~p;rt~c:ló~ acqL{esfa6Tecen:Clara~e~l~'queiu.fiá'?~spuestá tipº() 

Th 1 es esencial. para. generar Pi ¿tcacc;iór1.:E3n.cpntr~ dE3 T. cras~iceps, pues a.I c:ontrario 

de lo que sucede en otras infeccio~es porhe1mintÓs. i~ ~~s~.~.di~" d~ I~ ~~lé.cula de 

señalización de IL-4 e IL-13. SJAT6,gener:.c) alta resistenda a la.irifecciórí en nuestro 
: · - -----:=--~~~o;·-';'-~=-007-;---=-=---00"-=;:=---,;,~-;=-= ;----"""~oo--~~-----!=oc--=:.~-,---~.-:_ ---~=--=-- _______________ _ 

modelo. Estos hallazgos están en claro cont~aste ·con ~quéllos 'reciienteíllente 

reportados por Urban et al. (2000), donde ratones STÁTEi''· nc/•pudieron eliminar al 

parásito intestinal T. spiralis. Tales diferencias pueden explicafse po·r~·I ~iti~ donde se 

desarrolla la infección (Nabors et al, 1995). Aquí. nosotros en¿~ritr'a¡{i(l~ en los 

animales STATe-1
• una marcada asociación entre altos niveles de IL-1¡2, l~~~y óxido 

nítrico con una disminución de más ...:"'; :;e% de la carga parasitaria d~ T. crassiceps. 

Por el contrario, los animales silvestres desarrollaron una respuesta inmune 

altamente polarizada hacia Th2, con una elevada producción de lgE e lgG1, IL-4 e IL-

13 concomitantemente con altos números de parásitos en la caí.ddacLp@rit()neal. Lo 

anterior definitivamente descarta una participación primordial de la lg.E en la 

eliminación de T. crassiceps, pues los animales STAT6·1
• no PrcidJjeron -~ste tipo de 

anticuerpo. Este hallazgo es contrario también al dogma.de,ql.Je I~ 1d•E.es esencial 

para eliminar helmintos (Capron, 1991 ). 

Con el propósito de evaluar directament~Jialcanc.e de gtrcis citocina~ en los 

procesos de polarización de los fenotipos Th1 o Th2 así com~•pa"ra-trafar de definir 

más claramente su participación en la resistencia a la_ cistic~rc~sid poÍT; c/assiceps, 

se estudió la respuesta celular T-antígeno específica _contra et i:>.~r~_sit~\eri rat9nes 

genéticamente deficientes tanto en la citocina pro-inflaméltoria C::ahociga''e:o~O factor 

inhibidor de la migración de macrófagu:s (MIF) como efrH .. -~i.' : · ··· .· .. ~ O y• 
.. > ·:· ": _;··. ::-:·.-- :<·_, ~:~,~'.::--/·~,~;<:-_.:;Y.~:~:~ h.'·:. . , . , 

M 1 F ha sido asociado con fuertes respuestas inflarnat~ri@,*J~o~a.,~t¿§I; 1999), 

:~A~~:.~::::~~:7::::::;:~::~:e ~~:c~f :~~11~~~if~~~~~tf,~~¡~~:: 
una participación importante de l'os mismos en ~f-~6~trbl;d~]~ ~Y~ti6erb~si~, se decidió 

realizar el experimento con ratones MF1
• para d6nfi~mar la partidpación de estos 



últimos.enla resistencia a T crassiceps. Losdatos observadosdemostra~on que los 

niveles de anticuerpos y varias de las citocinas producidas por los linfocitos de bazo 
'-· - , . - - - - - - ----- - -

en respuesta a los antígenos específicos de T. crassiceps fueron ligeramente 

alterados en los ratones MIF·i·, comparando con los animales silvestres .. Sin embargo, 

la carga parasitaria se triplicó ~r1 estos ratones MIFº''. Esto sugería la participación 

de otras células en el_ coritrpL de la iQfec;:c.ión. De .este modo se decidió. analizar 

aquellas células que estaban en más cercano contacto con los parásitos, que eran los 

macrófagos peritoneales. Al analizar la respuesta de estas células encontramos que 

la producción de IL-12, T~F-g y NO en losratones MIF·'· estaba significativamente 

inhibida, en comparación con los .animales silvestres y ST ATe-'·, pero por el contrario 

estas mismos macrófagos produjeron altos niveles de l_L-6, u.na citocina que se le ha 

asociado con una posible actividad de polarizar la respuesta inmune hacia Th2 

(Rincón et al., 1997). En conjunto estás datos sugie~e~'~t¿E3 los macrófagos tienen un 

papel regulador y posiblemente efector en esta)nfeccióll: Esto fue consistente con los 

resultados de los .ratones deficientes en MIF i~fectados eón L. major, los cuales 

resultaron más suscepJibles a estaiinfección, cLJyá rE!solución és Thl-dependiente 

(Satoskar et a1, ·2001): ..... 

Con estos nuevos. datos/ .. la. idea:.deiqUe Citocihas ref~cionadas - con una 

respuesta tipo Th1 eran • nece,sarias.2 para.- eliminar'·al cisticerco,: · es-taba más 

fuertemente fundamentada.· Cón-~stoen,rnen.fe ·¡,~ detkiiÓ·'réali~arun último ensayo 

para eliminar cualquier duda. Así.. cpn~~i~.ndo que tina >de' las citocinas más 

claramente relacionadas con el inicio:y·m~
1

htehi~ierito de uni respuesta tipo Th1 es 

la IL-12 (Afonso et aL, 1994; Par!< y~só6tt,2o()1), y que se ha_bía d_etectado elevada 

en los animales STAT6_,_ y baja eh :1assilvestres eón_ una relaéión inversa con 

respecto al número de parásitos ~hcont.radós: El exp13rimentó;érÚéi$1:~ara dejar fuera 

de dudas l_a participación prirriord1a1 . de esta citocina eh la ~-roiección contra 

cisticercosis. era o bien neutralizar·la IL-12 o Utilizar ratones defiCientes en IL-12. 

Como es cónocidó que la· neutralización de citocinas ·con anticuerpos monóc:Íoriales 

es transitoria y no reflejaría el efecto a más largo plazo de la ausencia de IL-12, se 

optó por utilizar ratones deficientes en IL-12. Después de 8 semanas de infección 

observamos un incremento de 100% en la susceptibilidad a T. crassiceps en los 

··- ---·-·--·-· ·------~ ----· -.. ' ------·-··------ -· - - - -- - ----
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ratones genéticamente deficientes ::::-, ·!L. 12, lo que cur 1firmab9 el papel fundamental 
- . -- -- - _, - --

de esta citocina para desarrollar protección en contra de esta parasitosis a travé.s del 

desarrollo de respuestas polari~adas hacia Th1. · ·º~~"·~·~· 

De manera interesante, los animales infecta(jC>~ eri ~~tfü; .E!*eeri.Íll_ergos, no 

mostraron niveles de IL-18 significativamente alterndo~.'ia ·1(1 s es una C::itocina 

producida por macrófagos que ::.~ ha propu!3_sto P9~~Lél_Jl"lfJ;iir=ce¡!}_E31 ¡j~s(3rre>llo .de 

respuestas tipo Th1 durante infecciones parasitarias (Cai etal,, 20oof1J~'6-~ t~nfÍrmó 
a la IL-12 como esencial para generar una respuesta tipo Th1, aún en ause~éia de IL-

18. Esta idea es fuertemente apoyada por los resultados obte~id6s ~n Í~ i~fección 
de ratones IL-1 g-i- con L. majar, donde se demostró que esta 2ito~in~ no juega un 

papel crítico para el desarrollo de la respuesta inmune protectocé3,c~~do ·que los 

ratones deficientes en IL-18 fueron capaces de resolver la infet(:ión a;la semana 12 

(Monteforte et al, 2000). 

En este sentido la generació, ·, de la respuesié3 illmurie podel Píeiminto T. 

crassiceps sale del concepto establ;ddO de· qye los hel~ihtos~s9~ ~Uhih8:do~ por una 

respuesta tipo Th2; al contrar.io, la i~rnunologÍa dei 1a'i~f~c~ión_p9(t,:c[assfc~ps tiene 

características muy sirTlilares a la .de los 'pa'/és"¡t6~/ intfa~~l~l~~Eis ·'-· rnajor y L. 

mexicana, donde se requiere de una respuest~ tipoThJ para:~u-eliminaci~n. _ 

En conjunto todos los resultados obtenid()s en éste tr~b_i3Joj§Je}cesi~ fouestran 

que en la infección murina por T. crassiceps, de igué31 rnaller~ q~e en: la lnfecti¿¡n por 

L. majar y L. mexicana, la respuesta inmune protectora és tipo Th1, dependie~te de 

IL-12 (pero independiente de IL-18), dado que en l~s tre~ modelos de Ínfección 

parasitaria, la ausencia de IL-4 y/o STAT6 induce la producción de niveles muy altos 

de IL-12, que hace al hospedero resisten~e a estas infecciones, con una participación 

importante de MIF como activad9r. 4e íll:a~rófagos capaces de producir óxido nítrico e 
IL-12 (fig; 3). Este hecho en corñün apoya la hipótesis de que la inhitJfoion del 

,.-·,._'~.>_ . .':'..·~- . ·- - ' ... -~: __ :·_·: ... ·_~: 

desarrollo de la respuesta inmune ~ful~ctora es orquestada por la IL-4 a•tra:Yés de la 

vía de señalización STAT6; AsÍl°7flosotros proponemos que la susceptibilidad. se 

asocia a la producción de>la~:cltotI11as IL-'4 e IL-13, que podríab·~~nerar una 

disminución de los niveles de oxido nítrico .e IL-12 producidos por los macrófagos que 
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podrían ser una de; las poblaciones efectoras en la eliminación deT.crassiceps (Fig. 

4). ·. 
- ;-=- - = - --r---=..-= ~· - --~;;'°=---==-~~:;=¡o=- -~~o..-= ~----~- --;~.-=-""~-_e='-=-==-= -ce 

Por otro lado, una cuestión crítica y que no se ha~ resuelto'Ó•h·asta-ahora . . ' .-- - ',-· .· . ' - . . . - ·.· ·. ·--- ., ' 

concierne alas eventos~temprapÓ!) .. q~13 .Jiné3.~ni.ente. dirig9;nJa P.olariza~ión . de la 

respuesta inmune ha~ia J~1 ver~~s·;Jh2 in vi~o (Jankovi~-e~{a1;2001). Recientes 

descubrimientos-sugieren.que0-dife(e~tes.~funciones .. de•lª:;;.c:$L~la.:;.pr:~sentadoras de 

antígeno,(AP;C)/a'.~~~á~;~e\~·~-P~?·~LJcciÓn de citocinas; podría~ ser elementos clave 

en el proCesod~.d\fec~ngJa~ió11Tt11!Th2. De los muchosfactor~s que participan en el 

proceso de ~ifere~c:.i~~io&d7d~~·~é·l~l~s TC.04 • vírgenes hacia el fenotipo Th 1 ó Th2, 

la presenci~ d~ IL~1 ~ d .IL~4 'resp13ctivamente, al momento de la activación de las 

célula!) TCp4+ >es· con~ldE3ta~;o C::ºrT1.º el. paso primordial para tal diferenciación 

(Tarleton et'a1\'2oóÓ;.;: (~atc:lsk~r.et :~1.. 2000). Recientemente, se ha descrito que 
' - ' - - .. ', -,- ; - ' º'"' .. ·. ' . .. ' ~ . - . ·.. ' 

ciertos pa'n§sit6~ intracellilares (freruzi, T. gondii, L. majar) pueden, a través de sus 

productos, o p6r sí mism()s).disparar la producción de IL-12 por las APC (básicamente 
. ' .. .:. . ' .' :_ :--·· ·: 

células dendríticas), lo cual es congruente con la idea de que IL-12 es un 

determinante crucial para la polarización de Th1 durante la infección con estos 

agentes (Aliberti et al 2000, Bliss et al, 1999; Zumbuschenfeldi et al, 1997); .. 

La idea de que los agentes patógenos pueden inducir I~ pr'oduc~ión de 

citocinas por diversas células a través de sus productos metabc)licOs·~sféfi,fue~emente 
sostenida por diversos reportes recientes,, que proponen a ·una famÚi8. el~ receptores 

-;~_.: : -

trasmembranales, conocidos como Toll~like receptOrs (TLRs); corno los elementos 

responsables del reconocimiento inmune innato (tanto en mamíferos como en 

Drosophilla) de los productos altamente, fºn~ervados del metabolismo de los 

patógenos microbianos (PAMPs), como són ~l lipppolisacarido (LPS), peptidoglicano 

(PGN), acidos lipoteicoicos (l TA)Y()~ró~ t§IJl~onentes de la pared celular microbiana 

(Medzhitov R et al., 1997). Una:c~ra6te2ístiC:ácomún de los PAMPs es que son 

producidos únicamente por micrCJi;>rªani~íllos\y no por las células del hospedero, así 

la detección de los p):\~~Ú~~,: 1:H:it .. '105 TLRs puede representar un paso en el 

reconocimiento inmune de,lcS p'ropio versus lo no propio. 

Sin duda alguna .falta mucho para definir claramente la participación de los 

TLRs en la activación de las respuestas efectoras (Th1 vs Th2) de la inmunidad 
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adaptativa. Sin embargo existen, algunos antecedentes. que sugieren. queJos TLRs 

expresados sobre las células presentadoras de antígeno podrían regular algunas de 

las señales accesorias ·requeridas ·fJ~ra la activación de~ la·'"res'p'ue;ta'~inmun~ 

adaptativa, como son las. ni91éculas coestimuladoras y las ·c::it?cip§7, E~to podría 

darse a través del reconocimiento de los PAMPs con la consecuente activáción de las 

respuestas inmunes .. adapt~tivas efectoras Th1 vs Ib2 ... Estajd~~.~st~fuertemente 
reforzada por los experimentos donde la ausencia de MyDÉ38 eÁ r~fo'n·ei'(Jrí~ proteína 

que media la señal de transducción por los T.~Rs) ~las •• h~é~9;/d'.efe,ctu()sos en la 

activación antígeno-especifica de las células. ThV~~~Ph~ ~~r~~.ciJ~a~ia\'1~rre;puestas 
···-, ; ·- ,;_ .• - ,-- ·-; ·' ·;.">··.- ' .. ,. ·;,. ,---··"; -~,;--.:---: . -- :¡'· _,,_. - - ·- -

inmunes tipo Th2 (Schnare et al .. 2001 ). 

Por otro lado, recientemente se le ha cladb gr~~:importélncia a l:a inaucción de 

CCRS (receptor de las quimiocinas MIP-1 Y.~.~N,i"E~) :ªº~º J>a~~édel proceso inicial 

de polarización hacia Th1 mediado porcl~:-12 .(S,~t~é~t•al,·;; S9e; Aliberti et al 2000; 

lwasaki et al 2001), de, mc@o':i;qd~ .~~P#'refüen1ente:'e~iste una ca-dependencia 

CCRS/IL-12 para una efiéa¿: ~()lafizac:ión baci~ Th1.' Con respecto a estos procesos 
-~: . . . ' . ·.· '' . ' . . . - ~ . . ·. -. ' 

en el desarrollo de la.re$pu~sta eri infecci()nel') por helmintos, poco o nada es 

conocido. Además c!e'1a's dé1J1~s der1driti6~s ·:ccimó ¡¡!¡~. células maestras en la 

presentación de antígeno, ~xistehotrasdos potJlabion~s de células bien conocidas 

como APC: estas son las células B Ylos macfófágos .. j\quí nosotros observamos que 

los marcadores de membrana en macrófagos cambiaban. conforme la infección 

avanzaba, lo que nos pareció interesante, sobre todo enél,marcC>.de !~regulación de 

la respuesta inmune por helmintos, donde se ha ... su,g~rid9. lin~,i p~rtlcipaciÓn 
fundamental de los macrófagos (Loke et al, 2000; Allen ylok~ •. ·2'§91). . 

De acuerdo con recientes nomenclaturas los.rn8,ciótaª~sfpÜ~d~n asociarse a 

dos poblaciones. claramente distinguibles. ,una,,·· ~s)Ja:.det·rn.~c{~fago~ que son 

clásicamente activados por respuestas tip~···T~1 •. /~ási~~rr1enlé.~~t~PIFN-y.· .. (Gordon 

s .. 2003). Estos macrófagos producen altc)s·iJiv~1e~.d~ IG-1?. y··~o ~,., respuesta a 

LPS e IFNy (Goerdt y Orfanos, 1999); y;J<;i~::"[la~róf~fg·a1s aitefnativáménte activados", 
. . ' ' . '· . ,, . . . ,___ '. -- . ._, :¡:-~- . :1. ~.'« :; " . . . -. 

por las citocinas tipo Th2, IL-4 9'}1µ~13 ((?drdori S:, 2003). Estos macrófagos 
' ·,·:· _,._._- :."' 

"alternativamente activados" prese,rHari ·uh' patrón de secreción de moléculas 

totalmente distinto (Goerdt y Orfano~ .. 1999). El papel que posiblemente tiene este 
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tipo de macrófagOs es el de supresión (Loke et_ al 2000) ye se han reportado 

recientemente enfilariasis (Allen y Loke,. 2001 ).,. . 
-~--.'""=- '-'-~'=;'·-'-- -~~-,·~----0,cc-o-_ - e-.'-=·-~-, --. _-, -· - ---- _:-, .-_-_ ·--~ -------=--=---· =- -'--_- -~~~~ ";" _-_ --.'=-ó.,-'--'~-:,_j -o=.=-:;----=--,_/~-~- - -'-::...::_ -~"----~'-- :---··' ___ ::__:_~--:-- ---; ·.-_o~--- -:-. --

De acuerdo con nuestros resultados, la población de macrófagos--eíl-la-cavidad 

peritoneal de los ratones infectados cor. T. Cré!S~ice~s~sufren.LJna~ltei~cfón.:~[adual 
conforme el ti~mpo de infección ;wanza y el nÚhi~~~ de ~a~¿·sftbs:'~e;inc~~~enta. Esta 

.. · '. -,-. . .. ·-·,··"' ····.>:· ¡_"•',· •·;:-" · .. " -

.. alteración se dio a.nivel.de produqsióQ.~ª.C:ito-cJné!!)_:e¡nIDJe~-~io.p~~-Cl~{aAi_él.cj~s•ª}:!CaJ'Ó _ 

significativamente la prodúcción •cie IL~ 12, mientras se· incr~fn~~tél'.i la~d¿\.1l.~6. Sin . - .. ,. ,• .. ' . . . ~ -.. ' " ': ":.. . ' 

embargo, la alteración también se observó a nivel de la exp'res.iÓn ci~--rn~IécUlas de 

superficie, así las más sobresalientes fueron la sobreexpresión •de '66:fa (maf~-~dor 
de "macrófagos alternativamente activados") y la de CCRS. C~nt~ariani~~t~ ~Jo,.qu~ 
se observa en infecciones por parásitos intracelulares (Aliberti et al 2000), ~n;~u~str; 
modelo no hay asociación entre la expresión de CCR5 y altos nivelesd~·IL~1~fio·9~al 
podría ser una característica intrínseca de las infecciones porhelmintos.qJ~ ~pdy'aría 
el hecho de la generación de respuestas tipo Th2 en este tipá de inf13cdi9~~s.-.[)~~ido 
a las diferencias fenotípicas entre macrófagos durante el'trah~c::urstj d~.l~-irlf~6biórl, 

0,•, •' ~ ,, - ','• ', ' ', >' •, º•' • "• • " ' 

se decidió determinar si estas diferencias podrían refteiarse,en:•sJ·c~pa•cid~d¡para 
.. '. ' ,· ,, ... ,,'•,·,·-;,«:•.- ·: .. ,"-·,· 7,.,, .. · .. 

inducir respuestas inmunes a .nuevos estímulos ántigéhiC,gs''.·?.º;felactbíriadosdm ·el 

parásito. De este modo, se usa.rnri macrófagos prov~ni~ht~s d~ d¡fe'~.~nt~.s:~tiernpbs de 

infección para conocer su participación en la polarizacjól1 d~. i_~: (~spQe~té3:.Jnn\une. 
Nuestros resultados claramente indican' que estos "macrÓfagÓs···;alt~rriéltiVar11ente 
activados" tienen diferente capacidad para inducir una respuesta inm'Uh¿·eg,~élu1as 
TCD4+, ya que macrófagos con alta expresión de CD23 y CCR5,pero:6an ei'.éasa 

producción de IL-12 indujeron poca respuesta proliferativa en las células CD4+; en 

cambio, promovieron la secreción de IL-4 e IL-6. Por el contrario, los macrófagps de 

animales sanos o de infecciones tempranas con una producción normal de ll-12 y 

baja expresión de CD23 y CCRS promovieron una mayor repuesta proliferátiva · 

asociada con una mayor producción de IFNy en las células TCD4 .. , mientras que no 

se detectaron niveles importantes de )L-4 en esos ca-cultivos. En conjunto, esto 

indica que los macrófagos pueden ser.influidos diferencialmente por la presencia de 

helmintos, y que tienden a desarrollar un fenotipo de "alternativamente activados". Es 

1 rrr:.1-,,~ r1or,r 

) J.'.·,_1-~t·_:_·--·· 
1
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posible que este fenómeno influya eri.la respuestél inmune deJrid1'Jid1.10:; pr~sentando 

infecciones importantes con hel.rnintos. .. --· ..•. -····•······ ........ .. .. . 

El papel de CCRS en ºmacrÓfagoses¡:;ococono-cidO:T~'texce·p"cióiíd~:5l_r¡5apél 
corno ca-receptor del virus·.del SIDA, ·sentwJcb; 19,99), S?,ntrari6 de lo qUese ca.nace 

de la presencia de este marcador en celula~ d~,r1dríticasj e-~· celui~·s ico1 /13n. células 

e DB, en donde en todos los cas_o~ Sf:1 I~ h~-a_~9qi§Ícjo_,C:QO?Ltªproducción de 1L~12 e 

IFNy (Aliberti et al, 2000; lwasaki 'et alL 200_1 ). Pof.()tfbi~d~;:~~~~;J~~;i6ri\J;z¿~~R°; es 

regulada por sus ligandos MIP-1 ~y RANTES~ya qu~;e~to~ gene'ran'1{¡~ternalización 
de CCRS (Mack et al, 2001), de este modo laalt~ expr~-~i~~ de CCRS·obs~rvada en 

los macrófagos de los animales altamente parasitados podriadeber~e a la ausencia o 

escasa producción de estas qL1imiocinas en cisticercosis.· El papel de "niacrófagos 

alternativamente activados" ha sido deserito enfilariasi~ •. ot_ra infección· por helmintos, 

donde se le ha asignado un papel supresor de la proliferación celular, pero que 

mantiene la secreción de citocinas en las célulasTCo4• (Allen y Loke,>2001 ), lo cual 

correlaciona con nuestros hallazgos. Sin er~Ü)~rgd, nuestro tr(3bajo .va ~as allá, pues 

demostramos que esta activación dif~r~ncic¡I se .da paul~ti~~rn~_nt$' y.qJe está 

correlacionada con la expresión de CÓ23 y CCRS, y qUe eL·d~~arfolló de estos 
' . '.'. -.".' .-(·-···- '.: -,.-, 

"macrófagos alternativamente activados" es totalmente dependi'~~rit~.d~ IL-4e IL-13, 

ya que los animales STATs-'· no desarrollaron este fenotipo. 

Por otro lado, la baja capacidad para estimular a los iinfCJcitos TCD4+ de los 

"macrófagos alternativamente activados" no puede atribuir.se 
0

a Ía falta de expresión 

de moléculas coestimuladoras, pues las moléculas más ilT)portantes relacionadas con 

la presentación de antígeno estuvieron altamente exp~es~das en estos macrófagos, 

como fue la expresión de MHC-!!, 87-2, y CD40. Una posible explicación a la baja 

inducción de proliferación que presentaro11 E3Sta~>Q~lul~s, podría ser que a pesar de 

expresar altos niveles de MHC-11 estas moléculas podrían estar ya completamente 

cargadas/saturadas con antígenos del parásito, lo cual dificultaría el acceso del nuevo 

antígeno a las moléculas del MHC-11 y no habría una adecuada presentación, de tal 

modo que los escasos niveles de MHC-11 disponibles para el antígeno no relacionado 

al parásito no serían suficientes para inducir una adecuada proliferación, pero si 

suficientes para inducir la producción de citocinas antígeno específicas (IL-4 e IL-6). 

1 . 1TS1'.'),C(!0 
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Esta hipótesis esta apoyada parios re·sultados de Jos experimentos t:iect:ios con dos 

microorganismos intracSJulares:' el primero con Ja bacteria Listeria monocytogenes, en 
-- -, _--, ,-_,_,_---__ ,-_--o;_c-_-_o-- --------';o';-------•-------·--- .. '' .· "' . 

1os cuales se demostró que los. macrófagos que han ingerido e1 maTeriaFti~;t'S-riano ._ 
- '. ,. 1 ,.-.-- .,· ' 

son deficientes en su capacidad para presentar un Ag proteíc? (n~irel.adonado) a 

células T especificas para elniismo (Leyva-Cobian et al.: 19Ba);.y el ·s~gÜndo con 
. .••,·> •'··' •,·' .. ',,,''.·.:o•, ' 

Leishmania majar, donde se~dérnosrró ... que. los ma~rófªg()_s.:par_élsitad9s JieoenJa 

función presentadora de Ag (no relacionado) alterada 0ía:'una interf~ren6ia con la 

carga intracelular de las rnol~c~Jas,~~LMHC-11 con el pé~tid<J ~ntiQ'érico (Ulric et al., 

1993
). Con estos datos en. 2~nj~nib r"losótros .. sugerin10~· qu~~.)~:: pres.encía de 

"macrófagos altemativament~afti~~dp.s'':o~~ri'..tieJrii.Otiasis\tieS.e un_p~pel ~rítico···en la 

polarización hacia una resR[Je~ta[_i¡p'§.<rb2.};.~~9q~!),l§m.~nt~·.;~f 9,~s.~fr8i1o?~E?·estos 
macrófagos esté. relacionad°::¿()rí· Jé1 .persist'~nc:i~•-:ªel émtíg~.no'par~si~ari;._ C>bien .. por 

algún antígeno en particular de .. 
1 

helmi~tós: .E.st6' $b;~ la \:losibiÍidad be ,bUscar 
._- • - ' '. ,. - ,_ •• _ l. .,_·.. '_,_ :.,:1- '·,» :--<·_,-. -·'·,.·_··,_' ·,, -· .. __ . ,· .;.,_·~· :_,,,' ..:-·-.., .· ,··:.- ".. . -

prevenir una fuerte respuesta tipo Th1 ·o b.ieri seirvi.r'.coino·· adyuvarites'pa[á>inducir . . . . - . . - . . -

respuestas tipo Th2. Recientes investig~ciones h~n 'empezad() a cÓ~si~~f~r;'~ue la 

presencia de helmintos en 1os países en vías de desarrollo no sa1~ es,Lr1~róti1~ma de 

salud publica, sino que podrían ser una posible explicación a las rnerí6r$~-lhcidendas 
de enfermedades autoinmunes mediadas por respuestas tipo Th1 'gn~~stós 'países 

(Bundy, 1999; Bach 2001 ). De este modo, en este trabajo de tesis,s~,~t~~~~e qLJe Ja 

regulación de la respuesta inmune por helmintos podría enfoca.rs~ •. eb ~í!f'JtÜroT h~~cia 
la búsqueda de moléculas de estos parásitos para su posjbJe ytiÚ±_aciiÓn. en Ja 

. .·,.: :_". "'.~~':. "¡'.~' ,~~(' .·-.. ' 

inmunoregulación de otras enfermedades (Black et al, 2001; _Elliot et al; 2001 ). Aquí 

se muestran evidencias de que Pc:;to puede ser posible. 

TESIS CON 
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Fig 3. Mecanismo inmunológico de resistencia en la cisticercosis experimental rnúrina. En un primer 

reconocimiento del parásito, los macrófagos producen niveles altos de, 1Lc12, lo cual favorece la 

diferenciación de las células rco4• hacia el tipo Th1. Las cél~JasT,h1'--prodücen niveles altos de IFN-

1 que favorece la producción de IL-12 y oxido nitrico (NO) por los ma~rÚa96squ~fi~almente restringe 

el crecimiento del parásito e incluso lo elimina. La presencia de,MIF por' su parte, parece también 

favorecer la actividad toxica del macrófago ya que sú ausencia lo afecta ne~ativarnente. 

r--;:;TE:;:::::S~IS-=-c-=--oN--r ' 
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Fig 4. Mecanismo inmunológico de susceptibilidad en la cisticercosis experimental murina. La 

presencia crónica del cisticerco induce la diferenciación de las células TCD4+ hacia el tipo Th2 a través 

de STAT-6 probablemente por la presencia de IL-4, aun cuando la fuente inicial no se ha establecido. 

Las células Th2 producen niveles elevados de IL-4 e IL-13 con un subsiguiente incremento en los 

eosinófilos e inhibición de la respuesta inmune Th1. La producción de oxido nitrico e IL-12 producidos 

por los macrófagos se afecta negativamente. Estas condiciones permiten el rápido e incontrolado 

crecimiento del cisticerco. 
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ICONCLUSIONESJ 

Con los resultados obtenidos de esta tesis se puede concluir lo siguiente: 

1) La fuerte inducción de respuestas tipo Th2 generada por la infección con 

metacést-odos de T. crassiceps íl1odOl81ah3spUesta inmunefy susceptibilidad a·_ 

infecciones no relacionadas (T. cruzt). 

2) La respuesta tipo Th1 orquestada por la presencia de IL-12 es esencial 

para controlar la infecciónpor el helminto T. crassiceps. 

3) EUactor in~ibidor de la migración de macrófagos (MIF) juega un papel 

crítico como metjiaétor '~fe'.prótección contra , T. crassiceps, su ausencia resulta en 

una deficientéf~~'tiohalidac{d~lo~rTi~dofagos. 
1 - •• - - ,_.' .-··. »·. _, ... _. ,. 

4) La vía de se~'afiiadón 'médiada por STAT6 es crítica para suprimir la 

respuesta tipa:ní1 requerid~ para controlar la cisticercosis murina. 

5) La . infección por el helminto T. crassiceps puede indu~ir/(diferentes 

poblaciones>de macrófagos con diferentes capacidades d.e pr~s~n\~r,~J1tÍ~eno y con 

la propiedad de polarizar la respuesta inmune hacia eL tipo Tfi2:\E:M~ pÓtjfía±s~r una 

vía común de los helmintos para polarizar la respuestaU~rrÍu~é ~ht~',nuevos retos 

antigénicos. 

6) En el modelo murino de infección cutanea porLeishmaÓiáimijór, la IL-18 no 

es crítica para el desarrollo de la respuesta Th1 protectór81 sií1 eíl1barªO parece estar 

involucrada en el control temprano de la lesión generad~ por '1~infección •.. 

7) En el modelo íl1urino de infección por Leishmania majar, MIF juega un papel 

crítico en el desa~rollo de una respuesta inmune protectora, participando en la 

actividad leishmanicida de los macrófagos. 

~·-----·· . ---------------



8) En el modelo murino de infección por Leishmania mexicana, la IL-13 no esta 

involucrada como m~diador de la susceptibilidad como es el caso de lalL~4. .. 

9) En el modelo murino de infección por Leishmania mexicana, la IL-12 vía 

STAT4 es esencial para el desarrollo .•. de;Ja_Jespuesta .dnmLine 'proJectora. La 

susceptibilidad se asocia a la falta de procl~~~ión deilL~12 mas qúe.a unafalta de 
,: - _.- ~:-'-_ - ·:·><; 

respuesta a ésta citocina. ,:·.-~.--:>> 

1 O) La respuesta inmune. prqte~torél ponfrél, la !irifecciÓn por cisticercos de T. 

crassiceps presenta característicasLíl1~~s)parecidas ªi'la:de unain'tección por un 

parásito intracelular, como Leisn§ad;·a,;_;qú~ ·.~ ;¡él :glé~ic:~m9~t~1 ~_tribuida a las 

infecciones por helmintos. E~ a1~b6s d~sos,-5 1~ .12-1g ~s 6ru~i~Lpa_;~ ~I d~s~rrollo de 

una respuesta inmune proteC:tora mediada porTh1 :\a.IL-4; ~tr~·~és'cf~ la vía STAT6, 

es crucial en el desarrollo de la susceptibilid~d meaia:tj·a ~or'cl.ir)a ~~sp3esta tipo Th2. 
. .",'•:,_ .,_-,. ··-"'-- ;,;,.· - .· -

En los dos modelos de infección el mecanismci' pbr!{el %uaL ~I parásito regula 
"·. -" ; : ·-'J_•, .· :-· -:· - -~,:i . ·:./.~'." '.::·" 

negativamente la respuesta Th11 posiblemente s~a.;;a,Cfra'vés_-;de inhabilitar a los 

macrófagos del hospedero para producir IL-12 a~í ~~mo M1'f:'/ '.._ . 

Estas observaciones contrastan con·}iel·· cioQ'm~Ú de que -organismos 

extracelulares, como los helmintos, son contr~'1adós''p()'f r~spue~ta~ mediadas por 

células T CD4+ que se diferencian hacia Th2. 

43 



APENDICE 1 

Artículos relacionados con los mecanismos de polarización 

de la respuesta inmune en la infección murina por 

Taenia crassi9eps 
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Parasite lmnumolo~.\', IQlJlJ: 21: l77~1S~ 

Susceptibilityto Trypano~<?ma cruzi is modifiecl by a previous 

non-related infection 

~llRl.-\~I RODRÍGL'EZ'. 1.l11S l.TERR.-\Z.-\S1.'. RICARDO ~1.-\RQL'EZ 1 & R.-\F.-\EL BOJ.-\l.IL1.1 

1Dt!panrnt!nt uf l111111Ulllllll~Y· l11:-.1i1u1u '.\:;.1t.."il111;.ll lk Cardinlngia 'lgn;.11.:io C'h.ivi:1', 
.:Dcpar1111cn1 llf Rh1ln~y. E1~. d1.• Quimh.·a. L"S.·\:'\1. 
1[kp;.1n111cnt l1f Hcahh C.1r1.•. L'nivi:r:-oiU..iJ .-\U1llm1111;.1 :'\ktwp,11it~t11a-.\'01.·hlmi11o.·l1. D.F .. ,\k•,k,, 

SLJ,\\,\IARY 

fle/111i111/1 i1!ft'cti1111s art' .fin¡11i•llflr 111</SSin·. chr1111ic <111d 

stro11g i11d11ctors 11/' T/12-ty/>t! cyroki11t!s. This i111plies tl1<1t 

i11fectio11 by s11ch parasites co11/d alta the s11.H't'pti/Jility to 

rnb.H't/llt!llt Í1(/'ecti1111s hy otht!r ¡>1lfht1gt'11s. ¡wnic11/<1r/y 
i11tr<1ce//11/<1r p<1msites. \\'e rherefi1n• explol't'd 11'i11!rher a 

per.'iisre11t inft'ction. cau.n:d by Tat!nia i:rassii:eps cysricerci. 
i11 B.·\LB/c 111ict! ,·1111/d at)i'ct rnsci•¡•rihilirr r11 a /ara Íl(/l'<'· 

rio11 hr Trypt111oso11ia ..:ruzi. \\'e .fiJ1111d rlwr rile pre.H'll<'<' 1¡( 

the cysticerci i11deed mod(lied tltl' i111mtt11f! l"f!S/1011se and tite 
s11sce¡•rihiliry to T. ..:ruzi. 1111<1 r/i,u rlie.1t· 11111d1jicariu11.1 

depended 011 tite ti111e-co11rse e1·0/urio11 ,~( the i11itial i1~fl•c­

ti""· Coi11ft•c:tio11 witlt tftt• proto:fltlll in tlu· early stage.\· of 
tl11! hl!!111i11rh il(!i•crio11. i11d11ccd ,, de/<1." 011 rhc 1111.H't 11{ 
para.l'irae111ia. car/_1· 1'/>t'ci}ic ¡•rud11crio11 o( I FN-7 wul high 
s¡1edjic ¡>,.ml11ctio11 1~( !L-.+ . . -\ sii..:111}ic:ont incn·asc in sus­
l't'f>tihiliry to T. l.:ruzi \\'!fS ohsern•d only H'Íle11 11lict' Wt'tt' 
coi11fi•crcd in /,1re .lfuges 11·hc11 the ht'i111illfil load is grcata 

and a Tlt~ rype ,.es¡1onst' cn:uinst it is ¡1ret!o111i11t11lf. Tllt! in 
\'itro spccijic n.•s¡1onse to T. ~ruzi tllll(i.:t>ns was titen clult'· 
acreri~ed hr /1111· le1·1!!s 11( horh IFN--y wul /L-./. These 

ji11di11gs .wgges/ rha1 chrvnic he/111i11rh i11fecrio11s co11/d 

¡•ore11ria/I." hm·I! a sig11ijict11lf i11j/11t'11ce m·er rhe i1111111111e 

r,¡spo11se anti hence rnsceptibi/iry to vrher parlwgens. 

l\eywortls coi11fecrio11. s11scepribiliry ro T. cruzi. helmi11r/1 
i11fectio11 

Corre.1pt111d<11ce: R.Bojalil. Dopunmonl of lmmunology, Ins1i1u10 
~acionul Je Cardiología 'Ignacio Chál'<Z'. Juan Badiano no. l. Col. 
Sección XVI. Tlalpun 1~080, ~Ie,ico DF. ~Ie.<ico 
lieceil'<d: ~7 .-\pril 1998 
.·\ccepied ¡;ir p11h/icatic111: JU Oc1ober l 99S 

;:; 1999 Blackwcll Scicncc Lid 

1,-.:TRODUCTION 

,·\ large proponion uf 1hc wurluwiue human population 
lives in Ut!l'eloping ..:ountries. whcrc helminth i11fcctions 
reprt!sent a commnn cause of uisoase (i\laizels ot al. 1993 l. 
lnuiviuuals who art! bnrn and live in populatio11> "ith 
inauequate sanitary ..:onuitions are e.xposeu to ma.;sh·e 
hdminth infe..:ti,,n,. In rural populmions. thes.: I.:inu of 
disea>es are ..:ommonly associateu with those ct1used by 
intrn..:ellular micro-orga11is111s such :1s ,~f.1·cobt1creri11111 

wherc:ulosis. Plasnwdium sp. and T1:r¡n11wso111,1 l'ft1:.i. The 
natural \..~Ot:\i~h.:nct..• of two ur more pathogcn ..... infocting an 

inui,·iuual. implie' 1ha1 thc prcscncc of une of thcm coulu 
tnon.,pecilically 1 alter the su.s..:cptibility tu subs.:quent infec­
tion' hy uther pathngc1h. 

Tht! procccti\ e re~pun~e against ~orne inft:ctiuus ugents, 

l11t1i11I: l'iruse' anu intra..:cllular parasilt!S is l!lt!dialed by 
CD-1+Th1 celb 1 prodtn:cr' of IFN-7 and IL-2. :Vlo>sman 
l!r <1/. l 9ll6. Clerici & Shearer 199-1, Reiner & Locksky 
19951 but not Th2 celb lproum:crs of IL--1, IL-5. IL-6 and 
IL-1 O. Hcrmanck et 11/. 1993. Reiner & Locksley 1995). In 
contra,!, a Th2-uepcnucnt response can protcct against sorne 
extracellular parasitcs (e.g. Trichuris 11111ris. Pearce & 
Reiner 1995). 

1'.lost hdminth intections induce a Th2 type response 
(Svetic l!r al. 1993; Lawrence et 11/. 1995; Pearce & Reiner 
19951. This cnulu account far any incrcase in susceptibility 
to other pathogcnic agents against which a Th 1 response is 
rcquircd. ar in\'orsdy, account for any reduction in suscept­
ibility to thosc pathogenic agents ugainst which a Th2 
responso is necc>sary. E.xamples of both cases have been 
founu in mkc infectcd with Schisroso111t1 ma11so11i. The 
polarization of the immune response to a prcdominant 
Th2-type can alter the ability to responu to a nonparasitic 
antigen lsperm whale myoglobin. Kullberg et 11/. 1992¡, 
as well as to eliminate vac..:inia virus 1..\ctor er 11/. 1993) 
or. in contra>!. in..:rea;c re,i,tance to another hclminth 
(T. 11111ri.1·¡ against \\ hich u Th2-u.:pcndent response is 
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prott'ctivt' (Cu1Ty eral. llJ95). Th!! ohscrn:d 1Hl11spcdticity 
nf i111111u11c 11Hldulmin11 suggt'sts thm otht:r ho::l111inth i11foc­
tio11s could alsn i11tlue11c·e thc sus..:c•ptibility co <>!her i111por­
ta11t patlll'!!ell' ,u..:h as i111rac·ellular par:1sitc,. l·l<11w1·er. this 
hyp,1thcsis has 11<1t hecn dire..:tly e\pl<1rc•d until 11u11·. 

.-\s 11i1h many <1Clwr hd111inchs. i11fec·ci<111 11 ich clw e·~ 'ci-
1.·c..·r~i uf Tc1t·11ia <Tcnú1·,·¡1\ in BALB!i..· 111kc i11dl11 .. ·c:-. a Th~­
t~ p1...• im11H1111.: r1.•,pp11,1.·. \\ hi1.:h i .... 1ll1I 1.:k·~1rl~ "···1.·11 umil thc 
ci:;l11h 11 ce~ "fccr i11k..:ci1111. Hd,•rc· 1h;11. '111 inicial and 
~r,1duall~ dc..:li11i11s Th l-1~ pe· ,·~ 1,1~i11c pr111ik ¡, "l"''l"I ed 
1Tcrra1.h ": ,,¡_ l'l'JS1. 

In 11rdcr lll .1ddn.'" CllL· ljlll''lilllh pf 1a1 \\ h1..·tl11..·r T. 
1Td.\Sh't'f1' 111fc1.·[1P11 ,,,. B.-\L81\: 111i1.·t..• 1.:11uld affi:l.'.t thc 

... u:-.1.'\.'fltihiltt~ [11 a la1tc.•r 1.'Pi11fc1.:t1l'll \\ith an intr~\f..:cllular 

par~1,itc ... l11 .. ·h a:-. Tr.\¡J11111no11w 1T11.-i. and thi whi:thcr che 
1.:han~in~ 1.'ll' ir1i111ncm rc.·~ardin~ 11u111bc..•r llf 11~1r~hit1.·s and 
..:~ cokint: pn1tile induced by T. ,.,.,,_,_,.¡<'<'!'·'· infeccinn nwy 
dilfrrentially intlucncc che ,1uc..:t1111c Llf the cninfectilln with 
T. <'m:i. we cnmpared che T. cru:i parasitae111i;1 aml the i11 
rirro cycokine pn>du,·11nn in B.-\LB/c mil'e la) solt'ly 
infecced 11ich T. <'/'//:i aml 1bl ..:t>infee'Ced at ditfrrent times 
after Che inicial T. Cl"<IS.1"iCt'f>.1· infeccion. 

Wc found chat che: prcsen..:e uf T. cm.nh·e11s cyscil'erci 
111oditied tht: '1"cepcihili1y anJ the i111111une r.·sponse to T. 
au:i. depending nn che c1111e-..:lll1r,e e1·olucion ,,f the initial 
infeccion. The main implicacinn of chese lindings is that 
..:hronil'. ma,_,¡,,. h..:!1111nth infeccions could potencially 
llll>dify boch che i111111une re>ponsc and susceptibility to 
lllher pathogen,. 

