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RESUMEN

dlas de lnfeccmn (5 dlas) con predo

Ty celulas del parasnto De manera lnteresante en la cep re lstente (BALB/cJ),,

presento poblamones de macrofagos aparentemente ctwados asu como\ur‘j:f,f s




incremento significativo de células NK a los 5 dias de infeccion lo cual sefala la

posible krele'van‘cvia de la respuesta inmune innata en los fenémenos tempranos de '

la'instalacién del parasito. -

%)



1. INTRODUCCION

Clstucerc05|s causada por Taema sollum

La CIStxcercosxs causada por Taen/a so//um es un problema de salud en

palses en vnas de desarrollo como AS|a Afrlca y-Amerlca Latlna (Whlte 2000) y

Ambiento

Clsticerco

)

anura 1: Ciclo de vnda de Taen/a sol/um EI CICIO de V|da contempla un

hospedero deflnmvo'(el hombre) en eI cual se an;a el gusano oteniaenel

mtestlno yun hospedero intermediario’(el’ cerdo) eI cual se |nfecta conel huevo ’

: n la forma Iarvarla o C|st|cerco

’ TESIS CON
FALLA DE ORIGEE\L




La tenla se ancla en Ia mucosa mtestlnal a traves de una cabeza o escolex

armada con dos coronas de gan hos denommado rostelo (Flgura 2) y ‘a partlr de

alll comienza a desarrollarse a traves de estructuras segmentad funcmnes

reproductivas llamadas proglotldos (Figura 3). Cada uno de estossegmentos

esta equipado de gonadas sexuales masculinas y femeninas que pueden generar
huevos. Los proglétidos adquieren grados progresivos de maduracion conforme

se alejan de la cabeza del gusano.

Figura 2 Figura 3
Figura 2. Fotografia del escolex de T. Solium, R: rostelo, S: ventosas
N: cuello. Visto por microscopia de barrido. e

Figura 3. Esquema de los proglotidos maduros ide: 7-.‘, sollum‘ La

caractenstlca de blfurcamon del utero en el segmento | adurosnrve como

masculinos y femeninos. -

Thows CON
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Cada uno de los segmentos puede albergar hasta 50,000 huevos y

I|berarse en Ias heces del |nd|v1duo |nfectado en forma |nd|v1dua| oen fragmentos

contaminando asi el medio amblente

o el cerdo ingiere los huevos, estos pue en esarrovarse aI estado de cnstncerco
o larva causando la cnstncercosns. EI cuclo de V|da deI parasﬂo se completa
cuando el hombre consume carne de cerdo mfectada con cisticercos los cuales

se desarrollan al estadio de gusano adulto, el cual causa la teniasis.
- .

Figura 4: Huevos de Taenia solium. A) Observacidon microscopica de
huevo de Taenia solium. Los huevos miden entre 30-45 um y contienen una

oncosfera también conocida como embrion hexacanto. B) Fotografia de un cdrte -

de un huevo mmaduro V|sto por microscopia electronlca C) Fotograf:a,de un

' huevo de 36-45 1m por 30 40 m VIsto por mlcroscopla electronnca de barrldo D) :

ium vnsto por microscopia

electrénica de barrido.
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En eI hombre se estlma que Ia |nfecc10n ocurre en forma acmdental por la

humanas (AlUJa et a/ 1988)

consecdencia del‘desbalance entre el crecimiento poblacional y.la-‘urbanizacvién,

aunado a Ia pract|ca de fecalnsmo al’ ras ,Vel suelo lo que: favorec los’ habntos

coprofagos del cerdo (Flgura 5) En palses no desarrollados y como mecanismo

de sub8|stenc1a se,practlca esta forma de crianza rustica. En México se estlma'

que el 40% de la carne de cerdo que se consume se cria en forma rustica.

Figura 5. Fecalismo al ras del suelo en medios rurales una de las

condiciones que favorecen la transmisién de esta parasitosis.
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En el humano el cnstlcerco de Ia T so//um puede aIOJarse en el Slstema

Nervnoso Central en o;o en tejldos subcutaneos y muscular En eI SNC ‘causa’ la ;

neuromstlcercosls (Flgura 6), Ja cual parece ser Ia Iocallzamon mas frecuente en

América (Vega 2002) i‘ La neurocnstlcercosus puede xpresentar unayggranr

parasito en el SNC (Sotelo et al

19A G)""asomado a '

parasito y su hospedero. Entre Ios sintomas mas frecuentes flguran cefaleas
desde leves a intensas, convulsiones, crisis epilépticas y trasto'rnos ‘en la

conducta.