. \\ATERIALS .-\1'-JD ,\\ETHODS 

'.\!ice 

lnlm:d female BALB/c mico::. originally from Jackson 
Laboratories tBar Harhor. Maino::. USAl wen: ust'd. They 
ha\·e been maintained in controlled conditions in our aninrnl 
t'acilicies for more than :?O generations. 

Parasitcs and inl'ections 

1.-\ 1 .\!t'cact:'tOlles of Taenia crassireps 1 ORFJ wcre har­
\ e'tt:d frnm tht' pcritom:al cavity of frmalo:: B.-\LB/c mice 
Jfter 2-4 months of infcctinn. Tht: cystict'rci were w;ished 
(",1ur t1111e' in phosphate-buffered 'aline 1PBS. 0·15 .\C ;-.;aCI, 
f).IJJ .\1 Sl)dium phn;phace buffer. pH 7·2l and sele.:ted far 
111recciun. Experimental infection was achie\·o::d by intraper­
ic"neal 1 ip1 injcctiun 1\iCh 11) s111all capprmimacdy 2111111 in 
-J1amecer1 nonbuddin:; e~ ,1icerc1 of T. cn1ssicep~ 'uspended 
:n r)._1 mi PBS per mouse. 

B t T1~:p<t111Hn111d cru:1 ~inPa ·arain w~1;' ubcaint:d from a 
'.\le.\i<:an patient in i 'Y'8 1 '.\lontt:Ón er al. l lJ96J: thes.: 

par:1sitt's ha\·e been prop:1gmcd in B.-\LB/c mi..:e hy suhse­
quo::nc i.p. passages. Single infcction and C<'infection were 
perfonnt'd 11ich thi,; ;cr:1in of T. cm:i. ami 11 ere ;1chie1·t'd by 
i.p. injecci,1n 11 ich 1O 1 fro::,hly collected b1<1,1d-scr.:am trypo­
n1ascisn1c,; in PBS-.-\be1·cr's snluciun per nwu,e. The ..:t1in­
fr,·ci,111 11 ich T. ,.,.u:i 11 ,1' pl'rfllrni..:d ac 2. ~. ~. 11r 12 week' 
arcer che infc·,·ti1111 11 ich 7~ <'l'<l.Hi1'<'/'-'" Sl'\-;lltd ase-m:11d1t:d 
1111infcc'Cl'd mil',-. and ª' 11dl :h 111ic·c• infe..:cl'd 11111~ 11ich T. 
l·n1:1 \\ t:rt.' u:--cd ª·" 1..·,111tnlb. Thl..' lc,·t.•l nf T. t'l'll:i para~i1at:-

111ia ''~" llhlflitnrcd a1 ~1..'\Cral day~ at'tt:r Ílhh .. ·ulatil'll tiy 
(\llllllillg che lllllllber or para,ic..:s in 5 ¡d lll l>l<><>d dra11n 
fr,1111 1hc c.1i 1 'cin; d:1c,1 are rcp<1rtcd ;¡_, the m11111'l'r <1f 
p.1r,1>11e, per 111l 1Carlicr "'u/. llJS7; Cardill" "' 111. 1'!'!(11. 

Snluhlt: antigl'll l'rom Tr.1·¡H11111s1J111tt cr11:i 

T. crn:i t'\tracc "ª' ubcained as d..:scribed el,ewhere cC;1s­
telkrni cr ul. i 'J971. Bridly . .::pi111astigu1e, ,,f r. cm:i 11·o::re 
maintained by '.::quenti;il culture in LIT ml'dium l li\'t:r 
infusion trypCc»c. Di feo. Dl'ln>it. 1\ll. US.-\ 1; epimascigoces 
llWI! obtained. 11ashed three ti111e' in PBS ;111d cencrifuged at 
5il1Jil r.p.m. fpr 15 min. Proccase inhibitors 11 ere ;1dded i O· l -
2 ¡tg/ml .-\pwcinin: 0·5-2 lll.\I EDTA; 1-5 nl\C P.\ISF: l ¡tg/ 
1111 Pep,;tatin: 511 1<gl111I TLCK; ali from S1g111a. St. Louis. 
.\10. L'S.-\ 1. p:1ra;i1,•s \\ere "'nicatcd six ti1116 for 1 Os at 50 
\\~llt:\. Parasift.' dl..'~lruction wus dctt.!nllineJ thing a micro~ 
:\1..·opc. Parasict: l..'.Xtracts wt:rt: tht!n c~ntrifugt:d ut 
iOOOOr.p.m. fnr 30111i11 to sep;1rme the ,,1Juhk frnction 
which was kt'pt at - 7!l°C until used. Protein ..:oncentration 
11as detennined by che Lmvry lllt'lhod ILuwry eral. 1951 J . 

Cell preparutions and culture conditions 

.-\fter infections and coinfcctions. mice were hled hy cardiac 
puncture anti 'ubsequcntly killed hy ccn·ical dislocation. 
Spleens were rt'mo1·t'd in .. 1crile conditions from infocted 
and control miel!. Splcen cells were obtaint'd by mincing 
and tiltering. washed and resuspended in culture mt:dium of 
RP.\ll 1640 'upplemented with IO'k foctal bol'ino:: scrum. 
100 units of penicillin/,treplomycin. 2111.\1 glutumine. 25111.\I 
HEPES bufft'r. and 1 <:"'r non essential amino acids lall from 
GIBCO. BRL Grand bland .. 'iY. liS.-\ 1. 

Splenucyte; wcre SU<,pendt:d at 5 >: 1 O'' ..:~ll;lml in tht: 
'ame m.:dium. One hundred ¡d of che •·el! su,pt'nsions wcre 
plact:d in to ~·11-11 di tlat buttom culture pi ate' 1 Costar. Cam­
bridge . .\!.-\. L"S.-\J and stimulated with eithcr 100 µI of 
concami\alin-.-\ 1Con-.-\: Sigma. St. Louh . .\!O. l!S.-\l 
micngen ,ulutiun 12 µg/mlJ. or with soluble e.xtract of 
Tr:-p11110.1"oma cnd ( 15 µglmlJ. Piares were then incubated 
:.t 3''C and 5':"é C'O~ during 72 h or 6 days .,, ith Con-.-\ or T. 
crzd ancis~n. rc,pecti,cly. Eighceen h prior to culture 
cermination. 0·5 ¡<Ci of lritiated thymidinc ímethyl-3H 
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TDR. sp. a.:t. 2-17·9 GBq/111111nl. ;>;EN. Bns1nn. :'-.!A. USr\l 
""1"•' adJ.:J w ead1 \\.:JI. Al"tcr further in.:uba1inn for 18h. 
splt:'nrn:ytt:~ wt:rt: hal'\ c:stt:d nntl'I glass liltc:r papt:rs ~llld 

pn>.:e".:d for liquid '"in1illa1inn c'1>u111ing. 

En1hmlion ni' e~ tokinc produl'tion i11 1·irro 

Cell 'll'l'"n'i"11' uf ly n1phuid ,·.:11.' pr.:parc•d •1' d.:,.:i·ib.:d 
ab'"" \\c'rc• dilulc'<I in w•·; FBS-.,uppkmc·n1.:d Rl'.\ll· ll>-lll 
ll' gi\t: 5' 10'' 1.:L'!l-./111\. Final l 1111 1..·1:11 -.u-.pt.:1hil11h \\L'rt: 

plac·.:d i11.:•1c·h \\di "I"' 2.\-wcll pbi.: ¡(",,,¡;in and in.:uba1ed 
\\ilh 2¡1g1111l <>fCPn·.\ f<>r.\X h ¡l[ 37'C .1nd 5•; cu~. lll" \\ilh 
15 Jt_:!flll\ llf 'tl(UbJt.: ~llltig_L'fl frlllll f. t'l lt;/ flll' ~ 2 h ill -.imliar 
1,.\111ditiP11-. .. -\ftt:r 1..·l.'1Hrifugatit111. -.up1.:r11a1a11t-. \\t:rt: ('l1l­
kc1ed. ¡¡Jiqu<>tc·d and ,¡ur.:d ;11 - 2tl'C until u,.:d. Th.: 

.-ytukinc' IF'>·;. IL--l .. 111d IL·lil ""r" llll'.l>ur.:d u,ing 
-.a11d\\1L'l1 EL.IS.-\ 111t:tlh1ds aci..:urding lll 111•1nut'd1..·turt:r":-. 
in,1ructi111i- 1 Phar~lingen. San Di.:g<'. C.-\. L'S.-\1. The 
p .. lil'' of C~ lllkilh.'--.pt:i. . .'Íl)L' lllPllllC!n11 .. d .lllllhPJic-. atld rt:i..:n11t­

b1n;ul1 cyt1>kine' were ali nbtained frn111 Phar~lingen. IL-2 

was mea,ur.:d by a bi"ª""Y thing CTLL-2 .:ells as 
J.:'Crib.:d eb.:\\ here 1 GilJi, el <1/. J 97S l. t1>ing for blocking 
lllc>nndunal a111ihodie' anti-IL-2 and anli-IL-.\ l Phar:'-.lin­
gen l. RecP111bina111 111urine IL-2 1 Phar\lingcnJ was used as 
'tanLhtrJ L'llr\"t.:. 

l1111111111ogl1>h11li11 dctcrminatinn 

T cnd-spccitic lgG 1. lgG2a anJ lgG2b Je,·cls were alsll 

·'""''ed hy ELIS.·\. Bridly. 96 "ell ELIS.·\ pi a les 1 Costal") 
w.:rc coatcd with 1 flfJ µl/well t 5¡ig/ml1 soluble extraer from 
T LTIÓ Jilutet.l in Tris pi-! 7-8 buffer. The plales \\W<! left 
'"ernight at -l'C. They were then washed thoroughly with 
rh<hphatc buffer 'alinc 1 PBSI containing fl·05<:"c Tween 20 
1 PBS-T: \krck. Fr:.111.:e1 •111d were blockcJ with PBS sup­
plc111.:nted "ilh 1 e¡. bo\"lne ,crum albumin 1 PBS-BS.-\) for 
une h at rourn tc111peraturc 1 RT1. .·\fler that. they were 

Pn·,·ii11u i1ttt•crio11 c1/tt•rs s11.H·i·¡11il>iUt,r 10 T. i:ruzi 

incuba1ed in 1he presence of 1:100 Jilulion 1in PBS-BS.-\l 
of each serum sampk from normal or from infected rnii:e for 
11\"l> h •ll RT . .-\fler e\lensi1·e washing wi1h PBS-T. the p1'11es 
were incub:11eJ fnr .\5 min •lt RT 11·i1h· pernxiJase-labdleJ 
gnur an1i111ouse ¡_,,type (anti lgG2b. ami lgG 1 and lgG2u ut 
l / I 000 Jilt1tinn' l 1 Zymed. San Fr:mcisi:n. C.·\. US.-\ l. Piares 
were washed and re\·eakd \\ith .·\BTS-,nlt1tinn 1Zymed1. 
Rótilts wer.: .:xpres,.:d as 1he 111;1\imal OD. 

Statistical anat~·sis 

The si.nistic•d signi tic¡u11:e of the eJ't'.:i.:1' of the .:xperi111c11tal 
-.1riahks \\ere delcnnined by nnnparame1rii: le,h: \lann­
\\'hitney L'.-\\'ikn.xon Runk. uml u Hest in !he fact<>rial 
designs. as i:n11'id.:red appwpriate . 

RESULTS 

lmmunc emfronrncnt induced by T. aassiceps 

In orJer to demonstr•lle the immune microem ironment 
presenl at the moment of tht: c·oinfoction wi1h T. cru:i. 
Jifferenl assays "ere p.:rformed. The re su lb nbtaineJ \\ere 
\"ery similar to thth<: rcccntly dcsi:ribed 1Tcm1¿a, el al. 
1998): as the infection nf B.-\Lfl/c mii:e \\ilh 1he i.:ys11cerci 
of r. ('/"<l,\'.l'in•¡1s progressed and the number of parasites 
increased. the immune response was characterizeJ hy 
Jccrensing proliferntion and scnetion nf IL-2 ami IFN-¡ 
by spl.:en cells in re,pons.: to CLln-.-\ unJ also Jecreasing 
lgG2a specitk antibndies production. assoi:iat.:d wi1h 
increasing le\'ds of !L-.\ <tml lgG 1 <Table 1 l. suggesting a 
Th 1 to Th2 shif1 during this infei:tion. 

Mudilication ot' the parasitaemiu hy T. cru:.i 

To detennine if a persistent infection caused by n helminth 
<T. crassiceps) can modify the susceptibility to a second 

Ta hit! 1 lmmunc response in femalc micc i:arly and late intt!ctc:d with Tat•nia crassiceps 

Con-A response C)·tokinc prmlwtiun lpg/mlJ Antibody proúuction 
·-----

\\'k of inft!ction Parasitc lntensit)' lcpml IL-2 IFN-7 IL-.1 IgG:?a lgGI 

11 1 18165 = 15.166 96.1=2.13 1.130=280 .co=2.i. 0.003 0.013 
-1.2= l.S 9.i.5:?:!=7~:? lfJ.17=6-l 1126= 138 .121=21 0..135 0.131 

.¡ 153.3=53 59015 =6358 568=87 .16-1=28 -168= 18 o. t6.l 0.3.16 
s .1-10.2= 117 10818 = 1567 :?00::::?:? 539=-19 6.11 =72 0.093 1.5011 

1 ~ 1308=3'.?7 -1892= 1259 75::::?2 25-1=38 1111-1=98 0.028 2.200 

C:tokinc proc..lui.:tion is in response to Con-A. Spcciñc antibody proJuction ag~unst T. cras.'itcf.!fH .,,,.ª~ lkt<:ctcd h: ELlS.-\ 10.D. -UJ5nm) in "era 
Uilutcd 1:100. Valuc' repr..:sent thc mi.:an=SE: n=at lt!a~t ..;ix micc pcr group. SE in •mtibndy prnUuction was le-..; than 11ir;. 
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Days post-infection 

Fiµ,ure 1 Eh1lutil'll l)f p:.tra~ir.1emi;.1;.ifta1.p. infoct1un of mkc \\ith 1000 lr)po111:1~tiguh:s of T. l.,.u:_i. Cuntrul mh.:c wcrc infoctcd only \\ilh 1: 
cru:t. Co111fot.:tt:J mi1.:t: \\Cíl..' lllÍli;.llJ~ inf1.•1.·ted \\Ílh lt!ll 1.·y .. th:erci or' 1: t'J"d.'i.'iÚ't'JJ.'í and ¡\fll!í 2. 4. s l)í 12\\~Ck \\Cre ~ninf1.·c1cd with r. cru:i. 2wk. 
~ \\ k. S wk anJ l :! \\ k re fer lll 1hi: \\ t:i..'k l'f 1.·oinfol"tion aftcr thc original T. crasún·¡>J infcction. D;.1til .. hn\\ n rcpn:~i:nt mcmt ::: SE uf ;11 h:u~t nin!! 
mkc pcr dat~t point. cC"1rrc,pnnJin~ to 1hrec Jifforent c:xperimenl!\ . ..,P<0·05 wi1h rc~pel"t tu contrril \~1llh.'.., Lih1ainetl thc s;.unc Jay. 

rwnrclatc<l parasice sui:h as T. cm:i. \W infri:te<l BALB/c 
mi~c i.p. wich cen cy,ticeri:i of T. cr,is.,ic<'ps. These animals 
wc:re i:oinfocce<l "ich 1000 crypomastigoces ip of T. cnd 
:\'inoa 'train 2. -+. S ur 12 wed.:s afea the initial infei:tion. 
The cvolu1it1n of che parasicaemia following chis secon<l 
iniei:cion was cvaluate<l al <litfrrenc i.Jays <luring two monchs. 
ani.J comparei.J 10 chat of rnicc sulely infecce<l with T. cm:.i. 

Figure 1 shows cha e \\ hcn coinfrcciun \\as perfon11ed al 
carly limes I[\\ o an<l fo un' eek, afcer che primary infeccion l. 
1hc .:oinfecced rnii:c hada >ignitii:anc Jclay ¡p<(J.1)5¡ ofone 
.,, cck in che iniciacion uf para,itaen11a b: T. au:i. but tinally 
prc,cnced che ,ame maximal le1·el ne' paras1tes as che control 
m:c·e 1 apprndma1ely 500 t)()()/11111. In cnntrast. when infei:­
tillll \1i1h T. cm:i "ªS iniciaced ac laner scages of che 
::1frc1in11 wich T. aassi<'<'I'' 1 cight ani.J 12 wceks1. at the 
cime \\hen a pre<lominanc Th2-typc c:cnkrne environment is 
c.\pci:tei.J 1 Terr:11.as t!I u/. 199~ ani.J T Jblc 11. the i:oinfocted 
mi..:.: had an carly and i.Jramacic increase in susccptibility to 

T. t'rn.~i. The ini:rease in che numher uf parasices/ml bloo<l 
\\ ·'' ,jgnicii:ant frum i.Jays 1-+ ur 17 cu day 29 uf che 
''·"nc'c·:ciun. Sc;.icj,[ji:al i.Jiffere11c6 \\ilh the Clll11rnl at che 
m:,' imal le\'el of parasitaemia ''ere P = 0·004 an<l 

P = 0·005 when coinfecte<l ;l[ eight un<l 12 weeks, respec­
cively 1 Figure 1 J. These results show that tht! number of 
bloo<l-circulating trypomastigotcs varie<l as a function of the 
<lcvelopmcnt of the infection with T. crassict'ps. 

Prolifcrative response to Con-A of s¡ileen lymphocytes 

To examine the cellular proliforativ.: response at <lifferent 
stages of the T. cm:.i parasitacmia. spleen i:ells from non­
infecte<l (normal control¡. as well as from T. cru:i infecce<l 
(control) un<l T. crassiceps an<l T. cm:.i i:oinfecte<l mice 
were ubtaine<l ac day 9 lthe bcginning ,,f che p;1ra,i1aemia). 
at <lay 27 (the maximal leve! of the parasitaemia in thc 
i:ontrol mi ce) ;rn<l at <lay 60 ( when circulacing parasites ha ve 
<lisappeare<l). Lymphocytes were then stimulutei.J with Con­
A an<l che proliferative response was measurc<l by criciate<l 
chymi<line incorporation 13 H-TDR) in a 72-h i:ulcure. 

Figure 2 shows that lymphoi:ytes frnm T. au:.i infech!<l 
lcontroll rniec ha<l a signiticant i.Jccrease in the prnliforative 
response to Con-..\ •ll che three i.Jifkrent timc-perio<ls eval­
uate<l f P < 0·05 J \\ ich respect to uninfc:cte<l mke. In early 
coinfocte<l mice r cwo an<l four weeks), the lymphocyce 
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• day9 
.-; day 27 

e day 60 

Fi:.,:un· l l.~111ph11,..·~1t: p1< 1 l1t~·1.1l1••11 111 1r .. : .. bl:· t .. ,1l.1t1..·d .. p\t.·1,,.•n .. ·l·lh 
o¡;11111 .. 11111ul.11111n \\llh L'1•n- \ l»r -~h lh1..· h.1r .. 1 .. ·p1l'"l'lll till' !lll'.lll 

111 .. ,1rp11r.1!1P1111f 11-11 lk. ...,¡. 11! 11q1!1,..1i...· .1 ..... 1~ .. "r .11 k.1 .. 1 111111..· 

1111 .. ·l· ¡1l'f ~r11ul' .. l! ,!.1~ .. <1 ~- .111d ti!f .1111..T 111t....' .. ·t11•11 1•r .. ·,1111fl'1.:ltl1n 

\\ l!h r ( fl/.-1 '.\, ~.:: !l!!l"lll,d tJ1>[1 ]Jl[l',_"[l',j ll\1..'~' (_',1tl!rl1] fl\l,_.l' [u!" lhl~ 

l'\.j'<.ºfllfü'l\I \\L'r1.• <>!\!~ !llh:,_·[t•d \\l(h r ll.'1:: ~\\!,. . . ¡\\\.... :'l\\I.. .Uld 

l 2 \\k rl'f1.:r 111 thi..· \\1..'L'I.. 11! ,..-.111111..'llhlll .itll·r th1o: ,1n~111.il 111k..:l1P11 

\\lth f 1T(/11/tt'/ll 'f1 ...;()():- \\llh ll'..,¡11..'.,:t 11 1 lltlnJl,iJ \,llt11.'"• 

• "P<tHl:' 1.\ilh íL''l'1..'d 111 ,_·,111tr11I ,,dul' .. 1•i'1.1111L· .. I thl' ... 11\h..' da~ 

rmliferativc r.:"pon<c t<' C1111-.-\ "·" <imilar tn that of 
1,,.·l1ntrul ~ingly i11fect1.:d 11liL'L' unl: al 1.b: lJ. Hl>\\C.:\"t.:I'. thi~ 

rc,pt11hc dcne'""' 'i~m tí.:antly 1 I' < tJ.t 15 J at days 27 ami óO 

aft,r .:oi11k.:1iu11. In late .:oi11fe.:ti<111>. l~ mphn.:ytc prolif­

r..~rativc.: rc.:~pon:-1t: tn Cl'tl-A was :-.ignitkantly Ut:crcased 
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• dav9 

~ day 27 

Ali coinfected 

Fi~urc J ProJtll.'11011 111 IL-2 h: frc~hly i ... nl.ui.:J -.plc:cn ccll-; upon 
.. umul~1tio11 \\ith C11n-.-\ fpr -1-8 h. IL-2 proJu..:llLlO \\a:, t:-,tmlilh!J hy a 
h1.1.1v .. ay ti-.111g ttlt: CTLL-::! ,,:cll lint:. Thl.! ti.ir~ rt:rr~..,l..'nt 1ht: mt!an 
,_.'.· t11J...1nc ,_·unL·t:nrral111n =SE 11f 1nrli1.:;1tl..' .i....;..i:.., uf .11 lca .. 1 mnt: rnj¡.:c 

rl"r ~rnup. ;¡t day-. L) and 27 .Ülcr 1111°1..'Cllllíl or L'11inft:c11on with T. 
( ,.,1:1. '.':. nnrma\ nnn 1nr"cctcJ rn1<.:i:. Contn 1I rm..:t! fnr th1' r.!'.xpcriml!nt 
'·'ªl..' 11111) 1111'1.:"1.:tt.:U \\ith T. tr11:.1. Thc h.1r n:.rn11:J all cninfect~d 
rr..:pn:-.cnh thl.' llh..'.tll \alui:-. uf .. 1111.:11111kch:J rmc.: 1..:nmfi;:i.:11.:J .u 2. -t 
' .J1u..I 12 \\ct:J..~ aflc:r thc 11r1~inal 111fcc11on \\ t!h T t-raDlt'l'fH ). 

# P < 0-05 w11h rc-.pci.:t to 1wrmal vall11! ... ; ; P < n.n5 \'- ilh rt:~pc.:1.:t to 

..:ontrol valut!.., ohruincd rhc: -.;une da~. 
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Pri•rio11s il{lt•rliou alti•rs .m.'il't'/ltihility to T. cnui 

lP<0·05l since day 9 to d~1y 60 of the parasitaemia wi1h 

respcct to control mice. Thus. coinfection with T. crassiC<'J'S 
decre•1ses funher lhe inhihilc:d prnliferntive response t<1 

c,111-.-\ of mice lymphocytes set:n wi1h T. cnd infc:ctions. 

C.' tnkinc productinn h)· splcen cells 

C~ tnkine, were mea,ured in tht: supern•llants ni' ccll cultures 

stimulat,•d "ith Cnn-.-\ ''" with 'pc.:ilk T. «r11:i •mtit!cn 
t tt1tal e\tl''1l'l l. 

.-\,; pr''' iou,1:- r'pnned 1 Kicrzcnhaum "'u/. 199-l 1. I:-111· 
pllllL·~ h.':-. fr\llll T. lT11;1 infcct('d 111icc prudu12L·J lu\\ lt:'\ t:"J, 11[ 
IL-2 in rc"'pl111 ... i;: tl1 C11n-.-\ (tllllparcd 1n 111lfl int\ .. 'L'[l:'J nlicL' 

11' < tJ.115. Fi~ur.: :; J. :-.1i111111al IL-2 prndu.:tion ""' 111""".' ed 
.1t thl' lll•l\1111.d k'd 11[ tllc pan"ila"nia ida~ 27. 1'< ll·ll5. 
Fi::Lirc .~ 1. Bc .... ·~lll"'L' tllcr..: \\l'rL' tlP ... ignilic1nt diffcrL'll(L"' 

bt:l\\\.:'1..'11 th1.: diffrrelll 1.:ui1Üt:L'tiun time.:-.. th1.: IL-:! J~lt~t i:-. 
rrc"'L'llll:'d 1 • .'Plllhint:J fpr ~11112ni11fC.:L'lcd :!l"PllP'· L: mplHk'~ le ... 
fn1111 ali 1,,.'uinl't:ctL'J m11.:;::- 'l.?1..·rt:ted evl!n lll\\l!í quantilit::-. \1f 

IL-2 .:umrar'd lll I; mphncytc' frnm the >ingly infe.:tcd 

mi.:c 1P<il·tlOI. Figur'-' 1. Whcn lymphncyte' \\er' stimu­

latcd with >pe.:itk T.' ru~i antigen>. no IL-2 pr11ductinn "'1' 
oh,;en·ed in an; group of micc (data not shnwn 1. 

For ali the ,1¡h,r .:y wkines measured there "ª' no 
t:\ iJl!nct: Df h1'.\ prPdLKliun. L: mphnc: tt:':-. uf T. cru;.i 

infr1.:tc.:d 112ornn1! 1 miL'e. -..e1..:rt.:1c:J :-.ignitkantly h1gher 4uan-
1itics of IF:-.:-·, ~t da; 9 ami of IL--l at day 27. ~1nd h1\\W 

'" els of IL-1 O al day 27 than noninfcctcd l 1wrmal 1 mi.:c 
tFigure -la.b . .:J. Cells frum early .:oini'c.:tc:d mi.:.: 12--1 \\KJ 

s1imula1ed with Cun-.-\ ,,.;reted similar levc:ls of IFN·"t 

tFigurt: -lal and IL--l !Figure -lb1 during ali th.: course of 

the infc.:tion. and higher kvds of IL-10 1 Figure -kl al lhe 

bt:ginning of lhc infrc1ion than nnrmal and control micc. 

Similarly. latt: coink.:ted micc: t 8-12 wk1 ,c:crett:d .:ompar· 

able levels of IFN-"¡ than early coinfcct.:d mi.:.: during ali 

the infection (Figure: -fa l. but higher le veis of IL--1 at day 9 
and lower le veis of IL-1 O at day 27 than normal and control 

mice (Figure -lb.el. 

When ly111phocy1es were stimulated with specific T cnd 
antigens. T. cnd infected tcontrol¡ mice secreted signifi­

.:antly lower levels ofJF:-1-"¡ at lhe bt:ginning ofthe intection 

1 Figure -Id, day 9) hut higher leve Is at tht: peak of the 

infection tday 27) than nom1al míe.:. This control group did 

not produce specitic quantities of IL--1 t Figure -le). but il did 

secrete significantly high.:r le veis of IL-1 O at day 27 t Figure 

-lf1 than noninfected mice. In contras!. early coinfections 

induccd an early tday 9J 'pecitic production of IFN-1 and 

IL--1. hoth signitican1ly highcr than in thc mice solely 

infccted with T. cru~i r Figure -ld.cJ, with no -;pecitic produc-

1ion of IL-1 O at this day 1 Figure -lfJ. This initial .:ytokinc 

panem cnrrdatcd w11h -ignilicantl; hl\\'r kvd' nf .:irculat­

ing parasites Juring thc third and fnurth wc:eks of the 
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Figure ..i Pwdm.:11on ni IF\°··1 1;1. di. ll.-..11 ti. 1..·1 anJ ll.- ltJ 11.:. f¡ h~ frc..•,hl~ t'l1Lm:d 'Pkl..'n l.;'1..'lb upnn ~1imulation with Con-..\ for .is h 1a. h. i:1 or 
.. rc:i:ilh: T. cru.-i 1.1111igl..'n"" 1,11luhk· i:\trai.:11 f,1r 7.:h 1d. 1..'. 1"1. Cy111J..in1..• pn1dl11 .. ·u11n \\1.1, c'tima1i:U hy ELlSA. Thi: bar" rcprt!~l..'nt thl..' mean i:~tokinc 
coni:L"lllrnliun =SE of 1nplii:a1~ ~1""'ª~' 111 al k.i..1 nint! mii:t: per group .. u J.1~ .. 9 .mU ~¡ ~1ftt!r inli:1.:tiun or l.;'oi11fc1..·1iun \\ ith T. cni:.i. ~- nornwl 
noninfo1..·1cd 1111~1..·. (\1ntrol mi .... ·.: \\1..'íl..' onl~ 1nfl..'i..:i..•d '' ith T. crn:.i. 2-~ \\1..'c..'I..: anJ S-12 \\l..'1..'k rcfl..'r tl1 t..'arly nr huc 1,.'l>infc1.:tiun afrt:r thc origin~ll 
1nfc:i:tilm \\.ith r., /'tl\.Ht'l'/'' 1 .. :uinfl..'i:h.:J Jt 2 1..lr ..1 . .i.nd Sor 12\\c,:ck afrt:r 1n(t.'c..·1ion \\ith T. ('l'ct\·sin•t''i). "'P<IHJ5 ''·ith rl!spi:ct tu mmnal \·alul!s . 
.. "1'<0·05 \\Ílh rl..',pc..·i..:1 h• c..'l1n1w\ ,,dui: .. l1h1.11nc:J 11n thl..' ... 1rni: J•1>. 

cuinfei:tion in early coinfocteJ animab compareu to the 
,¡ngk infecteu ones 1 Figure 1 J. By ua: 27. the cells of these 
early rninfecteu mice still prouuceu high le\·eis of IFN-1 
1 Figure -Id 1 in respon'e to T. cnd anti gens. but the levcb of 
1 L·-1 hau ,igniticantly Jecreaseu 1 Figure -le l. anu IL· 1 O 
pn1dul.:Ciun ''a~ ini.:rca'.'lt.:d 1 Figur~ ...J.f1. gi,·ing rise coa v~ry 
-1111ilar pr11duction pa1tern uf thc,e three e: tL1ki111!' llFN-1. 
Ji.-..! ~11h.I ll.~11J1 t .. 1 that ,,f lih: ... inglt.' infecced 111ice (Figure 
.!,J.c.fi. ln1ae,ti11gly. thh '"" .1.--o.:i.1teu with statistic:ally 
c11mparahlc.: numht.'rs uf l..'.Írculating para'.'liie~ ht:t\vt:cn carly 

-•>111l.i:c1.:u and >ingk inft:L'leu :u11111als .11 anJ beyonJ thi> 
P<>int 1 Figure 1 .. d.1:' 27 -lilJ1. In !Jte ..:oinfe..:ted mice. we 
.,h,i:ni:d .1 uei:re<t-i:d ,pecitk proJu..:111in uf IFN-1 !Figure 
.:.11 and 11.--11 Figure -lel at any <>fthe ua:s testeJ. but IL-10 
._,as pruduceu at ,imilar l..:'d' to th<"t! J..:tected in ,ingly 
1nfecti:d 111ice 1 Figuri: .lf1. At Jay 27 Pf the p;irasitaemia. th..: 
-:11~!: inkcted mi.:..: anJ the ..:arl: ..:11infec·1ed mi..:e haJ a 
-i~nilicant pr<>Juc1i1111 11f IF:-0:-¡. 1101 -een in late i:uinl\!cted 

mi ce (Figure -Id¡. and by this uay the late coinfec:ted animals 
were drumatically more susceptible to T. crid ( P < O·O l. 
Figure 1 J. 

Specific untihody production 

The presence of three specitic antibody isotypes 1 lgG:!a. 
lgG:!b and IgG 1 ¡ against antigens from T. cru:i in the serum 
of the studied animals were analysed. at three different time 
points of the parnsicaemia: days 9. :!7 and 60. At day 9 none 
of the groups prouuced any uetectable ti tres of specific anti 
T. cnd antibodies 1Jata not showni. 

As seen in Figure 5a.b. the ti tres of all isotypes of specific 
antibodi.:s against T: cru:i increas..:d as the infection pro­
gre,,es. Ig02a heing the m<N prominent. With the excep­
tion nf a lowcr productinn nf 'pecitic Jntibndics by mic:e 
coinfecteJ at the founh we.:k of the infection with the 
..:: 'ticen:i of T. crassiceps 1 Figure 5aJ. 1he pn:sence of chis 
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,'\ \\1:'-:J... .111d 1 .::'. \\1.·..:\... r..-li.:r 111 th..: \\l..'1.·\... 1•f 1.:11111f1.'1."lh111 af[cr thc ori~m.il 
11111..•1.:tlP!l \\!lh l ( ri1,111 t°f'' · '/'<tHl:i \\llh r1.•..,p1.•1.:t tu i:1.111twl \,llui: ... 

Ph(,\l!l~d lh~ -.,l[l}t,' Ll.I~ 

parasitc dt>es nc11 secm !P atfrct the antibody respons.: 

again~t T. cr11:i. 

DISC:L;ss10.~ 

Our results de111ons1ra1c 1ha1 a primary infection with !he 

i...:: '\t1ceri...:i 11f Tueniu l·ras.~·fr·eps can aífrct tht! "'usi.:cptibility 
<>fll.-\Ll3/c 111ice 10 a sub,equc::n! infoction <coinfectinn) with 

th~ intraL·L·llubr para~itc Try¡>tllltH011w cru:.i. Howt:\Cí. wi.: 

f11t111d that thc pre~crh.:C nf thc i...:y!-iti\:erd of 7: 1-ras.\icep.\ h~ 

th~rn,ehe ... ¡.., nnt enough to n.:nJt:r the tnii...:e 1nore su~ccp-
11bk !" an inkctinn hy T. cl'll~i. The 111odilka1ions induccd 

h! thc i...:y :-.ti1..:er1..:i uf T. crassicc¡1\· \ J.ry .t~ a function of tht.: 
e\ <1lutiun uf thi, inkctio11 l Figure 1 l. \\'hcn B.-\LB/c mi ce 

\\ere c11infec1.:d with T. cl'll:i !\\ n ur four wed;, aftcr the 

i nf<:ctinn with T. e '/'llHice¡1.,· karly coinfec1rnn 1. \\e:: nhser\'cd 

a transi1nry hu! signitkant delay in thc initiation nf thc: 

parasitacmia with T. <Ttd. In contra si." hen thc coinfcctiun 

was initiateJ at eight or 12 wec::ks after the prirnary infectiun 

llute coinfcction 1. the parasitacmia had an r:arly incrcasc. 
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kaJing to'' four times grea1er parnsite load o\'cr !he singk 
infectcd mice at the pe:1k of thr: parasitacmia. 

Thc .:kar Jifíerenec' in "iscr:p1ihili1y 10 T. <'l'll:i as a 

fu11e1iun of !hc dc,·c:l,1p111c111 nf !he primar~ T. crassice¡is 

111fc.:1inn. could he rc:latcd tn thc 'aríabk imm1111e mcdi:m-

1 .... 111.., :-.cqth.!llli1.lily indt11.:cd hy thi;... PL'r:--.i't~nt ink·L·tion. to a 
('l"'ihlc immun1ht1pprc ....... iPn t!L'llL'ratcd by it l'r L'\ L'll tn thL' 

pr,,du1..·tiu11 nf .i h: ¡1nth1...·tiL·a\ ·~rn\\ th f1.11.:1l11 .. hy thc ~t.·,tude 

tlt.t! ;1....i, dirL'L·tl:- 11n tltc u·: pa1hi....1llllL' .. ·\q;untL·nt' at?aiihl tht: 

lllllllllllthllJlPl"L' ....... j\(,,.' L'\{'l:lll.tlilll\ ~11\.' th~1t !ht.' 111f-.:...:tilll1 b~ T 
1 rt1"it.t'/'' L': .... 11 ... :t.•r\.:i ¡, thll ~1n c\h;1ti....tillt! l'llL'. thal 'h. 1t Jpc,:;... 

1h 1 t ['1\1\llh.t.' \\L'l:!ht \'"'· ~1naL'11tia l'I' J: mphPpenia !data nut 
-.h11\\lll .• u1d ~'~ll .11"t .. .'r \L'r> 11111~ p1..•ril1d ... lif infL't...'til1n \\ith 
th1' hcl111i111h. thc· 11u.·c• ,¡jll ¡m1ducc hi~h IC\ds ,,f 'l'Ccilic 

.111t1h11dic:--. and ,1¡" 1..:crt1.11n 1..·:ll1h.1ne ...... ui...:h ª' IL-10 and ll.-(1 

1 T t.'lT.11.i.... !'! ,d. ! l)lJS 1. FunhcnnPrL.'. 1hc -.pk·t.:n L·t:lb 
11b1;unL'd t'nnn ....-l11nfci...:tL.·d ;ini1nal' prndt11..'L'd .... 1111i\ar lc,·d~ 

,,f IF:'\-·,. IL--1 .111d IL-111 in rcsp<111,c f(l (\1n-.-\ 1Figurc 

-k1.b . ...:l. ll-IU in rt.:~pnn~t: 10 ;...pL'1...·ili...: T l'l"ll,-i antigt!1b 
1 Fi~urc -lf1. and ,pcci ti.: a111íbudies !ll T. a11:i l Figurr: S l 
...:Pmparcd cu -.ingly infccl\.'J 1111i:c. Br..:i...:;.tu:--c there art: sig-
11ítica111 ditfrrcn.;c, in !he nu111her "r c:siicerci airead: 

preselll \\·hen c:~1rly llí late: 1..:oinft:l.·tiorb \\ ith T. l'l'll,-.i are 

initiatt.·d. we i...:annot di'\~ard tl11..• pu:--.sihility uf a ·grnwth 
t'ac·1,1r' pruduc·cd h: thc hcl111111th !ha! \\\\tdd 11eed high 

t..'t Hlt:t.•ntrat j¡ llh t-' L'\1..'l't 1 h t . .'ffL'L't .... l h l\\ L.'\ L'í. L.'\ L'll .'\upp1 hill~ 
that :-.w.·h a factur L'\i't' it:-. cffci...:h wuuld bt.' additi\ i.: tn ih 
c!fft:1...·c... hl tho'.'>t: rt:lalcd tn 1hc in l·i1·0 immlmt: L'n\·ironmcnt 

found at the 111ume111 pf the c·ní11íec1í"111Tcrrazas <'I al. 19lJX 

and Tabk 1 ). \\'e hdít:' e 1ha1 the \'ariablc .:ytokine cnvir­

onmcnt found aftcr T. ª"·'·"""!'' infcctiun e\erb an intlu­
enci: o\·er thc inunune re~pnn ... c indw.:ed by the st:cond 
challeng.:. re,cmhling wha! happcns i11 l'irm. whcre thc 

microen,·ironrnent nf cytokincs prcscnl a! !he time of !he: 

antigcnie chalknge can i11tluence the preeur,or cclls dit'kr· 

entia1i1111 t<l\\ ards any nf the T CD-1 + lymphneyte subpo­

pulations ( ~taggi er lll. 1992. Kamogawa et lll. 1993. 

BraJley et lll. 1995. Trind1ieri 1995. \Vynn et lli. 1995. 

:l.lagram er lli. 1996 l. Thc e.r i"il"<' eytokine responses to T. 
,.,.zd specitic antigen' wc::re found to be eongruent with this 

la,1 interpre!ation. ª' we fuund thern 10 be diffcn:n! when 1111: 

coinfcction was 111i1ia1c<l a! early times comparcJ 10 when it 

w:b initiatcd al late times aftcr thc initial infection with T. 
crassit·eps. 

In late coinfcctcd aninials therc was no .>pecitic produc­

tion nf IFN-1 "hich cou!J cxplain tht: increast: in suscept­

ibilit~ dctr:etcd in thi' group. ,ince !FN-1 'et:rns ncccssary 

!O providi: prntection agaitb! T. cnt:i (CarJillo et u/. 1996. 

Goldt:n & Tarkton 1991. Tarleton 1991. Tarrico et u/. 1991. 

Sil\'a 1:1 uf. 1992. 1-lunti:r er uf. 19<Jn>. Hcmcver. c\'en a high 

l!ndogc::nnu:-. pr1ldui...:li1ln dfthb ~:tokinc ..;l!t!l11S insuífi<.:it!nl to 

protec! aga111'! this para,itc 1Gnldcn & Tarlcton 1991. 
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Rnuenberg et al. J lJ9J. Zh<1ng & Tarleton 1996) when it is 
n<1t at.:i:ompanicu hy 01her cytukines sut.:h •1s 1 L--l or even <I 
t:<1111ple~ 111i.x1ure cnmpnsed of at leas! IL-~. IL-3. IL--l and 
IL-5 !Guldcn et al. llJ91). Ac·i:nrdingly. llw unly stage •ll 

11 hich wc fuund no <'r vcry lnw numliers ,,f parasiles 
ú'llll'arc•d In ,ingk infr.:1ed mke was whc•n IFN-¡ <lnd 
11.--1 were 1i,11h ,pe.:iti.:"11~ pn>duced "l hi!;h kveb in e•1rl~ 
1..'\1i11ft:1...·11...·d ani111;1J, ( Figurt:' 1. -hl.1...·. day lJ l. wh~r1...·a~ a 
d1.·,.:rt:a'~ in IL·-l 't.'1.T1...'lil'll in thi~ ..... 11111...• gniup w;.1...- r~lat1.•d 

t11 ;.111 incrL'~l'I...' in th1.· numíh:r tlf p;.1c1'.'iit1...•, ( Fig.ur1.'' 1 ;rnd -lt.·. 

• J.1~ ~7 L Th1...''L' tinding' agr1...·i.: '' ith rhi.: hypotht:,¡_, that ~1 

1111\L"d rt::-op\111'1...' ¡, rL'quirL'd hl ad111...•\1...' prnhxti1.111 a~ainst T. 
<m:1 infe.:1i1•n 1í'.liang ,\: Tarkl<>n l<lllfll. 11hid1 l'<'llld he 
rda1.:d lll che lifc c·~,·k 1>f 1hc para,i1,·. 11lwre clw endllgen­
•'I" pniduc!iPll nf IF:"-1 1101ild he· requ1red a! ka'l in the 
inlrac·ellular inici.11pha,,.,11f T. cm:i i11kc·1io11. and IL--l :mu 
1>1hcr Th~-li111'ed r<''l'"ll'e' 1 IL-lll ami l!;G 1 antihouic» 
llllllld he required lll c°llll!rnl .:irnil.lling e.\lrat.:ellular rara­
,ice,. The <.:<>nc·o111i1:1n1 produc1in11 ,,f IF:'\-; ami IL--l 
rq1orted in 1hi' paper ¡, of incerC>l. he..:ause where:is <11 !he 
cl11nal le,·d il h'" heen de,..:rihed 1ha1 .IF:"-¡ ami IL--1 
:-.~nlht:~is :-.hn\\ an irl\L'í:-.L' 1...·u1T1...·Li1iun 1~ln~:-\111an el al. 
l 1JS6l. chere are sen~r:il rep<11"h slwwing thi' mixeu pattem 
in 111it.:e infe..:ced wilh T. cm:i 1 Goldcn t'/ al. 199 l. Zhang 
<'/ al. 19961 when 111c·:i-11ring 'ecre1iu11 of wlwk cell 
pPpula1in1i- ª'in chi' 'cudy. 

Thc tinding' ,hm\ n in 1hi' papcr de111nn,1ra1c chat lhe 
prcsen.:e of a rar•1,i1e 1ha1 persisls fur " long paiod in ics 
hose is able en signitkanily 111uuify lh" hosl°s suscepcibility 
!<• ulht:r non relaced pa1hngcn. Al1l11iugh 1he T. cras.viceps 

infoc!illn in che lllllUsc ..:nuld be qucslinned as a 111ndel fnr a 
chronk helminch i11fc..:1i1111 in hu111a1i-. ha,ically bet.:ause of 
ics locacion in che p.:riloneal c:l\·icy. che fact is cha!. as 
happens wi1h 111:llly in1rai111es1i11all~ lllc·aced hd111in1hs (Her-
111anck et al. l 'Jl/J. :-.tait.els et t1!. l lJ'iJ. S1·e1k et t1I. 1993. 
Pearce et al. 1995). chis parasitc: c·an reach a larg" hiomass 
and can changc: che cycokine en1irnn111..:n1. anu ht:nce che 
pn"ihle me..:hanisms nf respo11>t:. By escablishing chronic 
infecrions and proh;.ibl: by ind11c1ng slrong Th2-cy pe 
n .. •..;pun:-.e"i IAL"tor el uf. lYlJJ: Kullhi.!rg et al. 1992: S\·etic 

d .ti. lll<JJ; Curry ,., t1f. 19'!5; L11,r.:nce et al. 1995: 
i-;ullberg ,·r t1f. l 'i'JI> 1. l1dmi111h' c11tdd havc a potentially 
,¡:;niti'-.:anl intluc.:m..:L' \)\ L"r the naturt..· 1lf the imrnune re~ponse 
.. r inkcled inJi,idu:ib :ind hence nwuify cheir su,cepcibility 
!» ,uh,cyuen! infcccinn' \\ ilh 1llher importan! palhogcns. uc 
k:h! 1l11"c ag:ii11'! which a Th 1-cypc response is requirc:u. 
"h1ch includ.: .\/. 111/>en11/osis 1 :-.1.irin et t1I. 1995), L. major 

1 R.:in~r t'f u/. 1 (}lJ5 '· P/d,111ndium 'P· l Ste\'l.!nson ~\.: Tarn 

J<11JJ; Taylor-Rnhin"in et al. i<JllJr ami po"ibly HI\' 
.... lcn..:i & Shc:ircr l'J<J.~: Clerit.:i .\: ~ht:arer llJ9-l1. This is 
1 if r •. .'k\ anl't: \\ hen it i:-. ¡,.'tHhidt:r~J th~ll lonb! pL'rsbtin~ 

p:ira,ices ,uch "' hclminch, are wiut:ly discribuceu 111 many 

Parcuitt• f11m11mr1/ogy 

de\'eloping eouncries (Maizels et al. l 99J l. wht:re they 
coexist with ocher pathogens chal ha,·e :1 gre•l!er impact nn 
che mortality rac"s. The pucencial ri'k cha! wlwk p<>pulati<ins 
t.:llllld h•l\'t! an in..:reaseu sus..:eplibilicy [(l u:111gernus pacho­
gt:ns such as incrucellular 111it.:ru-urg<111is11i>. shnuld in\'il" 
scudy of che P''"ible .:pide111i11logit:al rek' :11i.·e nf hdminch 
i11fc.:1ion> <mu ch" impa.:1 llf .:on1rnlli11g 1hl'111 nn che int.:i­
dcni:e or che pachogenc·,i, of 1llher ª"''t.:iaicu inkccions. Tht: 
pre,ence of helminch inkc1i11n' ,·.,uld repre,.:111 a 111ui:h 
111,1rc• impnrcanl dwllenge túr puhlit: heal!h 1h:111 rc·c·llg11i1.ed 
lllllil l\llW . 

-\CK.~ O\ V LE DG E.\\E :'.: TS 

Thi> work was 'upporceu hy grnnl 05J5 P~c fn1111 ch" C11ns.:jo 
:"<u:ional Je Ciencia y Te.:11nl,1gí:1 !CO.:'\.-\CyTl. \Ve are 
graid'ul !O Dennise Dal111:1 <1ml Libh1 Vt:ga for ediwri:1I hdp 
anu linguistic auvice. 
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Cutting Edge: Susceptibility to the Larval Stage of 
the Heln1inth Parasite Taenia crassiceps Is lVIediated 
by Th2 Response Induced Vía STAT6 Signaling 1 

Miriam Rodriguez-Sosa.*·' John R. David.+ Rafael Bojalil,* 
Abhay R. Satoskm.+:;: and Luis l. Terrazas::!*+ 

Using STAT6_,_ BALB/c mice, 11e analn:cd thc role of' 
STA T6-induccd Th2 response in dcterminlng the outcome ur 
murine cysticercosis causcd hy the helrninth parnsite Taenia 
crassiceps. At'ter T. crassiceps inrection. wilcl·typc BALB/c mice 
clevelopcd a strong Th2·1ike response: pruclucecl high levels of' 
lgG\, IgE, n ..... us well as IL-13: and rcmaincd susceptible to 
T. crassiceps. In contras!, similarly infected STAT6_,_ micc 
mountcd a strong Thl·like response; producecl high lcvcls uf' 
lgG2a, IL-12, IFN-y, as well as nitric oxide: ancl cllicicntly 
controllcd T. crassiceps infection. Thcse tindings demonstrate 
that Th2-like response inducecl via STAT6-mcclialcd signaling 
palhway mediales susceptibility to T. crassiceps ancl, f'urther· 
more, thnt unlike the case In must hclminths, immunity ugainst 
T. crassiceps is mediutccl by a Th l·like ruther than Th2-like 
response. Tite Joumal of /11111111110/ogy, 2002, 168: 3135-3139, 

e vsticercosis is a hdminth inti::L'tion c·aus"<l lw the larv<IL' 
of che i.:e:-.tode Taenia soliwn. affccting humans and p1g~. 
This <lisease is L'onsi<lere<l a public health pruhlem in 

South AmeriL'a ami Asia 1 1 l but has been L'Xlende<l in the past ti::w 
years to <levelopeLI countries as 'huwn by case reports publisheLI 
more frequently ( 2. 3 ). Cysticercosis in humans results from in­
gc:stion of Taenia eggs from ex~reta in the t!nvironn1ent. Althuugh 
cysticerci in muscle may he reh11ively symptomless. thosc in brain 
cause ncurocysticercosis. whicl1 may clinically rnunifest as >Ci· 
wres, hydrocephalus. aseptic meningith. and altere<l mental status 
11. ] ). 

In the experimental mo<lel of murine cysticercosis. infcction of 
inbreLI rnice with Tac11i<1 cr<1ssiceps induces a strong Th2-like re­
sponse similar to that ohsen·e<l after infection with hclminths such 
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~k~ICO, D F. \.lc\lcü; 'Dcp:;nmcnt 1.lf lmmunolugy .mJ lnli:c.:ti~u~ oi .. cJ .. c ... Har.Jrd 
Schoql llf Puhlk ilcallh. Bo,1on. ~Ir\ O:?l 15 . .1.nd :Dt:p<1nmcnt of ~licrobiolo~n. Ohio 
S1a1c Cnivt!r'>lly, Clilumhu ... OH -13:! 10 

Recc1vctl for ruhhl·a11on Dccembcr ~7. ~no¡ .-\.:ct:p11:J f11r puhl11.:ation Ft:hruaí)· 
.., . ~DIJ~. 

Dlc co.,t!-. 1lf puhlil·a11on ni 1h1., .1.rt1dt: ·,\ere Jcfra~cd tn part by thc p.1y111cnt nf pa!_!t: 
.:h;1rgc!'t Th1., Jr11dc lllll'-1 thcrcfnrc he ticrehy markcJ a1frt'rttwmt'rit m Jt:t:ort.lancc 
v.11h l.'i 1_· S.C Sct:111m liJ-1 -.11lcly t0 1ndicah: th1.;, fact. 

1 Th1!-. \\.ork v .. a., pamJlly .. uppLJrtctl h~ Gran1 -~ 110~-.\1 frum Con .. c10 :".it:ion.il Je 
Cicni.:1a :• Tc1.·hnol11~1.i·\.1c'<1..:0 .. \1.R.S .. 111J L.l.T Jrt! n:t:ipu:nh ¡1f fclltm.,hip., from 
C1líl\CJO :".it:ion.i.I Jt: Cii:nciJ;. Tl'..:hnoh1gfJ-.\kuco. 

~ ,.\Jdrc!'t!'t .:nrrc .. ponJcncc .1.11d rcpnnt rc4uc .. b to Dr. Lu1., l. Tcrr:11a .... Dcpanmcnt uf 
lmmunnlugy. ln ... t11uh1 ~.11.'lllnal de CJn.J1ulug1a "lgnado Cha\ct," .\lc·ü1.·o. D.F. 
.\lc:~11.'u IJ.O~O. E-m~ul .1JJr1.•,.,; tcrlu11!:i-'l..·ard1ulog1a.org.m'< 

~b .\"ipposrro11_'.!ylu., hnl'iilie11si.,· ant.l Triclwris mttri.,· (..lJ. Although 
it is wi<.ldy a.:.:cpte<l that Th.2-like respnnse mc<límes protcctiw 
immunity ag~irht 111L"-I ht.'1111inth~ (5). its role in mc:Jhuing protec-
1inn a:::ai11't murine l..:':.,til.'ercu'b b 1u.H dcar tó1. 

Prr..•\ illLh ,tuJi~s h~p·c fuunJ that althnugh T. crassii..·e¡1.,·-infei..:t~J 

micc 1.k\"l!lop a Th 1 .. 1ht.' rc-.plltl'.'11! during thl! t!arly pha:-,c uf info1.:­
tio11. they e\'cntually Llo\'elop a Th.2 response that is associate<l with 
an incr"ª'" in p.ir,1sit<' h1ds ( 7). Furthennnre. one stu<ly founLI that 
~1dmini•aratinn uf IF~-y-ncutrali1.i11g .-\bs to T. cras.,·i<.·t•ps-int'ectcJ 
micc Juring lhc carly rha:-.e of infcctiun renden:<l them more '.'!LIS­

~epliblc tu ~: :-.riccrc{i...i~ 1 X). Thc~c tin<lings suggest that wherea" 
Th.2-type response may he invnlved in meLliating sus.:cptibility. 
Th 1-tyr<' r<''l'"n'" ma~ play a rnlt: in the Uc\·elopmcnt of protec­
th·I!' immunit: ;.ig¡Lin~t i..:y~ticercu~is. 

Reccnt ... 1ud1es u~ing STAT6 · / mice havc shO\\ n that the 
ST.·\T6-mediate<l IL--l/IL-13 signaling P'lthway is critica! for Th~ 
Llilforentiatiun 1 lJ- I 11. F<ir ""'11npk. STAT6 .. , .. micc fail to mount 
a signith.·ant Th2 rL·,p11n'e and cannot control worm burJens aftt!r 
inkL'tinn \\ith gastmintcstinal lwlminth parasites ( 12. 131. Con­
versely. STATf»' · rnice devdop a Thl-like response an<l control 
infeL'tion;, L'au,c<l by intracellular protozoan parasites such as 
Leishmcmia mexicana and Try¡1e111osrmw cru:.i ( 1-t 15 ). inJicating 
that the ST:\T6-me<liateLI signaling pathway inhibits development 
nf proteL'tivc imrnunity by inhibiting Th 1 Llevclopment. 

Thc purp'"e nf this stu<ly was to determine thc role of a Th2-
typc response in<luccLI vi<1 STAT6-meLliutc<l signaling in the out­
come of murine cysticerwsis cause<l by the helminth T. crassicep.L 
To approach this quc,tion. wc cornpare<l the course nf T. crassi­
ceps infection in ST . .\ T6- ,_ B:\LB/c mícc with that in wilLl-typc 
BALB/c micc. In uLILlition. wc analyzcLI the Ab protilcs in sera. 
cellular responses. anLI cytokine protilc in bnth ,pleen cdls an<l 
pcritoneal macrophagcs. Our data <lemonstrate that the Th2·type 
response inLluced vía the STA T6-signalíng pathway mediatcs sus­
ceptibility in cysticcrcosís. Thcy also clemonstrate that in the ab­
sence uf STA T6·rneLliating signaling. susceptible BALB/c micc 
Llevelop a Th 1 response and control T. crassiCt'ps infcction. 

Materials and Methods 
A/ice 

TESlS CON 
1i'A1r '\ D'R 0k\Qíi'N \ .. l.Jt ____ . _;:_I___:'..:~ : __ .~;:l_;____.; 

Si.,- to 8-wk-old fcnrnlc STAT6_,_ anu STAT6_,_ micc on a genclic 
B,.\LB/c bat.:kgroun<l wcrc purchast:U from Thc Jack ... on Laboratory An11nal 
Rt:~ourcc' Ct!nter C Bar Harbor. :-.IE1. and maintainc:d in thc ~pci:itic p:.ithn­
g.en-frcc: focilitit!"' at l-lanan.l School of Public Ht:alth animal facilitic:' in 
accorUancc with in:..titutional guiUelinc,, 
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Parasitt's and i1~/"t!ctio11 

~kt~11.·c:s1odL"s nf T. t'l"e1ssicc'/1'i Wt.·rc harn~:-.!cd undt.'r '11..•rilc cnndirion.,. frpm 
lhL' ~ritnnr:al 1...·avi1y of ft.·m~ilc B.-\l.Bh: mh:c ;.1(1cr .:!-4 llhl nf infcc1h111. 
.\fo:c \\Crt! infot..·1c...·U hy i.p. inj1..•i:tion wirh ~O .. 111;111 n~mhudding c..')'!\lh.:t.'n:i 
and ... 1-.:rirh:1..•d ;11 \\" :!. -J. S. and i .:! po..;1infl'i:1il111. Parasi1c.•s Wl!ft;' har\'c ... tc:J 
frnm !ht.• pL'ri1011l":il 1..·a,·ity .md i:ou111t:1.I. 

Cel/ ¡1n·¡1ura1imu. culture (·011di1io11s. ami l'_\'f11J..i11e assays 

Spkt.'11 ü•lh '' L'fl..' t1Pt.1111r.:d .u1d •. :uifun:d ;1-.. J1..•,,,:nb1.:d pre\ Íllll!\I) ( 71. 
Bncrl~ ... ,n~k-i...·c..·11 .. tbp1..·11·.il111, \\c.'1'1..' prq1arr:d 111 R.P.\11 1 (,..io .. uppk1111..·n11.·d 
\\llh 1n1 • HlS. ltHI L. lit ¡•1..·1111:dl111 ... 1r1.:plP1ll~1.:111. ~ 111.\I !:!lut.1111int.'. .:!:i 111.\I 

!IEPl-.S l't1lkr .. 111d l'.1 1111111:,,1..·1111.il .1m11w .11,:1d, ~.di tr1 1 111 l.ik T1.:i.:h1111l-
1".'.ll''· Ci.111hL'r'ht1r'.'.. \ 11) 1 Ft' thn 1..:' IL'' '' L'íL' l' 'L'd .. 1nd '1.1hk -.·L•ll, '' L'l"l' 

.1:11u'IL'd l_; •, 10'~ .. :L'll"'11il1:.ltltl ~l/\\1..•ll \\L'í~' pl.1..:1..·d ltlh• l){l-\\dl rl.1!· 

!'1•!11•111 1.:ul!lll\.' 11l.1IL"' 1C1•,1.1r. C.1111bnd::L' .. \1 \~ .111d ... t1111ul.t1L·d \\llh r. 
tlu"•\ftr/11 \_:! tl-.· \_:!. ~5 J.t-;'11111 .H .• - l' f1líqf1 11 h;.:lllL'l'll lhllll"' hL'hll"L' 

..:uliur1..• t1..·r111111.1t111n. ll 5 1-tC1 \\L'll ¡ "H!th\ r111d1111..• 1 ,,.,_ H11'(1111. \1:\ 1 \\1,.'r1.· 

.11..llkd CL'IJ, ''L'l"1..' h,11\1..',tt..'ll .111d .._,•111111..·,i Li...111:: .1 t'L't.111l.1i...· -.·Pu1111..·r. \".tlui.•, 

.lr<.' r .. ·pr1..•,L'111t.:d .1, .. :p111. 
Supl.'m.u.111h fn1m thL''L" ..:ultur1..'' ''L'n.· .111.il~ IL'd ll11 IF'.':-y. 11.-..t t BD 

Ph.tr\ llll~t:'IJ. S.111 DIL'\.!U, e,•\ J .tild 11.· 1.1 1 R. .. \:[) s, ''c.'111'. \ 1 i11111..•;1polb. 
\I\: 1 ~ru:tui.:111111 h~ é.l~IS -\ . 

C_\f11ki11c· and 11irric o.ridt.• ¡Jrod11l"fi1111 hy ¡1crito11eal 

111a<.·n1p/Jagt'.\. 

Pa11oni:~11e~aal~llL'1,:i:lb 1PEC:-.1\\<.'rl'11ht1.1ini:ú fn1m mk·c ;.11 .:! • .t. 8, ~111ú l.:! 
\\l.. .1fh . .'r T. 1 r11.,11ct'¡11 111(ct.'lion. PEC ... ' 'ere :.iJju~rcJ to 5 ;.: ltl1'/ml in 
RP\11 ,uppkmc111L'J .111d pla1i:d 111 6-\\t.'ll plarl'' 1C1i...r.1r1. .·\ftl!r ~ h •11 37-"C 
.1nd 5c;- CO,, nonadhi:rcnl ..:i:ll ... \\L'íl' íL.'lllll\C:J. anJ .iJhcri:nt 1..·clJ, WL'ri: 
_:'.<.'rHI: .. ..:r~qi~d Li...ing nilJ PBS ami rL'ad_1u ... 1L'J hl 1 ;, 1 or-/ml. Vi~1hility at 
lhl'• pD11H wa:-. >9()c;-. Tht:'L' 1..·t.'ll' 1..·un,filllll'J >4or;- nf m~11.:rnph~1gt:' ac· 
i:orJ111g to F:\CS :.mal: ... 1:-. 1F-l/Stl·1. Oni: millihra "a:-. pla!L'd. ~rnd cdl 
.1-.·ti\,tliun \\a' pi:rf11r111t.'d 111 ~-l·\\C:ll pl•1fL'., 1C1hl;trl \\llh LPS 15 µg/ml: 
f."1~·ht·ncltw l·11/1 l l 1.H-L S1!.!ma :\ldm.:h. Sr. Loui,, ~101 folhl\\l'c.1 tw in­
~uh.tt1u11 lor -lH h. IL·fl, IL-i~ iHD Phar:'i.ling:L'lll .. md nitnc.· P\ÍLk tG.rit:..,~ 
rt:;.J1.."1111n1 \\C:ít.' c\;1m111 .. ·d m ... up1..·rn1.uanr-.. T11tal PEC .. \\L'ri: an<.lly1.t:d li~ 

1.·: t•hplfl pr1.•para1io11 ,1,11111..'d \\uh \Vright-Ciit.'111,,1 ,1ai11 1 Sigma Ah.lrid11. 
,lflJ -11)0 l"t.'lh \\t.'íC: (OlllHt.'J hy ,fjJc. 

.-\h EL!SA 

Bto11J '"'ª' L'olh:ctcd from tall.., uf T. cra.\.,ic·e¡H·-infc-1..'IC'J STA Ttí _, - anJ 
ST.-\Tn-· nmc. _.\g-<pec1tic lgGI and lgG~.1 IC'"cl> ""'" dctermincJ by 
El.IS.·\ .1 ... pn:\ iou~l;. JL',1.:nbt.'d ¡ 1t)1. Re~ults are: t:\pressC'J ~1~ thc c:m.lpoint 
ttr1..•r. TotJI lgE pwJul:t1t1n \\J'.-. Jc:1ecteJ hy Opt-ELIS . .\ 1 BD Phar~lingcnJ. 

Sturi \ttcu/ c111a/_ys1.,·. 

C1 1mp.m..,1111:-. hctwcen STAT6 • ·• anJ STA T6 ·· 1
- group~ i:tinsidercU in this 

\1.nrl... \1.crc: rnadi: u~ing StuJc:nt'..; unpain:<.1 t lt!St. .-\ valut: of p < 0.05 was 
i.:on-.iJt.'rt:d .. i1.rnilk:mt. The statbtical -;i\!nitkant.:t: of the sera titers \Vt:rc 
Jckmuncd by nunparametnc te~h u~ini the .\lann-\\'hitni:>· U-\Vilcuxon 
rank 1i: ... 1. 

l<csults ami Oiscussion 
lt '' "idd~ a..:ccptcd that the Th-'-like rcspon'e tnJuccJ \'ia the 
ST.-\ Th-mcJiatcd ,jgnaling pathway 1 thrnugh IL--!/IL-13 recep­
tor~ 1 pl;.iy-; a l:riti~al rok in mediating protective i1nn1unity against 
rno't helminths 117-19 l. For e.umple. STA T6-mt!Jiatcd signaling 
prPm<He' protcctJ\ e irnmunity against Triclli11el/a spiralis ( 13 J and 
Y i>ras1/11•11.üs 1I~1. In thé prcscnt <tudy. both STA T6 _, _ and 
ST..\ Tfl mil.·e ..;ho\\CÜ .J progrt:-...,ive inl.'rea!'>t! in the parasitt! 
rium0t:r .... 111 their peritnneal L"a\Ítit:~ .111Ll J1 .... plJ~t:U ,,_.,,mparablt! par­
.i...ni: burLlcns at .:: .111d -i '-" k aftl!r inf1..·..:tinn '" ith T. cra.'isi<·e¡H < Fig. 
! 1. 1 ;-itcrc!'>tin:;i.-.. a~ infrL"tt0n progrcs~ctl. parasite burLlens in­
c:·c.1,~J ,j~niric:intl;. in STATli - - micc as .:omparcd with 
-;T \ ¡-., llllCc :h;it 'UCCC,.;¡'ully CPlllít>lleJ tllC infcction by \lk 
!.:'. ¡--11,t;nf~L·t111n ! Fig. 1 i. Tht:~t! linLling~ Jcrnun~tratt! th~tt STAT6-

:~1L.·di~111.;·Ll ..,jgnaling patlnvay i"i in\·olved in pathogt!nt!'i" uf T. c:rto· 
,¡ i'P' infl!i.;!ion. 

\l:ibrc\l.JllLlll., u,c,J 111 th1., pJpcr: f.:.-\'.!, li11•11w e ra\111 t'fH ~oluhlc Ag: PEC. peri· 
!11111.:al .._.,uJa1c -.·di. 

SS 

CUTil;'-:G EDGE: ROLE OF STt\T6 1:-1 CYST!CERCOSIS 
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\\"t•t•ks pust-infot·tion 

FICl'l-U·: t. STA T(ic 111i .. ·1..· 1..•tfk11..·1uly 1..·u11tn1l t. oH.\\I\ cf'·' 111fri.:ril111. 
c~1ur,1..• uf i.p. f.,.,.",,¡, 1'/" 1111"1..•1.·ti\111111 ST.-\Th 1e1 .md ST.·\ T~ .. t .:·1 

111i .. ·L' .ll°rL.•r i11f1..•1.·1it111\\11h ~o 1.·~,111.·t.'r1.·i. IJat.1 arlo' 1..'\pr~, ... l.'d ª' tht.' 111 .. ·~rn = 
SE 111-" llllú' p1..•r gn1up '·/'<ti.ti! t..."\1111pari11g ST:\ To h ST:\Tti·'­
.11 tht.• ,,llllL' 1i1111..· p1,1111 Si1111l.1r r1..·,11lh \\c.·rc utht:í\t.'J in 1hrl'L' ind;:~'~llJt!nt 
;..'\J'L'íllllt.'111' . 

Prc\·im1> studks ha\'e U<'llllltlstnucd that the ST.-\ Tó-mediatcd 
,jgu.liing P'tthway pre\'cnts dc\'clopmcnt of procccti\'c immunily 
against intraccllular parnsitc' such us L. 111<'.l'icww und Trypa110· 
soma cru:i by inhibiting Thl ucvclopmcnt ( 1-i. 151. Furthcm1orc. 
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FIGURE 2. Kinctic~ of r\b prudu1.:titm Uunng 7: t.ra.,\/( e¡1.\ infei.:tion in 
ST..\Tó_ 1

_ <•1 anú STAT6· 1
• (.-::1 mi!..'i:. a. :\nti-/". cra\\ft"t>/h-,pcdtic 

lgG.:!a: h. anti-T. c.Ta\.\Ín•p.v- ... pccitk lgG 1; c. tot;ll JgE. Val u!!' ~rl! 1hc mcan ::: 
SE 111::::: -l animal') ami ~1rc rcprc~cntativc of thn:I! indt.'~nJt.'nt 1!\J>t!rimc:nts. 
""·fl < 0.05 L'omparing ST.-\T6-'~ \.., ST.-\Tú· 1 ~ at thC' '•une timt.' po111t. 
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WI! prt!viously founJ th:ll miel! trl!ateJ with IFN-y anJ IL-2 Juring 
thc carly coursc uf T. c:rassict.•p.'i infoction n!strict thc par:.isite 
~ruwth. suggcsting that thc Th 1 response may mediare protecth·e 
imrnunity against this par~1sitc (8). Thcrefon:. we mt!asureU lt!vds 
,,f Th 1-:1',nciat"J lgG2:1 ª'\\di as Th2-assnciated lgG 1 and lgE 
. .\bs in STA Tll .111J ST.-\Tll '' · mice al dilforem time pnints 
afh.:r infcctinn wirh T. t'l"a.Hit·,·¡1s. During: wk 2 and ..¡. po~tinfection. 
r. crn.uice¡>s·infe..ieJ ST.-\Th ·' · and ST.-\ Th ' mic" Ji,pla~ eJ 
L'Plllparablt: ti1t..·r~ llf l\ .. · .. \g-,pc:1..·itic lgG 1. bu1 lgG2a Ah~ \\ere sig­
nitk;in1ly highcr in ST.·\ Th mict! .l'.'\ c.~arly a:-- ...i. wk ~1f1er infc..:­
t1llfl !Fig. 2. 11 ami /l). B~ '' k S pl1,cinft!'..:tiun •ind thcn .. ~after. 
STAT'1': · mil.·c di:-pb~cU ... ignitii.:aml~ higher titc:rs ofT,:Ag-~rc­
cirk lgCi 1 rlw1 JiJ ST.-\ Th 1111c·e. "hich prllduced signiticantl~ 
mure T..:r\g-,pL'1.:i1ii: ll!Ci2a t Fig. 2. d .111J /JI. Similar Jitlen..'1\\ .. 'L'~ 
\\1 . .'rL' uh ... L'nL'J in !hL' k\L'b pf lli!al lgG 1 anJ lgG2~1 1Ja1a nnt 
.. hnwn) . .-\ltlll1ugh Th2-;.1~ .. l11.:iatL'J lgE ha~ hL't.'11 :-.huwn lll pla: a 
l'lllL' in 1111.!diating immumt: ;.1gain..,t hL'lmin1h~ (20. 21). WL' founJ 
rh:u T. cre1.nic<'/''·infe..:1ed ST.-\ Th 111ice dlicie111ly cnntmll"d 
para~itL' hurdi.:n~ JL'~pitL' proJuL'.ing .. 1g1lirl1.:antly lowL'r kvt:I~ uf 
lgE a!'i comparL'd \\ ith ,jmil;.1rly infL'1.."t1..·d ST:\Tó · · mi~t:. ~uggc!'it­
ing that lgE may ha\~ d lirn11eJ rulL' in mt.·Jiating pn1tL'1.:tivc: im­
munity again\t T. <.Ttl.Lúce{'.\ 1 Fig. 2cl. 

The spken c·db from T. cws.1i<'<'/>S-infr..:t"J ST.-\ T6 ., • :tnJ 
STATl1 ' micc di,rla,ed J1tkre111 paucrns of prolitáa1i1" r"· 
... punse\ afcer in vitn1 .. 1imulation \\"hert:as Tl.'.';\g-~timulatt:Ll 

... plc:1101.:ytL'~ fro111 STA Th · · micL' di .. pla:t:d highL'r prolifcr~uivL' 
re~ponst.•.., Juring thL' L'arl: pha .... e of 111fL'ction. thn!'ie from 
ST.-\ T6- / mi1.:t: JL'\ dopeJ ..,jgniticantly strunger re~pon~e~ in 
1.:hrunil.: infc('tiu11~ a~ ~umrarL'J \\ ith \\ 1ld-t: pe mi ce 1 Fig. Jc1 l. .-\t 

wk .t. X. and 12 ru~tinft:L·tinn. T1.·.·\1!- .. tir11uJ;11t:d ~plecn <.:L'lls from 
ST.·\T(, '· mice produc·ed greater k\eb nf IF:"'-y thun JiJ tho'" 
fnm1 ST.-\ T6 ·' · 111ice 1 Fig. 31>1. In C<Hllra,1. as the infectiun pro­
gre"ed. Tc.-\g-,timulatcJ ;pleen cdls frum STAT6 ., • mice pro­
Juced siunilkanth more IL·-+ ami IL-13 !han thuse from 
ST.-\ T6 - ,- mke. ;1·hich pruJuceJ luw levels uf thesl! ..:ytokines 
only Juring early phas" ,,f infectinn 1 Fig. 3. e anJ ,{). Jemonstrat-
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ing th" inability of these mice to mainmin •1 sustaineJ Th2-type 
responsl! ( 10. l I ). lnterestingly, higher levels of Th2-type cytn­
kin"s in ST,-\ T6 '' • mice were associateJ with higher parasite 
lnaJs. Taken together. these tinJings suggest that unlik" other hel­
minths. the Th2-type respnnse is nnt essential for 111edia1i11g prn­
tt:'('li\'t: i1nmunity ag:.iinst T. c:rassice¡H. They also inJii:atc that 
Th2-typt! response rnay be Jetrimental for cystkercnsi,. :'\lnreover. 
othc:rs using r:.iJiation·•lltL'nuatcLl \'acdnc anJ lL-12 a~ an ;.u.lju\·ant 
against Schi.\ft1.H111tc1 ha\ e ... hown 1hat a Th 1-likl.!' rc~pun~c ('all me· 
Jia[L' prote('(j\c;' immunit: in thi~ mudd t22. 2JI. 

SL',·c:ral ... ruJ1e.., ha\L' Jenhllbtrah.:d that m.11..·rpphagc.·s play a crit· 
kal role in immunit~ agat1ht many i11tr~11.·d\ular pathligc:ns hy tht."'ir 
a~ilit: tl1 'ci:r~1e Th l ·induL·ing cytl1h.in1..•.., .... u ... ·h a~ IL-12 anJ IL- l S 
a~ \\CI! a~ rroJu ... ·c .'-:0 that i~ nnt only 111i1.."fl1hi1..·idal 1241 but al...;u 
1..·: tlllll\il.· tu Llr\'JC uf Schi.,·1os1111w l 25"! .. -\lthPugh peri tonca! fllal.'­
rophagc~ Jo llPt aJhc:rc in situ to T crtt.\\icqJ.\ lC. L~1rraldt.•. un· 
publbh"d ub,ervatiLHbl. 11.: hyputh.:,ized that these c·dl' muy be 
irn oh·cJ in mi:Jiating protcl."ti\'c immunity agait1't T. l'l"U.'iÜct .. 'f'S 

lllt.'tacL'stodt:.., in STA Th ' mi .... ·c by sct.·rcting Th 1-inJuL"ing 1..·: [P­

kine~ :-.ud1 ª"' IL-12 and b: rclc:;.1~in~ :"\O. Hc:n1..·e. \\L' anal) 1cd 
IL-6. IL-12 .• 111J :"'O proJuctiun by aJherent peritnneal 1t1<1cw­
phagc':"I from T. cra .. Din·¡H-infected mi1..·t:'. ~lai.:rophagc~ frum 
ST.-\Tll "'- mke nbtaineJ during thl! early phas.: of infrctiun 12 
wkr produceJ leveh Llf IL· 12 'irnilar to tho'e frum STA Th ·' 
mic·e 1 Fig . .+e11. In ..:onir:i,t. IL-6 was JetecteJ in lower lt!ll!b in the 
... ~une supematants ( Fig . ..t/J). ;\s infe1.:tion progre..;scU. mal."rophages 
from chronically infocteJ ST.-\T6 ., • rnkt: pmJu..:ed in..:rea,eJ 
level, of IL-6 1Fig . .\/>>. but low lev"ls of IL-12 IFig. -+<11. Thc''<' 
patlt:rth uf llli.ll.:n1phagt: rcspllnsc \\ere uppo..,L'J tn thli...L' libst!n eJ 
in ST.-\T6-· micc. 11h1ch sl1L1weJ a 1011 prnJuctiun uf IL-6 huta 
!'iUstaineU anJ .;ignitit.:~tntly highcr pruJui.:tion of 1 L-12 in late in­
fr..:tiuns 1 Fig. -l. ct anJ In. :-.<O proJuctinn 11 ª' maintained in stcaJ) 
lt!vels until the .+th wk aft"r infcction in ST.-\ T6 ., · rni..:e; how­
el'er. as the infc..:tion be..:am.: mor<! chrnnic 18-12 wkl. the :"'O 
lt!,·els Jrnpp"J signitkantly 1 Fig. -+c1. In cnnm1st. macrophages 
frnm T. crarnce¡11-111frcteJ STA T6_.'.__!H!c~.PJ"!,lu..:\!.Ll 1 "'stam"J 
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FIG UltE J. Kinctics of in vitrn prnlifcrativo rc,ponse and cy10kinc production by TcAg-,timulatcJ splcen cclls írnm STA T6 _,_ 1•> and STA T6 .,. (0J 

micc. a. Ag- ... pccitic prolifora1ivc rc.,.ponM! Df :-.plt!nocytcs 196 lo; b. ~pt!cilic IF~·)': e:. :-;p~ciric IL-4: d. ~pccitk IL· 13 production by splenocytc~ aftcr 7:? h _ /' 
in vitro 'i.limulation with T1..·:\~ 125 µg/ml>. Data are exprcs~ell as in Fig. 2. S b 



fl DsTAT6+/+ 
-1000 •sT.\T6 ./. 

~ 
JOOO 

= 2000 
N 

1000 

o 
s 12 

b 

' ; 
!:--__ , 

o 
::::: IJ rL_ ~ 
~ººº rl 1 11 Ll 

e_) 
C:"/J .---· :r::.r:i 
µ:¡ 
E---• 

o .............. ~~~ ............... r..i ........ ~ 

s 12 

\\°t.•eks rost infoctinn 

FJ(;L.J{E -1. Pcritnncal 111.1rn>phagc' frrnn ST..\Th .111d ST.·\ Tó "'. T. 
tTi/üll't'fH-infcL'tt..'J 11111.:t..' Ji~pl..t: J11r":rt.'nt rC'~po11'1..''· ~IJL'rophagc:-. wcrc 
\1ht~1int..'J at Jiffen:nt 11111c: poinh aftcr 1nft.'1.:1ion anJ .. 11rnulatt!U with LPS t5 
µg/ml 1 Juring .is h: .. upcrn•llanh \\ crt: .1nalyzt!'J f11r ll.-1 ~p70 t ''J. IL-6 111'. 

. inJ .'\O !el prtll..IU1.:tion. Dat~1 an: C'\pn.:,,c:J ~1:-. líl Fig. ~. 

k' ch nf :-;o throughnut thc ..:nurse ni inkction 1 Fig. -le¡. Taken 
tog~chr.!r. 1he:-.c nb:-.crvation:-. 'uggcst that the STAT6 signaling 
path\\ay mcJiates 'usccptibility to T. cra.uiceps. ac lcast in pan. by 
inhihiting macrophagc IL-12 anJ NO proJuction. This is supponed 
by previnus studies Jemonstrating lhat IL--1 and IL-13 inhibir pro­
Ju.:ti1111 11f Il.-12 anJ NO from macrophages in a ST.-\T6-depen­
dcnt :mnncr 121'. 27 J. InJceJ. reduccd IL-6 proJuctinn in 
~T-\ Th 1111cc may aho crnttrihute tn cnhancemcnt of Thl rc­
'i'"t''"· !,!Í' en 1hat IL-6 has bt:en shown 10 play a critica) role in 
di:l"<:re1111.1:i1111 «t IL--l pmducin~ CD.J • T ,·c\\s 128). 

Ell...,irwphib díC i...·onsiJcn:U nnc uf the rnost i.:!tliciem effcctors 
cel I ... in ,L'\·i.:ral hclmrnth para~itic Jiseust!.., 121. 29 J. Therefore, \\:C 

"' .t!u.1ted lhc 111!l:1111matllr) intiltrate in the peritoncal cavity of 
ST .. \ Tli .111d ST..\Tb · · 1111..:c in carly and late infcctions. At 2 
\\)... r•,..,trnft.:c111m. ST.·\T6 - ' - micc recruiteJ up to 11 ~ l .9(f. of 
c1\-.1rn1¡.'l11h. '.\.he rea:-. ST.-\ Th rc:cruitt:d .;igniti.1:antl) lower per­
cenu~e' 11 :-:: ll 2'é: ¡> < ll.051. .-\t late infrction 18 wk1. 
~T.·\ Th · 1111cc m.llntained .1 higher rccruitment nf cosinophils. 
r:,1n~ t.i ¡,.; :-:: 1x;. Conve"cly. ST.-\TA-. - JiJ not prcscnt co­
. ;:,.,ph1i, :n .tll 1<l'r1 by this time: instcad. they had JO incrcascd 
"':1lrc:J11«n of lymphuc)tC' as ..:nrnparcd with STAT6 .,. micc 
! ~5 = :.5'; '...; ; ~ l .5'f.. rc~pcctively J but -;inlilar numbers of 
rn.:..:n1pha:;c .... -.u~ge~ting a role for thc:::sc ...:clls in the eliminution of 
tlle para,ite anJ ,1t thc ;ame time ruling out thc cusinophils as 
pnti:ntial ctkctor cclls in murinc cysticercu,is. These tindings op-s\ pose the Jogma 1hat cosinophils are .the ~e~· ~:lis:~~ª~-~=[~~~ 

CUTTING EDGE: ROLE OF STAT6 IN CYSTICERCOSIS 

role eliminating hclminths (7, 20, 21. 29). In contrusc, our Jata 
fornr a possible acth·e participation of nrncrophagcs in eliminating 
T. cmssiceps. perhaps by producing NO. AdJitiunally. we ana­
lyzeJ other ce\I popula1ions of the reritoneal cavity throughout the 
inkcti<>n. Basorhi\s/mast cells were Jecected in lnw percenmges in 
ST.-\ T6 _, _ mi ce ac carly infeccinns ( 1.2 :: 0.(ic;. ). anJ l<>wcr in J;ite 
<>nes (0.2 = ll.2cé ). STXf6 - '·· mi ce re..:ruitcJ 0.-1 = O.\ r, at wk 
2 and 0.6 = 0.-l'í at l:itc infeccion. Bnth ST.·\ T6 ., - ami 
STA T6 · ' micc haJ comparahlc numbers uf ncutruphils ( 2 = 
ll.-l'"i· anJ 3.5 = O.llrr 1 throughout thc infcctil>n. These tinJings 
,ugge!\I that nthc:r effet...·tor t..:ells \lll..:h a~ basllphib/mast ":c:lb anJ 
nc:utrophi(, 11101~ not play a .;,i~nitk•lnt role in meJiating rc!si~t~lllt..:t! 

~1~ai1ht T. l'l"<l.\Üet'/''. int'eL·tiun in STAT6 ., - mi~t.·. 

In ,·l>rh:\Lhion. ST.-\ Tó B.-\LB/c· micc muunt a ,1rong Th 1-
like rc,p<11>se: producc hi!,!h k,·cls of IL-12. IF:'\ -y. and :'\O: anJ 
dth:ientl~ ~untrol T. cra.nice¡1,· infc:ccion. In f..'lHltrast. STAT6 ~i ~ 
B.-\LB/c· mice Jcvel<>r a prcdl>minant Th2-like re,r11the associ;Hed 
with high le,·eb nf IL-.J. IL-13. lgG 1. lgE. ami "'"inuphilia ;rnd 
di,ph1~ 'ignitic<1ntl) highcr parasile luads. Our tinJing., 'upport che 
hyputhe,is that ST.-\ T6-mcdiatcd signaling h critica\ for thc ,up­
pression of che Th 1 re,pm1'es re4uircd for contr1>l\ing murine cys­
ticerc<1'is and a\so suggest that Th2 cytokines faH1r the develop­
ment of susceptibi\ity during cysticercosis infcccion ,·ia STA T6 
af..'ti\·atiun. 
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Alterecl T helper responses in CD40 and interleukin-12 deficient mice 
reveal a criticul role far Th 1 responses in eliminating the helminth parasite 

Taenia crassiceps 

Miriam Rodríguez-Sosaª. Abhay R. Satoskarh. John R. David", Luis l. TetTazasª·* 

[>1·¡•ill"lmi·l/f r1{ /m111:111i•IP.\.'Y· /11,fitill1• S·u :.m. 1/ 1/t' C111·,/i11/m:i11 'f.tt11111 "' Clui11·.w ·. 1111111 H1tdi11:u1 110 /, T/11/¡•m1, ,\/1 .\WO Ci(\', ll F. /.J{JS(J, ,\/,•.dr·o 

·"1h·J•t11·:mo111•: .\Ji. r,d1111f,1.1..'.'· Th1• 01110 S11u1· l '111 .. ·nif' C"lum/111\. OH .J.t::/o./~v-:,, USA 
;(J1•¡1111·mh'tll !1/ /mm11110:11\'\ .:11,/ /t1/i'l'ti1111' />i,1•1/\i'\, Ht1r.11rrl Sd1110/ o/ I'uh/1c H1•11ltl1, Homm .. \/A 0~//5, ,\fc•.\icn 

R1.'i."t:l\i.'d :!S C\.·h1~r :!t'lll~. n .. ·-.:i:1H0 d in rt.•,j,~lt tu1111 :!S JJnuJr~ :!OO.\; Jl.'..:~ptc:d J F~hruary ~00.' 

Ahstract 

.-\ key fcaturc of hdminth inf.,<:tin1i- I> thc inJuctilln llf >lmng Th:!-hia,cJ immunc re,pun-.e' in thdr hosts. We ha ve pre\'iously found t.hat 
Th2·1ikc rcsp"n'"' mcJialc ,u,,·cptihiht; h' th•· h<'hninth para,itc T111•11i11 c'/'itüit c'f"· prnhahly hy inhihiting Th 1 res pon'"' re4uired for thc 
lÍL'\t!loptnL'lll of prntccll\"t.' tmmunily agaln .. r th1.' para ... llt.'. HL"rc WL' .. h1.n\ that mi1.:e lai.:k.ing interkukiu-1 :?p35 ( IL-1 :?p3S - /-· l follnwing T. 
< rtts.\"iet'fJS 111fL'c:tin11. faikJ fu 1nou11t ...l TI1l rL':-.pn11'c. hut Jt:\clnpL'J a .. 1ro11g Th.2-t~pc rcsfXHl,c. producr:U higher k\"cl' of lgGI. IgE. 
interleukin--L 111ti.:rleuki11-:" J' \\ 1...'ll a:-. Llllt.'rkukin-13 tha!~" ih.l-1ypt.• mti:1.•. ~111J hccamc highly su:-;ct:ptihlc In thc l¡irval :-.ta ge.: of this cc,toJI.!. In 
C•Hllr:a'L , 1111il:arl; -1nfec1cJ ("[) .. Hl Jetkienl R,\l.íl/.: mkc l("[).!IJ ·· / 1 tlbpla)ed impairmcnt llf hnth Th 1 anJ Th:!·IYf"" rc'I'''"'"" 
•1 .... 1 -..: 1 ~ 1 h..·d \\ 11h lu\\ k\ el .. 1.\f i111crf1.•wn·) a:-. \\1..•ll ª"" lgE. intcrku1'.111-~. 1111crlt!ukin-:" and interleukin-13. hut cffü:i~nt\\ ..:ontrolkd T. 
crttHin·¡1.\ 111tL'L'til\fl T11g.1.:thl.'r. lhl.''t.' tlmhn~' .. u~g.t.•,1 a d·· 1 ri 1 11cn1~.al mk h1r Th2-hia~t.:"d n .. •,pon:"ll!.' during thc larval .'tJ.~C l~f T. cra.nzceps 
lllfL.'1..·t1011. runhcnl\l\fL'. thc~ .i1 .. u .. ugg ..... t a pt\Ol~d rol!..' k.r CD~(} lll dl.'\..:h.\ping Th:?·typc: re,pon'l!'. 
l. 2011:; Puhlt .. hcJ h) EJ..i.:\lt.'f Si.:1cm:c LtJ. n11 ht!half llf .-\u:-.tralian Soc:ict~ fur Para:-.itolo~y lnc. 