Figura 6. Tomografia de un paciente con Neurocisticercosis, causada por el

metacéstodo de Taenia solium.

Ademas del impacto en la salud humana; deben considerarse  sus
repercusiones socioeconomicas consecuencia de la frecuente discapacitacion del

paciente, asi como de los costos que implican su diagndstico y tratamiento.

, TESIS COV
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Este panorama 1nd|ca claramente la necesndad de estudlar esta parasnt05|s .

tanto en funcnon de omprender su patoﬂstologla como en:'su prevencuonr

Respecto aI estud;o de I’ ‘ fermedad dlversos grupos han empleado dustlntos‘}

modelos experlmentale

‘para ahondar en los - mecanismos |nmunolog|cos, :

sexuales y genetlcos que estan lmpllcados en esta parasutosus

Clstncerc051$ experlmental murlna por Taema crass:ceps
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Figura 7: CIClO de vnda de Taen/a crassiceps. El ciclo contempla un

hospedero deﬂnmvo (canldos) y un hospedero intermediario (roedores). En el
ratén se ha observado que el cisticerco puede reproducirse por gemacion tanto in

vivo como in vitro:

“ Figura 8. Presencia de cisticercos en la cavidad peritoneal de un _raténA
BALB/cAnN 30 dias después de haber sido infectado con 10 cisticercos de 7.

crassiceps
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II ANTECEDENTES

Factores sexuales ;

Larralde y colaboradores han encontrado que Ias hembras son. mas

susceptlbles ue Ios machos (Larralde et al., 1989), mldlendo Ia susceptlblhdad

cual se refleja en el

como Ia capamdad del parasito de |nsta|arse y repro ucirse, |

numero de parasﬂos recuperados de Ia cawdad oneal’ de atones 30 dias

n celulas T

periféricas (BOjalll 1993) Se ha encontrado'qu

7 B}estradlol‘_ S




participan en el control del cremmlento de los parasutos a traves de la estlmuIaC|on

de una inmunidad especmca celular (Morales Montor 2002) Ademas - se hai”
encontrado que tanto IL-6 como MIF estan relacmnados en la* susceptlbllldad

asociada al sexo en la mstncercosns por Taen/a crass:ceps (Morales Montor 2002)

Factores genéticos

Al respecto de Ia relevancna de los factores genetlcos mlmalmente se

mostro gue Ios genes del Complejo prmcnpal de Hlstocompanblhdad (MHC) del}
raton (H2) podrlan ‘estar |mp|ucados en el control el ¢ k '

1991).

’(Sc‘,putto et al., Las cepas de haplotlpo H




cnstlcerc05|s expenmental murlna) mlentras que SI en BALB/cJ (reS|stente)

Medlante estudlos de Ilgamlento genetlco "Ilnkage" entre BALB/cAnN y BALB/cJ

presenma de Qa-2 se conflrmo medlante Ia o] ducmon de un raton transgemco de '

: fondo susceptlble que expreso Ia protema Qa-2 (Fragoso et al, 1998) Qa-2 es
‘detectable en células epltehales tlmlcas y esencual para la seIeccmn pos:tlva ‘
(Perarnau et al., 1999, Ungchusrl et a/ 2001) es capaz de asociarse a dnversosb

‘pepndos probablemente por Ia vua ‘de TAP (Tabaczewski et al., 1997; He et al
2001) Ademas afecta y modlflca Ia presencia de células CD8 aa (TCRaB) en los .

: Ilnfomtos lntraepltellales deI |ntest|no (Das et al, 2000). Rementemente se ha g

observado que Qa 2 puede ademas inhibir Ia actividad cnolmca de Ias ceIuIas NK -

j(Cl'nang et al., 2002). A pesar ‘de todos Ios escenarlos de Ia respuesta inmune

: adaptatlva estudlados entre ratones susceptlbles y reS|stentes nmguno se ha' '

podldo asociar aun con Ia proteIna Qa-2

Factores mmunologucos

transfirio reS|sIenCIa repoblandolos con celulas de medula osea de ratones




resnstentes ala mfeccnon (Lopez-Bnones et a/ 2003) Anté célulés'd'e 'niéddla

Gsea, Ia part|C|paC|on de |InfOC|tOS T ha 5|do muy documentada VSe ha observado

una clara part:cnpac:on de Ios Ilnfocnos T ya que en ratones tlm ctom za

1995 Vllla and Kuhn. 1996 Toenjes et al

respuesta de tnpo Tht pudlera estar mvolucrada [




d|smmumon porcentual de celulas T esplenlcas CD4 CD8 y celulas TCRaB dado

por la poblacuon TCR V[32 en la cepa susceptlble (BALB/cAnN) (Lopez Bruones et'

al., 2003).