1. lntroduclion 

lnfcctiuus agents often hias thc: hust immune response, 
kading to pulariscJ c·ytukin..: prnJuctiun. In contrast to pro­
inllammatory an<l 111 l -hi•L'ed responses scen with most 
intract!llular pathug.:n> ( .\!1 ben: el ~L. 20011: Hli" et a!.. 
211i~I). infection with th.: nwJority ot" hdminth parusitc:s 
lcads to an immun.: response: which is Th:!-type hiascd. 
Cvsticercusis is a ht!lminth 111fectiLHJ <:auscJ hy thc larvae of 
tl;e c.:stude liw11it1 .w/iwn atkctin~ humans allll pigs. This 
disease is cnnside11!<l a Puhlic H~alth prohlem in Snuth 
.-\meri<.:a and :\sia. but has heen c:xt.:ncleJ in thc l•LSl fcw 
years h> devt!loped cnuntries ( Sciutt<' :.:t al.. 201J0). 

1 n an .:xperimcntal 111111.i.:I ,,r cyst1cercmis. inl't!ctinn uf 
111hed 1111ce witil Tac11it1 "russi1·1·¡JS incluces a strnng 1112· 
~yp.: "'"po1i-e. similar t11 tliat ohs.:r\':.:cl at"ter infection with 

C11rrl.!':-.¡mmlmg ..1ulhl1r. Td. -5.-:?.;5-5511-24>11; la.\. --52-55·5573· 
()IJlJ..;. 

E.m11il 111lt/11''i.\: 11.:tlu1C11-..:,11d111h1giJ.or~.m., 1 L.I. l'\!rr.ita:i-1. 

other helminthes such as Nippo.~tro11gylus hrasi/iensis and 
Tri1·/111ris muris (Finkt'!m;m t!l al.. 1997). Although it is 
widcly accepted that Th2-like rcspons.:s meJiute protcctivc 
immunity against most hclminths ( Ban:.:rnft d "l.. 1 Q97: 

l "rhan .:t al.. l lJlJ5). thcir role in mcdiating protcction 
against murin.: cysticercnsis is in douht ('l"<·rrna> <:t :11.. 
l 1J<1S: To.::njcs .:t '11 .• l 1)91J). 

:\ series ol" stuclics found that although T. crussic<'ps­
infcctcJ micc devclop a 111 l-like respons.:s Juring the early 
pilase of infcction. th.:y evemually d.:velop a 1112 n:sponsc 
tlmt is associate<l with an incrcasc in parasite load (Terraza~ 
<'l al.. lLJllX: Villa anJ Kuim. !996). \Vhereas the adminis· 
tration of im.:rt"cron ! lfi\)-"'I neutralising antihoJi.:s to T. 
1T<1ssin•¡JS·infccted micc <luring th.: eurly phase of infcction 
n:nJcrcd thcm more susc<:ptihlt: t.1 cysticercosis cTcrra1a.-; 

et .1l.. l•)lJ'l). Furth.:rmnrc. usin'-! ST:\T6 - !- micc wc 
lrnv.: dcmonstrat.:J thut thc STATh-m.:Jiateú int.:rlcukin 
( ILJ-..\/lL-1 J signalling pathway is criti<:al for devclopment 
nf protcctivc immunity by inhihiting 111 l di.:vdopm<:nt 

llflJfl-7'5 IWO:\IS l0.00 t~ ::!rnl.l Puhli:-.h~d hy El'c:" 1cr Sdc:ncc: Ltd. nn hc:halt ot Au .. 1ralian Soci~1y ftlr Par.i:-.itc1lng) lni.:. 

d"i: 10.111tó/S00211-751•J11l.11111Hl)2-S 
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(l{11dri¡p11.'.~·S11'a c·t ;il. ~llll.::!a). ·111ll,, a Thl-tYP'-' r<.!spnns<.! 
may play a cri1i1.::il ruk in pnllc...'1.:ti\'t.' inununity agai11st 

e.xperi1nc111;1l ""·~·stic...·1...·1·\..·l1'\is. 
IL-12 1s knn\q¡ tn induc<.! 11-":\-'I pn1d11c·ti1111 and pm111u1.: 

Tlt 1-IYP" r<.!sp1111'"" tltat ar<.! <.!s,<.!ntial t"nr enntrulling 
inkc·ti1111' \\Jth i1111a•1.·llular p:u·a,it .. ·,; >L1d1 as l.<'i.1/t1111111i11 
111tl}or a11d '/in11¡1'11S111u g111tdii l(\.•\L1 ~·: .tl .. 1 \)lJh: C!a/i:ih.0 111 
et al.. i 1Jl.lf1. ~l~Hh . .'t!: L't • .t .. t 1 j\)."~ . .\l.itt:k'J' 1.:t .d. ¡t)'.10J. 011 
tlt<.! 11tlw1 lt:md. IL-12 Ita' ah11 r,·,·11 'h"\\n 111 111<.!dtat1.' 
pathllh1gi1..·;,d damagL' dunng h1..·lm111th int"1.:ctio11s t H;11h.'fl)¡'~ 
et JI., 1-..11>7; Fml...1.·i1¡1.u1 1.'t a!.. 11.J\q: R.l•t111a:t ;,:\.d .. llJlJ7). 

e\'en f;1\'llllrí11.:; int1...·strnal 111sta!!at1Pn ll( thL' 1H:1nat,.~ ... 
Tric'/wris m11r1., 1 B.i:h:r1 l(t L'l a L. 2111 l ! l CD-ltl is ;1 1ne1nhranc 

rnuk·cuk L'.'\fll"L''."t'."tl.'d 111 a \·anL"ty tlf .:1...·I! typL'S. qu,:h a!-1 H i...·clh. 
as \\\.'ll a~ antigL"n flil'..;cnting 1.:dh 1..\PC) that i111.:lu1..h..· 
macropha¡:<.!' .111..! tk11d1111e e<.!lh ; DCl 1 c,·\i.1 e·: .d .. l 1l•Jo. 
Kawah<' ,., al. l"•l-n CD-ltl pla:' .1 pi\lltal nik in th<.! 
intL'r~1ctio11 :\PC-T l.·eH.., ¡Cl·!la .. ·~ .1i. l\Jlln: Grt.'\\,Ji t'! ~i! .. 
l Y'l7: 1'awah1.' 1.•t .d. ¡ yq_¡ 1 \\her<' 11s 1nto:raetion with 
CD 15-1 has h<.!<.!n shnwn tn play an o:ss<'ntial rok in cdl­
rn..,diat<.!d 1m1m111" 1·<'sp11ns'-''· "''P"'·:ally Th 1 J..,, dnpm<.!nt 
Juring many intracdlular par:.is1tí1,.· d!!\L'aSC'."t and fungal 
infcclitHlS tCu ... vn'."t L'l ;d . l lj\)~: (;rl''.\ ~ti 1..'l ;il.. } ll97). 

,\lurem·<'r. a lú:<.!111 ,¡udy abo rq11>1t<.!d tltat CD-lll/CD 15-1 
interaction '" "-'''l.'ntial lllr Th2 d1..•\dupnh:nt and rl.'ducing 
rnnrtal1tv Jun1H! 11~rc:ct1nn with ü11..· hL"lrninth parasitc 
Sc)1istos;u,w m1u-1.üJ11i 1 ,\la~IJtlnalJ et .d . .:'.002a). 

In this studv we ill\·e,ticateJ th<.! roks nf IL-12 and CD-lll 
in th<.! r<.!gula;i<Hl of T l1<.!lper responses during murin.: 
cvstic<.!tTosis. c.1us<.!d hv th<.! ltdmtnth T. t"rassi<"<'f'-'· and in 
d~tt:nnining it~ outcu1;1!...'. hv analvsirn.! thi: course of T. 
r·rassin·¡>s 1nf<.!ct1011 in -hoth - IL~l 2p35 - /- and 
CD-lll - /- l:l:\Ll:l/e 111ie" ami rnmparing this with 
similarly infectcd wild-typ" l:l:\LH/c miel.!. :\dditionally. 
wc also analys<.!d anlihody protiks in sera. ct:llular respull'\'' 
and cytokincs proriks in hoth spken edls and macrophagcs. 

:?. Matcrials and mcthods 

2.1. ,';fil'I' 

Si.x- tu 8-weck-old female BALB/c micc. IL-
12p35 - 1- and CD40 - 1- mice in a BALP.'c hack­
ground \IW<.! purchascd from Jackson Laboratnrks and 
maintain<.!d in a pathogcn-frcc envirunm<.!tH at thc Harvard 
~kdical School animal facility in accordancc \; :::1 lnsli­
tutional guiddincs. In sorne experimcnts STAT6 - /­
miel.! in a BALB/c background ( Jackson Laboratnries) wcrc 

us<.!d as r<.!sistant controls. 

2.2. f'arasirr.~ mu/ i11ji·cri1m 

:Vktaccstod<.!s ot" T. cn1ssireps wcrc har:est<.!J from thc 
periton.:al cavity of f<.!malc BALB/c micc 2-4 months aftt:r 
infcctiun. ·nH! cysticcrl·i W<.!rc wushcd four timt!S in stcril<! 

l'l:lS (0.15 ~l. pH 7.2). Exp<.!rimo:ntal infectil1n was achi<.!vo:d 
hy i.p. injcction with 20 small (ca. 2 mm diarnctcr) non­
hudding c·ysticer.:i 11f T. ,·rassiaps SllSp<.!nd<.!d in o.:i mi Pl:lS 
p~r lllllLISt!. lnfo~tions \\~re dunc at lhc sarn\! 1in11.! in ordc:r to 
p<.!túirm ali :L,says <Hl th<.! sa111<.! day. usinc a!!e-matd1eJ 
uninketcd mi.:c as eummls. P•trasilc load wa~ m~:L,urcd at S 
w.:<.!ks p.i. hy .:11unti11g all parasito:s found in th<.! p<.!rilon.:al 
l'a\'ity aÚ<.!r e.\tcnsiv<.! wash.:s with Pl:lS. 

2.3. Ce// pn·¡111nlli1111s. ntlttll't' t·o11diti1m.,· anti l'_\'tokill<' 
t1.\.ü1ys 

Spkcn cdi> \\ere uhtain<.!d and n1ltur<.!d as pr<.!\'iously 
d<.!sn:h<.!d tT.:::·az.Js l't al.. l'J•Jl'.I). Bridlv. sinl!I<.! <:el! 
'lis¡x•ns1011, \\ero: pr<.!par.:J in RPMI 11'>-lll. suppl~rnemcd 
with lti'"; l'BS. !00 unit' uf p<.!nicillin/str<.!ptomycin. 2 1n.\I 
glutamin<.!. 25 m.\I 1 IEPES hutfrr. anJ l '.7r non-1.!ss<.!ntial 
amino acids lall frorn Giheo l:lRL). Erythrocyto:s wer" lyseJ 
and \'iahlc cdls adjust..:d to 3 X 10'' cclls/ml anJ 100 µI/ 
wdl. placed into 96-well llat-hnttomcd rnltttr<.! plates 
!Costar) anJ ,;timulato:J with T. cmssin•ps s11luhle antil!cn 
125 µg/mlJ al )7 'C for 96 h. Eight<.!<.!n hours prior lo cul~urc 
t<.!rmination. 0.5 µCi/well of ¡.IH ]thymidinc (i\'Ei':) was 
add<.!d. Cdls \\ t!r..: han·<.!sted. and eountcJ u~ing a 13-platc 
l"otnltcr. Values ar<.! reprcsented as ~·.p.m. Supernatants frnm 
thes<.! cultures were harv<.!stcd. c<.!ntrifuc<.!d and anal\'S<.!d bv 
ELIS:\ fnr IF.\--y. IL·-1, LL-5 (Phar~linccnl an,Í IL-13 
( R&D Systcms 1 production. - . 

2.-1. Cytokinl' u11ti 11irrit· o.ritil' protiucti1J11 !>y pl'riWnl'a/ 
lllCIC}"{Jf'/UlgC'S 

Pcritoneal cxudate cdls wcrc obtaincd from mice at 8 
wceks aflc:r T. crassiceps infection. Peritoneal cclls were 
adjusted lo 5 X !0~/ml in RPMI supplementcd and plated in 
six-wcll plates <Cosrnr). After 2 h at 37 ºC and 5% CQ,, 
non-adhercnt cells were removed and adherent cells wc;e 
gently scrappcd using cold PBS. Thesc cells were 
centrifuged and rc-aJjuswd to 1 x 106 /ml. Viability m this 
poin1 was > 90'7c. Thcsc cells constitutcd > 90% mucro­
phugcs accnrding to tluorescenci: aclivatt!d cdl soning 
analysis carried oul in a FACS-calibur with Ccll Quest 
software by using lluorcscein isothiocyunate monoclonal 
antihody F-1/80- !S<.!rotec). Om: millilitrc was then pluted 
and ct!ll aclivation pcrfonned in 24-wdl plati:s (Costar) with 
lipupolysaccharide (LPS) (5 µg/ml, Esclzaiclzia coli 
111 :B-l; Sigma¡, followed by incuhation for 48 h. IL-18. 
IL-12 ( Pharming<.!n) and ni trie oxidt: (Griess reaclion) were 
then examined in supemutanls. 

2.5. Antilwrly EUSt\s 

Blood was cnll<.!cted from the tails of T. <'rt1s.1·iceps­
inf.:ctcd IL-l:?p35 - 1-. CD40 - !-. STAT6 - 1- and 
BALB/c wild-typc mice. Antigen-speciñc lgG 1 und lgG:?a 
li.!vcls wcrc determim.:d hy ELISA ¡t~ prcviously descrihed 

-------··---1 
\ TESlS CON . 
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,\/. A', ,,:'t l\.'•'•':·S·'"' 1'! 11/. / /11/1'fll•llu11111! }:11111111! {or P11r1lüt, 1/og\ .t.\· / ~003 1 /-'J 

tKl'th·1g11t.'/ ;,,.•! ;il .. ¡qq~}). i{L'~Lllts are l'.xpr!.!ssed as lhc.: 
t.'ndpuint tille''· T11tal lgl:: prnduc1:,111 was dl'lt.'rtllitwd hy 
Opt-cLIS:\ 11'han11in~,·111. 

~.h. S111ti.,1intl a11t1lysf., 

Cnmp:tll'<lll' :11111111~ wíld·typt.'. IL-12pJ:\ -· 1-. 
ST:\'!'11 - /- allll Cl)-lil - /- grntt[" c·nnsid..,n:d in this 
\\11rk \\t.'ll' madt.' u>in~ Studt.'1ll's 1111pa:1,·d /-lt.'st. I' <O.O:\ 
\\as i...·011'.".1di...•tL'd ~1g.1111\t..-~lllt. ·n1e stali~th:~tl slg.11i1ú.:a1l\.'t: n( lile: 

'\1..'l:t tit11..•s \\1..•n: detc.:rnlÍ11t.>d hy 11on-paramt:tric t1..·sts using. 

:>.la1111-\\'l:i111t.'y / 1/\\'í!••'"'11 rnnk. 

J. R~sulls 

3.1. :\I'-'""'"' of/L-12.Ji1rn11rs T. l'l'<I.üi<T/'-' 
i11ji·c1io11. w/11•n·a.1· 11i>s<·111-.· o( ('{)~ti .1;1n111rs n•.1i.1111111'1' 

In orJ.:r to clarii\· thl' rnk nf un.: ,,f lhl' must impurtant 
·ni 1-induc:.:r cvtoki;ll: sud1 as lL-12. in cvstic.:n:osis. w.: 
p<!rfnrm.:d t.'X[;l'ri1m:111s in 1L· l 2p.1:i - l.:_ miL·c. 111 thl' 
pr.:s.:nt stuJy. Wt.' ínft.'ctt:d a:;t.'·matcht:d wild-typt: 
1 BALBfl·) and 1L- l 2¡i.1 :i - /- llll•'l' \\ llh 20 cystic·t.'rci 
anJ fnllowed tb.: t1ÜL'L'linn fnr :\ \\\.'t:ks. Signitii.:antly 
incrt:a,cJ p~1r:l~llL' hurdl.!ns \\l.!r~· DhscrvL"d !11 IL-
12pJ:i - 1- mi'·" com¡i;irt.'d with H .. \LH/c lllÍL'C lh!,!. l). 
Th.:sc· linding' suggest that IL-12 is 111n1ivcd in rcsístancc to 
T r·ras.,in·¡1s i11fcctiu11. 

:\cxt. we ,k,·dnpcd t:~pc·ri111c1u' '' nh CIJ-lll - 1- 111in: 
to an:ily'" tite rnlc of this 111nkcuk in hoth T h.:lp<:t 
rcsp1111,cs allll stisccptihility tu murinl! cysticl!rcosís. 
Surprisingly. CD-lO - /- miel! haJ incr.:ascd n:sistanct: to 

T. crassit't'fH infcction (Fi~. 1 ). suggt!sting a ncgativc rolt: 
for CD-lO in n:sistanc·e in thís hclminth ínft:ction. In these 
cxpt:rím.:nt~ wt: uscd STATó - /- miL"c as resistan! 
contmls to T. cras.,·ic·1·¡1S inft:ctinn. Furthcr. Wt.' continned 
her" 1hat ST.·\T6 - /- mice wcn: highly resistunt to larval 

WT IL·llKO STAT6KO CD40KO 

Groups 

f-lg. l. ll.·l~pl'.'i :mi.:.: Jf;: h1~hl;. .. u .. ..;;."ptihk. ',\ht.'rc.!:i!' C"D-lO ~- /-·· 
:ni~I.! .sn: h1t;?hl!' r::,1 .. 1Jn110 /~w1i1111·r.¡.\\111•¡11 1r.tt::.t:.in . . \li'-'r;! wi:rc inh:.;tc:d 
1 p. "'ilh :!O i.:~ .. 11c.:t:"cc101 r. .·111.1u1 1'/H .snd par:J .... ti: 111 • .11.1!'> v.1!1fi! :nca!'l!rcd .u ~. 
· ... .:d .... pn .. r-1r.lt!'r..t111;1. ll:11a ..11~· t:\p1c .... 1..:d J. .. in.: :111:an:. S.E. of f.iur nui.:;: 
pt:r ~1o1up /' 0111 .. :o:np.ma~ ll.-12p15-/-·. CD-tO-/- ;iml 
~TA I°h I \cr-.u .. H.\LH/i.: .,\iJJ.1:pc :rn .. :;:. P .... _ 0.05 comparin~ 
cu.m \C("l:' ST.\ l"tl I - mic.:. Si:ml.u n.· .. ulh \1•c!n: nh-.c!í\"l!tl m 
tv.11 11ttlc¡x·mk·n11.·,pcn1111.:n1 ... 

int'cction \\ ith T. cra.ü·in·¡>s ( Fi¡;. 1) ( [{,1dri¡;u..:1-Sos;1 .:t :d .. 
~OIJ2a·1. 

3.1. l . .-\111ig1·11-s¡>cci/ic /gG / <1111/ ttJta/ lgE pmt!1u·ti¡¡11 1m• 
c11il11tlet't! 1111t! JgG2a prot!11ctio11 i.1· rc·tl111·1•tl in IL-
l 2¡135- /- T. ,.,.,,.\.,·it'e¡>s~i1~/i•crc•cl núcc. wher:.·Ll.\ 
CJ)~t) - 1- i11ji•1 r1·tl lllÍt't' tlid 1101 S\\'Íli'ilctl to 111•itilcr /~G 
11or /gE .. 

l\'l!xt. we nwasur.:d kvt:ls o!' Th l ·associatt:d l!.!G2a as 
wcll as ·1112-assixíatt:d lgG 1 and lgE antihodie~ in LL-_ 
12pJ5 - i-. CD.to - 1- and STAT6 - 1- and wild-1ypt: 
1nk~ ai't~·r :-; \\ L: .. ·ks ol° inf~ction. Tt1t•11ia cn1.ü·ii·e¡>s·int'c:;.;t..:d 
1L.- l 2p.15 - i- 1111.:t: d1splayl'd sígnilictntly \P < O.li5) 
highcr titrl's uf antigt:n·specitic lgG 1. hu! si!.!níticantlv 
lnwcr titrc'S of lgG2a amihodít:s. •·11111parcd \\ith-wild·typ~ 
11111.·.., ( l-'i:'.. 2.1.l'. f' < 0.115 1. On the other hanJ. levcb of t1ltal 
lgc \\ere ,¡gniric"ntly high..:1· (/' < ll.ll:il in these IL· 
12p35 - /- mi•:: th;: 2~). 1\s exp.:~tt:d. CD-lO - i­
inf;.:1.·ted mi1.·e d1J not swnch to lgG l. lgG2a or lgc ( hg. 
2a-•·). whert:as STAT6 - 1- infect:!d mice d..:vt.'lop<!d 
low.:r títres of lgG 1. sí:;nilicantly higher tílrt:s of lgG2a 
1 P < O.O 11 and htL'<li k\·t:is of lgE 1 Fig. :'..1-- r.: 1. 

3.1.:!. Sp1·ciric sp/1·1111t·y1e pro/iferatio11 t111tl <'ytokim• pro.file 
w·1· 11/tt'l't'ti i11 l•oth IL-l:Jp35 - /- w11/ CD~O - !- T. 
ITLIS:it't'Cf'''·i11Ji·1·tcd mic·t: 

In ordt:r to J.:termint: whether thc ccllular r.:sponse was 
altt:rt:d in the different groups or infected mice. we analvsed 
thc: prnlitáation of splcnocytes and their cytokine protÚ.: in 
respotl.'t: to sp..:ciric antigen aflt:r 8 weeks of infection. Fi2. 
.1a shows that IL-12p35 - 1- infectcd mice hnd a reduc;J 
prolif.:ralivi: response lo thcsc antigens. Likl'wise. spleno­
cytes from C!J..lll - /- infected mict: presented a low 
prolifcrntion ratt.' comparcd with wild-type mice. In 
conlrast. STAf6 - 1- infected mice showt:d a strong 
antígen-speciric prolifrrative response. Regarding the 
c:ytokin.: proriles. IL- l 2p35 - 1- mice mude signiticnntly 
higher lcvels of IL--l. IL-5 and lL-13 hui produced markedly 
kss LF1'·-y in r.:sponse to T. crassireps antigens. compnred 
with wild·typt: mice CFig. Jh--t!. P < 0.05). Similarly 
stimulated splcen cells t'rom T. <'rassiceps-infected 
CD40 - /- mice displayed hasal levds of all these 
cytokines. As rt:purtcd pr<!viously. concnmitamly infected. 
STAT6 - 1- mic:e ut.'veloped strong 111 l -bias"d respons..:s 
( R11drígu.:z-S,•:'a ::t al.. 21lll23) i Fi I! .. 'h-e). 

Bt:caus.: tbt: reJuced prolift:r:;tion and cytokinc pro­
duction seen in splenocyll!s from CD-10 - 1- inf..:cted mice 
might he dueto a reduced functinnality llí defcctivc cellular 
proliferatiun to st1mulation. we dccidcd to examine the 
ahility of spknor.:ytes trom wíld-type and CD-llJ - 1- T. 
""'"'-~Ín'/H·inf.:cted míce to proliferate and to produce 
cytokim:s in res¡Nnse to plate-hound anti-CD3. Following 
in vitro stímulation wí1h anti-CD3. splcen cdl from 
CD40 - 1- int't:cted mic·e Jisplaycd a strong prolifcrative 
rl!sponst: whík tlmse frnm tht: wild-type infoctt:d mice 
shoWl!d a rcduced responsl!. to the same stimuli ( Fig. 4a). 
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ARTICLE IN PRESS 
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u 
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~ 
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b) 
'? 250 
;: 
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u 

:- 150 
= ·s 
c. 100 
"8 
~ 50 ~ ... 
~ o 

WT IL·12KO STAT6KO C040KO 

Groups 

e) 
20,000 

f. 
15.000 

.: 
"' 10,000 
!:f 
~ 

,"$ 5,0llO ..... 
<10 33 

o . ._........ 
WT IL·12KO STAT6KO C040KO 

Croups 

h,:!. 2 ('11mpJr1 .. ,111 ul Jn11gcn·'pct.:1fü: l:!G l. lg.G.:?J and 1otal lg:E 
p1ndu~1ion durm~ T11r•11111 cmn1n'/''. int~i.:tinn in lL-l:!pJ5 - 1-. 
cn..in ¡ STAT6 I ;.rnd .... ild·I~~ m11:c:. tal Antigen-specith.· 

l:?G 1. 1h1 .·\n11~::n· .. jl\."• .. :1lii..· l~G::!a ;.ind : .. :) T1.,tal lgE. The: grJph' .. hnw rhc: 
:n::JI\.:. S 11 111 = -l .1:11mJl .. 1 ..1n\t .11t: ri:rr;;: .. <:ltJrin: ,,t , .... ,, 1mlcpcndc:n1 
l.'\pL"11:nL.":\h f' -... n 11~ .. :o:npari:i~ ll.-1 :r l'.'\ - 1- • C"D-lfl -· 1- Jnd 
s L\ Th I \l.'í'l·' ..... ild·l~p\,.· :n11.:1.' 

'.\\11re1n·er. as scen in f'i". ·lh. an1i-CD-' stimulated 
,nlcnrn.:vtes from CD-10 - /:. T. c·nu.vin·ps-inf.:ctcu mic.: 
r

0

ll>Juce-d low..:r lends nf !L-4. IL-5 anu lL- lJ hu1 mor.: 
11-S-·¡ than ''iltl-lype infcclt!u mice 1 Fi¡;. -lb). 

.?. 2 .. \fc1C"roplzagc res¡unrse is alterecl tluring T. crassit"C'JJ.'i 
i11¡l·f'tio11 

The lar•:al srage uf T. Nassit"t·¡is 1ypic:illy n:siut!s in lht! 
periwneal cavi1y uf the murine husl. Tu ue1emlin.: 1h..: role 
, ,¡ 1L-12 ami CD-10 in the Jevdnpmenl of the macmphag..: 
r..:sponse during lhis h..:lminth int't:ction. we perfum1t!u 
experimems with macrnphages isolated irnm the p.:ri1om:al 

c·a\'ities of IL-12. C!J-10. anu STt\T6 u<!licicnt micc. as w.:11 
as \\ ild-tyre infccteJ mice al 8 w..:eks fol!owing T. 
aassi<'<'J•.i ini'eclion. and lested their ahi!i1y 111 rcspnnu to 

a l"l'll\'e1itin11al Th l ·typ..: slimuli such as LPS (~ I.1i:D1in.1ld 
«! ;t!., ~¡ •02h 1 . .-\s e.\rected. !L- l 2p70 was 1wt detect..:J in 
IL·l2p35 - !- mice and 1L-12p70 produclinn was hi11hlv 
redttc·ed in wlld-lypc infected mice cnmparcd \\ ith s1111i~1rl~· 
int'ected ST.-\Tó - 1- and CD-rn - 1- T. , .. ,..,.w·cep.;­
infec·ted n11,·c 1 h¡: ~ .• ·1. !-'unhern11>rc. LPS-<tirnulated 
lll:tl'lPpha~1o.·:-i trurn r. cTt/SSit'('/'S·inf\.!~'kU IL-1 ~P-;~ - /­
mice produc·ed '1g11itil'amly k" nilri.: u~idc 1 :\01 c11m­
pared Witll \\ ild-ly¡>C lllll'e. hut rniduccd similar k\'<!ls nf 
IL-1 S 1 Fig .'h . .: 1. On th..: other hanu. ma.:ruphage' frnm 
C!J-1() - /- and ST:\T6 - /- T. 1·mssi('('/l.\-infecleJ mic·e 
disp!ayed 'ig11ilica111ly higher kvels of :\'O ¡p < (J.(15). 
\\hile lL-11' k\·eb remain..:d simil•tr ti> thn'c ohservcu in 
\\ lid-typ~ lllk» .. ' t h.;! ~h.!.: l. 

-1. Discussinn 

Taken log~:~:.:r. our resulls prnviue ncw •u1d dt!taikd 
e\'idence thal !L-12-induct!d Th 1-typt.! n:sponsc is nt:cessary 
for 1he contrnl oi' larval stag.:s of tht: h.:lminth oarasitc T. 
1·n1ssi""I'"· \\ h.:r<!as a Th2-typ<! respons.: app~ars 10 h.: 
requireu t'or parasitl! <:slab!ishmt!nl. Thcsl! requirements are 
murt: cviucm in T. C"rassiC'ep.v-infectt!d lL- l 2p35 - 1- mic.: 
lhal fail to dt:\'dop an et1ici<!nt ni 1-type rcsponsl! and 
display grl.!alt!r parasite hunlens lhan the controls. Jcspite 
1heir strong.:r Th2-hiasl.!u antigen-srl.!citic respnnsl!. In 
contrast. similarly inkcted CD40 - !- mic.: thal fail to 
llllllllll ::t Th2-typt.! response dlicicnlly cl.:ar th.: infection 
with this para.,ite. 

Given thai infcc1ion bv hdminths is univcrsallv associ­
at.:u with high kvc!s nf lg .. E. eosinuphilia. IL·-1. !L·S and lL-
13. and al! of th.:m are associateu with Th2-typt! responsl!s. 
lhe dogma thal "!112-lypc responses ar.: r!!sponsiblc fur 
dimination of hdminths emerl!l.!U scv.:ral vears al!O (.\!len 
anu Mait.t>b. l 1llJ7). Thc ua1a- prescmcd hcrc opposc this 
Jogma. as Wild·l)'fll! mict:, CVl.!11 lhough they uevdoped the 
dassical response to ht!lminlht!s. with t!kvaied kvels of 
Th2-associatcu cytokines anu antibouil!s. harbourl!d th.: 
heaviest inf.:ctinns. Our wsul1s di tfor from those reportcu in 
gastrnint.:s1inal-hclminth infeclinns (Bancroft et al.. 1997. 
2001: Hla<:k\•.dl and Eise, 2001: Finkdman ::t al.. 1 lllJ7: 
l 'rhan et al.. 1 '198). wh.:re this kinu of response etliciently 
diminatt:d infl!ction. However. nur data on lht: possihk 
involvemem of !FN-'¡ and NO prnductiun as heing crucial in 
eliminaling a tissue-uwc!ling h.:lmimh. such as T. crassi­
cc•p.v cystict!rci. support !he finuings rcportl!d in two 
prt!vious studit!s. showing thal JL-12 deoendent Th 1 
re,pons.:s mt!uiate prntcction against tht.! n.:n;alOdl! Brugia 
ma/ayi ( Lawren~e i:t al . l <J1J:'i) •tnu thc trcmatnde S. mw1srmi 
(.\n,krs1.1n d .il .. llJlJ!S: :v!ountl'ord et al.. l'.l'Jó: ~mythit·~ 
c'l .11.. l"·JlJ2J. Mmeov<!r. Luke el al. <2000) also show.:u that 
cytnkine prnuuctinn sk<!weu 1owards Th2·lyp.: following B. 
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F1~. ). Compari~nn nf an11gcn· .. pt:c1tk-induc.:t'd .. pk;il'l\:)'tc: rt:~··pnn .. i:.; of 11.-1 :!p)5 / - . CD.to - 1-·. ST.-\ T6 - I ·- amt wfüt-typt: micc: follnwing M wc:c:ks of 
T1w11ii1 crt1Hfr1•11\ inlt'.:lion. Splt:nr-....·~·11!"' \\~·re- Pht.un ... ·d .uul .. 1imul.ll..:l: .... ~. :_..:¡ µg'1nl 111 r. Cftl.~ .. .,, ,.,,~ ~nluhlc: .mtigc:n. la) Antigc:n·~pc:citk pmlifc:rati\'t: 
n: .. pon .. i: 111 .. pl:.:noc~ti: .. ¡l)f> hl: lb) .. pc:::ilk 1:-ih:rt~ron·-y: 1<.·) .. pc1:1tic inh:rlcu~n-t; !di 'pc1.:irh.: intcr\cuk.m-5: :c:J spc:ciric imc:rlt:uli..in-13 Prodcction hy 
'rkn11q 1t: .. llllltw. ang 72 h 1:1 'ttro .. 111m.1!Jt1110. Oa1;1 are: c.,pri: ..... cll OJ' in F1;; 2 

malari inl\!ction. paralldcd heavy parasite loads. Togcth.:r. 
lhese studics su~c.:st 1hat th.: .:ummitm.:nt towards a Th2 
pall.:rn nf cy1oki~1c prmllll'tinn during an l!Xtra·intl!Slinal 
hdminlh inf.:c·tinn favnurs or l!llhanc"s parasilc cswhlish· 
m.:111 anJ surv: val. ln suppnn uf this vi.:w. w.: showl!d hcrc 
lhal allhough lL-12pJ5 - 1- micc thal lail to mount an 
0¡11i1nal Th 1 response ancl d.:1·.:lop a grcaler Th2 response 
1han wild-typc mkc. foil !o l'ilntrol T. 1·rassi1·1·ps inf<:ction. 
·111.:sc tindings suppon llllr r.:cent rcpllrt 11 herc 11·e ti>um.l 
thal mic.: lad;ing ST:\T-ó are highly n:si.,tanl lo ihc larval 
'lagc ol '/'. 1·1-.is.1·i< ''/"'· J.:spil.: dcvdllp1ng a poor Th2·typc 
1c~pu11sl! dunng T cranii·1·¡JS infl.!ctiun ( Rodn~1h,'Z-Su:'l.1 

el al . 2L'l2.1 J. :\otwithslamling thal mosl gaslroint.:stinal 
h.:lminth pa1asitL'S •u·.: .:xpcllcd hy a STAT-6 depcndcnl Th2 
1yp.: r.:spnns.: !Hari::iPl't ..:1 al. ::11011: t:1hari "t al., 20í~l). 

prcvinus sludi.:s. with this and othcr helminth-parasite 
modcls (Bungiro et al.. llJ9lJ: Emc1y et al.. 1 Q98: Lawrcncc 
<:tal .. 1995: i\.l::.noutd1arian et al .. 1999: OswaiJ et al.. 1998: 
T.:rrnzu:, et JI.. ( <j()•)). as well as lhc pres;!nt study. suggest 
lhat Th:?·type responses .:ftici.:ntly .:liminatt! gastrointeslÍ· 
nal wom1s. hut nol n.:ccssarily thc extra-imeslinal life 
phas.:s of hclminths. 

Although ·1112.a.~sociat.:d lgE has heen shm~n to play a 
rol.: in mcdiating immunity against hclminths CGounni et al., 
i <;•J.i: Kl1alit°L' e! al .. :'.O!)() i. wc fouml that T. aassicep.v­
i11f.:ctt:d CD.in - 1- mic.: <!t'ficicntlv controllcd oarasitc 
hurd.:n Jcspit..: lh.:ir d.:t'ecl in l1!E swil~hin1!. l n cont;asl. IL· 
12 p:i:i - 1- mi<:.: d.:vclop.:d highcr le-vcls uf lgE hut 
r.:main.:d highly ,usccptihlc to the int'.:ction. suggesling that 
lgE may havc a limitcd role in medialing protectiv.., 
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\H'f1.' pn1\.:l.' ...... ·d ..1" :n::::.lll•?wd 1:1 !··:! ; .md .. 11:1ll:l.i1;:d \\ 1th 1 µ~/mi 111 pl.H1.·· 
h11u:lll .11111-<'l>l C\111',1:1:.·, \\l.'i...· mi:J ... u1;.·t! 1:1 .. t.rcm.11.1111' .1t1cr 7~ h 1:\ 

,,:ulll.1: \\'dd·i:-pt: .1ad CI 1 ... m un1:Hi:.::.:d :1u..:i: di:• . .:l,ip~d .. u111la1 
1c.• .. p1111 .. ;: .. fil lh.11 .ih .. !.:'f\c.'d •'!\ CD-Ul T t f•/\\I, 1'/l\·l!ll .. :1.:h:d :n1 ... ·c.· !d '1·• 

nt1! .. h1m!ll l>.11.1 ,11"\,.' t:\pl"c.""'l'd ., .. in h~ 

iinmunitv at?ainst T. crassic·(·ps. Tht.!St.! data art: consistenl 
with our.-pr.:~·iou' r.:pun wh.:r.: mic.: lacking STAT6 JiJ nut 
prrn..luc.: lgE. hut wt:r.: r.:sistant to T. c-ra.n-in•ps infection 
( Rl1dr1t.:ut::1-Sn:;.1 L:t •. d .. 200~a). ;--..;~,·c:rthi.:h:ss. our ohsi.:r· 
vation; dn 111n exc!udt: th~ rnl.: nf par<Lsitt:-\pt:cifü: lgE in th:: 
i.:liminatio11 l,r T. ,.,.,,ssit'l'ps. 

l'r.:viull\ studies haVl! dt:monstrateJ thal lite ahSl!llCl! Of 
CIJ-lll-mt:Jiated ,ignallrng in CIJ-lü - 1- ur CDl54 - /­
mice pr::v.:nts devt:lnpmt:nl of prott:cli\·e immunirv against 
intrac.:llular parasit.:' such as Cry¡uos¡mriclitmt par1·11111 
l cl}S\'ll!l io!t .il .. t 1Jt1~ ). !..A·ish1na11ia uuzjor ( Karnanaka d al.. 
l 'J•H;). To ro¡i/11.n11<1 g1111clii ( Ri::iclm1Jrin ~t a!.. 2(JIJ(J) anJ 
li>·¡w1111"'""' cru:i tCh.11."'ªtwl .:i .ii .. l<Jl.J•J) hy inhihiting 
·1111 devt:lupm.:nt. Mor.:nvt:r. an t:arly stuJy (Lu el al.. 1 'l'Jn) 

d.:1111111strat..:d that hlocbde nf CD4!iL in vitro altt:red Th :! 
'~"'í'ºnscs against the helmtnth Ht'ligmo.üJIJloic/('s polygyrus. 
:\mur.: r..:cent ,¡uJy fnund thal CD 154 - 1- l:lr\Ll:l/:: mic.: 
,how a sil!nilicant 111n..:ase in mmh1Jity and morwlity 
during S. 11~1111so11i in 1..:,·11011. ':.igg..:,ung :hal CD-10/CD 15-l 
¡ntcractillll i~ c"'~i.:ntial (11r thc Jc\'dnplncnt nf appropriatl! 
líl1111lllll! r..:spoll'l! ami prev..:nling rotl!lllllllly lift: lhr.:at~ .. : .. ., 
cllmplicalillnS during infl!ctillll (~1.u:IJ•m.iid d al.. 2!J!J:!a). 

lntcrt:slingly. in tht: prt:s..:nt stuJy \\l! fl)und thal CIJ40 - I 

- nlii:~ wcri.: highly rcsistant to T. cTassii·1•p.'i infi.:ctinn ñ 17 
cnmpar..:d \\ith \\ild·typt: B:\Ll:l/c mil't:. o!S 

ll is iikdy tha! lhl• inahility nf spken l'<'llS from 1>19 
CD41l - /- mi<t: to m11unt an •111ti!!..:11 spl·cilk rt:snnnst: h2íl 
may ht: du..: ti1 the ahst:nct: llf CIJ4()/CD 154 w-slimuiatnrv 1>21 
p<llhway in tht:se mic·t:. In facl . .:arlv studi.:s hav.: shown th•;t ó22 
CIJ4WCIJ 1 :\4 i1«.:raclio11 is t:ss..:111ia1 for· mnuntilll! anti!!<!ll· 1>23 

spt:cilk T·ct:ll resp1111st: during inf..:ctiun wilh palho~t:ns 024 
sud1 •L' L. 11w¡or ( Kama11.1k.1 .::! •il .. ! '.r'J<i·¡ and S. 111c111.w11i n25 
1 \la~DPna!J ~t :Jl.. ~Oíf2J). l h.·1h:c. wc d..:~::dt...•d tl) i.:xanlini.: h~n 

t!1c ahiltty u( ,p!c11P1..:ytcs fnun T t-rt1.\.\iccps-i11fcctcJ n""""' 

CD~tl - /- anJ \\ dJ-typc 13:\LB/c 1nkc tu prolifcrate o~s 
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ARTICLE IN PRESS 

.\f. Nfldn\.'111·; • .'\""' t't 1il I /t111•11111t1111111! },11111111/ /(11· I'111·1H1111/01,•\ .u ¡~('103 1 /-tJ 

and prnduc·c ,·ytnkincs in res1mns.: to platc•-hound anti-Cu.'• 
stimulatin11. Fnllowin¡; in vitru stitnulation with anti-CD.1 
antihnd\. :-.p;;..•L'n 1..:1..:lls (rdtll T. ,.,-us.,i1 ·1·¡H·-1n fL'1..:t1..·d CD-in - / 

1nil·~· 1~1t1u11tt .. ·d :1 'l~niti1.:antly st:·ung.L'r prllltfL'rat:YL' 
1"i.::-.pP11:-.L' ti1:1\l \\ ili..l-typ1..· 1ni1..·c.:. lntc.:rl'~ti11g.ly. d1.:spitc th1.·ir 
ahilitv tll m1.llllll .i ~tr111H.!L'r prolif1..·rati,·c.: rr..·:-.p1111sc aflL'r 
~ti111u~l<.1tt1111 \\ llh :111::-CD.\~ :-.pkL'll 1..·dl:-. ftlllll f ,·r,1ssit·t'fh· 
1nk,·1ed CIJ-lll - /- trnce produc·cd s1¡;n11i,·a111ly lower 

"''''" "fT!l~-a'"''·1a1,·d IL--L IL-:'i a11d IL-1.1 hut n111rc· Th I · 
;ts'<K·iatcd lr'.\---y th.111 "ild·IYI"' m:'" l'lw data prc-sc·ntc·d 
hL'll..' L't.llllillll ~tlll\l' 11f lht..• pr1..•\'Í'1LIS lilldlll~:-0 hy \l.1t:J1Pil.tÍd 

1..'! .1: 1 ~:111~.1 ~ 111 :111 c'p1..·ri11u .. ·1nal 111u1..k·! Pi' murinL' 
sd11sto'.'llllllt.1"1". \\ hich "'illl\\'1...'d tlwt ..;pk1...'ll c1...·lh t'ru1n 5. 
1111mso11i-111(L'l'k.·d ('()1)-i - /- 1nil·L' pn1\ifcr.it1...• pPtirly in 
ll'Spt111, ... · tP :-Ollluhk ... ·t!~ ;11ll1gc1l. hut 111uu11l a ... 1g11itil'a11t 
ptultfl·1;1l1':l.' : ...... p,111'.'IL' !"l1lll1\\ill,:! 0.1111:-CD.' ...,t:inulat1u11 

Sl•\'L't-.tl ">:ULÍtL'' ha\·L' 1.klllllll~tr.1t....•d lil;1t lll;l ... !Pph.t~L'' 
play a n1t1L'.d rn!t..· 111 11n1nu111ty again:-.t 1na11y ii:llal·L'!iul:u 
pathogen' hy thc-tr ahtltt)' tll secrete ·111 l ·tndunng c·ytoktt1"' 

such '" IL-1 ~ and IL-1 S. and prmluc·e 1'0. that ts 

rn1cruh1L·ida! ( l ... :,y.:J.111 ... ·¡ al .. 2í!tifl'1. Funh1...·r11h11e. :\'O 

producL'd hy rna~:ropl1:ig.:s ha~ ahu !"x·..:11 siH1\\ 11 tu he 
c'\'llllll.\ic to S1 histoso111<1 larva.: (.\l;n:.'d ,.¡ .d .. 1<1'!7). 
l;re\'iuus ,1udic' haw slHl\\ n that chrunic· helminth inkc·ti"" 
1111..lttl'L'S alt1..·rnat1\'1...•lv acti \"i.ltl.'d 1nat.:ruphag1..•..., tlwt pr(ldttc..·1...• 
lll\\ kwls o:' IL-1 ~: '" \\el! as 1'0. and ha\·,· Th2-hia"lll! 
ahiltty t.·\lk11 "' .d. 19º1!. \1.ic·Ll«tl•tid -:t ,,¡,, i•J<JX: 
kndri::LIL'/·Sd ... ,1 d .d. ~002hL Therr..:fn:.:. \\L' •• :ontpar..:d 
the ahility l•t 111acrophagcs isnlated fr1n11 thl! peritu11..:al 
ca\'ity lrom T. ª''"·'i""/l.l'·inkcted IL- l 2p.1:'i - 1-. 
CD-10 -- /-. ST.-\Tli - 1-. anti wtld-type B.-\LH/.: micc 
lll ,ecretcTh 1-induc·in~ cvwkines ( IL-12 atlll IL- IS). as \\di 
as .tn prodLKL' ;\'(J foll~)\\~111g in vitr11 •ain1ulatiPl1 •:,·::!1 LPS. 
Perito11eal macrophagL'S t'rom T. tTassÍ<"('ps-infrclt.:d wih.I· 
typ<: mtce prnduced signiticantly l<mer lcwls of IL- l 2p70 
anJ 1'0 than cc-lls frum stmilarlv infectcd STr\Tó - ' - and 
CD-Hl - /- micc. llu\\e\'<:L m;1cruphagcs isolated from al! 

thrcc group' prnduced cumparahk k\'ds uf lL-1 S. Thcse 
tindings support ohscrvatiuns in a recen! study. which found 
that CLl-lO - /- LJC also ptuduce l11gh kvds uf IL-12 !ll 

similar st1mul1 1:.Ltd)1>11aid el al.. 2tHCh). lntcrestingly. 
CD-10 - /- macrophages diJ produce 1\'0 foll11wi11g Ll'S 
,timulatill11. desnitc th.: lack of a mhust IFl\'-·1 production in 
thL'se mic..·r..: in re~puns~ tn parusitt: anligi.!tl. lt is po~sihk that 
this may he due to a cllmpensalory incrcasc in otht!r 
cvtukm..:s. ~w..·h as tornour nccrusi~ t"actor-CJ: and n1ac..·ro~ 

phag.: migratinn mhíhitory factor 1 :'l.llr J. nr chemukincs 
,u,·h as R.-\:'\TES anJ 1\.llP-1". that hav.: h.:.:n shown to 
induce :'\O production from macrnphag.:s t .-\iihcrti <:t .ii.. 
l 'J'l'l. Jut,111:r d al.. l 'J"~ l. In fact. in a r.:cent study w<: found 
that i\llF - /- miel! that are highly susceptihle to T. 
, ru.1.\11'1'/" i11t'<!.:ti11n produc<: 11-':'\-·¡. hut thcir macrophages 
display a mark.:d 1111pairment nf i\O production aúer Ll'S 

stin1ulatilHl 1 k1 •dri·c:lll..'/.- s. 1 ... a t'I ;,d . in ~Jrc:-.:-. ). Thes~ linJings. 
takL'n tl>gctht:r .,,,, ilh our prL'vious oh~o.;crvalinn thac n1m.:ro­
phagc-s from d1ronic-ally T. cra.Hin•ps-infect.:d mici' highly 

c.\prcs' CD-10 and induce a Th2 hi"sed r.:spnns.:. hut cannnt 
induce Th 1 d.:,·dopm.:nt in CD-1 <:i.!lls \l<oJrit!lll't.·Sl>"t 
,·¡ .tl. 2ilfl~hi. sugge't that CD-+O is invo\\'.:d in ,i.,vdnping 
l'h2 rcspllnsc, in hdmtnth infi:ctions. r\ similar phetmm­

,·111111 has hc•c11 rc·cently ohsern:d ltsing DC CD-10 - /- and 

DC CDl:'i-l - /- stimulat"d with hclminth •11Higcns 
t.\l~1~:Dun~iid c.:t ~lÍ .. 2Ul)2h: Slt·o1w t•t ai. 2003'1. 
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rvlacrophage Nligration Inhibitory Factor Plays a Critica! Role 
m Mediating Protection against the Helminth 

Parasite Taenia crassiceps 
Miriam Rodríguez-Sosa, 1 Lucia E. Rosas,2 John R. David,3 Rafael Bojalil, 1 

Abhay R. Satoskar,2 * and Luis I. Terrazasi. 
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Rc:~eiv~d 19 Aug:...ist ::no! Rc:turm:d for modith..·ation 12 ~ovcml:ier ~oo:::\ccc:pt~d lJ Deccmbcr :!flO:? 

To determine the role of endogenous migrntion inhibilo~ factor (;\llF) in regulation of immune response 
during murlne cysticercosls caused by the hclminth parnslte Taenia crassiceps, we unnlyzed the course of T. 
crassiceps infection in MlF- - llALB/c mice. :\lff_,_ mice were highly susceptible to T. crassiceps nnd dC\'el· 
opcd significnnlly higher parasite loads compared lo similarly infected :\l!F+1+ micc, Throughoul lhe course 
of infection, Taenia crassiceps soluble untigen-stimulntcd spleen cells from hoth MIF+i+ und MIF-1- mice 
produccd slgnillcant and compar.ihle leHls of interleukin·-1 (lL-.\), hui !hose from :\llF_,_ mlce produced 
signilicanlly· more IL-l.3, ª' "di as gamma interferon (IFN·y), suggesling lhal the susceplihility of :\llF_,_ 
mice to T. aassiceps "ªs not due to thc lack of IFN-y produclion. lntereslingly. low lenls of hoth total and 
specillc immunuglobulin G1a 1>ere ohscrwd in !lllF-:- C)'Slicercotic mice despitc the high IFN··¡ le\'cls; in 
addition, peritoneal macrophages obtnined from T. crassicrps-infected :\llF_,_ mice nt dilferenl time poinls 
failed to respond elliciently to stimulation in \itro wilh lipopolysaccharide plus IFN·y and produced signifl· 
cantly to,.er Je\·els of IL-11. tumor necrosis !'actor alpha, and NO compared to thuse from MIF+i+ mlce. These 
findings demonstrate that .\llF plays u critica! role in medialing prolection againsl T. cra.uiceps in ,·irn . 
.\loreover, thesc lindings also suggest thnl impnired macrophage function rather than the lack of Thl 
de\'clopmcnl may be rcsponsible for mcdialing susceptihility lo T. crassiceps. 

Macrophagc migration inhihitory factor (:--.llF) is a pkiotro­
pic cytokinc that is produccd by dilfcrenl types of ccils. such as 
activatcd macrophagcs, T cdls. and the pituitary gland (3). 
MlF has becn associated with proinfhmmatory functions (11, 
23) :ind has bccn dctcctcd clc,atcd in sc,·cral inflammatory 
diseases (37 . .\ll). Far example. it is krwwn that MIF-deficient 
micc are highly resistant to iipopol~sacclwridc (LPS)-induccd 
scptic shock bccausc thcir inability to produce tumor necrosis 
factor alpha (TNF·u) (6). MIF is also involvcd in thc patho­
gcncsis oí arthritis and chronic colitis ( l l. 37) and has bccn 
shown to play a role in rcgulation of innate immunc response 
(29). Although kw studics ha ve sho" n that MIF is an impor­
tan! factor pl:iying a critica! rok in detcrmining the outcome of 
infcctions causcd by intraccllular pathogcns such as Plasmo­
di11m clzabaudi anu Leislzma11iu majar (27, 38). its rol<: in the 
rcgulation of immunity against c\tracdlular pathogcns has not 
bccn cvaluatcd. 

Cysticcrcosis is a hclminth infcction causcd by thc larvac of 
thc ccstodc Tat"11ia so/111111 atTecting humans and pigs. This 
disease is nnt only cnLkn1ic in Snuth Amcrica and t\sia but in 

• Corrc'.'lponding ~1u1hors. ~tuling JdJr::.;s fur Lui'i l. Tt::rr:uas; De· 
partmcnt of Immuno!o~y. Instituto Saciunal de Cardiología "Ignacio 
Chávt!l," ~kxico, D.F. l.Jü.'-\IJ ~léxico. Phon..:: (5~55) 55iJ-21}t l. Fa.~: 
(5~55) 557J-IJ•N..!. E-rn~lil: rcrlui'ücardi1,lo,:;i.1.org.m.'<. ~1.tiling :-tdJn:ss 
for t\hhay R. S..it~1skar: DcpJrtmcnt of \ti\:rnbiolngy. Thc Ohio St~Ht! 
L:ili'.crsity, Columhus. OH -n2P>. l'h•-'!":i.:. {fJ\.¡l :!lJ:>:t:?..¡_~. F;.1x: (61-') 
,2t¡_:! •. '\ t .:o. E-m.1iL ~.ttu,iu r. ~ ~, l''l1.:: .. !u. 

thc last fcw years has also bccomc a public health problem in 
dcvclopcd countrics, as indicatcd by recen! case rcports (39). 
Although cysticcrci in musclc muy be rclntively symptomless, 
thosc in thc brain cause ncurrn.::·sticercosis thal may clinicaily 
manifcst as seizurcs, hydroccphalus, ascptic meningitis, and 
altcred mental status (39). C;sticcrcosis causcd by Taenia cras­
siceps naturnll:-· atfects rodcnts, and the final hosts are canines; 
this parnsite has thc advantagc o[ an asexual budding rcpro­
duction (10). Notwithstanding, therc are rcports dcmoastrat­
ing that immunocompromised humans can dcvclop T. crassi· 
ceps cysticcrcosis (16, 25). Experimental murini; cystict:rcosis 
caused by T. crassiceps has been a uscful model far und~rstand­
ing and dcfining the biological factors atfccting susccptibility 
and rcsistancc to this discasc. Thus, gcnctic, immunological, 
and hormonal factors ha\c bccn related to rcsistancc in this 
modd (l.\, 15, 20, 12, 31, .\1). Likcwise, somc of thcsc obser­
vations have bcen contirmed in the natural hosls far T. soli11m 
(30, 33, J.\). 

lnfcction oí inbrcd micc with T. crassiceps.induccs a strong 
Th2-likc response (.\2, .\.\)similar 10 that obsc1vcd aftcr infcc­
tion with hclminths such as Nippostrongrlus brasiliensis and 
Triclz11ris m11ris ( 13). Although Th2-likc response dcvcloped via 
STAT6-mcdiatcu pathway pbys a critica! role in protcctivc 
immunity against most hdminths (45). we have rcccntly dem· 
onstratcd thal STA Tli -. - micc are highly rcsistant to T. cms­
siceps, indicating that a ST.-\ Tli·dcpcndcnt 1112 response is 
in•,.Jlvcd in mcdiating Sll';ccptibility to c:~ticcrcosi' (35). Morc-
11'.'cr, thc'e tinJings abo su~~cst lhat STAT6-ckpcndcnt palh· 
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FICi. l. ~tlF- ·- mi..:r: are hi~hly sus.:cptitilc hl T. crassic,•ps info..:· 
tion. Thc: coursc of intrapcrih.>ncJI T. cn.isszr:r:ps infoction in ~flF- -
(•) and MIF- - (C') mk::: aftt:r info('tion with .=o cyscit:cn.:i wa~ lÍt!tc:r· 
minc:d. Thc d~ua are C:\prt:!J~t:J as thc: 11\c:i..111s ::: thc: stan<.lanJ c:rrurs uf 
sLx mkc pc:r ):':roup. ', P < 0.01 (~llF- - versus ~llF- - mkc: at thc: 
o:;amc: tim..: ptlint). Similar r~;;;u\ts \~.:r.: L1h .. cr.·c\I in l\Vtl olh-..:r indc:p..:n· 
Jc:nt cxpcrirm:nts. 

way mediatos susceptihility cu T cra;sict'ps ac k•"t in pan by 
inhibiting macrnphage !"O production. 

Thc purposc of che prcscnt stud! "ªs tv ana\yzc thc role uf 
cndogcnous :\l!F in the rcgu1"tiLrn of immunc response and in 
dc.:tcrmining thc outcoml! nf murinc: t:stk.:rcosis causcd by T. 
crassict'ps. To :-tpprd.l~h thi~ qui:stk,n. \\t.! comparcd thc ¡;1)ursc 
of T crassic,·p;· infcc:ivn in :-.llF · U.-\LB e mice with that in 
the wild-type B.·\Ul e nuce. ln addition, we analyzed the an­
tibody profiks in the ser3, cellu\Jr responses, and cytokine 
protik in both spken cc\Js and pcrit1rneal macrophagcs. Our 
data dcmonstratc that proiníhmmatory cytokinc :\l!F pla;s a 
critica! rol..: in m1.:Jiating prott.!ction a~ainst cystk1.:rco-;is. Fur· 
thcrmorc, thcy alsü suggcst that cnhanccll susct.!ptibility of 
:\-l!F-··- micc w T cr;1;-sic1·ps cou\J be associatcd with thc 
dysregulatinn 11f macruphage functiiin and thdr inability tL> 

produce TNF-n and NO rather than \ack nf Th l dcvdopment. 

~I \lUUAt.~ ~:-;ll ,\tli"llOllS 

Mlc~. Si't- 10 eighH .. cá.-ohl fcmalc: fi.-\LR·c mice v.crc purch:i~ed írom JJ..:k· 
._un L.1l:xm1.writ:s (BJr Harbm, \1.:iinc:) anJ "e~e m.11n1.11nt:J in a patho~en·frc:e 
envirunrm::nt at the Har.:ud \kdical Schnol Jn:rn.11 f.icil1ty in accmdanc: v.ith 
ln~tilutional guidelme'.i. Mlf··-. - mice "''=re lk.elored ·"' described pre .. iously 
(1'-.} anJ hac\..crii-,'>cll f.Jr r.iiJr:: 1h.an \O g::ner.t:1i_1n~ tn .1 B.-\LB.c geneti..:: h.1ck· 
groun<l. 

ParJ'iÍtt''i antJ inícction ... :-.l::u.:·.:Shll.!e!\ of r l..TJH/Ct';Jt tOJ.tF "il!JIO} '4erc: 
har•C\li.!d t.rntk:- lt::nl:: conl.!:11Llíl'\ frtirtl thc rc:Hune.il C.l\\ty of f.:1~.1.?i.:: HALG i.:: 

micc ailer :! 10 J monlhs uf mfrctam. The C\')l1cerL, '-".:re -~J. .. hc<l four lime .. in 

srt:rile pho-.ph.1t::-hulfered ~.1linc t PBS. n.I:' :\1. pH - ~J. E~penmt:nl.il míe1.:1i11n 
w.1;; achic .. cd hy intr:ipi:rltDni:.:il inJCCtion "'Í!h :o smJll t --'!mm in Jiaml!l!!r) 
11onhudd1n~ "-)'>l11.·i.::rc111f I cr.:i.1, e¡11 "t:"p~r.di.:d rn íl .1 ;ni nf PBS pl.!r mou\C:, Jr.d 
111ft:c11om ""cr~ .:.arncll rn;l .1: J:t!:.:r:=nt 11~t:., in \..'iJi.:r 111 pcrfl1rm :al! uf lht." J'\. .... J\\ 

Pn thc ;;;1mc d.1.;.i \\1lh .ige r.1;1tchct.1 unink~-:::J mi¡;c as cun1rol~ at c;ich l1~c 
f'•.lint. :\t "-Cd.s ;, J, .111<1 ) mi ... ·i: ··"Cf!! kdi..:d, :ir.11 1he1~ rcri1nni:.1I \"";l\ÍIÍi.''I '·"C:rC 
C'thilU\tivc!I:. °""ª~hcJ to rc..::u"cr rnJ ..::ount ali nf 1hc p.ir.a....,ik;;. 

Ccll pn:par.ilion'i, culture contJitiom, and ~!okinc ,l\'i.:l)'i. Spk~n cdl-. ~i.:ri.: 
oh1.1int:LI .Jm1 rn!tw(.:J .1 .. J.:-....·r:r.t.:.I rr..!\i111;.-:_~· ( 12¡. l!rit::¡y, 'ílngl.: c::!l .. u .. pi.:n· 
._n,n<> '-'CTe pr::r:m:d in RP.'.tl 111.i11 ,urrh:r-:::nr:::J ~1th ¡1y.·;. for.il ho\1111.! ":rnm, 
!IJO l' uf l~ll1(i!l111-,1r..:¡_'1ll!'.lHHl. 2 m~I i.!lllt 11:-:ni:. :~ rn\t HEPES butfcr, ,111J 
l ~~ nnnt!,'-<!nl:.Ji J1~11nn .11.1..!~ ¡ ..1i: f1(•~ (j~fx,i·liR.l. GrJnd 111.rnJ, ~.Y). Er.1h· 
Ju\..:i...:, "..:r•.: l;.~i.:d .. 11~,J \ . ..1!1k ..:.:ti .. \~.::.: .i..:¡t.<::d :1.1 > · !tl'' c.::lh 1111. Th..:n. 
!t t.··~d p•H!;t1n, ..... i.:r.: ¡.!.1..:~·.1 :l\:d ;;..1.:h ·.\..:ll 1;i '•"':·'.\<.:!! ·!.J:·l·,11t11m .::.!:u:;: pl.1l;:, 

(Co<itar, CimhriJsc:, ~la.<>!!..), folhi .... .:d b~ '>timulJ.tinn "'iih T. cru~iiap~ ~o!ublc: 
antigen (TcA~: ~ IJ.i. mJ) at .;7"C fllr lJo h. At ¡::; h privr 1u ..:ul1urc: 1cmlin~Hion. 
0.5 µ.Ci of ('HJ1h~midine (:"iE='i. &1\fL1n. MJss.} was JJdcJ pc:r ''e1l. Cells \.\ere 
h:1rvcs1c.:d in 3 %-\loc:ll hal"\c:s1:r tTt1mtc:c, Turku. Finl.rnJl :inJ Cl.ll!nh:J b,· IDin..: 
a ~·pl:m: caunh~r. \"Jluc~ ;m: reprcsentcd :1s i:ou1wi ~r minute:. Surc~:11.in1~ 
frum thesc! cclrnrcs ...,c:rc a.n.tlyzcd fnr g.1mm.1 int::rft:r1'n (IF~·'f), in1erlc:ukin·.t 
{IL-l; UD Pharmingi:n. S.m Du~gL,, Calif.), Jnd IL·l3 (R .. '..:D S>·o,tems. ~hnnc:ap­
olis, Minn.) prL'lt..iu ... "'til.m by c:n..;.mc·linked immuno~~nl ass.ay (ELJSA). 

TcAg wa.s obtJ.ir.c:d frL1m freshly am1 '\lenlc: iso\.1.tcJ "-)'ilicert·i frum BAUic 
Íemale mit•:: within ~ tu -l rnltnth~ of mfcction .• md r.1rasit::'\ \\Cre ~'tleno;i\'Cl\ 

v.a:i.hc:d "ith PBS .inJ homl1~i.:ni1c:d b~ U!\ill~ a T1-.!\UC Tc:1mr (Dremc:I, R;11 .. ,n~ . 
Wis.) wi1h c:-dcs of; to 3 min on tce. Homogcnized c:~nCl!rci werc ccn1rifu~cd 
h.l 10,0C\J rpm for ! h JI -'~C Thc ~upc:m.ttanl w,1.;, culkctc:d. and prtlll!tn lt:~c!~ 
\\t:re dctc:m\ÍnJti." ti~ U.'irng thc Br:.h.1fonJ mcthot.I. T...-A~ for ¡;el\ etilt~ri::.s '-"J\ 
s1crililed ti ... riltr:Jt10n .1.nd r::::vJluJtC:Ll fm 11\ prott:m t.ºi>ntcnl. 

Prrilonroil mdcropha¡:e ntra...-tinn am1 JMllem ur re'ipon'ie In l.PS plu' l F:--;·'Y· 
Pr.:ritllnt:J\ c\uJJrc .::.:ll..; ¡PEC:..I "ere ub1a1n ... ·J frorn :he remone.ll ..:a\1lle:" ui 
lnLL"C t11(t:.:t1.."J \\i!h T UU.>.J/L0 i'!'~ f',1r :. J .• HliJ S \H:i;).. .. l 1f frul!I llll\llf1.•i.:tcJ. n\1(1." 
1 hi: .. ·ctb ":::.: >\,b!":;:J :-... n:c ·.~:th H.1n\..-, h.1!.1n..::::J. .... dt .;..1l1;1111:i, .lfl.! .::-:.:hr,i .. -:.c.:' 
'.1.l!rt: ly..,i.•d r-~ rr:,t.·;:-<r:J.111~ 1ht." ..:...-!!" 1n B11~1c·., .. oiulH)fl (tll 7 ~t Tri.. .lr:J tl. lti \\ 
.unmoniurn 1."hl1 1 ri~::1 A.f1cr t"·'I' m•.lft: '";1.~ht:'>, \1,1tih: ..:clh ..,.ere ..::1 1 unti.:1\ ri .. 
lt)pan tilul! c\du:.10n. PEC..; ""'Cn! aJ¡u .. 1cJ. lü 5 :•, \IJ" r.11 in J.tPMI mcJ1um .inj 
1ht:11 .:ulturc:J 1:1 ~~v.1.r.:!I pl:i!i.'' (('u,f~r. l'.1mhr1d~1..·. ~t.1 .. ~ l Afti:r; h :it _;-e .tnd 
Lll 5'C ('U~. r..1r..1.!::;:rr:nl .,;..;!: ... \\l."r;: ft!f:hl\Cd t>:o \\,¡,t-,;n~ lht'nl '•\llh '.\.Hrn .,t..p• 
plemt:ll(1..•J RP\tl r1::J1um. C11IJ C.1:. \h:: .. f r1..·:: Plb •,\.\\ olL!t.!t:J Id .1llht:rc:nt 
..·d!-i fm 5 min .• rnd 1:-:rnc:d1.1td~ 1hc: .1Jhcr~nt •:t'll, \'-1..'rc ~l·n1I~· dt."t;1i.·heJ t-y l:'llng 
J. 'tt.'rtk• n.bt''\.'f f"''i1~·.:.-nan. 'lht: rl..tlt.°"I \\1..'rl.° llll'i.t:\.! r.1.tCC \\1lh C.1: .. \ll!.: "·(f<..',:;' 

PHS to L·u!lc.·.:t r..:-,1J•.;.Jl ..:d\ .. ·¡ tH.:'!-c ..:i.:lb "ere ... ·t.·ntri!ug .. ·J .111J rc.1J¡;hti:J 111 
IO""ml. \'1.1hli:~ ·.1.:.i .. Jt'tcrm1ncJ .1t 1h1-, \t::p ti:. rr.-v.ln tih~r: ;:,du,11.in: thc ·.1.i· 
tidll~ \\;.¡.;, \.J"IU.11!~ >'15·:;., lh1..• .. c ..:dh i:11n,t1tu1cd _ .... 111•·;. u( thc 1~1.:.h.-;0ph.1~::' 

J...-l·nrdln\! tu rlL\..1r~· ...... cn1.·c·.\.Cl1\;1tr.:d 1,.·dl .¡nrttn!! .1n.1J\ .. ¡., l· . .um:J 1~ur in .J F-\LS· 
C.iltbur ~11h Ct'liQl..<.:'lt .,ufN.uc ( HD Bi1l,..::1~11'1..'. \t..1unt.iin Vie ..... C.1hi. l. b~ 
u,in~ thc: rh.:1ir:, .. ·.:-in l~t1thil11..~.1n.1tc· ... ·llnJu~Jlc:J nhir1l .. ,;lu11.d ,1m1bnJ:- F-l Sil ISc· 
ro1i:..:. C.hi1.1 r.l. L'mt;!i.1 Krn~Jm:1l ThL"n. l r1l ·..1.;1, rL11:!J. .1ml ..:c!l .1 ... :1\Jt:un ·.\..1• 

r.:rf,•m1;:J. .n ;.: . .1..:I! pl;11...- .. tl.'n.,t.ir) '•'-l!h 1.PS t 1 µ..: r.!1. /:.en/: 1 ! ~ BJ. 51.:,~.J. 
Si L1.1ui ... \lo.1 J ¡:-1,_, 2 n~ 11! r::i.:urib1n.1n1 muru1t: li·"'\,.-f 1HP Ph.i~riing .. :ni r.i! 
f~1l!t1\\t:J t>:• ini.:ut:>.iti .. •n fm .:..\ h ;1l Y7'C .rnd 5'·;. t.0~. Supt:m.11.inh ""'er:: lllr· 
\t:~tcJ. ¡;cntnfL.:~.:I.! . .Jíl\1 t:\<11:11nc:d b:- ELISA f11r Jl_.r,. IL·12 .• tnJ TSF-•1 pru· 
Ju.:11l.10 tth..: an11ti.:x!1e'\ ~m..l ... ...,10\...int.'" \'-C:ít: (rum Ph.1n:i111o.'.t:n) .:rnJ fur nitnL· 

mit..lc 1.Gni:"'s r::JC11•in) pr1H.ic1.·~11.>n. Tut.11 PEC~ \\Crt: .111J.lrz~d t-y u~ing J C~tu· 
'iipin pri:p.ir:.11L\..1n ,1:iinc:d ·.i.uh \\ r1g.ht·G1i.:m~.i ;;1:.1m ¡Sigma): .U.") •::lb '-'Cr: 
cuunted p~r o;.hJ.:. 

S1tril- u\1Jc prt.Jut·t111n ~:- m.1.:ruph.1~c., \\;1., J'l....:.-:.c:d ti:.· 1.klerm1nin~ thc: in· 
ere:~'" in nitntc .:or.1.:c:ntr.lt1un t~~J h) lhc Gnc-., ;:.1.:11un Jd:.tptc:d tu \lu;ro\\ell 
plall!\, 

Anlihody ELIS.\ and C)tnkJni:s In scr.i. Bl1Md \\J' colkc1eJ from tJals uf 
inJi._,iJu.d (nu ¡:xx1\, ""t:rc: m~Llc:) T. (ffJ.\.1Uf'pi·mfec1cJ MU: .. - anJ ~llF- -
miL"c:. Tut;1J !::\ch of 1mmunoglohulin Gi (l~G 11 JnJ lgG:..a ...,ere: Jc:termined by 
u~ing for lg.G:J .l wp1urc: JnlLhoJy (cl1Jne K.11-SIJ). :a Jctection ant1body (clone 
R ltJ·15), and J s1.:rndJrd Jnlibody (puntied mouse lgG!.1, clunc: G 155-173), .ill oí 
them uhtJincd fwr:i Uü Ph.:.mningcn. For total lgGl dclection. ""e used 1hc: 
d\HICS AS.5·3 (c.ip1urt:), r\.">5-1 (Jetc(.:'ti1111), ami MOPC·31C (o,tanJ:irJ), abo al! 
frum BD Pharmin~en. Thc: ;crum ddutions u'ed to C:"ilimate thc: 10[3! lc..-els oí 
l~G:!:a ~rnJ lgGI ..,,-cr: l::!,OUO. The o,pcciric enJpi.Jinl litcrs of lgG! and IgG:!..1 
wcn: Jc1crmincd tiy ELIS.·\ .is pn .... iuu.,\y dc'\Cribcd (J.:!). Total lgE production 
herum ddution. 1.:01 "'ª" Je1cc1ed by Opt·ELISA {Uü Pharmingcn). 

Addi111in.1.lly, -.i:r.i irum thc'I! mH.:c: "'t:rc u,cJ tu lt ....,k, fur circul:.tling cytukir.i:,. 
'u1.:h a .. !L.·.!. IL·l:. lnd IF'.\··,. t'i;.i u'in~ thc an1th\Jd1c'í and mc:thods de,cnbcd 
:.1r.i1 .. c:. 

Statlstic.ul anal~iis. CompJri'lom P..:t\lo..:cn thc ~uf-·· and :-.uF-·- gr1Jup' 
cumiJered m thLS stuJ.,. werc.: maJc by using the Sn:dcnt unpairc:J t 1e.,t. Al' 
\alue of <O.OS wa .. ron-.idercd 'ii~nirkant. Thc.: s1;11is1ic::il signiñt.-::i.ncc: uí !he: 
~~rum (111.!ri '..l.,l'\ dcic-rmincd b:.· u<ii~g Mann·Whitnc::y e \VilcO.\On r.:tnk non para· 
íll<.!lrLC t.:St:;. 

RESCLTS A:'<'D DISCCSSION 

:\l!F has bccn shown as a pi,otal cytokinc that mediatcs host 
intlammatory and immun.o responses ( l i¡. Prcvious studics 
ha'c dcmo1htratcd that th.: abscnc.: of :\l!F prcvcnts thc d~­
vd11pmcnt ui prntective immunity against intracdlular para-
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FIG. 2. Kinetics of total and specific antibody production during T. wmiceps inícction in :'>llF_,_ (•) and MlF_,_ (O) mlce. (a) Specific lgG2a; 
(h) spccific lgGI; (e) total lgG2a; (d) total lgGI: (e) total lgE. Thc graphs show thc means := thc standard crrors (n = sL~ animals), and the results 
are rcprcscntativc of threc independent experimcnts. ', P < 0.05 (:'>11F_,_ versus ~11F· 1 - mice at thc same time point). 

sitcs such as Leishmcmia by inhibiting macrophage microbici· 
dal activily rathcr than by preventing the dcvclopment of a 
Th 1-likc response (38). In experimental cysticcrcosis. an c.x· 
traintcstinal hdminthic infcction, Se\eral immunological fac. 
lors have bccn associated "ith susceplibility and rcsistance ( 1-l, 
4] ). For cxamplt:. we havc prr.:,iously dr.:monstratcd that block· 
ing IF~··¡ rcsu!ts in a higher susceptibilirv to thc parasite (-13). 
:\!orcovcr. wc reccntly found that micc lacking thc STAT6 
signal1ng pathway develop a Thl-type response associatcd with 
incrcascd nwcrophagc·tkrivcd proinl1ammatory cytokincs af­
ter T. crussicero; infrction which rr;!i;t:-ict..:d par~1sitc grtJ\\th. 
'iu~gt!sting that TI1 l n:sp1)1bi: :.inJ m:ii.:rophZtgc :::tcti" ation are 
n.:quir-:d Ior thc dt..:\C:\qpmt.:n! of rrut~ctivc immunity against 
thi-; p.1r;1-;iti.: 135, ~3 ). 

lnthcprcscntstud;.h"th:--llf' ·and:\!lf' r.iicc-;ho\\cd 

a progressive increase in the parasite numbcrs in their peritci­
neal cavities and displayed comparable parasite burdens at 2 
wccks aitcr infcction with T. crassiceps ( Fig. 1 ). lntcrcstingly. 
as infrction progresscd, the parnsite burdeos increased signif­
icamly in MIF_,_ mice comparcd to ~!!F_,_ mice that showed 
-3-fold·lowcr parasite loads by wcck 8 postinfcction (Fig. 1). 
Thcsc findings Llcmonstratc that endogenous MlF is involved 
in mcdiating rcsistance to T. crassiceps infection. 

Ncxi, we measured levds ofThl·associated lgG2a, as wdl as 
TI12·as,ociatctl JgGland JgE antibodics. in M!F_,._ and 
'.\!IF_._ micc at diíkrcnt time points after infection with T. 
crcmiccps. lnfoctcd :\IIF-' - mi<:c displayctl highcr titcrs of 
'pccitic lgG2a antihodics than '.\!IF- - micc throughout thc 
coursc of tht! inft.!...:t:•)ll, r~achin:z thl! mo-;t si1..tnificant did"ercncc! 
at \\CCk tí po.;.tinft.:i;:idn. fn i;on°trast. ~IIF- -_ mielo'.: disphycJ a 
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FlG. J. Kin<tics oi in 'itrn pr11liiorati'e '"'!"'"'" and c,w).ine producti11n b)· TcAg·>timu!Jted spleon cdls frnm ).!IF - · 1 •l ano.! ).1!F" • (·::J) 
micc. (a) Antigcn·<pecitk pr.1\ifcrati'c r«f"'""" of spknncyte< (96 h). (h to d) Specific IL-~ (b), specitic IFN·"f (.:). :inJ ;pcciftc IL-13 (d) 
pro<luction by sp\cno\.:1c:s after 72 h of in \'itro scimulation ',\ith Tc,\g (25 µg/ml). Thc: dat3 are c:xprc:ss~d as in Fig. :?. 

similar production of spccirtc lgG 1 compJ.rcd to i\llF ·· · micc 
that was maintaincd until thc cighth \\Cck aftcr infoction (Fig. 
2b). 

In ordcr to test whcthcr thc lowcr spcdlic litcrs of lgG'.!a 
dctcctcd in :\llF- - micc rcftcctcd an ovcrall lack of this iso­
typc, wc dccided to mensure thc total !.!veis of this antibody. 
As shown in Fig. 2c, thc k\cls of total lgG2a frorn :>.llF"'­
infcctcd micc wcrc si•rniticantlv lowcr than M!F ., • infcctcd 
micc, confirming that -thcrc is; low production of lgG2a. To 
cxcludc thc po;sibility that thc low lgG'.!a antibody production 
in :-..uF-,- nlicc v.as a g..:nc:ral tcndcncy of thc antibody r~­
sponsc, wc mcasurcd thc !Lltal kvcls of lgG l. Figure 2d shows 
that this kind of antibndy wa; n11t atkcted in thc abscncc of 
i\llF, suggesting a spccitic c.lowruc~ulation in IgG~a produc­
tion. 1-lowcn:r. thcs~ c.!au contr:l5t with thc prcvious finding of 
llachcr et al. (2), who obscr.cJ an inhibito:>· ctkct of anti-:\l!F 
trcatmcnt ve;sus antigcn-spccitk k\dS ot: total lgG. Diffcr­
cnccs in thc times of anubody mea;urcmcnt (days versus wccks 
in our study) and thc abscncc of subclei>S dctcrminatil'n in 
thcir work cnuld c.\plain thc 1.1.:k of cons"nsus. 

:\lthough 1112-asso<:iatcLI lgE has bccn sh1iw11 to pby a rok 
in rnccJiating immunity aguinst hdminth;; ( l~. 21). '"l.! found 
that T cra5~ict'ps-infc..:-tcd ~1IF - - miel.! did not t.:1lntrol para­
..;ite hurdc.=ns <..kspitc prlH.!ucin~ "imibr k'-cls oí TgE cumparc.!d 

to infccted :>.!lF •: • micc. suggcsting that lgE may havc a 
limitcd rok, if any, in medinting protectivc immunity against T. 
crassiceps (Fig. :!e). Thcse obscrvations also support those of 
our reccnt study, which dcmonstratcd that T. crassiceps·in· 
fccted STAT6_,_ micc are able to control infcction dcspitc 
producing only basal levels of lgE (35). 

Previous studies ha,·c shown that cytokines produced by Th 1 
and Th:! subsets of CD.\~ cells play an importan! role in dc­
tcrmining the outcome of cysticercosis (2.\, 26, .\3). !1-loreover. 
wc havc shown that thc rcsistancc of ST.-\ T6_._ micc to T. 
crassic~ps is associatcd with an cnhanccd development of Th 1 
response with incrcascd IFN-"f production (35). Hcncc, to de­
termine whethcr thc susccptihility of MlF" · mice to T. cras­
siceps was duc to thc dysrt!gulation in Th l:Th2 cytokine pro file. 
we mcasurcd cytokinc production by Tc.-\g-stimulatcd splccn 
cdls from T. crassiceps-infcctcd MlF" - and MIF_,_ micc. 
Aftcr in vitro stimulation "ith Tc.-\g, splccn cclls from both 
groups· displaycd a '"íY similar pattern of proliit:rative re­
sponses, indicating that thc highcr susccptibility of :\l!F_,_ 
micc is not duc tn a c.!cfoct in thc ability of splt!en cell5 to 
rcspond to parasitc antigcns (Fig. >.1). :\t wccks .l and S postin· 
lcction. Tc.-\g-stimubtcd spkcn cclls from :>.l!F-· - and 
!1-llF-:- micc produccd cumparabic lt!'cls oi !L-..:, but tho;c 
from thc lattcr pwduccd signitican1!y moro ll-13 (Fig. 3b and 
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FIG. ~. Pcritoneal macrupha~e; from '.'.llF" - and :.OllF- - T. crcmi<"<',t'S·infectou mico Ji,pla~· diücrenl respon>CS. '.'.l.1<rnphagcs wero ubtuined 
at ditrerent time poini; aftcr infection anJ ;timulatcJ v.ith LPS ( l µ.g.ml) - lFS·"f (2 ng.'ml) for ~¡.¡ h; supcrnatantswore then analyzed for 1L·l2pi0 
(a), T;-.,"F-u (b). lL-6 (o). anJ NO (d) proJuctiDn. Thc datJ "" "'pressed as in Fig. 2. 

d). Intcrcs1ingly. al thcsc time PL'ints splcen ccll cul1urc super· 
naiants from ~llF- - mice also cont:iincu si~nificanll\' more 
IFN-'Y comparcd to 1hosc from :'>llF" • micc- (Fig. 3cÍ. dcm· 
onslrating thc ability of thcsc micc 10 mount a suslaincd mcxcd 
Th lflb::!-typc response. Taken togcthcr. thesc lindings suppon 
our prcvious obser'\'ation and suggcst 1ha1 unlikc 01hcr hel­
minths (-16). thc Th2-type response is not csscn1ial for mcdi· 
ating protcctivc immunity against T. cmssiaps cysticcrcosis. 
Funhcrmorc, thcY al.'o show that thc lack of MIF docs no! lead 
to impairmenl of

0 

IFN-'Y production during T. crt1ssic~ps inkc­
tion; 1his !alter obser'\'alion is similar lo tindings wi1h :'>!IF- ·­
micc during infcclion witlt tite intracdlubr protoloan parasilc 
L. major ( 38). 

Severa! ,¡ut.lies havc ckmnnstrated that rnacrophages play a 
cri1ical rnle in immunity agains1 many iniraccllular pathogens 
bv thcir abili1v to secrete Thl-inducin2 C\IL1kincs such ª' IL-12 
.,;,d IL-IS and tn prnducc NO that i' ~ú; only microbicida! (.l) 
bu¡ has al so bccn shcm n to be cyw1oxic 10 thc larvac of 'orne 
hclminths (l). Wc rcccntly hypothesilccl that thcse cdls may 
be.: involn:r.1 in mt.:Uiating pn.Hcctive immunity to T. crassiceps 
rnt!tacestodc.:..; in ST r\ Tfl- - r~icc hy ..;ecreting Th 1-inducing. 
c;tokincs such as IL-12 and b; rekasing NO. Hcncc. "" ana· 
l;zcd !L-12. IL-6, T:-;F-c.. and :\O prnduction by adhcrcn! 
pcrituncal macrnph;igc' obtainct.l from ~llF"'· ami :'>llF 
mice th:1t wcr:.! inft.:<:tt:d with T. cra.\siceps. Pcritoncal macro-

phages from :'>IIF- '- micc obiaincd during !he early phasc of 
infection (2 wecks) prot.luced lowcr lt:vcls of IL· 12 comparcd 
to !hose from ~IIF-'" mice in response to LPS+ !Fl"·"f s1im­
ul:nion (Fig. 4a). As infcction progrcssed. both MIF_,,_ and 
:'>IIF_,_ macrophagcs showed an impairment of thcir ability to 
secrete IL-12 al wccks 4 and 8 postinfcction (Fig. 4a). At 1hesc 
time points, howcver, the kYels of Il.-12 in cullure superna· 
tants from MIF_,_ macrnphagcs wcrc still significantly lower 
compared to thosc from MIF_,. macrophagcs (Fig. -la). Sim· 
ilar diffcrcnccs wcre also obscr.·cJ in TNF-o. pro<luction be· 
twcen LPS+ IFN-·1-s1imula1ed pcritoneal macrophages irom 
T. crassic~ps·inkct.:J :'-llF-· • and :'>llF micc (Fig. -+b). In· 
1eres1ingly. at ali !hrcc timc point> c.\amincd, macrophagcs 
from MIF-' - micc produced signiticantly mcirc: IL-6 (Fig. -le). 
TI1roughout thc coursc of infcction. macrophagcs from T. crus· 
siccps-infcctcd :'>!IF-· - micc produccd signiticantly lowcr lcv­
els of NO c•lmparcJ !O thosc from similHly infcc1cd :--.11F- -
micc, although lcvcls of NO in both groups dropped signifi­
cantly ·as thc infcction bccamt: more chronic (Fig. 4d). These 
obser.·a1ions Jlso support tindings in prcvious stut.lics dcmon· 
strating that blnckadc of :'-llF in vi•." inhihi1s TNF-a prnduc­
tion (7) and. con ve r:<cly. macropha~é' "·'P')'cd to :'>!IF produce 
more TNF-u. IL-12, ant.l NO (.'i. 11 l. Takcn !O~cthcr, our 
ob~~rvatiun-; :;ug~c~t th.1t ~1 [f m.I'; rnt!diatt: ho'ii rt!~i~tanct! 
against T. cra1;i~cp>. at kaq in ra,t. hy incrc:ising lL-12. 
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FIG. 5. Circulating cytokine prolik durin~ T. c:rassict·ps inkction. 
Sera from ~llF"" ·- and ~t1F·: .. infocti:d míe:: werc collcctt:d at ditf::r· 
ent times pmlinfcctiun and anal;<:cd for IL-12 (a). IFN··¡ (h). and IL-~ 
proJuction by ELlSA. Thl! dat.i arc thi: ml!an5 = thc standard Jc .. ·i~t· 
cions from iour cu tivc anim;ils pcr group and time. •!'. P < 0.05. 

TNF-a. and NO production from macrophagcs. Sincc IL-6 has 
bcen shown to inhibit macrophage superoxide and NO pro· 
duction ( 19). it is likcly that incrc:iscd IL-6 production by 
:-.111::-· - macrophages may concribute at kast partially to the 
cnhanccd su;ccptibility to c;sciccrcosis. Our rccent tindings 
chat macrophagcs from highl; resista ne STA T6 _. - micc pro· 
duce low kvcls of !L-6 but highcr k\·c!s of NO would abo 
;uppnrt this h;pothcsis (35). 

.. \JJitionally. wc anal;zcJ the lc'cls of circulating cytol.Jncs 
;is inJicative 1Jf its in vivo production. Figure 5a sho\\S that 
IL-12 k'ds in sera \\ere signiticantly lower at weeks 2 • .l. and 
,; in MIF - micc rnmpareJ to :>.llF" • inkctcd mice at the 
'iamr.: roint-;, (!\l!n thnugh in hnth gítrnp..; .'.l tl..'lllk:rn:y to de· 
crt!as.: "ªs obst:f\t!d. In contr~st. IF:--;.·1 k\t:ls (Fig. 5b) \\Crt! 
~imilar a.t \\~1.!k.;; 2 und 4 postinfc..:tinn. but at wi.:~k K thi.: 
~1IF- - mi..:~ pr1Jdul.·i.:d -.ignifo.:aml: hi~hcr h:\·\!I.; l"lf thi.' c:t....1· 
Xine. A." •.i.i.: oh>ier.cJ during in \itr11 '.lti:;1u!atilHb, Il~·~ kvcl~ 

T.-\.BLE l. P<riton<al coll lntiltration during T. crassi<'"ps inf<ction• 

Mi:an =. SE~t in: 

Mir-·- miCt.' :u: 

-h~k s "k ·h1.k s "k 

Macrophagos 58.9 = 3.6 7.u = u 37.7 !: lA" 59.0 = O.ó·' 
L~mpho~~·s =..5.3 = :?.3 7.3 = l.5 30.4 = 2.5 lll.5 = 4.4 
Eosinophils 16.7 = l.9 13.S !: l.8 23.1 :: O.:? ~l.O:: 3.o .. 
8Jsophils 3.ll !: ll.6 0.!.5 = 0.2 ll.S = ll.I ~-º = l.4 
Noucrophils 5.0 = 0.9 J . .5:: 0.i 7.7 !: 0.4 .5.-l = l.O 

... PECs ..... i:re r::C~'ot:rc:J .lÍCc."r r. a~IL't'¡J1 mfec11on (.lt ..¡ .rnJ s \\Ct:l...s), :.tnJ 
1.')tuspin prt:par:HIL'íl'i "t:rc .,l.tinl!J .... 11h \Vright·Gu:m').i :'lt.1inin~ su\utiun lll 
idcnufy thc: d1tf~:-.. ·r.1 porul.ll1L1n!'I rc1.:ru1t~J. ·1 he JJIJ rerr::,cnt thi: mc::ms uf four 
mki: pc:r ~rl1up 

·" P < O.ll5 1.:L·~¡:-.tn')on l1f thi: '),1mi.: po¡:ul.J!:on') J! !hi: 'ljmi.: t1mt: pum1, of 
~uF·. \Cí':il;.~ ~t:F- - mtl't:) 

wcrc simil:ir in both groups of micc and highcr !cvels wcrc 
detcctcd in more aJ,anccd infections (Fig. 5c). Together, 
thcsc data rctkctcd our in vitro finJings. 

An intcrcsting obst!rvation in this study is that T. cn1ssiceps­
infectt!d MLF- micc fai!cd to control infrction dcspitc pro­
ducing high k'els of IFN·"I· Furthcrmore. T. crassic~ps-in­
fcctcd :>.llF- - micc proJuceJ low lc\'els M. Th 1-associatcJ 
total lgG2a. as well as of Tc.-\g-spccitk lgG2a. AJJitionally. 
pcritoncal macrnphagcs nbtaincd from T. cra.niceps-infcctcJ 
:".IIF-:- micc "ere ponr r.:sponJers to in vitro LPS-,.IFN-y 
stimulation anJ produccd low le' e Is of ThF-o. IL-12. anJ NO, 
suggl.!sring that rnacrltph;,igcs in \.IIF- - miú: may fai\ to r::­
sponJ to endogccwus lF;-.;--¡ proJuccJ in :>.llF mice anJ gec 
acti,atcJ to produce NO pLN;ibly rc4uircd for dimination of 
the para;itc. AJthough th.: mcdwnisms tha: ar~ rcsponsibk for 
the lack of IF:-.i··¡ rcspunsivcncss in :--.11F- -· macrophagcs are 
not ckar, it is likcly that altorations in the IFN-·1R !cvcls or 
STATl signaling pathway could be invol,cJ. \Ve are curremly 
invt!stigating thesc pussibilitie> in our laboratory. lntcrestingly, 
a rccent stud~· has founJ that :-..IIF macrophages are hypo­
rcsponsivc to LPS Juc to thc rcduceJ cxprcssion of the patho­
gcn rccognition receptor TLR·.l and tht! Jecr.:ascd activity o[ 
l'U.l that is requircd for optima! TLR-.l cxprcssion (Jó). 
Hcnce, it is likely that this mechanism may be at kast in part 
responsiblc for impaircd macrophagc function. Finally, an al­
tcrnate cxplanation could bc rclateJ to the extraordinary high 
Jc,·cls of IL-13 dctcctt!d in MIF_._ T. crassiceps-infccted micc, 
which could be associatcd to the deactivation of macrophagcs 
and the low response to IFN··¡. as has bcen suggcstcd (5). 

Clas,ically. eosinophils have been considcrcd as onc of thc 
most cmcient cffcctor cells in >e'-cral hdminth parasitic dis· 
"ª'"'(<J. ISJ. Thcrcfore, to determine whether susceptibility of 
:-..11F- - mice to T. crassic,·ps 11as rclatcd to a detkicnt eosin­
ophil rccruitment. "e comparcd the rclati1c proportions of 
cosinophils in total PECs rccruitcd in MIF-'• and MIF_,_ 
micc at .l and S wccks postinfcction. The data obtained at thesc 
points 'in wild-typ.: mice are '•ry clase to those reccntly re­
poned (32). lntt!rcstingly. we founJ that :-..11F-'- infcctcd micc 
rccruitcd highcr percer1tages nf ""'innrhils cnmpared to 
:>.IIF ... mice, "hereas thc pcrccnt~~c of pcritoneal macro­
phagcs rccruitcd in :>.11F- - micc "'ª' signiticantly lowcr (Ta­
bk l ). Takl.!n l\.)\.!1..'thL!r, thi:'it! finc.!in~:; "iU~\!cst that, in contrast 
tu typi:<; oi othl..'; h·.!lminthic inf..: •. ::i:m. 1.:;1~inophi!>i L!o not ap· 
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¡J<!ar to play a dcstructive role against this par:1site, since 
/lllF_, __ mkc harborcd highcr parasilc loaJs. Thcsc data are 
aiSL) ''PPL';cd to thosc rcccntly rcportcd that spcculatcd •lbout 
thc possiblc role o:· MIF as a molcculc inrnlvcd in cosinophil 
rccruitmcnt (12). sin<:c MIF- in1·cc1cJ mkc mainlaincd thc 
ability to rccruil high numbcrs of cosinophils (Table 1 ). This 
incrcasc in cosinophil rccruitmcnt obscrvcd in :\llF_,_ at S 
weeks pos1infcction appcars 10 be IL·5 inJepcnJcnt bccausc 
lc\clS of IL·5 sccrctcd by splccn .:clls at this point \\Crc similar 
hcrv.·ccn '.\ltF•·- and MIF- - (i5ll = .l'l \'ersus 775 = 1-15 
p~'ml, rcspcctivcly). suggcsting that othcr factors, such as 
colaxin, could he involvcd in thi' phcnomcnnn. Finally, thc 
analvsis of PECs rccruitcd during thc infcction showcd ditfcr· 
cnc~s in thc macrophagc popul:ltions b.:t"ccn ;\llF º • anJ 
:-.t!F _._ micc; thcsc ditrcrcnccs are prubabl) Juc tu a dcfect in 
macrophag:e recruirmcnt :.ind ai:ti\atiun as pos~ib\e mecha· 
nisms in\'Olvcd in parasitc instalbtic,n. 

In conclusion. thc data prcscntcd hcrc sho\\ that :'--IIF plays 
an cssential ruh: in thc rcsi~tJrKc w murinc c:stict:rcosis 
causcd by T crassicups. Howcvcr. \\C CJnnot ycl specitically 
cslablish thc mcchanisms in\'ohcd in contribuling to 1his rc· 
sis1ancc. Ncvcnhclcss, a ddcclivc response ro IFN··¡. both in 
vi\'O and in vitro, was consi>tcntly obsc:-.ed, "hich probabl)' 
favored parasitc gro\\th. Thus. thc highcr susccptibility of 
:VllF-· - micc tu T crassiceps inkction "JS associatcLI with 1L1w 
lcvcls of macrophagc-dcri'cLI fJc·t.,rs such as IL·l2, TNF-<1. 
and NO. This work cxpands u pon a prc,·iL>us study in w hich wc 
dcmunstrJtcJ that macrophagc a~tivation :1ppcars csscntial to 
control C)'Stict:n:osis (35). Our f1nJtn~s suggcst that \.lIF is 
rc:4uired for Gn optimi..il acti\ atinn ol nu¡;rnphagc:s to induce 
intlammatory responses for controlling murinc cysticcrcosis. 
l!owcvcr. funhcr invcstigation focuscd in :VllF- - macro· 
phagc impaircd func1ion i; s1ill nccJcd 10 cbrify thcsc tindings. 
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llclminth inrectinns induce Th2·t~·pe hinscd immunc responses . ..\lthou~h the mechanisms inrnlnd in this 
phenomenun ure not yet deurly detined, antigcn-prescnting cells IAl'Cl could play an impnrtmll rule in this 
prnccss. Hcre. we h:n·e U•ed pcritnneul macroplrnges l F-1.'80+ l recruited at difl'erenl time' al'ter chullcngc with 
Tcll'ltia ,·rassiceps as ..\PC und tcsled their nhility to regulate Th ltTh2 ditl'erentiutinn. :\lacrnph;1ges rrom ucute 
inrections producccl high levels or intcrleukin-12 11L-12l and nitric oxide 1:'\0J, parallclcd with lnw lcvels of 
IL-6 nnd prostaglanclin E, (PGE,l and with the ability to induce strong antigen-spccitic CD4+ T-ccll prnlir­
erution in response to nonrclated nntigcns. In contrast. macrnphugcs from chronk inl'cctions produced higher 
lel'els ol' IL-6 and PGE, und had supprcssed production ni' IL-12 and !'\O, associatccl with a poor ahility to 
induce antigcn-spccific prolifcratinn in CD4 + T cells. Failurc to induce proliferation was not duc to a deflcient 
expression ur accesso~· mnleculcs, since major histncomputihility complex class 11, CD40, and B7-2 wcre 
up-regulaled. tugcther with CD23 and CCR5 as inl'ection progressed. These macrophages rrom chronic 
lnFcclions 11ere ahle to bias CD4+ T cclls to produce IL-4 but not g·nmma lnlcrfcrnn (IF:'l:·yl, contru~· lo 
mucrophagcs from ucute infcctions. Blnclmde or Bi-2 ami IL-6 ancl inhihition ni' PGE, l'ailcd to restorc the 
proliferative response in CD4 + T cells. Furthermorc, studlcs using STAT6_,_ micc re\·calcd thut STA T6-
mediated signuling was essential for thc cxpansion of these alternatively actin1ted macrophages. These data 
demonstrale that hclminth infectinns can induce difl'erenl mucrophage pupulutions thut hm·c Th2-biasing 
prupcrtics. 

---------------~---·· 

After stirnulatiun. CD4 • T i.:t:lls Jifferentiate into distinct 
subsets characterized by their functions and their cytokinc pro· 
files (Th 1 or Th2 cells). Th 1 cells produce high leve Is of intt:r· 
kukin 2 (IL-2) and gamma interfcron (IFN-y). which are 
strong inducers of ccll-mediated immunity. whereas Th2 cells 
produce cytokines such as IL-~. IL-5. IL-6. IL-10. and IL-13. 
which provide signals for B-cell activation and antibody pro· 
duction (34). t\lthough the mechanisms that gent:rate both 
suhscts have hcen stuúied in detail. there is not enough con­
vini.:ing cvidcncc nf onl.! isulated process inducing polarization 
of CD4 T cclls towards a Th 1 Dr Th2 outcome. Nevertheless. 
severa! factors. such as the major histoi.:ompatibility complex 
( :\1 HC) haplotype. dose and nature <)f the antigen. route of 
antigen adrninistrution. costirnulutory molecules. cytokine mi· 
crocnvironment. anJ type of antigcn-producing cells ( APC) ( 2. 
n. 7. 24 ). ha ve hct:n shown to play a role in the polarization of 
the immunc response. Since it is possible that most in vivo 
responses Jo not take place in a milieu with adequate levcls of 
i.:ytokincs to stirnulatc T cclls. profcssional t\PC rnay play an 

• C1..>rrc,po11Jing :.iuthor. ~lailing .JJJr..:ss: Dcpartmt:nt uf [mmunol­
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+ Proscnt :u.Jure": Dopartmont ui \licrohiolugy. Tho Ohio Sta!" 
t.:niversity. Colurnhus. OH .1}2 llJ-1292. 
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importan! role in Th dilforentiation by secn:ting the essentiul 
cytokines localiy and providing the ligands for T-celi-receptor 
and costimulatory signals. Thus. the statc of activation of APC 
could be a decisivt! factor inducing the polar!zation of the 
immune response. 

A key feature of hclminth infections is the induction of 
strong Th2-biast!d immune responses in their hosts. Why and 
how helminths induce Th2-type biased responst!s are stili un­
resolved questions. lt has becn suggested that excreted/se· 
creted products from helminth parasites play an important role 
in thest! Th2 responses ( 16. 36). However. the precise mecha· 
nisrn of action or the target celi for these products is still 
uncertain. lndced. parasitic helminth infections can modify the 
normal host irnrnune response against another nonrclated an· 
tigenic stimulus (8. 21) and/or also rnodify the susceptibility to 
others parasitt:s ( 15, 38) or viruses ( 1 ), suggesting an importan! 
intluence of helminth infections in the immunological micro­
environment. 

Also. experimental murine cysticcrcosis causcd by the hel· 
rninth Tae11i11 crassiceps induces polarizcd type 2 cytokine pro­
fiks: anothcr kcy feature is a gradual shifting frorn an initial 
restrictivc Th 1-typc response to a bte permissivc Th2-type 
re~ponse in the infected hnst (~!. 45). We also havc previously 
rcported that infcction with 7'. crassiceps cysticerci n:nders 
thcir host more resistan! or more susceptible to a sccondary 

r ···---· ~;:y~ ::-:::,-r~0n---1 
1 .. . ' . ' . í \;. ·. f.·1 1\i l 
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nonrclatcJ infection dcpemling on the time coursc of T. eras· 
siceps implantacion (JS) .. ·\series ofrecen! studks suggest that 
a subset of manoplwges. calkJ alcernati\cly activatcd, plays a 
role in the Th2 hiased response induecd in ncmatmlc infcc­
cions (-l. 25. 26. 2S). Thcrcfnre. we hyputhesizcd thal th.:sc 
alccrnativi:ly ai:ti\'atcd n1acruphagc~ 1.:an be a nllHC general 
medianism to down-mtidulate T-..:ell prnlift:ration and t'a\'ur 
Th2 Jc\el,1¡11ne111 in hclminth infccti<111S. Tu tcst this hypoch­
csi~. WL' i'.'\nlah:d ~1L·rittlllt:al maL·roph;1gcs frurn T c.Td.\'SÍ<-'l'ps­

i11fc1.·tcd mi<.:L' during anltc as w1.:ll a~ 1.:hronic inh.:c.:cion and 
t1>ed chcm ª' .-\PC l•l determine 11he1hcr chcy induce prder· 
c•ntial Th2 Jilláenciacion. 

\\·~· flltllld that maLTnrhagL':-. uhtaincJ Juring dirunic infc.:c­
tiun:-. :-.hu\\·t:d a p11llí ;1hilit~ en indul't.:' pn1lit\.•rati\'t...' rL'~putb1.:s in 
CD-l · T cclb 11 hen used '" .-\l'C huc faH1rcd 1 L--l prnduecion. 
Furchermore. chc,c· cclb e\pressed high k,·cls uf hoch CD2J 
and CCR:i. 11 hid1 11c·rc '""'..:iaccd \\ ich luw 1 L-12 and nicril: 
o\idc i :"0) prndu..:tion. bue sccrcccd high k\'eb uf IL-(1 and 
prU>taglandin E, e l'CiE,). This contrastcd 1\itll macrophagcs 
rci.:ruiccJ carly during infl.!ctÍlHh. whid1 irn..luct:Ll strongcr 
CD-l · -T-cdl prolifc.:ratiun and high k\eb uf IFN-"(. Our daca 
indicate that the >tate ,,f activaciun uf .-\PC inducc.:d by a 
dm111ic hclminch infcccion muJulatc.:s che tina! pattern of re­
spunse uf CD-l • T cclls prc.:viuusly sensitizc.:d with a nonrclated 
parasitt: :mtigcn. This is a possiblc rnechanism for Th:! biasccl 
responses in hclminth infcctions. 
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T ü'llS '"ª' rcr111rmc:d .... folhm ... : m.11..·r11pha;:c .. \\1.'ft: 11r.1.tini..·J .1-. Ji...•,l.'rthl..'ll. 
aJjU!![CJ hl 111" mi. p!~1h:J 1n l)t1.\\dJ p!;tlt:.., (Cli...l.ir) .. tnJ 111.t11Hai11l'd .H ,;-·e \\llh 

5,.< CO: lur 1 h m [ht!' prc:-cnc:c oí kc~ h11k limpch hl.'llhll..'~ .ir11n t KLH l ( S1~m.1 l 
11r ,,;hii.:kcn c~~ .dtiurnin tO\'.-\l 1S1gm.1J. 50 µg. mi. Splcn1•1..·~1c .. \\ere: prep.1rl..'d 
rrum mke prc\u1u~ly 1.p. 1nJl..'<.:tcd ¡; t.Ja~ ... earli1..·r1 \\1tt1 Kl.tl 1 \1ljl µ-;,n111u-.1:111r 
O\',·\ t 111(1 µ~ rTlllll'l') \\1th11u1 .ldJU\.Hll .JllJ l..'flíl1..'h1.' .. I fi1r L"D.!. r .:l'll' ( .¡¡~··; 

hy F.-\CS ;rn.il~~i..) u~ing CD4 m;u;ndii..· i:elt 'l1rtl.'f he;id .. i \lll!i..·11~1 U1111t:.:. Bcr· 
~1~i:h Ciladbach. G1.."rm;1n~ 1 cn.s · T \.:dh \\t'r'-' pl.tlel.J 111 1lh.\1.cll 1l.11·h111t11111 
plah.: ... ICt1,(ar1 \\h11.:h \\t!íC pr1..'1.."ll,l[t:d \\llh m.11,;ruph.l~C" fíPrll Ulllllkded 1lí 
infi.:c1cd 1111\."1.' .ti .1 l.~ ra1111 ! rn.11.:rnph.igc' CD-!.· 1 .tnd l11.1J1..·J \1.llh O\·.·\ 11r KUI 
.t' men1i1111cd .tliP\C. Culture.., \\t:re m.irnt.11neJ :1r .i-·<. · \\Hh 5··: Cu. f!lr 4 l.Ja\'. 
.rnJ then j 1 H]1h~miJ111c ¡,¡i,;[¡\ify. IS5C.iHq111m11I. .-\mcr,h.1111. :\\l~~hury. [·:n. 
gl.JnJ) 11 µC1 \1.cll) \\ª' .1dJcJ ;mJ 1111.."uhati...·d f11r a rurtht.·r 1...; h. Ct.'IJ... \•crc 
h.1r.·c:-.1cl.J 1in .1 llh-\1.cll har.c ... ter 1T11rn1ei:. T11ku. F1nl.1nl.J1 .111d .:11unkJ u~1n~ ;i 
~·piare i:oun1~r. \';1Jut:' are: c.xpri..'~'ed .1 .. cuunh pcr rn111ute frnm tr1plii...";Hc \\clb 
:¡nJ art: [he rcsult .1ttcr 'ubtr:.ictm~ 1:ou111., pcr mmutc fr"rn t:l1i..·ullurc.., in thc 
ah.,cnc.:c: lil an1ig.cn. Supcrn.uani... frorn i.:11cul1ur.::-. \1.crc h.1r.c-.kJ .11 ¡_:: h .111d 
;1n:.il~1t'd fur IL-~. IL-6, CL·12 .• 1n<l fF:-.t··t prul.Juction. In .. 11111c 1.·t,.:ulrurc.., f.tt S 
\\CCk:, ~IÍ!cr infi.:crion) PEC:-,, prc\iOU'ily Joaúc:d \\j[h (}\',.\. \\l..'íC n\cJ \\llh u.se;. 
par.tformalJeh~<lc fur 5 to 10 min. wa ... hc:ll cxtcn'i1vcly \\ilh RP~ll. aJ1u:,tt:<l. and 
;1l.JJcd !o l)f>.wl.'IJ platcs in thc prcscm:c; of CD.t. ~ cclb prc .. 1uu~ly \cnsilizcd with 
OVA. The..,c cuculture" "crc prm:c:,~cd as llc..,crihl'Ll .1hu\C. 

Statisricul unulysis. Cumpari!'lons bt:t\\.'Ct:n control amJ cxpi:rimcntal group'i in 
th1., ""urk v.c:rc moillc u ... ing Student's unpaircd / te~t. P valucs uf <U.05 wcrc 
con~il.Jt:rcd si~mtkant. 

RESULTS 

Parasite growth and shifling from a Thl-type response to· 
wards a Th2·type response. Studies in murine cvsticercosis 
h:ive shown that the immuni: response is altc.:red hy thc.: chro­
nicity of the infoction, going from an early Th 1-type to a late.: 
Th2-typi: response as infection progresses ( 41 ¡. Since wc wi:re 
intcrestcd in dccc.:rmininl! thc mechanisms that induce highlv 
polarized immunc rcspo~sc.:s in hclminth infoctions. wc t;scd 
this model to study how APCs dcrivcd from diffcrcnt immu­
nological c.:nvironmcnts can alter or modify an e.xpccted im­
munc rcsponst:. In ordt:r to show chat .-\PCs usc.:d in our study 
wcrc under thc.: inílucncc of a dilferent immunolo1?ical t:nvi­
ronmcnt. we assaycd thc kinctics uf par:isitt: grm~th in thc 
pi:ritoneal cavity, tht: spccific antibndy rc.:spon,c, and totul im-
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F!G. l. Coursc uf T. crassicep.< infection in BALBic mice and Th I/ 
Th2 markers. (al Female BALB:c mice were inoculated i.p. with 20 
¡;ysticcrci oí T. crassic:eps. ami parasitc loads and total IgE (c\'ds wcre 
monitorcd at times indicakd. (b) Endpuint titers for antigen-spccific 
antibody pruduction of lgGI and lgG2a. (e) .-\ntigcn-spccific produc­
tion uf IFN·'f· IL--l. and IL-13 by splenocytes from T. crassict'ps­
infoctec.I mice as markers of Th 1,-Th:! cnvironmcnt. Data are ri:prcscn· 
tativc uf thrce intlcpc:n<lcnt t!xpcrimcnts. Error bars represcnt :::: 
..,tanllard dcviations. 

munoglubulin E ( lgE) leve Is after an initial i.p. infection with 
2ll cysticcrci. Furthcrmure. we analyzcd the protile uf cytokines 
n:kascd by splenucytes from infectt:d micc aftcr antigen-spe­
cilk stimulatiun. Tht: rcsults obtained were similar to those 
prt:viuusly dcscribt:d (38, -11 ), shuwing that al .:arly infection 
lgG:?a aniig.:n-spccific lcvt:ls were higher than thuse dt:tected 
for lgG 1. but as T. crassiceps infection progrcsst:d. increascd 
lt:vt:ls uf buth total lgE and antigcn-sp.:citic lgG l antibodies 
wt:re dcrectcd whik tht: lgG2a l.:v.:ls show.:d only a slight 
incrcasc (Fig. la and b). On the otht:r hand. antigen-specilic 
1 F:-1-"'! was dt:tt:cted at hi!!hcr I.:vt:ls earlv in tht: infection. but 
as inft!ction turncd chronic tht:sc levt:ls cÍmpped drastically. In 
cnntrast. IL--1and1 L-13 were dt:tt:ctcd in low lev.:ls carly in tht: 
infcction but wcre irn:r.:ased durin!! chronic infcctiun (Fil!. le¡. 
Tht:sc rcsults show tlrnt althuugh- 7: crassiceps-infectcd- mice 
initially dt:vclop a Thl-typc immunc responsc cuncomitant 
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F!G. 2. Cywkine productiun by macrophages in respon'c to Thl· 
polarizing antigen (LPSl. IL-12 (a), !L-6 (b), and IL-18 (c') production 
by macrophagcs from dilft!rcnt weeks after T. crassicl!ps infection was 
dctcrmined bv ELISA .. -\dherent PECs werc obtained from infected 
mice at thc tfmes indicated, as wcll as frum a~c-matchcd uninfected 
micc. Macrophages ( 10") wcre stimulated in vitro with 5 µ.g uf LPS,ml 
for -lS h. Data are the mean ::: standard dcviation for six animals at 
each time point. .-\stcri>k, P < ll.05 with rcspect to uninfectcd mice and 
micc at 2 wct:ks po~tinfoction: NO, nut dt:tt!rminc:U. 

with a limited parasite growth. later this immune response is 
progressively polarized towards a Th:?·typc response. 

Helminth infection ditfcrentiully ulters macrophuges' cyto· 
kine response in u time-dependen! munner. The mechanisms 
involved in the induction of polarized Th2-type responses in 
cysticercosis and in other helminth infections are still undc· 
fined. To dctennim: the effect of T. crassiceps infection on 
macrophage function. we analyzed the cytokim: production by 
adhercnt peritoneal exudatc cells ( PECs. mostly macrophages. 
>91)<(; accurding tu thc cxpressiun uf F-1/80) from T. crassiceps­
infocted mice at weeks ::?. -1. 8. and 1 ::?. Adherent macrophages 
were stimulated with LPS (5 µg¡ml) for -IS h. and supernatants 
were analyzed for cytokinc production ( IL-6. !L-10, IL-12. 
!L-18. and TGF-[3). :Vlacrophages obtaint:d in carly periuds 
after infection (::? weeks). when tht: parasite burden was low 
(Fig. la), produced lcvels uf IL-12 similar to or higher than 
thos.: for macrophages frum uninfected mice ( Fig. 2a). In con· 
trast, IL-6 was dt:tccted in signitkantly lowcr kvcls in tht: samc 
supernatants (Fig. 2b). :Vlacroplrngcs frum late infections pro· 
duced signiticant~~ig__h_eLl.:_-.:cls of·IL..¡, ( Fig. 2b. P < 0.05), but 
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FIG. 3. Ochcr pruduccs uf macrophagc;' Jctivicy ¡m: allcrcd by T. 
cra.uiceps infoccinn. Produc1iun of PGE, (;il and ~O (b) '" measurcd 
b\' ELISr\ or Gricss rcacciun wcrc assa\"cJ from che s;.unc cuhurc 
~L1pcrn~1cants from Fig. ~. r\stc:rbk. p < o.Ü.5 \\Íth rc:-ipc~t tu uninfoctcd 
rnicc ¡and micc at ~ wc;ocks po~tinfcctinn. 

IL-12 was signiticantly supprcsseJ bet\1een wecks 8 and 12 
pustinfoction when the numbers uf parasites were higher. At 
both time points there were no significant alteratiuns in the 
kvds of IL-!S (Fig. ::!b). IL-10 anJ TGF·J3 levels were mini· 
mally 1.ktecteJ in these same supcrnatants. und nu statistically 
signiticant ditkn:nccs wen: ubscrved in the infection (data not 
'hown). 

!"O and PGE, are twu compounds a»ociated with the state 
nf manophagc activation (-lfi). As shuwn in Fig. Ja. NO pro· 
t.luctiun was maintaincd in steady levels until the fourth week 
:if1cr infection; howevcr. as thc infection progressed ( 8 to 12 
11ed,). the NO !evels Jroppcd significantly (P < 0.05). In 
.;,i11tr:i,1 w IL-12 aml NO. PGE, pruduc1ion prcsented a strik· 
1nglv rcv.:rse pa11crn; that is, only luw lc,ds were relcased by 
:iJhcrcnt manuphagcs ubtained early aiter inf.:ction. but as 
infccti<Jn advanced. thesc cclls proJuccd 'ignitkantly higher 
quantitic' of PGE,. rcaching tht: maximum leve! at S weeks 
P"'tintection. which was sustaineJ at least until wcek 12 
Jl"Stinfection ( Fig. Jb, !' < O.fil). 

Chronic hclminth infcction ultcrs thc . .\PC functinn of ad· 
hcrcnt macropha¡:cs. lt is knuwn that hclminth infections can 
,igniticantly hia' irnmunc responses to unrelated soluble :rnti· 
~en' 111trut.luced in tht: hust towarJs a Th.2 type 1 S). but the 
111echa111,ms related to this phcnomenon are not clcar. Sir11:c 
adhercnt PECs are mustlv nrncrnphage> and thcy can functiun 
"' .-\PC. wc Je<.:ic!..:J tu invcstigatc whcther this prnperty in our 
cell pupulation cnulJ be affected by tite course of the infectiun. 
To examine the .-\PC ability uf aJhcrcnt PECs to prime Th 
responses in vitru. macruphagcs obtaincJ '11 Jitkrcnt times 
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FIG. 4. T. crassiceps infci;tion altcrs thc capacity of macrophagcs U!-1 

antigen·prcsc:nting cells. ~lacrophagcs from <litfen:nt \vccks aftcr in· 
fcctinn wcrc loa1.kd with KLH (a) or OVA (bi anu co.:ulrurcd with 
co..i.- cdb (prcvinu~ly sen~itizcLI) fnr 5 Uays; proliforatiun wa~ assayc:d 
by uptakc uf ['HJth~mit.linc ¡_>H-TdRl. Dat;i are rcprc,cnta1ivc uf 
thrc:e dilforc:nt expcrimcnt:--. = ~tand;,1rd l.!rrur"· A:-;tcri!'tk. P < 0.05: 
douhlc as1crisk. P < O.fil (~umparcd to uninfccccJ micc or micc in· 
fc:ctcd fur ~ \\Ccl\.'.-1). 

afta infectiun or frum hcalthy micc wcrt: cuculturcd with pu· 
rifit:d CD-1 • T ct:lls isolatt:d frum mice previously injccted with 
KLH or OVA. Adherent macrophages wcre obtaincd and 
pulscd with antigen (KLH or OVA at 50 µg¡ml). and after 2 h 
CD4 - T cclls wcre plateJ in the same cultures. r\Jherent 
macruphages obtained from healthy ur early-infected mice in· 
duced strong proliferative responses in CD4 - T cells tu cithcr 
KLH or OV r\ antigcns ( Fig. -1 ). In contrast. cocultures where 
the APC wcrt: ubtained frnm chronically infected micc pre· 
scnted a signiticantly wcaker ability to induce pruliferativt: 
responses in CD4 - T cells 1 Fig. -1 ). 

The state of activation nf .-\PC alters the pattern of cytokines 
secreted by CD-1 ... T cells. Parallel to the proliferativc response. 
supernatants in the cocultures werc harvcstcd and analyzed for 
IL--1. IL-6, IL-12. and IFN·y productiun. In supernatants from 
co-1- T cclls cocultured with r\PCs obtaincd in early infec· 
tiuns. significantly highcr lcvt!ls of IFN-•¡ and IL-12 wcre de­
tected than were detected with thuse stimulated with APCs 
frum la ter infectiuns ( Fig. 5a and b ). In addition, the same 
>upernatants sh1)wcd low lcvels uf IL·-1 anJ IL-6 in the CD4-
cclls cocultured with adhen:nt macrophages from uniniecteJ 
ur carly-infectcd micc. Huwcver . ..ts infection prngressed, ad· 
hcrt!nt macrophages drovc co-1- cells to produce '>Ígnificantly 
more IL-4 but luwcr levels uf IFN·y ( Fig. Se anda), whereas 
the levcls of 1 L·li in thcse supcrnatants wcrc highcr than in 
early infcctions (Fig. 5J ). 

DilfcrentiaI cxpression of' surfuce molecules Is detccted on 
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FIG. 5. T-cell-pularizing Jbiliry uf al1erna1iwly ac1iva1ed macrophagcs in vivo during T. crassiceps infec1ion. Adhercni peri1oncal macrophages 
wcre ohlaincd from inkctcd mice ar th< times indica1ec.I. as well as from a~e-mutched uninfectec.I mice. Cdls ( 10") were loaded in vilro wi1h 50 
µg uf OVA for:? h. CD-1 • T cdls 1 e x lll"l from heahhy micc previuusly imÍnunized wi1h OV.-\ wert: cDculturec.I, and n h later supernatanls werc 
analyzcd fur IFN-'Y (a). lL-1:? (h). IL--1 ¡e). and lL-6 (d). Data "re represenrative uf three independenl experimenls wirh at least fuur animals 
individually """yed. Error bar, imlicarc = stand•ml deviations. ,-\sterbk. P < 0.115 comparing with macrophages from healthy mice ar early (:? 
wc:cks)-infoctt:U mict:. 

macrnplrngcs, as infcctiun turns chronic. lt has been shown 
that sevt.:ral moleculc, on the sorfacc of thc APC are importan! 
for adequate interaction with the responder T cells to induce 
them to proliferatc and sccrete cytokincs. To dctcrmine 
whcther infection with cys1icerci could alter thc antigen-pre­
senting function in macrophages. 1hc cxpression uf costimula­
tory molecules and molecules rclateu to antigcn prcsentation 
wt!re evaluated. \Ve measureu the expre,siun uf 87-1. 87-2. 
MHC-ll, anu CD-lll un macrophages e.xtractcd from unin­
fected mice and from T. crassic<'ps-infected mice aftt:r 2, -1, and 
8 wccks of infectiun. As infrction progn:ssi:d. macrophages 
shuwed an increasc uf the cmtimulatury mulccules MHC-ll 
and CD-10. By 8 wceks pu,tinfection, murc uf thc 90'0í: uf 
macrophagcs cxpn:sseu :">!HC-ll anu CD-10 molccules with 
high ucn,ity pcr ccll (Fig. 6). >uggesting that macrophages 
from chronic infection h;l\·e increasing .-\PC capacity. How­
cver, compared wilh uninfecteu micc therc was nut significant 
change in the surfacc exprc,sion of 87-1 at any point of the 
infec1ion. In Cllntrast. 87-2 expre"iun was marki:dly up-regu­
latcd in macrophagcs from late-infcctcu micc (8 weeks) with 
n.:spect to its expressiun in uninfecteu mice anu mice infectcd 
for 2 wccks (Fig. 6). The highcr intcnsities uf relative fluores­
cencc observed in 87-2 exprcssion inuicatc that chronic infec­
tiun with T. crassiceps cysticerci can uramatically and ditforen­
tially increase the expression of impurtant molccult!s involved 
in i.lntigcn prcsentatiun. 

Because macrophagcs ubtained from different times uf hel­
minth infectiun uispl.1ycd both different patterns uf cytokine 
production and uistinct abilitic' to induce antigen-specific pro-

liforation. we next luuked for additional markcrs that identitied 
these apparently differcnt populations of macrophages. Dou­
ble immunotluoresccnce analysis showed an interesting up­
regulation of CD23 and CCR5 in F41So- cells (macrophages) 
as infectiun advanced (Fig. 7). E.xpression uf CD23 has been 
associated with a state of activation of macrophages known as 
altcrnatin:ly activated macrophages ( 11 ). whereas CCR5 ex­
pression has been basically associateu with intlammatory pro­
cesscs (-17). lntcrestingly, the up-regulatiun of these markers 
was accompanied by an increasc in parasite load, poor !L-12 
production. and a weak ability to stimulate CD-1- T cells. 

ln an attempt to elucidate othcr factors that could influence 
the recruitment or activation uf these alternatively activated 
macruphages. we analyzed the peritoneal population that was 
expanded in response tu T. crassiceps infection in STA T6-KO 
micc. As shuwn in Fig. 7 (bottom panel), macrophages re­
cruited in ST AT6-KO micc after 8 weeks of infection did not 
up-regulate CD23 and/or CCR5. which were detected at levels 
vcry similar tu thosc observed for uninfccted mice. lt is impor­
tan! to note that STAT6-KO micc are highly resistant to T. 
crassiceps infcctiun and their macrophagcs produce higher lev­
ds uf !L-12 (39). 

Blockade of IL-6 and 87-2 and inhibition uf PGE, did not 
rcstorc CD~ prolil'eratiun, but absencc of STAT6 did. To de­
termine factors contributing to the luw leve! of proliferation 
uhserved in CD-l • T cells whcn macrophages irom chronic 
infec1iuns were usc:d as APC. we periurmed a series of expc:r­
imt:nts blucking !L-6. 87-2, and PGE~. As shown in Fig. 8, 
bluckadc uf IL-6 and 87-2 with specilic monoclonal antibodies --··· ·--·-··· .. -~··--·· .. ~_....~ r rwy·rc' i' ry:: . 60 
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FfG. h. Phcrwtypc'\ of pt:ritont.!al macrLlphagcs isolatcll from T. 
,·rauiccp• infcc1ion. Ccll surfacc cxprcssi<•n of F-l.Sll. MHC·ll, CD-llJ. 
B7-I. anJ U7-2 at U. 2 . .l. and 8 wccks aftcr T. craniceps infcction are 
'huv.;n. Data are n.:pn:si:ntativc histograms uf thrcc scparatc expcri­
mcnt!'I. 

and inhibition of PGE~ with indomethacin did not modify the 
poor ability to induce prolifcratiun observcd previously in mac· 
ruphages from late infections (Fig. Sa). lntcrestingly. when 
rnacrophagcs ubtained from STA T6·KO mice after 8 weeks of 
infcctiun with T. cra.uiceps were used as APC. a significantly 
highcr·kvo;:I prolif<!rative response of CD-'· T cclls was ob­
servcd ( Fig. ila). However. whcn the cytukine production was 
mcasurcd in che same cocultures. blodach: 11f IL-11 significantly 
reuuL·cJ thc cxpectcd lcvels of IL·-'. wherca' IF:-;··1 was de· 
tected in significantly higher concentrations ( Fig. Se and d). 
Furthcrrnon.:. wc nhscrvcd that hlncbue of 87-2 and PGE2 
did nnt .drcr che cytokinc pro ti le pre' iously detectcd ( Fig. 8 b 
and J ). In wntrasr. 111;11.:rophages Jcticienr in STAT6 signaling 
1ndL11:cJ 'ignitican1ly Jnwer Jcvels of ¡¡_ . .¡hui higher pmductiun 
,,,. 1 F'l··1 mm pared with wilu·type macrophagcs ( Fig. 8 e anu 
dJ. Finalll'. in nnlcr w know thc sourcc of !L-6 detccteu in the 
c11culturc,, macrnphagcs from chronic inkc1ions werc loaueu 
"ith O\'.-\. tixcd. ami used as APC. D:tta frnm rhese rnculturcs 
'h1mcd that !L-6 is largcly produceu by macrophagcs. sincc 
thc'c c11culturcs slmwed a very low lcvt.!l of IL-6 ( Fig. 8h), and 
ag"in lcvt.!ls uf IFN-'( werc rccuver·~d ( !L-~ lcvcls werc <5 
rg mi) ¡ Fig. S e and d). Thus. macrnphagcs obtaincd frnm 
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FIG. i. T. crassiceps infrc1ion up-rcgulalcs 1hc cxprcssion of CD131 
CCR5 in macrophagc<. Ccll surfacc cxprcssiun of F-l,Sll·CD23 anJ 
F-1 ~lt·CCR5 un p.:rironcal macrophagcs obraincJ al dilforcnl wccks 
af1cr infcc1ion. Bot1om. macrophagcs obiained from STr\T6-KO mice 
S \Vt:cks aftcr T. crtlssicr:p.'i infectiun. 

chronically T. crassiceps-infected mice potently drive Th2 de­
velopment, apparently in an !L-6- and STAT6-dependent man­
ner. 

DISCUSSION 

Early and sustained interactions between the pathogen and 
the hose participate in the establishment of an adaptive im­
mune response against the pathogen. The majority of intracel· 
Ju lar pathogens are p<Jtcnt stimulators of Th 1 responses. For 
c.xample. ,\~rcobacteri11111, Listeria. Trypanosonw. and To.ro· 
plasma ali drivc Th l ·type responses, in part, duc to the rapid 
induction of IL-12 and IF1'°·'f by innat.: immune cells respond· 
ing through expressed mukcules, tcrmed pattern recognition 
reccptors. which bind conserved structures shared by large 
groups of pathogens ( 3. 5 J. In contras t. helminth infections 
generally bias the immune response towards a Th2·type protile 
that muy also be associated with induction of antigen-spccific 
or nonspccific ancrgy (8. 38). The mechanisms involved in this 
phenomenon are not yet completely detined. 

To <.late. cytnkinc~ and APC cells rcprescnt two of tht: major 
detaminant factors in th.: ditfen:ntiation nf nai\'C and uncom· 
mittcd CD-'· T ce lis into cth:ctors Th l and Th2 ci:lls ( 1 i). In 
audition, thc activation status of APC has been gaining impar· 
lance asan i:xplanatinn of huw thc final commitment of Thl: 
Th2 cells is achicvcJ. >ince thcy are both a source of cytokines 
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FIG. 8. Effccl of fixatiun, bluckad<' ,,f IL-fi·B7-2. inhibition of PGE,. and absence uf STATli signaling uf macrc,phC1¡;cs in CD4- T-cdl 
prolifcration and cytokinc prnduction. (a) ~fncrophagcs from micc at S wccks pustinfcction were uscd as r\PC and cocultured as for Fig. 4. In 
addition. blocking antibudics for IL-fi and B7-~. indomcthacin. thcd macruphagcs, aml STAT6-KO macrophagcs wcre uscd in thcsc cocullures. 
fa) Prolifcratiun was a>saycd by ['Hjthymidinc (3H-TDR) incorporalion. (b tu ú) Cytukinc l<\cls dc1cc1cd in thc prcscncc and absence ofblocking 
antibudies. indomcthacin. thcd macmph"gcs. ur STAT6-KO macrophagcs. Astcrisk. P < ll.tl5 comparcd to isutype cuntrul. ND. not dctcrmined. 

and a source of antigcn ( 17). In the prcsent study our data 
dcmonstrntc 1hat following chronic exposurc to thc helminth 
T. crassiceps. a population of macrophages with an incrcased 
expression of MHC-ll. CD40. 87-2. CD23. and CCR5 is ex­
panded. This population produces low levels of !L-12 both in 
response to LPS and in coculture with CD4 • T cells plus 
antigen and also exhibi1cd a wry limited ability to induce 
antigen-specific CD4 • T-ccll proliferation. Morcover. CD4 • T 
cclls stimulated with thesc APCs produccd more IL--1 instcad 
of !FN-'(. In contrast. macrophages obtained aftcr a short 
period following the helminth infection (2 weeks) exprcsscd 
low levels of 87-2. CD23. and CCR5. produced more IL-12. 
and induced high leve Is uf proliferation in CD4 • T cclls. which 
preferentially produced !FN-'f. 

Rccently it has bt:en shown that exposure of immature APCs 
to helminth antigcns in vitro can intluence the Th 1/Th2 com­
mitmcnt ( 1 S. 25. 26. 28. 30). Howel'er. this study is the first 
Jemonstrntion in vivo 1hat over the course of a ht:lminth in­
fcction APCs can undergo such a dramatic change in pheno­
type and be ablc to producc a dilferential pattern of cytokincs 
in such a manncr that on encountcring a new antigen the 
immunc rcsponst: is biascd towards Th2 diffcrentiation. 

IL-12 plays a critica! role in the developmcnt of Thl re­
sponses. up-regulating the production of !FN-·¡ by NK and 
CD4 • Tcclls (32). Our data showed that IL-12 production was 
down-rcgulated as infcction progrcS>ed. In chronic infections, 

macrophages switch to a phenntype that produces more !L-6 
and PGE 0 but less IL-12 and NO. Thc absence of APC-derived 
!L-12 could be a dcfault pathway in hclminth infections to 
rnpidly alter the outcomc of immunity to new antigenic chal­
lenges or infections. In addition, the presence of lL-6 could 
facilita te this transition, since l L-6 has bcen shown to induce 
ditferentiation of lL-4-producing CD4 • Tcells (37). Thus, lL-6 
produccd by APCs could play an important role in the initia­
tion of Th2 ditferentiation in helminth infections. as has been 
recently suggested (23). In our study, this idea is supported by 
the findings that blockade of !L-6 in coculturcd macrophages 
from late infections with CD4 • T ce lis suppressed !L-4 pro­
duction. Furthermore. when macrophages were fixed and used 
as APC. levels of IL-6 wcre at mínimum. and in both cases 
IFN-"Y reached levcls similar to thosc detected in cocultures 
with macrophages from hcalthy mice, suggesting that !L-6 may 
be an important factor favoring Th2 commitment in cysticer­
cosis. Also. the higher leve! of production of PGE0 by macro­
phagcs from chronic infections could be associated with the 
low production of !L-12 and NO whercas fa\'Oring lL-6 pro­
duction ( 12, 19. 22. -14 ). Thus. severa! APC-depcndcnt factors 
are involved in thc Th2 ditTerentiation during a helminth in­
fection. 

8esides the cytokines produced by antigen-prcsenting cells, 
thcre are other factors. such as altered pcptidc ligands and 
costimulatory '21º'e:~'".:~. (_87:1_._ B.7:2J~that can influcnce the 
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Jitkn:ntiation nfT cclls ( 7. 2-1 ). \Ve founJ that B7-:! cxprcssion 
was up-rcgulated as infc.:tion progrcsscJ. whcrcas B7-I was 
not. Dcspite thc fact that thcre is strL>ng c\·idcncc of thc in­
mlvcment of 87-2 in Th2-hiased rcspLHlSCs in ditkrcnt systcms 
(-IJ). in hclrninth inlcctiLHts it has bccn >hL>11n that ncithc:r 137-1 
nur íl7-:! hlu.:kag.: atkcts th.: d.:,·.:lc>pmcnt nf tli<: imrnunc 
rcsptrnse (lJ. IJ). Sirnilarly. in the prcsc•rlf >tudy hln.:kagc nf 
87-2 in vitrn Jid nnt 111udiiy the llltt<·umc ui IL--1 IFN-y prn­
Juctiun ur pn1likratil1n in .:u.:ultur.:J CD-1 · T c·clls.macni­
phagt:s. ThL':-.<..' dat;1 ~ugg.1..•:-t that \."llSti111ul.ltil1n thnn1gh Bi<: is 
IHlt i11\oh·L'd in thL' indt1l'[il1!l l1f Th2·t~ ¡1L' rc..;.pl1n:i-.L':-. by 1110.11.·rl1-

phagt:'.'<i frum l;ltL' r. 1..,.""'1.'l'/''. 1nfL'1...·til111 ... 
P('ritll!lc.:al 111at.:rl1ph;1g.L"• r.1~L'n frlH11 1.:!Hllfli1..· infc.:ctil1ns dis· 

pl;1yed kature' sluri:d \\ith altcrn;11i1c·I; .1.:ti1atcd niacTO· 
phagcs. \\hid1 .:;1n he indu.:ed h~ IL·~. IL-1.'. IL-111. and 
TCiF-¡3. and they expre" innati: irnmun.: rc·.:i:pturs anJ CD:!J 
( lll. 11 ). Thcsc ;dternati1dy activateJ ma.:r"phages havc heen 
repurted in tilaria>i'. "he· re thc; appi.:e1r tt1 pby ;1 rule in in­
Jut.:ing Th2 diffL'fL'llti<itil1fl t 25 . .2l)). \ h1r..:t1\ t.:r. thc.::-.i.: m~11.:n1-

phagcs abu pwdui:c· IL-lil and TCiF-13 ;ond ;1pparcntly play an 
important rule in dmvn-nlllJulating intbmmatiun and immu­
nity. Tlwugh uur re,ulh JitkrcJ in IL-111 ;onJ TCiF-J3 invol,·e­
ment anJ in thc ditkrcnt surfoce marker,. nur data nn IL-.J 
JepenJcnce. low-levcl induction of pwlitáati,·c ahility. time 
requiri:J to appc;or. and Th:! bi<"ing acti1i1y uf altcrnati,·cly 
activated macn)phagc:-. in murine <.'y:-.ri1.:.:n:usis are in accur~ 

Jancc with thc tindings oi ~lacDonalJ et .ti. 12S) and Lllkc et 
al. (:!ti). whu implantcJ thc 11e111at0Ji: li111git1 111t1/t1yi in thc 
peritonc::al cavity or mkc: to n:cruit :-.upprt:~Sllf macrophagL's. 
Lukc et ;ol. alsL• >h1mcJ that cytukine prc1ductiun in tht:ir 'Y'· 
tem wa,; 'kcwcd tnwarJ, thc Th2 typc. parallekd \\ith supprcs­
sion in thc prnlifrrativc re>punsc ( 25 ). Tngcther. thc'e stuJics 
suggcst that thc co111111itmcnt coward:-. u Th~ pattern of cyru~ 
kint: pruductinn hy CD.J · cclls fnlk"' in~ intcraction with al­
tanativcly activateJ macrophagcs ma~ c.xplain the reJuccd 
li:vds nf IF:--1-·¡ and IL-12 obscrveJ with ccrtain hdminth in­
fcctions and thc hiascJ Th:!-typc: rcspL>nse to new antigt:nic 
i:lwllengcs comistcntly rcpurtcd in helminth coinfcctinns (l. 
~l. 22). 

In uur modcl. macrophages isolated from a chronic inft!ction 
sharcJ sume of thc fl'atures obs.:rveJ in altcrnatively activatcd 
rnacrophages, as m.:ntioned bdore. and in adJition thc:y cx­
prc>scd high leve Is of CCR5 ·co:!J as wdl ª' mulccult:s asso­
.:1atcd with antigcn prc,cntcition. lntcrcstingly. pcritoncul mac­
rophages takcn from ST:\Tn · T. rni;siaps-infccted micc: ( S 
weeks) JiJ nut show thesc features. Thcy haJ luw CD:!J anJ 
CCR5 .:xpr.:ssion anJ succc»fully inJuceJ antigt.:n-spc:cific 
prnliferatiun as well ª' IF:-.<-·1 pruJuction in CD-1 • T cclls 
when thcy wcrc uscd as .-\PC. revcaling that thc Jc1·clopmc:nt 
,,¡ thc'c altcrnativcly activati:J macrophages is critically dcpcn­
Jcnt on thc ST.-\ T6-meJiat.:J signaling pathway anJ also im­
pl! inga role for IL-.J anJ.ur IL-IJ in thc cxpan>ion and acti-
1.,ation of thcse rnacrophagc~ Juring thi~ hdminth inf1::ction. 

.-\n cxciting question rcgarJs the i:c<rly 'UUrcc ,,f IL--1 in 
rt.:"ipllO!->l! to hc.:lminth ancigc.:n~: a1..·t.:e ... :-ior:\ t.:..:lb anJ na"ivc Th 
...:ells havc hccn <.iuggcstc.:J as -;uur1..·:.:, nf chis kt:y -:ytukinc ( l..J, 
27). but conclusivc stuJies ;.m: ,till rni,.,ing. In •'llr hanJs. ex 
'1v1.1 analy>cs of macrophag.:s frnm T. crmsiceps-infectcd mict: 
<with no further in 1 itro stimulatiL>n) ''! ~C\WS<.: tr:.111>criptiun­
PCR 'uggcst that thcse cells ar<.: ntlt a ,nurcc uf IL--1 (data not 

shown). Howe\·er. furthcr studies are ncccssary to know 
whc:thcr or not helminth antigcn does stimul;Uc macrophages 
Jircctly to produce IL--1: this is an arca uf grnwing intercst 
(27). 

Thc role of high-lcvcl exprcssiun of CCR5 in macniphagc:s is 
not well 1111Jcrsw,1d (20): hmvcver. in T .:clls it ha' becn assu­
ciateJ with intlammatinn anJ is IL-12 JcpcnJent (.15). Thc 
high-li:wl e:xpr.:ssic>n nf CCRS Jc:tc.:tcd in m;oi:n1plwgcs from 
hea1·il~ parasitizcJ mii:c cuuld be rclatcJ t<' the .1bscnc·c uf 
CCR5 lig;1nds. R.·\:'\TES ~llP-ln (JI l. On thi.: uthc·r hand. the 
rclatillnship bct\\eCn CCR5 in mai:r11pluge' .111d thcir punr 
ahility tu induc·e prtilifcrati,111 in CD-1 · T ,·cll' i> an intcrcsting 
tinding that nct:Lb nll>re detaikd ;tudy. lndec·cl. it is 11lltc'\\t1rthy 
that thi, pL1pulatiun .,¡ 111.1c·n1ph;1ge> prllduc·e, l11w l~\cls uf 
IL-12 cn:n in rc.::-pl1n~~ tu a ~crung Tht-c:p1.: 'timuli ..... ui.:h as 
LPS (.111). anJ al><1 in thc i:uculturc' \\ith .1ntigen--pccili.: 
CD.J · T i:dh "hcrc thL' ClJ.Jtl-CD-ltlL sy,tem ¡, participating. 
Thcsc l111'crvatiur1' are in sharp C•>ntra't "itll dcndritk i:ells 
t:.\prt:;i:-iing high lc.:\t:b ol CCR5 in rt.:!->pl1!1:-ol.' ll1 .11..·utc.: t:\po:-iun: 
tu prucnzoan ancigc.:n .... \\hi1 .. :h wt.:r~ high prudu1..·t.:r~ llf lL-12 and 
play a signiticant rol<: in inJucing Th 1 rcspc1nse, ( 3. J2 ). This 
discrc:pancy hctwccn failurc to pruJucc IL-12 and high CCR5 
~xprc~sÍLlll in macrL1phagc.: ... from chrunk T. cra,Htct:pl ·inf~t.:tc.:d 

mic:c cuulJ he an intri11'ic feature for hdminth infrctions and 
p11s;ihly plays a role in the hias towarJ, Th2 irnmune re,punscs 
to huth the para>itc°s antigcn ami nonrdatcJ a11tigcr1> in hcl­
minthic Jbca'"' (l. 15 . .'Si. 

In cunclu>ion. 11c iounJ that chronic init:ction with thc hcl­
minth parasite T. crt1ssiccps can ditkrcntially rcgulatc th<.: T­
ccll-stimulatury ability of .-\PC and favur a Th:!-typ<.: response 
tu nc:w antigenic encount.:rs. This mcchanism appc:ars to be 
ST.-\T6 JcpenJent and possibly inrnh·c IL--1 and IL-IJ. J-low­
evcr. a recent bud; of cvidcnce suggcsts an altcrnati1·c route to 
Th:! bia>ing in hclminth infei.:tiuns. which implicat<.:s .-\PCs as a 
pussihle Jirect targct of hclrninth products tu tinally ddiver 
Th:! signals ( 30. -10. -1:!). 
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FALLP)JiJ1_::'.~~\L~.0_:_'._l 
Genetically Resistant ~Iice Lacking IL-18 Gene Develop Thl 
Response and Control Cutaneous Leishmania major Infection1 

Gina M. Monteforte,* Kiyoshi Takeda/ i\Iiriam Rodriguez-Sosa,* Shizuo Akira/ 
John R. David,* and Abhay R. Satoskar.?* 

IL·IS has becn shuwn to play u critica! rule in the de,·elopment ofu Thl response and immunity ugainst intrucellular puthogens. 
To determine the role of IL-IS in the de,·elopment uf prntecthc immunity aguinst Leislt111a11ia major, we ha\'e analyzed the cour,;e 
of cutuneous L majur in IL·IS·ddicient C57BL/6 micc \IL·IS_,_I compured with similarly int'ected "ild-type mice llL-n;- 1 -1 . 
. ·\t'ter L major infectiun. IL·IS_,_ mice mu~· de,·elop lurger lesions during eurly phasc ni' infoction but C\'Cntuully "ill resuh·e them 
as ellkiently as IL-IS_,_ mice. By:? wk after infectiun. ulthough . .\g·stimuluted lymph node cells from L. 111ajor-infected IL-IS_,_ 
and IL·IS_,_ mice pruduced similar lc,els of IF:'i·y. those frum IL·IS_,_ mice produced significuntly mure IL-1:? and IL-4. By 
lll wk ufter infectiun. buth IL-1s-1

- und !L-IS_,_ mice hud resohed L. major infectiun .. -\t this time. lymph node cells frnm buth 
IL·IS+'+ und !L-IS_,_ mice produced IL-1:? und lf:-;.y hut no IL-4. Furthermorc. udministrutinn ufunti·lf:-;·y..\hs to IL·IS_,_ 

mice rendered them susceptible to L majar. These results indicate thut dcspitc the role 11.· IS muy play in early control uf 
cutaneous L. major lesiun gro\Hh. chis cytokine is nut critic:.il fur de' eloprnent of prutecti\'e Th 1 response und resolulion of L major 
infecrion. Tlie }oumal of /11111111110/og_\'. :?llUtl. 164: 5S90-5S9J. 

L áslt111a11ia Jre obligare intr:icellul;J.J' p:ir:isites rhat c:iu,;e a 
wide rangt! of Jiseiscs such ;is ..:utmeous. muco..:utanc:ous. 
ami visceral leishmamasis \ l l. The murine moJel of cuta­

neous Leis/i111a11iu mujor 1nfection has been well charJctenzed JnJ 
(requently has been us<!d as a runctional m0del of Th 1 and Th2 cell 
íc:sponsc:s ( 2). Control vf cw.i.neou::, L. ma.ror infcctiun in resise.me 
m1ce such as CJH .rnd C57BU6 is as;0,·:Jted "ith the develop­
m<!nt of IL- 12-induced Th l ·type respun>e and the producti1rn 1Jf 
[f:'i-y (2--1¡. In contrast. su,cept1bl" BA.LB/c mice develop large 
nonhealing lesions aft"r L ma;or infection and mount J Th2·CYP" 
response that is associat<!d wich che production of che cytokines 
fL-4 Jnd IL-10 (2. 5¡. 

IL· 1 S is a recently discovered cytokine chJt is produced by JC· 
tivaced macrophages (6). This cytok.ine has b<!"n shown to pl:iy a 
critica! role in che development of prorective immunicy ag:linsc 
incr:icellular pachogerts" tflcluding .Hycobucrerium mbercu/osis. 
Cr;·prococcus 11eoformans. Yersinia emerocolitica, :ind Jcuce HSV 
type 1 (7-10). The prot.,ctive role of fL-18 in chese infections has 
be"n :ictributed to its ability to activate NK cells. enhance prolif· 
er:ition of activated T cells. and induce fFN-y production. More· 
ov.,r. one study using fL-12/lL-18_,_ (double mutant) mice has 
demonstrated chat bolh fL-12 and fL-18 :ice in synergy to actívate 
NK cells and induce Th l development in vivo ( 1 l ). 
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Se\'eral studies have Jemonstr:ired that [L-12 is indis¡:'<:nsabk 
t'or the Jevelopment of proteccive immunity agamst L major 1 12. 
13 l. ..\ rece ne >rudy al>o fuunJ that >uscept1ble B..\LBic mice 
treareJ "ith recombinant [L- 1 S requireJ L1nly >mall ..¡ulntlt!e> ur' 
IL· l ~to ..:ontrl'i •:t!~~mcnu ... L. mujur inr'ci..·tiún 1 1 ~1. .-\\tht:iu~h tht:!>C 
resulrs Jc:nlL'rhtr..it~ that -:!.\vg~nousl;. JJmini-;t~r:::J [L.! :3 m1y :.ice 

s;. ni::rg1sot.:ally \\ ich ll.- l 2 tu inJuce pror~cttun Jg.11n::-t L miz;ur 
infrctiun 111 suscept1ble 8.-\LB/c mice. 1t 1s not dear "hether en· 
Jogenous [l.-13 p!J:; a sim!lo.r role in !he de\'dopment of prote1;. 
tive imrnunity agJ.insc L. major in rt!SistJ.nt rnit..:~. Tnerc::fore. "'"e 
e.umined che Jevelopment of Th 1 response and cutaneou; gro"' rh 
of L majar in re;i,cant C57BU6 mice lad:ing che [L-13 gene. Our 
resulrs suggest that IL-18 muy be involved in concrolling early 
l<!sion growth but chat it is not required for che development of u 
Th 1 response and che resolution of L major infeccion. 

Materials and Methods 
Anima Is 

!L-18 gene-deficienc C57BU6 mice were generaced as described previ­
ously (l I) and were kindly provided by Dr. S. Akira (Osaka Unh·ersicy, · 
Osaka. Japan). The mice were bred and maintained in !he facilicy ac che 
Harvard School of Public Heallh (Bosion. MAJ according to che guidelines 
fer animal research. Wild·type C57BU6 and !L-12-1

- C57BU6 mice of 
!he same se.~ and age were purchased from The Jackson Laboratory <Bar 
Harbar. ME¡ and were used as controls in ali e"perimencs. 

P.:irasires and infection prorocols 

L major LV39 was maintained by serial passage of amasiigotes inocula1ed 
s.c. into the shaven rumps of BALB/c mice J.S describ.:d previously ( 15). 
Groups of C57BU6 lL-18 gene-deficienc and wild·type C57BU6 mice 
were infecced in the righc hind footpad with 2 x 1 O" siationar¡-phase 
promascigores of L major (LV39). Lesion developmenc was measured us· 
ing a dial-g:iuge micromerer (~firutoyo. KJ.nagawa. Japan 1 ac •,1.,.ed:ly in· 
u:rvals up to 10 wk aftc:r infecriun. Tht! increasl! in thr! rhickness ofthe ri~ht 
hind r'ompad was compared with 1he uninfecteJ left hind footpaJ. -

T_ cell pro/ifacuiun assay and cyroki11e wwlysis 

The draining popliteal lymph nades were removed from L major-infecced 
mice at 2 and 10 wk after inf<ction. T cell proliferation assays were per­
fonned as previously described ( 15). To the wells oi a 96-well Rat·bottom 
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1Neei<s after 1nfect1on 

F!Gt:RE !. Course oí L major inrection in lL·lS·'· lnd (L.18·'­
mice. A Jnd B. In rwo independent experimenrs [L.¡ g ·'· and fL· 18 _,_ 
mici:: were inoculated with 1 ;< 10º L major >t.:ttionary·phase promastig· 
Oh~s into the right hind footpad. J.nd lesion gro.,...1h was monitored by mea· 
>unng tl'1c: increasc: in lesióll sf"zc: of thc: ini::ctOO foorpad and cornparing it 
w the thickness of the uninfected lefr foorpad. C. In th• rhird independent 
c::\periment we ~ompared lc:sion developmenc in [L .. f _:! _,_ mice to ch::u of 
lL·l8_,_ lnd [L.¡g • 1 • mice. In Jll three e.~periments. lL-18_,_ mice de· 
.,.eloped larger lesions in early course of infection than [L-t8·1

• mice did; 
howevi:r. the Jitfc:rences in lesiun 11zes were signiñca.nt in ::."<periment ~ 
only 18). Data are presented :is m<an l<sion size = SE. •, StatisticJ!ly 
s1gm :kam dirfc:rences betwc:en groups ( p < 0.05 ). 

t1;;ue culrure plate !Costar. Cambridge . .\L-'11. 3 :< 10° lymph nod< cells 
were Jdded. Cells were slimulared '"'ilh 20 µg/ml of freeze·thawed L ma· 
jor A~ 1 LmAg)J or mpplementc:d medtum is J negau"e conrrol. Aftc:r 
:ncubauon ar 37?C far 7'! h in 5'C CO:. :>u~maunts ·.i.·c:~e ..:ollc:cted from 
parallel .:ulrures for EL!SA quantiñcation oi .::1mkin< production :is d<· 
;.::ibed prev1ously ( 15J. Culrures were analyzed ior production oi [f°N·y 
r~ag'!nrs t)Urcha.sc:d from Phar.\lingc:n. S.in Diego. C.-\: Jetc:i.:uon limir. 10 

;:'?'mi;, lL· 12 r Phar.\lingen: Jetecrion limir. :o p~ml 1. Jnd [L..! 1 Phar.\l­
t:ig:m~ ..!etecrion !imH. 3 pg¡mli. 

L~1shmania·spec1¡ic ELISA 

P~:10heral blood '"'as collec:ed ar J.wk incer.-Jls fror.i L majr>r·infecced 
[L· l·; _,_ and (L-18 ·'- mice. Serum wa.; J.11alvzed for Th2·.1S.iiJCl3ted Abs, 
l~G 1. lnd for Thl·JSsociaced Abs, lgG2a. Sp.é:rlc 1.-eb uc' these Abs were C8'- mea.;ured using ELISA a.; descnbed previously 1 16). 

1 .-\brm~v1auon uM:J an 1his pap.::r: LmA~. ireeze-1ha·.i.t"d L ,.,..u1or .-\g:. 

'º 
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F'IGL"RE ~. P.lr.i ... ~1::: tiu;..!~n, in 1nt".:..:1.:U r"1..11.l!p:JJ, fwm L m,;.11•r·rn· 
fr1.·r::J ll· I ~ - · .!:"...!. IL· I :.\- - nui;;: Jdr:rr111111.:J ti~ \11111t1n~ Jilut1L1n .m.il· 
,,¡~. DJt..t .ir: :\C':~.,!Oc:J .i:- rn<.•an lo~ titr:r - SE. Si1111!..tr r:::-u!h \\::r: 
~1t'l":nt>J in f\\11 i~J::;-c:nJenr c:\pr:nm;nh. r--~¡:-::;-::-~;..~¡-.'\.,I\~ --... ---,

1 
1 l.- ' ' " . 
1 ~~ ,-.. . . . · , ,· >, F N t 

Histopat/10/pgy L_~,-~~'l.L! ~:· ·. -. .' 1 ·.J.· .. f.~: .,~ .,.\ 

(nr'c:..:rc:d fo\.1fpaJ~ f:.'m lL·l·~- - ..tnJ lL-1s·'- mH.:c: \\r:rr: rc:mu\r!J JnJ 
rhc:d in Jr:cakiryin~ ;oluuon F 1Str:phr:ns Lab. Ri,·r:rJalr:. ~J1 for-; J:i~; 
The ti:i:-ur:::, \\C:rc: pn.""l.:::~~r:J J.nd embc:1..h.lr:d in par:idin. anJ .,i.. ro S-µm 
5c:crions .. ,c:r:: cut. Tnr: sc:ction; \i.·c:rc: hydr.:ur:d anJ :;cainr:d b~ rouunr: he:· 
matoxylin and c:osin ,raining. 

A11ri·IF:V·y 11e11rrali:i11g Ab rrearme111 

RJt anti·mouso ll':'·y 1clon<. X.\IG l.2J neutrJlizing mAb was kindl; 
pr<wiJod b; Dr. ~IJJ'.• Ru,;dl. IL·IS_,_ mico \\Ore rrelted by i.p. admin· 
1scrouon of 1 mg lnti·IF:"'-~, neucralizing Ab or concrol Ab l da;· before 
L nwjur inr"c:cuon J.nd a \\C:~k.ly dosc: of 1 mg/mousc: chc:rc:aftc:r far 7 \\k. 

S1a1isrh·al sig11ifirn11c.-

Studr:nt' s unpa1rcd t tc:.st was usc:d to detc:rminc: scaci.sttcal iigniñcanc-: oi 
values obcained. Dicforences in Ab ondpoinc cicers were derennined u;ing 
the .\lann-Wh11ney l' prime test. 

Results and Discussion 
The resulrs presenred in this s1udy suggesl that LL· l S may be in­
volved in controlling early L major lesion growth in resistan! 
C57BU6 mice but that it is not essential for the developmem of 
acquired protective immuniiy and resolution of L major infection. 
In addition, these findings also demonstrate thal the development 
of larger lesions in CL-1 s-1

- mice in early course of infection is· 
associa1ed with a signific:int increase in lL-4 production rather 
th:in :i decrease in CFN-y. 

Previous s1udies ha,·e demonstraied 1hat !L-12 plays a cri1ic:i[ 
role in mediacing proc.:c1ive immunicy against l. major ( 14, 17, 
18). The protective role of fL·l2 in murine L major infection has 
been attributed co its abiliry to accivate NK cells and induce !FN-y 
production required to develop :i Th 1 cell response ( 19>. However. 
we ha ve recemly demonstr:ired that endogenous IL· 12 can directly 
induce protective Thl-like response in the absence of :-;K cells and 
can control L major infection 115¡. IL-18 is a recemly discovered 
cycokine that is procJuced by activated macroph:iges <6. 20). This 
c:.cokine shares immunoregulatory functions with lL· 12 and plays 
a critica! role in :he host Jefense Jgainst severa! purhogens 18. 9, 
19. 21-23). A recenr stu<ly has JemonstratecJ that che treatmem of 
SLI.lceptible BALB/c mice wich e:wgenous !L-18 togecher with 
small qu:intilies of fL-12 signiticantly enhanced their resist:ince to 
cucaneous L major infecrion. indicaling 1h:it !L-18 may play a role 
in che development of proteccive immunicy againsl L. majar ( 14J. 
In the presenl stu<ly, wc founJ chut [L-18 _,_ C57BU6 mice. :il­

though they occasionally cJevdopeJ signitic:inlly larger lesions 
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FIGURE 3. Kinetics of in \'itro LmAg i~O µg/ml)-intlucetl !FN-y IAJ. 
IL-12 IBJ, anti !L--1 iCl proúuction by popliteal lymph noue cells from 
L. 111<1jur-infcctetl IL-18_,_ anti !L-18_._ mi<e. The tlata are the mean ar 
~i:~ to ~even animals at t!at.:h time! point for t\\ll of tht! thrce ex.periments. 
•. Statistically signith:ant Jifft:rencc?.; bt!tWf!c-n C"ach group (p < 0.05). 

during thc early course or infoction IFig. 18), eventually resolved 
thcir lesions (Fig. l. A-C) ant.1 controllet.I parasite replication (Fig. 
2J. Furthermore. infected footpads from both !L-18+ 1+ and lL-
1 s-i- mi ce displaycd prcserved skin and an intlammatory infil­
tra te rnmprisct.1 of lymphocytcs and macrophages with few ar no 
parasites. In contrast, in an another replicate experiment, concom­
itantly infcctcd !L-12- 1

- C57BL/6 mice 1kvclopet.l large nonheal­
ing lcsions by wcek 6 aftcr infection 1 Fig. l C). Thc ksions from 
lL-12 _,_ mkc showct.I signilk•mt ulccration of skin with necrosis 
and inllammatory intiltratc cornprisct.I primarily of heavily para­
'itized mm:rophagcs. ncutrophils. ant.I cosinophils. Our findings 
contradict a rcccnt study that dcmunstratcd that lL-18_,_ micc un 
CD l gcnctic background are highly fü>ccptiblc to L. major and 
t.lc,·clop largc nonhcaling lesions by Jay -11) after infection (2-IJ 
.-\lthough diffcrcnt results observcd in our study and that by Wei et 
al. 12-IJ can be attributcd to thc differences in gcnctic backgrounds 
of thc strains uscd. wc abo moniton!d diseasc progression for a 
longcr duration . .-\s rcportcd by Wci et al.. L. major-infoctcd lL-
18 __ ,_ micc did dc\'clop largcr lcsions than infectcd !L-18_,_ mice 
dit.I during carly coursc of infrction but cventually resolved thcm 
rFi11. l. A-C). :O.lorcovcr, thc t.lilkrcni:c in carlv lcsion sizcs be­
m·.;cn lL-1 s-i- and lL-18 _, - micc was 'tatisti~ally signiticant in 
only onc uf thc thrce cxpcriments rFig. 18). 

Prcvious studics indicatc that lL-12-activatcd NK cells are the 
primary suurcc of lFN-y carly in L. major infcction that is requircd 

!L-18_1
_ :\!ice Control Cutaneous Leis/1111m1ia major lnfection 
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FIGURE -1 • .-\b respon'e' in l .. major-infccteú IL-18"'· anu IL-18_,_ 
micc at 1 \\k and 11) wk after infoction . .-\, Lrn...\g-specith: lgGl; ami B. 
Lm·Ag-specirk lgG1a. Data for lgG 1 and lgG~a ate! prc:sc!nted as mean 
reciproca! endpoint titc!r on log scalc!. Thrcc to ti.vi: micc wc:re analyzed in 
each gruup for l\\O of the three e.'<pcriments. 

far thc del'elopmcm of a Th 1 response in resistan! mice 1l9l. Re­
cen! studies have demonstrated that NK ce lis and the Th 1 subset of 
co4- T cells e.wress lL-lSR !25J. Furthermore. NK cell activity 
is also significantly impaired in lL-18 _,_ mice ( 11 ). Therefore. we 
measured lL-12 and !FN-y production by LmAg-stimulated lymph 
node ce lis and al so detemtined thc serum lcvels of Th 1-associatcd 
LmAg-spccilic lgG2a Abs in lL-18··1

- and !L-18_ 1
_ mice at 2 

and 10 wk after L. major infection. At both uf thcse time points. 
LmAg-stimulated lymph nade cells from both lL- l 8- 1 + and lL-
1 s-1- mice produccd comparable levels of IFN-y (Fig. 3A). and 
both groups displayed signiticant titers of Ag-specilic lgG2a Abs 
at thcse time points ( Fig. -1 ). Furthermore, L. 111ajor-infected lL-
1 S _,_ mice treated with anti-!FN-y neutralizing Ab developed sig­
nilicantly larger lesions compared with those on similarly infected 
!L-l 8_,_ mice treated with control Ab (Fig. 5). These results in·-

-o- Anti-IFN-<:i ant1bcdy 

---- Control antibody 

Weeks after infecticn 

FIGURE 5. Administration of IFN-y neutralizing Ab to IL-18_,_ micc 
exacerbates cutaneous L majvr infection. Data are expresseú as mean lc-

fp < 0.05). Q 
sion size + SE . ., Statistically •ignificant Jifferences between each group 
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die me that !L-12 alone in th" :1hsence of endogenous !L-18 im!uces 
protective Th 1 response and controls L major infection. This is 
perhaps not surprising bl!causl! "" recl!ntly dcnwnstr:Hl!d that 
IL-12 can directly induce Th 1 d.,,·elnpmcnt in mice lacking NK 
cells and can control L major infectinn ( 15). lnct:n.'stingly. at ~ wk 
aftcr infoctiun. lymph nndc cclls frnm !L-18 _, .. mice produccd 
signirkantly more JL-12 than thnsc frnm IL-ts•· 11 mi~e (Fig. ?1Rl. 
Thcse tlnJings indi1;atc that [L-18 may be invnlved in down-reg­
ul:.HiL)ll of IL- 1 2 prPJut.:til 111 as suggest~J prl!viously ( 2~). 

IL-4 ha~ het:n slH1\\ n tu rlay a rllk in mcJiating .'IUM.:cptihility tu 
1..·utani:nus L. m1{it1r infc1.:tin11. Thc di:-.t.'~l:"t.'·t:\at.·crhating roll.' of 
IL-4 in nttant.'\llb L mt1jor infc1.:tinn ha:-. bcc.·11 attrihuted tn its 
ahility lll induc·c Th2 dc\cl<>pmcrll. inhrhit Thl ckvelnpmelll. and 
dircctly inhibll macn•pha~c ki.,hm.rnicidal activity ( 1 l. In this 
stuJy. Lm.-\g-,timulatcd l~mph flllLit..' ... ·clb fn1111 IL-18_,_ mice 
prPJut:cJ '.'iigrütkantly ~rt.'JJl!r .111Hn111h llf ll.-4 ~lt 2 \Vk ~lfl~r in­

kctinn than th"'" frum IL-1 S - · - rnice 1 Fig .. >C). Ht•wever. IL--1 
w~1s undctcctat"llc 111 I~ mph nDdc l:cll ~ulturc '.'illpcrn¡ttants frorn 
cithcr gr,1up ar 10 wk aflt.'r infocriun. TI1csc rc~uhs indicare that 
althllugh illl...íl..'aSL'd JL-4 prnductiun Junng early phasc of L. major 
infecti\111 may ClHllribucc tl1 che Jc:n:lupment uf largl! lesions in 
IL-1 ~ -I - mict.' Jurin~ carl\' coursc.: uf infection. it is not suttkient 
to indLH:e Th2 ditkr;ntiati;,n anJ tn render IL-18 __ ,_ highly sus­

ccptihll! tu L. major infcction. 
In condusion. IL-1 S _ ,_ rnicc frurn a resistant C57BL/6 genctic 

background may Jevelop largcr lc,ions Juring early courso of 
L. major infection but evencually will rcsol\·e them etficiently. 
Mnrl!over. th!! resolution of L. 111<1jur infcction by IL-18 _,_ mice 
is assuciated with thc developmcnt of an ctlicient Th 1 responso. 
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Migration-Inhibitofy Factor Gene-Deficient Mice Are Susceptible 
to.Cutaneous Leis/11nania majar Infection 
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To detHmine the role uf endogenous migration·inhibitory factor 1:\llFl in the deYelopment ni' prutccti\·e 
imnrnnit)' against cutaneuus leishmaniasis. ''" am1lyzed the cnurse nf cutancnus l.eish111a11ia major infection in 
i\llF gene-deticient micc 1:\llF- -¡ ancl "ild-type ti\llF+ +¡ micc. Fnl11ming cutaneous L. major infcctinn, 
i\111'- - mice were susceptihle tn tliscase ancl dncloped signiticantly larger lcsions and greater parusitc 
burclcns than i\llF+ + mkc. lnterestingly. antigcn-stimulatcd lymph nndc cells frnm :\llF- - mice prnducecl 
mure intcrleukin-.t tlL-.tl ancl gamma interfcrnn 1IFN-yl than thnse from :\llF+·+ micc, althnugh thc ditl'cr· 
ences werc statistically not significan!. IF~·y·actirntecl resting peritoneal macrnphnges frum i\llF_,_ mice 
shnwed impairccl macrophage leishnrnniciclal acti\·ity and pruducetl slgniticantly Inwer le,·els uf ni trie oxide and 
superoxitle in ,·itro. The macrophages from :\llF- - mice, hnwcYer, produced much more IL-6 tlrnn mucrn­
phuges from wilcl-type micc. Thcsc findings demnnstrutc thut endogenous i\IIF plays an importan! role in the 
development of prntcctiYe immunity against L. major in ,.¡\'O, Furthcrmnrc, they indica te that the susceptihility 
of i\IIF-1- mice tn L major inl'ection is due to impaired mucrophage leishmunicidul actiYity ruther than 
dysregulution of Th 1 und Th.? responses. 

Most inbrcd mice are resistan! to cuwncnus Ldsii111C111ia 
111ajor infection and develop small self·rcsnlving lcsiuns (l. l6). 
lt is widely acccptcd that thc ability uf genetically resistan! 
mkc to rcsulvc cutancuus l.. majar infcctinn is a:.sudatcd with 
thc developmcnt uf intcrlcukin-12 (IL-l2)·imluccd Thl re· 
spnnsc and gamma interfcron ( IF:-1-1') producciun. Thc pro­
tcctive rule nf l FN-)' has bccn attributcd to its ahility 111 induce 
the Th 1 response. inhihit Th2 ditfcrcntiation. and enhancc 
macrophagc lcishmanicidal acti,·ity ( lfl). 

Migration-inhibitnry factor ('.\llFl is a pleiotrnpic cywkinc 
that is produccd by many cclls. including macrophagcs. T cclls. 
and thc pituita¡;.· gland. during inftammatory responses. MlF 
inhibits anti-intlammatnry cffccts of cnrtirnstcroids and plays a 
critica! role in pathogcncsis nf scpsis (3 . .t). Additionally. MIF 
alsn acts as an cnzyme and catalyzes thc tautomerization of 
scvcral suhstratcs ( 21 ). Experimental studies using M!F-ncu­
tralizing antihodies indicate that this cytokinc is involvcd in 
pathngencsis uf autoimmune discases such as coilagcn typc 
11-induccd arthritis and immunologically induccd kidney dis· 
case ( l l, 1-1). Reccnt studics show that MIF countcracts thc 
antitumor activity nf p53 and appcars to link chronic inflam· 
rnation and tumor formation (9). 

Studil:s from our laboracory and othcrs indicate that MIF 
may play a critica! rulc in rcgulation of host immunity or sus· 
t:<.!ptihility tLl pathngcns. For exampic. w.: found that MIF_,_ 
rnicc deared gram-n.:gativc Pse11doma11C1s aeniginasa bacteria 
mure .:tliciently than MIF-· • mice. indicating that MIF is 
involved in pathog<!ncsis uf pulmonary P. 11enigi11asa infi::ction 
(-1 ). In cnntrast. oral administration of MIF alonc ar together 

• CmrcspDmJing authur. :\!ailing adJr<.!ss: Dcpt. of lmmunnlogy ancl 
lnfcclious Disc:ts<.!s. llarvard School ,,f Puhlic Hcahh. Bklg. l. Rm. 
~04, 0115 Huntinglmt ,.\vcnuc, Bostnn. ,\!A 02115. Phonc: (617) 432· 
4S84. Fax: (617) 738-4914. E-mail: asatoska(c! hsph.harvard.cclu. 
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with tumor necrosis factor alpha (TNF·a) via transfccted at· 
tenuated SC1/111011dla e111erice1 serovar Typhimurium cnhanced 
rcsistance of BALB:c mice to L. majar (23). Furthermore. 
nthers dcmonstratl!d that MIF with cndogcnous TNF·a cn­
hanccs macrophagc NO production and induces in vitro killing 
of L. major by macrophages ( IO). lntcrestingly. thc samc study 
found that both susceptible BALB/c and resistan! C57BL'6 
micc cxprcss high lcvels of MIF mRNA in their draining lymph 
nodcs following L. 111C1jor infcction ( 10). Then:forc. we <!Xam· 
incd the cutaneous growth uf L. majar infcction in MIF gene· 
deficient C57BL/6 x l29/Sv (MIF- -¡ mict: and compared it 
with growth in similarly infcctcd age and scx-matchcd wild· 
typc (MIF-·-¡ mice. In addition. we analyzed thc leishmani· 
cidal activity of residen! macrophag<!s and measured cytokine 
production by the draining lymph nodes from L. majar· 
infected MIF-1 + and MIF_,_ mice. Our results indicate that 
MIF plays a critica! role in the developmcnt of protcctive 
immunity and control of cutaneous L. majar infection. 

.\L\TERIALS ANO .\tETHODS 

:\lice. MIF genc-delkient C57BUó x IZIJ/Sv míce wcrc generntcd by gene 
targcting as dcscribed prc .. ·iously (-l) . .\llF_,_ mice were mainrnined by mating 
bctween homozygous mice on the C578L6 :.: 1~9Sv background. Tht: wild-type 
liuc:rmates were used to gcncratcwild·t)pe ~llF- - mice of thc samt: age and se~ 
that \\ere u~cd as contruls in all c'penmcnLs. ~lict: wert: maintained in thc 
spccitic·pathogcn-frcc facílity at tht: Harvard School of Public Ht:alth according 
to tht: gu1dt:lint:s for animal rcscarch. 

rarasltes. L. major L \'39 was m.iintamcd by .,erial pa~sage of parasites in 
BALB/c micc . .-\maMigotei; i~olatcd from lcsions of infectcd BALB/c micc wcrc 
grnwn to .,r;.nionary phasi: as dcscrihcd prev1ously ( JS). 

Inrectlon pr1Jtocnl und quantlUHlon ur puraslte hurdens. ~licc 8 tn 11 wet:ks 
llld werc mjccti:d in thc hind fmllpad w1th 2 < llJ" ~tationary-phasc promastig· 
mes cnumcratcd U!'>mg a :'-luchaucr hcma1."ytomctcr. Le~ion growth w.is moni· 
torcll by mca~urmg thc mcrca!'ic in thickni:o;o; of thc infcctcd footpad u~ing J 

dial·gaugc micrnmctt:r 1 IS) at wcd;.ly inh:rvals up to~~ wceks aftcr infection and 
cump;.iring thi'i to thc thickne~s uf thc 1.:ontralatcral un.jnfoctcU footpm.I. 
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P;irasitc hurJL'n~ in thL' in(L'l."lcd fp,lfpaJ:-. \\Crl.' Jct1.·m1in1.·J hy limiting·dilution 
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S1a1i-J.rkal '.'oi~nilirnm·t.'. Stulkni'' unp.11r1.."d t t~ .. 1 , ... 1, U'l't.1 tn Jl'tl'rminc thc 

.. 1au~11.:al ~·~n1fk·~1m:c llf \;tlu.:~. 

RESULTS AND DISCl!SSION 

\Ve havc prcviously Jcmonstratcd that ornl administration 
nf MIF alonc or togcthcr with IFN-'Y and TNF·a via trans­
fcctcJ attcnuatcd Sa/111011dla cclls confcrrcd significan! protcc· 
tion against L. majar infrction in susceptible BALB/c mice 
(23). Morcovcr. othcrs found that MIF enhanccd in vitro mac­
rophage lcishmanicid;il activity (JO). In the prcscnt stuJy, fol· 
lowing infcction with 2 x 1 O" L. major stationary-phasc pro­
mastigotcs. MIF" • micc dcvclopcd lcsions that rcsolveJ 
spllntancuusly by wcck 12 postinfcction ( Fig. IA). In contras!, 
similarly infcctcJ MIF - micc JisplaycJ smallcr lcsions than 
:\llF" - micc in thc carly phasc of infoction but dcvclopeJ 
laq;c lcsinns whic·h failcJ to rcsolvc as infcctiun prngrcsscd 
( Fig. l.·\J. Cuncnmitantly infcctcd B.-\LB c micc dcvclopcJ 
laq;c. rapidly prngn:ssivc ulccrating lcsions by wcck 6 postin­
fcction (data not shown). Al wcek 12 pustinfcction. infectt:d 
fontpaJs frum ¡.,11F- - mkc also containcJ signilicantly more 
parasitcs ( > llJIJ.fold) than thosc from :\IIF- - mice ( Fig. !BJ. 
Takcn togcthcr. thcsc tinJings indicare that cndogcnous MI F 
plays :in importan! rnlc in tht: Jcwlopmcnt of protcctive im· 
munity against L. majnr in n::sistant C57BL 6 x l29Sv;Ev micc. 

Sc,cr;il stuJics havc Jcmonstratcd that cnntrol of L. major 
inr'cction in rcsist:int rnicc is associatcd with thc develnprncnt 
nf thc 1L·1 ~-mcdiatcJ Th 1-likc rcspons..: and thc production of 
1 F:"I··¡. whcrcas susccptibility to L. major infcction is associ· 
atcd with Jcvclopmcnt of a Th2·1ike response and the protluc· 
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FIG. l. ~llF- - mic:c are n:lativdy mnrc -,u:-.ccptihh: to i..:utancous 
L. 111<1jnr infoction than :\llF' - micc and dcvclnp largc lcsions. ( . .\) 
Cuursc ofcutancou~ l.. nw1or infcction in ~tlF- ('l1la.1 squarcs) anc.J 
~tlF~ ... (open s4uarcs) micc follo\\'ing infi:ction with.: :< 10" statinn­
aí)··pha~c promastigotcs. Di~ca:,c pn1gn.:ssion \1,·as monitorcd by mca­

suring thc incrcasc in thicknc:-,s nf thc infcctcc.J fontpaJ and ¡;lJmparing 
this to thc thickncss of thc contralatcral uninfcctcd footpau. ( B) Foot· 
pau parasitc burdcns in ~!IF- - anu ~!IF" • micc wcrc dctcrrnineu at 
\\.·cck l :! pustinfcction by limiting·Uilution analysis. Data are l!Xprcsscd 
as thc mean titcr = thc stnnuard aror (SE). Similar results wcrc 
obscrvcu in thrcc anu two inucpcnucnt cxpcrirncnts (A and B. respcc· 
tivcly). 

tion of IL-~ (8. 13, 19). A previous study had dcmonstrated 
that MIF plays a critica! rcgulatory role in thc activation of T 
cclls (2). Furthcrrnorc. MIF was produced by the Leishmania­
spcdtic Th2 clone (DIOG~.l. Ll/l). but not the Thl (LNC2. 
Bl01Bl) clone following in vitro stirnulation with mitogen (2). 
Therefore. we compared IL-4 and IFi'I·')' proJuction by LmAg­
stimulatcd lymph nntlc cclls from L. major-infectcd MIF_,_ 
and .VllF- - micc at weeks 2, 6, and 12 postinfcction to deter­
mine whcther susceptibility of MIF-· - mice to L. majar is due 
toan enhanccd Th2·1ike response andior an impaired Thl·like 
response. \\ic also nwasured st:rum levels of LrnAg-specific 
Th 1-associatcd imrnunoglobulin G2a 1 lgG2aJ anJ Th2-associ­
atcJ lgG l antibodics. Following in vitru stimulation with 
LmAg. lymph noJc cclls frorn both L. major-infectcJ MIF- -
and MIF- - micc Jisplayctl significan! but similar lcvds of 
prnlifcrativc responses (data not shnwn) and pruduced signif· 

i-rr:1r1 fi" r "·'. "? 
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FIG. 2. Kinctics llf in vitro c~tokin~ productitm hy LmAg·stimu· 
latcd lymph nn<le cclls fwm MIF · - (solid squarcs) an<l MIF. - (open 
squarcs) micc. (A) IF:-l·"f and (8) IL--1 pro<luction hy <lraining lymph 
nodc cclls following in vitro stimulation \Vith Lmr\g (20 µg/ml) was 
mcasurc<l al wccks 2. 6, and 12 pns1infoc1inn by ELISA. The graph 
shrnv~ thc mean (n = 6 to q animals) of t\Hl scparatt: cxpcrimcnt. Data 
an: cxprcs!-icd a~ thc mean :-: SE. 

icant amounts of IFN-"( ami ll·-1. Lcvds of IFN-"Y and IL--1 in 
lymph nm!c ccll culture supcrnatants from MIF-/- micc were 
either highcr or similar to thost: from MIF-1 

• mice, although 
thc ditkrcnc..:s werc not statistically significan! (Fig. 2A ami B). 
Al w..:..:k 12 pustinfectinn, :\llF- - and MIF_,_ mice displayed 
wmparahlc titcrs of lgG l ( 3-1.-100 :: 23.200 and 46,050 ::: 
l-l.'l27 in MIF-· - and MIF- - mice, respcctively: P < 0.375) 
anu lgG2a ( l'J.200 ::: 12.255 and -13.328 ::!: 17.952 in MIF_,_ 
anu M 1 F · · mi ce, respcctivdy: P < O.!). Morcovcr. in one 
experimcnt, although administration of recnmbinant murine 
IL-12 to :\llF_,_ micc signitkantly inhibitcd lcsiun growth in 
the carly rnursc of L. majar infoction bel:\vccn 3 and 6 wecks. 
thcse mice evcntually devdopcd largc lesions comparable to 
thosc of control MJF-· - mice treated with PBS (Fig. 3). Al· 
though les ion sizcs in IL- l ~-treated '.\I 1 F- - mict.: werc smaller 
than in PBS-trcatcd MIF_,_ mice at wceks 7 and 8 postinfec­
tion thcse ditfercnccs werc statistically not significan!. As prc­
vious stut.lies have clearly dcmonstratcu that 1 L-1 :! induces 
production of IFN--y from NK cells and T cells, it is most likely 
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that enhanced rcsistancc of 1L-12-trcatcdM1 F- - mice against 
L. 111ajor in thc early coursc of infection is Juc to an inZreasc 
in IFN·"Y production. Nevcrthclcss. takcn togethcr. thcsc oh­
scrvations suggcst that cnuogt:nous M lF may not he inrnlwu 
in the rcgulatinn of T-ccll activation and production of cytn­
kincs IL·-1 anu IFN·"Y following L. 11111jnr infcctkm. 

~facrnphagcs acti\'atcd by ch.: cytnkincs 1 FN-"Y and TNF·a 
me m;1j11r effcctor cclls in vol\ cd in killing of Lt'ish1111111ii1 ( 12 ). 
The [ci,hmanii:idttl activity of L'Y tokinc·acti,·atc•J macrnphages 
ha' bccn ;1ttribu1..:J to their ahility tn produce micrubiciual 
cffcct11r molccules such as nitric oxide and >upcroxiuc ( 12). 
~tfl= ha' hccn ,hnwn I<' induc<.: TNF·n and :\'.O produi:¡j,1n in 
human rnnn11cy1c, (5) and ai:ti1·a1c murinc mai:niphagc- !ll kili 
Leislinwnia nwjor in vitro {\ti). Furth~rmnrL'. w1..· prc.:vinu'.'lly 
dcnwnstratcd 1ha1 'U'L·cptihk ll.-\l.B i: mil·c that 11..:rc orally 
admini,tcrcu '.\tlF tugether 11ith IFN·"f and TNF·n 1ü trans­
fci:tcd attcnuatcd .'i<1/1111i11d/<1 ..:xprc" 111.irkcJly highcr le1cb of 
nitrii: oxide 'Yt11h;1sc 2 in thc·ir lymph nmlc' and Jc,·clopcd 
,ignitii:antly >mttllcr lc>ion' than c1>ntrul animals (231. Tu­
gcth<.'r. thc·sc· tinuings indii:atc that th<-' prntccti,·c role 1>f '.\ti F 
in murinc lci>hmaniasis can b..: attrihuted to ih ahility to induce 
macrophag.: lcishnwnicidal t11:1ivity hy im:rca,ing NO produ1:­
tion. 

To det.:rminc whcthcr thc susceptihility nf '.\flF · mii:c t<l 
L. 11111jor can b.: attributed tu macrophagc Jysfunctinn. wc 
comparcd tht: ability of rcsting peritoncal rnacrophagcs t'rom 
MIF- - anu '.\llF• - mict.: lll produce prointlammatory cylll· 
kincs and kili L. major promastigotcs following in 1·itrn stimu­
lation with 1 fl'1·"Y· Fnur hnurs aftcr infcction with L. major 
promastigotc>. macrophagcs frnm :\llF- and '.\llF • - míe<.: 
displayed similar parasitt.: load' ( 1 t f¡ = 13 anu l 10 = 18 par­
asitcs.2ll0 rnacrophages in MIF- - anu :\llF- - macrophages, 
rcspccti\'cly: P < 0.-1 ), indicating that inicial uptake of parasites 
is not increascd in MIF- 1

• macrophag..:s. Aftcr 72 h, IFN-"Y 

--0-- IL-12 

- PBS 

3 

o-+-~~~ ....... ~~~~~~~~~--.~--.--' 
o 2 4 6 7 a 

Weeks post-infection 

FIG. 3. Effect of recombinant IL-1 ~ treatmcnt nn coursc of L. 
mujor infcction in MlF- - micc. Discas.: progrcssion was mnniwrc<l by 
mcasuring thc incrcasc in thc thicknc.s of infected footpad and com­
paring this to thc thickness of thc cnntralateral uninfccted fmllpad. 
Data are cxpresscd as mean incrcasc in footpa<l thicknc.s = SE. Fnur 
micc '"·ere uscd in cach group. 
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FIG . ..i.. Rc:sting pcritoni.:al macrorhag.c'.'i frl,m \Uf - - micc dbplay 
impairmcnt of IF~· .. t·inJm:nJ lcishmankiJ:il activit~. \.lacropha~cs 
wl!rc infcctcd with L. m111or :.tarionar;. -ph3,c pr 1m;1stig.ntt.:~ a~ Jc­
"'..:ribcJ in ,\fati:rial ... anJ .\kthnd:-. .imJ :-.timubti.:J \\it'.1 :oo L' 11f lF~··1 
pcr mi fnr 7~ h. Tht.: numhcr 11f Jma~tigutc:-. pc:r :uo rnfc:cti:J macr11-
pha!;C~ ( .-\ anJ 8) anJ thc pcrccnt.:1gc of infcctr.:J macrnphagcs ( C) 
\\.'Crt.! dctcrmincJ microscopically hy Gicm~;,i 1tl:1ining. Thi":t i.:xpcrirncnt 
i:-. ri.:pn:scntativc.: 11f two pcrfnrmcJ. Fuur to rhi.: micc \\;en.: u:-.cU in cach 
.:;roup. anJ cclls wcn.: plat.:J in triplicatl.:. 

inJuceJ significant parasite killing in macrophagcs from huth 
.\llF- - anJ i'vl!F- - micc comparcd to control macrophagcs 
that wcrc not stimulatt:d with !FN-'( (Fig. 4r\). At this tinte 
point. howcver. !F1'."-y-stimulatt:d macrophagcs from MIF_,._ 
micc JisplaycJ significant impairment of lcishmanicida! activ· 
ity comparcJ tn .\llF- - micc ( Fig. 48 and C). Furthcrmorc, 
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impairment of the in vitro lcishmaniciJal actil'ity of l\l!F_,_ 
macrophagcs was associateJ with signilicantly lllwcr proJuc­
tion of supcroxiJc (tWLl· tn thrccfolJ) anJ nitric nxiJe (livc­
fold) than :\llF" - macrophages (Fig. 5:\ anJ 13). Therc werc 
no significant Jiffcrcnccs in the lcvds nf IL-lll. transforming 
gn>wth factnr hcta ( TG F-13 ). ami 1 L-12 in culture supcrnatants 
from :\llF" - anJ .\l!F- - micc (Jata nnt slwwn). lntcrc,t­
ingly. macrophagc,; frnm :\llF- - micc prnJuccJ signiticantly 
11tl1re IL-o than thn,c frnm .\llF" • mice (Fig. o). In cnntrast. 
culture supcrnacanh from Lm .. \g-stimulatcd lymph 1wJe cclls 
fn>m .\llF" · .1nJ .\llF - mic'c «nntaincJ llnly h'";d k1cls uf 
IL-t>. 'uggc,ting 1hat .\llF Tcclls Jn nnt lll1:rprllducc· IL-h. 
s,·1·cral ,tudic's indicatc that 1 L-1> is ,1 pn>intbmmacnry c·ytn­
kinc: nthcr>. hll11c1cr. ha1c rcpurtcJ that it can alsn cxhihit 
immun11'urpre,si1c acti1·ity ;1nJ inJt11:c difl'crcntiatiun 11f IL--1-
pn>ducing CD-! - T cclls ( 17). In fact. IL-6 ha' hccn ,11 .. wn to 

,upprc'" 'upcr1•\iJe prnJuctinn in human ttH>nnc~ te' and en 
inhihic chcir ki,hmanit:iJal acti1ity in 1itn> ¡ 7). 

In 11ur prc1in11> papcr (-1). wc n.:p1>rtcd that thi11glywlatc· 
induccJ macn1ph,1ges frnm :\llF- mice prnduccJ tite samc 
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FIG. 5. Production of nitnc ll.\i<k 1 :\'O l anu >upcroxide (0, - ) is 
impairc:J in macrophagt:;-, from .\llF miel!. tAI ~itric oxit.fc.: proúuc­
tion and (B) ,upcroxiuc 10, - ¡ pn>uuction wcrc mca,urcd ª' úcscribed 
in ).l.1tc:rials and ~kth\!Js. Similar rc~ult:-. \\'ere ob"ícncJ in t\\o'O indc· 
pcnUcnt t:\pt:rimcnt3'. Data are ...:.xprc~sl.!Ll as mean ::: SE. 
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amount of IL-6 as anda litti<: more NO than wild-cype mice. 
These uilferences from the present tinuings are prnhahly uue 
to che much greater stimulus uf macrophages useu in che ear­
Iier stuuy: macwphages inuuccu by thioglycolate may he more 
activateu than resiuent macrnphages. These cells were funher 
stimul<1teu with both Iipopolysacchariue (LPS) anu IFN··¡ 
rather than with IFN-y aillne. as in che present studies. Then:­
fore. it is perhaps 110[ surprising that thinglycolate·eliciteu anu 
IFN-y, LPS-activateu peritom:al macrophages from MIF- -
mice kilku Ldsi1111a11ia as efficiently as M 1 F~ • macrophages 
( 26'"i:- ::: llJ'"t anu 3Yé ::: 11 '"t infecced macrophages in 
;..IIF" • anu MIF - mice. rcspectively: P <O,.\). The prescnt 
protocnl using resiuent macrnphagcs anu stimulacion with 
1 FN-y alone i; probably mure dnsely related to che physiolog­
ical reality, 

There may he severa! cxplanations why !FN-y-accivatcd 
.\llF-· - macrnphage havc impaircu lcishmaniciual activity, 
First. increascu IL-6 prouuction may contributc at leasc partly 
to increased susccptihility of ;..11F- - mice to L. majar by 
inhibiting macrnphage superoxide prouuction. as reportcu prc­
' iously (i), Hence, we are currcntly generating IL-6,;..IIF dou­
ble-knockout micc en investigate chis further. Second. as MIF 
has heen shown to inuuce T;-.;F-a. impaircu leishmanicidal 
activity nf n.:siuent peritnneal macrophages from MIF·- - micc 
may he uue cu reuuceu TNF-u prnduction. This. however, is 
unlikely in che present scuuy. as TNF-a was either absent nr 
Jetectable only at basal levels in culture supernatants from 
bnth groups (<.lata nnt shown). Lastly. it is possihle that lack of 
;..IIF suppresscs expn:ssion of IFN-y and/or TNF reccptors on 
macrnphages that are csscntial for mediating che biological 
functions of these cycnkines. Wc are presencly investigating chis 
hypothesis in stuuics in our laboracory. Nevenhelcss. togecher 
thesc rcsults indicatc that thc proteccivc role uf enuogenous 
MlF against L. majar in resistan! mice is mediated by its ability 
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to regulate superoxidc and NO production and induce macro­
phage leishmaniciual activicy. 

In conclusion, our tinuings in che present scudy demonstratc 
that MIF gene-deticient C57BU6 x 129Sv/Ev micc are sus­
ceptible to cutancous L. 111ajor infection and develop larger 
ksions and greatcr parasite burucns than their wilu-type coun­
tcrparts. The susceptihility uf MIF- - mice tLl L majar is uue 
to impaircd IFN-y-inuuccd macrnphage kishmaniciual activicy 
rathcr than en che lack of Th 1 dewlnpn1cn1 or cnhanced Th:! 
ue\·elopmcnc. The>e uhservation' indicatc that enuogcnnus 
;\llF is requircu fur optima! ac1i-.1tio11 of rnactllphagcs anu 
contrnl of L 111e11or infcction in re>i>l'1nt micc, .-\duitionally. 
the data uernunstrate that M 1 F is ll<H reL¡uircd for activation nf 
T ce lis and prnuuction uf Th l-as><1l"iatcu 1 FN--1 anu Th ~-as­
"'ciaceu 1 L--l, 
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SusceptibilitYto Leishmania mexicana infection is due to the 
inability to produce IL..:12 rather than lack of IL-12 responsiveness 

MIRIAM RODRJGUEZ-SOSA, GlNA M MONTEFORTE and ABHAY R SATOSKAR 

Departme11t of lm111u110/ogy a11d !11/t!ctious Di.sease.s, Harvard Schoo/ of Public Health. Bo.sto11. 1'>/a.ssac/111.setts, USA 

Summary Almost ali inbrcd rnice are highly susceptible to parasites ofthe úishmanict mexicana comph:x that 
includes l. amazonensis and l. mexicana. Recent studies havc reponed that T cel!:; from l. amazonensis-infccted 
mice fail to rcspond to IL-1:?. duc to impaired IL-l 2R cxpression. Here. we demonstratc that lymph nade cells from 
l. mexicana-infected C57BL'6 and l 29Sv/Ev mice rcspond efficicatly to exogenous IL-12 in vilro and produce 
IFN-y. Moreover, we also show that deletion of signa! transducer and activator of traascription (STAT)4 gene in 
resistan! STAT6·'- mice reuders 1he111 su.scepliblc 10 l. mt'Xh·anu. These fiudiugs iudicate thal an iuability to 
produce IL· 12 mther than unresponsivcness to this cytokinc is rcsponsible far susccptibility to L. mexicana. More· 
over, thc data also demonstrate that the STAT4-mediatcd pathway is critica! for the dcvclopment of protectivc 
immunity agaiast cut:i.neous leishmaniasis, regardless of the species of leishmania andlor genetic background of 
the micc. 

Key wonls: leishmania mexicana, STAT4, STAT6. 

lntroduction 

American cutaneous leishmaniasis is caused by parasites of 
the leishmania mexicana cornplex that includes L. amazo­
nensis and l. me.ticana.' lt is well documcnted that almost ali 
inbred micc are susceptibk to l. mexicana compkx. and· 
dcvelop largc non·hcaling lcsions following infcction with 
thesc parasite.•.'~ We have previou.•ly dcmonstrated that 
IL-4-'· as wcll as signa! transducer and activator of transcrip­
tion (STAn6-'- micc produce high levels oflL-12, develop a 
Th 1 response and control L. mexicana infcction.u Thcsc 
findings indicate that IL-4 and thc STAT6-mediated sig· 
nalling path.,.ay mcdiate susceptibility to L. me.\"icana by 
suppressing IL-12 production and Th 1 developmenL In con­
trast other studics indicate that the inability to gcnerate a Th 1 
response rather than thc prescncc o! [L-4 or a Th2 response 
may l><: n:spunsiblc fur >Usceptibility to l. amazunf!nsis.'-' 
Moreover, lack ofTh 1 in l. ama=onensis-infocted mice has 
!icen attrihuted to the inahility ofCD4º T cells to rcspond to 
fL-12 due to the supprcssion of 1 L-1 :!RP expression.' 

Thcreforc. in this study. we dctcrmined whethcr lack of 
IL-12 production or inability to rcspond to this cytokinc was 
responsible for impaired Th 1 dcveloprnent and susccptibility 
to l. mexicana infcction. 

Materials and Methods 

Animal.o,· 

Six to cight-week-old fcmale C57DU6 and l 29Sv/Ev micc were 
purchnscd from Tnconic L:iborntories 1Gcrrnnntown, NY, USA¡. 

Correspondcncc: Dr AR Satoskar, Depanment of Microbiolob')". 
Thc ühio Statc Univcrsity, 484 W l 2th Avenuc, Columbus, OH 
43210, USA. Email: Satoskar.2@osu.edu 

Rcccived 1 Deccmbcr 2000: acccptcd 26 Fcbruary 200 l. 

STA:r4/ST1U6 gene-deficient C571lU6 ~ l 29Sv/Ev mice were gen· 
crated by intcrcrossing STAT 4-- and STAT6-'· CS1DU6 x l 29Sv/Ev 
mice that wi:re kindly provided by Dr James lb.le (St. Jude's Hospi· 
tal, Mcmphis, T!'I, USA). These mice were bred and maintained in a 
facility at the Harvard School of Public Health according to thc 
guide lines for animal research. 

l'ara.site and i11fectio11 protoco/s 

For ali cxperiments, mice v.1:re infected by injecting S x 10" L. mex­
icana (M379l amastigotes into shaven back rump. The disease 
pr"llression was monitored by measuring lesion diameters weekly 
w1til weok l O postinfection. 

A11tibody El!SA 

Mic~ wero bled at different lime points fcom tail snips following 
l. me:cicana infection. lllood was centrifuged at 200 x g, and serwn 
was collected and tested for l. me.xi~ana anti¡¡en (LrnAg)-specific 
Th 1-associated lgG2a and Th2-associa1ed lgG 1 antibodies by ELJSA 
as dcscribcd pn: ... iously.' 

T-ce/l proliferation a11d cytokine as.says 

At V.l!ek 10 postinfcction the mice wcre killed. their lymph nades 
excised and T..:ell pmliferarinn a.<says v.ere J1<!rformed a.< descrihed 
prC\'iously.' Briefly, 3 x 10' lymph node cells wcre added to the wells 
of 96-well flat-bottomed tissue culture plates and stimulated with 
20 µg/mL of LmAg prepared by repeated freezing and thawing of 
stationary pha.se pro1rumigoi..s. Supcrnatants from these cultures 
were analysed for IL-1, 1L·l2 and lFN-·1 production by ELlSA.' 

Rcsults and Discussion 

lt is widely accepted that IL-12 plays a critica! in the dcvel­
opm.:nt uf Th 1 rt:sponst: and prute~-tivt: immunity during 
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Figure 1 In virro productinn of JFN.y hy !~.mexicana antigcn 
(LmAg)-stimulared lymph node cells from (a) C57BU6 and 
(b) 129SVIEv mice following addition of recombinan! murine 
lL- ( 2. Five animals were u sed in each group. Data are expressed 
as means ± SEM and are representative of three experiments. 

Figure 2 Course of cutaneous L. mexicana infection in 
STAT4/STAT6"'" (•). STAH/STAT6. (0) and STAT6' micc 
r•1. (al Lcsion grov.1h was monitored by mcasuring lcsion diarn­
eters following L. rtt<'.ticana infccrion. Data are exprcssed as 
mean lcsion diamcter ± SE. Ar weck 1 O postinfection in vitro 

! .. merir.ana antigen (LmAg)-induccd (h) IFN-y and (e) IL-.\ hy 
the lympll nade cclls from STAH/STAT6 ... (wild type) and 
STAT41STAT6' micc wcrc mcasurcd by ELISA. Four to fivc 
animals wcrc used in each group. 
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cutaneous as well as visceral lcishmaniasis. •.• As demon­
strated prcviously, C57BU6 and l 29Sv/Ev mice were highly 
susceptible to l. mexicana and dcvclopcd largc non-hcaling 
lcsions following l. mexicana infcction (data not shown). At 
weck 10 postinfcction. LmAg-stimulated lymph node cells 
from thesc micc faikd to produce significan! levels of 
IFN-y. which was associatcd o.ith basal kvels of IL-12 
(Fig. 1 ). Howcvcr. addition ot' exogcnous rccombinmt 
murinc IL-12 to thcsc cultures induccd signifo:ant IFN-y 
production by LmAg-stimulatcd lymph nade cc!ls from 
these inbrcd '"trains (Fig. 1 ). Thcst: results demonstrate that 
T ce lis. regardless of the genetic background of the mousc, 
can n:spond dTicicntly to IL-12 ami pn,ducc IFN-y during 
l. n1<?.xicana in fcction. Morcovcr. thcsc n:sults also suggcst 
that lack of IL-12 production rathcr than rcsponsiveness to 
this ~-ytokinc may be responsibk for impaircd lf'N-y pro­
duction following L. mexicana iniection. lt is possible tbat 
IL-12-induccd !FN-y may be derived partly from othcr non­
CD4 • T ce lis, such as NK ce lis. Ncvcrthelcss, these findings 
diffcr from thost: obscrvcd in prcvious studit:s dcmonstrating 
that the lack of !L-12 responsiveness resulting from impaired 
IL-12R~ expressinn inhihits and mediales su.<eeptihility to 
l. ama::onensis. 7 

We prcviously found tbat genetically susceptible C57BU 
6 x l 29Sv/Ev mice lacking STAT6 gene produce signifi­
cantly higher leve Is of lL-12, develop a Th 1 response and 
control l. me.tica11<1 infection. suggesting that l. mexicana 
infcction docs not alter in vivo re~onsiv~aess of T ce lis to 
IL-12.' lf susceptibility to l. meúcana was dueto tbe lack of 
IL-12 responsivencss. STAT6~- mice would havc failed to 
mount a Th 1 response and remained susceptible to l. mexi­
cana despitc production of high levels of lL· 12. Reccnt 
studies have dcmnnstrated that co.i· and CD8" T cells differ 
in thcir rcgulation oflFN-y. 1" \\'hile STAT4-mediatcd IL-12R 
signalling is critica! for IFN-y produetion in CD4 • T ce lis via 
thc TCR pathway and Th 1 dcvclopmcnt, CDS" T cc!ls can 
produce IFN-y independently oi !L-12.1º Therefore, we 
hypothcsizcd that deletion of STAT 4 gene in STAT6_,_ mice 
will impair Th 1 dcvelopmcnt and render them susceptible to 
l. meúcana. As anticipatcd. in the present srudy we found 
that STAT41STAT6"- C57BL/6 x 129SvtEv mice developed 
mpidly prugressive largt: non-healing lesions similar to 
STAT4/STAT6··- mice (Fig. 2a). In contrast, concomitantly 
infcctcd STAT6 ' mice failed to develop lcsions (Fig. 2a). At 
wcck 1 O postinfcction. LmAg-stimulated lymph nade ce lis 
from STAT4iSTAT6 mice produced significantly lower 
lcvcls of !FN-y and IL-t than wild-typc miec did (Fig. 2b,c). 
Thcsc observations demonstrate tbat in the absence of 
STAT4-mcdiated lL-12 signalling pathway STAT6-'· mice 
bccomc susceptible to l. mexicana. These findings demon­
stratc that the IL·l2RJSTAT4-mcdiatcd pathway is functional 
and indispensable for Th 1 dcvelopment in STAT6~- mice 
during l. mexicana infcctiun. Thc:sc findings suppurt our 

previous observations in a leishmania majar model,11 and 
iodicate that the STAT4-mediated pntbway is critica! for the 
dcvclopmcnt ofprotcctivc immunity against cutancous lcish­
maniasis regardless of the species of leishmania and/or 
genetic background of the mice. 

In conclusion, our data indica te that unlike L. ama::onensis, 
failure to de,clop an cfficicnt Th 1 response during l. mexi­
cana infecrion is due to thc lack of 1 L-12 production rather 
than the inability or T cclls to respond to this cytokinc. 
Moreover, the data also demonstrate that in the absence ot' 
STAT6, the STAT4·mcdiated IL-12 signalling pathway is 
indispensable far the dcvclopment of protcctive immunity 
against l. mf'.ricana. 
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IL-13 gene-deficient mice are susceptible to 
cutaneous L. mexicana infection 
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Recent studies have demonstrated that IL-13 mediatas susceptibility to cutaneous L. majar 
infection via IL-4-independent pathway. To determine whether IL-13 also plays a similar role 
in pathogenesis of cutaneous L. mexicana infection, we analyzad the course of L. mexicana 
infection in IL-13""'-and IL-4/IL-13-CS7BU6x129sv/Ev mica and comparad with that in sim­
ilarty infectad wild-type mica. IL-1:>" mica were as susceptible as the wild·type mica to L. 
mexicana and developed rapidly progressing, large non-healing lesions following cutaneous 
L. mexicana lnfection. In contrast, similarly infectad IL-4/IL-13~- mice were highly resistant 
and developed ei1her no lesions or small lesions containing few parasites that totally 
resolved by 12 weeks following infection. Throughout the course of infection IL-13'"'- and the 
wild-type mice produced significantty more Th2-associated L. mexicana antigen (lmAg)­
specific lgG1 than IL-4/IL-13'"'- mice. Ali three groups producad comparable levels of Th1-
associated lgG2a. At week 12 post infection, LmAg-stimulated spleen cells from L 
mexicana-infectad IL-4/IL-13~- produced significantly higher levels of IL-12 and IFN-·¡ as 
comparad to those from similarly infected wild-type and IL-13""'- mica. Al1hough both IL-13""'­
and the wild-type spleen cells produced IL-4 following in vitro antlgenic stimulation, the wild­
type mica produced slgnificantly mere. These findings demonstrate that 1 L-13 is not in volved 
in mediating susceptibility to L mexicana. Moreover, they also indicate that IL-4 not IL-13 is 
a dominant cytokine involved in pathogenesis of cutaneous L. mexicana infection. 
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1 lntToduction 

American cutaneous leishmanlasis causad by Leish­
mania mexicana clinically manifests as chronic lnfection 
that is associated wi1h mutilation of the ear pinna [1]. 
While most inbred mice develop self-healing lesions 
when infectad subcutaneously with L. majar, almost ali 
develop larga non-healing lesions full of parasi1es follow­
ing L. mexicana infection (2). Al1hough severa] studies 
have reportad that L. majar-infectad susceptible BALB/c 
mice produce of high levels of IL-4 and mount a Th2 
response (3, 4), i1 is not clear whether IL-4 plays a role in 
mediatlng susceptibility to L. major. Far example, sorne 
investigators have shown that IL-4-deficient BALB/c 
mice are resistant to L. major [5], while others found 

them to be as susceptible as the wild-type BALB/c mica 
[6]. Nevertheless, we have found that IL-4_,_ and STATO'­
mice, regardless of their genetic background, are resis­
tant to cutaneous L mexicana infection, indicating that 
IL-4- and STAT6-madiated IL-4 slgnallng pathways 
inhibi1 the development of protective immunity against 
L mexicana (7-9]. 

(122059] 

The first two authors contnbuted equalty to this work. 

Abbreviation: LmAg: L. mexicana antigen 

'.i;> WILEY-VCH Venag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001 

IL-13 Is a cytokine that is mainly produced by activated T 
cells and shares a cornmon receptor component and 
many biological activities of IL-4 (1 O, 11 ). Thus, similar to 
IL-4, IL-13 inhibits production of NO and TNF-a from 
macrophages (10, 12]. Moreov8', findings in IL-13~-mice 
suggest that IL-13 acts upstream of IL-4 and regulates 
Th2 differentiation (13). Recent studies have shown that, 
while IL-13 is critical for the development of protective 
immunity against sorne helminthes [14], i1 is also 
involved in granuloma forrnation and fibrosis during 
schistosomiasis [15, 16]. Furthermore, two independent 
studies demonstrated that IL-13 is involved in the patho­
genesis of murine asthma (17, 18). 

0014-2980/01/1111-3255$17.50+ .50/0 
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Despita these observations, the role of IL-13 in regula­
tion of immunity in cutaneous leishmanlasis Is not clear. 
Far axample, one study found that IL-4Ro.,_ BALB/c 
mica develop signi1icantly smaller lesions than IL-4'""­
BALB/c mica following L. majar infection, indicating that 
IL-13 mediates susceptibility to L. majar (19]. In contrast, 
athers also using IL-4Ro.,_ BALB/c mica reportad that 
these mlce deveJop significantly large< lesions than simi­
larty infected IL·4~- BALB/c mice during the late phase 
af L. majar infection [20]. Based on their observations, 
these authors suggested that 1L·13 may play a protective 
role in chronic leishmaniasis caused by L. major [20). 
A more recen! study, however, has found that IL-13'""­
BALB/c mica are highly reslstant to L. major, whereas 
expression of IL-13 transgene in resistant CS7BU6 mice 
rendered them . susceptible to L. major even in the 
absence of IL-4 [211. These resuits indicate that IL-13 
mediales susceptibility to L. major via IL-4-independent 
pathway [21 ]. 

Therafore, we have analyzed the course of cutaneous 
L. mexicana infection in IL-13-'- and IL-4/lL-1~- C57BU 
6x129/Sv mica and comparad with that In similarty 
infected wild-type counterparts of matched age and sex. 
Our findings show that 1 L-13 does not play a role in path­
ogenesis of cutaneous leishmaniasis caused by L. mexi­
cana. Moreover, they demonstrata that IL-4 alana is suffi­
cient to mediata susceptib~ity to cutaneous L. mexicana 
infection In the absence of IL-13. 

2 Resutts and discussion 

In this study, both IL-13-1- and the wild-type mice devel­
oped rapldly growing larga non-healing lesions contain­
ing larga number of parasites following subcutaneous 
inoculation with L mexicana. In contrast, similarly 
infectad IL-4/IL·13-1- mica were highly resistan! and 
developed either no lesions ar small leslons that totally 
resolved by 12 weeks followlng infection and contained 
only a few parasites. These findings demonstrate that IL-
13 is not critica! far pathogenesis of cutaneous leish­
maniasis caused by L mexicana and that IL-4 alone can 
mediata susceptibility to L mexicana in the absenca of 
IL-13. 

IL-13 is a Tcell-derived cytokine (10, 12] that Is distantly 
relatad to IL-4 at the amino acid sequence level. Further­
more, IL-13 also binds to the IL-4Ra chain and induces 
phosphorylation of STAT6 (1 O, 12, 22]. Therefore, it is 
perhaps not surprising that IL-13 shares several biologi­
cal activities of IL-4 (1 O, 12, 22, 23]. A recent study found 
that IL-13-'- mice displayed significantly reduced levels 
of lgE and CD23 on B cells [13]. Furthemiore, CD4' T 
cells from these mica produced significantly lower levels 
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of IL-4, IL-5 and IL-10 following in vitre stimulation with 
Con Aand indusion of IL-4 and IL-13 failed to restare IL-
5 and IL-1 O production In these assays [13]. lnterestlngly, 
the sama study found that immunization of IL-13+ mica 
with a schistosome egg antigen ar infection with N. bra­
si/iensis induced a significant Th2 response in vivo that 
was associated with the development of cells capable of 
producing IL-4 and IL-5 [13]. 

Recen! studles have reportad that IL-13 also plays an 
important role in regulation of immune responses during 
severa! parasitic diseases. Far example, IL-13 is critica! 
far the development of protective immunity agalnst cer­
tain gut helminthes [14, 24, 25]. In contras!, IL-13 also 
mediales lmmunopathological damage during Schisto­
soma mansoni lnfection by inducing granuloma fomia­
tloo and fibrosis [15, 16]. Nevertheless, the role of IL-13 
in cutaneous leishmaniasis caused by L. majar Is contro­
versia!. While two studies using IL-13-1- and IL-4Ra 
BALB/c mica as well as IL-13 transgenic CS7BU6 mice 
found that IL-13 mediatas susceptibility to L. major [19, 
21], one study using IL-4Rri- and IL-4-- mice indicated 
that IL-13 may be protective during chronic L. major 
infection [20]. The reasons far these conflicting observa­
tlons In the L major modal remain to be detemiined and 
may be attributed to differences In L. major strains used 
by different grot.Jps. However, we have previously dem­
onstrated that both IL-4-1- and STAT~- mica, regardless 
of thelr genetlc background, are highly resistant to L. 
mexicana (7-9]. Although these observations suggest 
that IL-13 alone is not sufficient to mediate protection or 
susceptibility to L. mexicana, it is not clear whether IL-4 
alana can mediata susceptibility to L. mexicana In the 
absence of IL-13. In the present study, we found that IL· 
1~- mica were highly susceptible to L mexicana and 
developed larga non-healing lesioos similar to the wild­
type mice following subcutaneous inoculation with L. 
mexicana (Flg. 1). On the other hand, sim~arty infectad 
IL-4/IL-13'""- mica were highly resistant and failed to 
develop detectable lesions during most of the course of 
study (Fig. 1). Moreover, skin lesions from both the wild­
type and IL-13'""- mice showed extensiva subcutaneous 
tissue destruction with ulceratlon and diffuse inflamma­
tory lnfiltrate primarily comprised of parasite filled mac­
rophages, neutrophils and few lymphocy1es. In contrast, 
inoculatlon siles from L mexicana-infectad IL-4/IL-13-1-
mice displayed well-preserved skin with inflammatory 
foci comprised of lymphocytes and macrophages with 
only a few parasites. Furthermore, at 12 weeks post 
infection, lesions from the wild-type and IL-13-'- mice 
contained significantly higher (approKimately 5 log-folds 
higher) number of parasites as compared to inoculation 
sitas from IL-4/IL-13'""- mica (Fig. 2). Together, these 
results demonstrate that IL-13 is not involved in patho­
genesis of L mexicana infection and IL-4 in the absence 
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Fig. 1. Course of cutaneous L. mexicana infection in wild­
type, 11-13-- and IL-4/IL-13"'- C578U6x 129Sv/Ev mice. (A) 
The wild-type, 11-13"'· and IL-4/IL-13"" mice were inoculated 
w1th Sx 1 o• L. mexicana amastigotes into the shaven back 
rump and lesion growth was monitored by meas..iring lesion 
diameters every week until 12 weeks post infection. Data 
presented as mean lesion diameter + SE. Similar results 
were observed in five independent experiments. Data 
expressed as mean titer + SE. Asterisks indicate statistically 
significan! ditlerences between each group (p < 0.05). 

of IL-13 can mediate susceptibility to L. mexicana. These 
findings differ from a recen! study, which indicated that 
IL-13 mediales susceptibility to L. majar by inhibiting Th 1 
development independently of IL-4 (21]. This is perhaps 
not surprising as it is becoming increasingly evident that 
cutaneous growth of L. majar is under genetic and 
immunoregulatory controls difieren! from those associ­
ated with the cutaneous growth of L. mexicana (26-28]. 

In previous studies. we had found that ability of IL-4·1
-

and STATs"'· mice to control cutaneous L. mexicana 
infection is associated with a preferential development of 
protective Th 1 response due to their inability to mount a 
Th2 response (7-9]. Similarly, in the present study, L. 
mexicana-infected IL-4/IL-13·1

• mice displayed signifi­
cantly lower levels of Th2-associated L. mexicana anti­
gen (LmAg)-specific lgG 1 and total lgE as compared to 
similarly infected wild·type and IL-13"'- mice (Fig. 3A, C). 
lnterestingly, throughout the course of infection. all three 
groups displayed comparable titers Th1 -associated 
LmAg-specific lgG2a antibody (Fig. 38) that were barely 
detectable in L. mexicana-infected IL-4"º mice in our 
previous study (7]. Nevertheless, similar to IL-4_,_ and 
STAT6_,_ mice, LmAg-stimulated spleen cells from L. 
mexicana-infected IL-4/IL-13·'- mice produced signifi­
cantly more IL-12 and IFN-y than those from the wild­
type and IL-13·'· mice, indicating a Th 1-influenced 

Fig. 2. Assessment of parasite loads in the lesions from L. 
mexicana-infected wild-type, IL-13~- and IL-4/IL-13"'· mice. 
At week 12 post infection, the lesions or inoculation siles 
were excised and parasite burdens were determined by lim­
iting dilution analysis. Data are expressed as mean lag titer + 
SE. Similar results were observed in two independent exper­
iments. 

response in IL-4/IL-13_,_ mice (Fig. 4A, 8). Although both 
wild-type and IL-13-1- spleen cells produced comparable 
levels of IFN-y following antigenic stimulation, the latter 
produced significantly more IL-12 (Fig. 4A). LmAg­
stimulated spleen cells from the wild-type and IL-13-1-
mice produced detectable amounts of IL-4 (Fig. 4C). 
These results extend the findings of our previous studies 
(7, 8], demonstrating that IL-4 inhibits development of 
Thi response during L. mexicana infection. Additionally 
they also indicate that both IL-4 and IL-13 inhibit IL-12 
production during L. mexicana infection, supporting our 
recent findings that the susceptibility to L. mexicana 
infection is due to the inability to produce IL-12 rather 
than lack of IL-12 responsiveness (29]. 

IL-13 is believed to play an importan! role in regulation of 
Th2 cell-dependent immune responses. Far example, a 
recent study found that IL-13_,_ mice produce signifi­
cantly reduced levels of IL-4 and have lower levels of lgE 
(13]. Furthermore, exogenous IL-13 or IL-4 added to in 
vitro culturad CD4' T cells from IL-13-1- mice failed to 
restare production of Th2 type cytokines, indicating that 
IL-13 is an important regulator of Th2 differentiation (13]. 
In the present study, we also found that LmAg­
stimulated spleen cells from IL-13-1

- mice produced sig­
nificantly lower levels of IL-4 than the wild-type mice 
(Fig. 4C). However, there were no significant differences 
in levels of Th2-associated lgG1 and lgE antibodies 
between the wild-type and IL-13-i- mice, indicating that 
lgG1 and igE production during L. mexicana is IL-13 
independent (Fig. 3C). 
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Fig. 3. Kinetics of antibody responsese in L. mexicana­
infected in wild-type, 11-13--'- and IL-4/IL-13-- mice at weeks 
2, 4, 6, 8, and 12 alter injection. (A) LmAg-specific lgG1, (B) 
Lm-Ag specific lgG2a and (C) total lgE. Data fer lgG1 and 
lgG2a is presented as mean reciproca! endpoint titer en log 
scale. Data fer total lgE is presented as mean lgE level (ng/ 
mi) + SE. Five to six animals were analyzed in each group. 
Data representative of ene out of threee identical experi­
ments with similar results. Asterisks indicate statistically sig­
nifican! ditterences between each group (p < 0.05). 

In conclusion, genetically susceptible C57BU6x 129Sv/ 
Ev mice lacking IL-13 gene are highly susceptible to L. 
mexicana and develop large lesions containing large 
number of paras1tes similar to L. mexicana-infectad wild­
type mice. In contras!, IL-4/IL-13"'" C57BU6x129Sv/Ev 
mice produce significantly higher le•1els of Th 1-type 
cytokines associated with impaired Th2 development 
and etticiently control cutaneous L. mexicana infection. 
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Fig. 4. Cytokine production by LmAg-stimulated spleen cells 
from L. mexicana-infected wild-type, IL-13--'- and IL-4/IL-
13"'" mice. (A) IL-12, (B) IFN-y, and (C) IL-4 production by 
splenocytes from L. mexicana-infected mice were measured 
at 12 weeks post infection. Four to five animals were ana­
lyzed in each group. Similar results were observed in two 
independent experiments. Asterisks indicate statistically 
significan! ditterences between each group (o<0.05). NO: 
non-detectable. 

These findings not only indicate that IL-13 is not involved 
in pathogenesis of L. mexicana infection but also dem­
onstrate that IL-4 mediales susceptibility to L. mexicana 
in the absence of IL-13. 

3 Materials and methods 

3.1 Mice 

IL-13--'· and IL-4/IL-13""- mice on C57BU6x129Sv genetic 
background were generated as described previously (13, 
21]. The mice were bred and maintained in the facility at the 

---- ·-·---~--··-. 

lo1 



Harvard School of Public Health according to the guidelines 
far animal research. Wild-type mice of the same strain com­
bination, age and sex were used as controls In ali experi­
ments. 

3.2 Parasltes and infectlon 

L. mexicana (MNYC/BZ/62/M379) was maintained by serial 
passage of amastigotes inoculated subcutaneously into 
shaven rumps of 129Sv/Ev mice. Fer ali the experiments, 
8-12-week-old. sex-matched IL-13--, IL-4/IL-13-- and IL-4/ 
IL-13" · mice were infected by in¡ect1ng Sx10• L. mexicana 
amastigotes into shaven back rump. The disease progres­
sion was monitored by measuring lesion diameters every 
2 weeks until week 12 post infection. Lesions from IL-13"'" 
and IL-4/IL-13·'· mice and inoculation s1tes from IL-4/IL-13-'­
mice were excised and fixed in 10% buffered formalin. 

3.3 Antibody ELISA 

Blood was coliected from tail snips from L. mexicana­
intected mice at different time points after infection and their 
sera were analyzed far the levels of Leishmania-specific 
Th1-associated lgG2a and Th2-associated lgG1 as well as 
total lgE antibodies by ELISA as described previously (9]. 

3.4 T cell proliferation and cytokine assays 

Spleens from L. mexicana-infected IL-13--, IL-4/IL-13"'" and 
IL-4/IL-13"1

" mice were removed at week 12 post infection, 
and T cell proliferation assays were periormed as previously 
described (9]. Briefly, cell suspens1ons were prepared by 
gentle teasing in RPMI 1640 supplemented 10% heat­
inactivated fetal calf serum, 2 mM L-glutamine, 1 O U peni­
cillin/ml, 100 mg streptomycin/ml and 0.05 mM 2· 
mercaptoethanol. Ery1hrocytes were lysed by re-suspending 
cells in Boyle's solution (0.17 M Tris and 0.16 M ammonium 
chloride). Following two washes. live cells were enumerated 
by trypan blue exclusion using Nuebaer hemocytometer and 
adjusted to 5x106 /ml. Aliquots containing 5x 1 O; cells were 
plated in triplicate to the wells of 96-well flat-bottom tissue 
culture plates containing 20 µg/ml LmAg prepared by six 
cycles of freezing at -70ºC and thaw1ng at 37°C. Culture 
supernatants from these assays were analyzed far produc­
tion of IL-4, IL-12 and IFN-y (reagents purchased from BD 
PharMingen; detection limit for IL-4 is 3 pg/ml and for ali 
others is 20 pg/ml) by capture ELISA as described previ­
ously (9]. 

3.5 Statistical analysis 

Student's unpaired t-test was used to determine the statisti­
cal significance of values obtained. Differences in Ab titers 
were determined using Mann-Whitney U prime test. 
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