Mlentras tanto Ia partumpacnon de Ia respuesta mmune mnata en eI control

de esta paras:tosus ha s:do rementemente abordada enfahzando Ia partncnpacnon ‘de

snlvestre o natlva BALB/c En estos estudu:s se demostro.que Ia_alteracmn de Ios f

macrofagos es _.funa' ion -,que claramente favorece la susc ptu

,(Rodrlguez-Soza et' al., 2003) Las dlferenmas de susceptlbmdadventre las cepa's 2

suscephbles y,, res‘lb_steyntes podrian estar med|adas por» macrofagoso por _ot[as ‘

Cérlulas derla" réspuésfa inflamatoria. En este sentldo el pre nte rabaj tiéf{e E

como flnalldad evaluar la cinética del crecnm|ento del parasuto en Ias cepasi

pemoneal) A5| se- pretende determmar si ﬁex t

ampllamente estudlada y que se ha generado bastante unformacmn tanto en Ias

“células partucnpantes como en los mecamsmos' mplmados en el control de'




infecciones se anexa a continuacién una breve descnpcnon de los avances -

reportados en este tema.
Respuesta inmune innata
En el sitio de interaccion entre el hospedero y el parasito se llevan a cabo

estrategias de defensa y sobrevnvenma que van co- evolumonando en un proceso

dlnamnco (Stefan HE 2002) En esta*lucha eI 5|stema inmune asume la

e Ia mvasnon Los parasnos y sistema inmune del

rapuda varlabllldad mientras que’ I 5|stema mmune para competur directamente

uhhzando una gran‘gama de receptore especmcos

Por 5 parte el sistema’inmune ‘combate’ de una manera mas eflcnente y

especuflca “al: ransfiriendo,. ademas,: memona mmunologlca para

Ia respuesta

encuentros posteriores::con el inmune -

adaptatwa

EI : sistema nmune”

sta compuesto, por dos’ partesinterrelacionadas, el

5|stema mmune innato.y.el sistema‘inmune adaptativo:

ctia“ inmediatamente controlando- Ia fase de

mstalacnon y repllcamon del patogeno es: espuesta ‘inmune lnnata.' Esta

ancestral que el adaptahvo (Stefan 2002)




La respuesta lnmune |nnata .es-un mecanlsmo rapldo de defensa y crltlco

las fagociticas en mamiferos son los  leucocitos

tréfilos,

pollmorfonuclear,s [( ‘mohocitos y macréfagos) (Gor}do"ljy,' 1999

Rablnovnch z1995) Est'asfééluvl'és" se:consideran fagocitos profesidnal'e's

capacndad de:fagocutérr

ina gran varledad de particulas, S|endo Ias respon ables
del reconoc1m|ento y control de lnvaswnes m|crob|anas
Los neutrofllos son células de vnda corta y son celulas fectoras esenmales g

en el control de mfeccnones or: bacte as extracelulares y.hongo

|mpl|cadas en el por b‘acteria'sf :

|ntracelulares (Cossart et a/ 000 Hampton et. a/ 1998) Los neutrofilos'son Ios Y

prlmeros en arrlbar al smo de infeccidn,-su prmcupal funcion es’ contnbwr a resolver' B

la |nfeCC|on a traves de Ia destruccuon de agentes microbiano

Los macréfagos provienen de los monocitos:de'la’sangre y. on distribuidos

al tejido daﬁ"a'do,fre'presentando_la/prlmera;llnea de.defensa contra 'lalnvas_loh'de o

microbibs(é@rdon 1999). lave del sistema:inmune e‘n"'_erl

control de la‘infeccién, por.lo.que son importantes en:ambas  respuestas mnata‘y :

adaptatlva' En eI cuadro 1 se resumen Ias prmcvpales funcnones y mecanlsmos de =5

los macrofagos




Mecanismos y funciones de los macréfagos

MECANISMOS

FUNCIONES

Deteccién de la invasién del microbio

*Mediante la opsonizacion de microbios y sus

productos

Restriccion y eliminacién del microbio

*A través de fagocitosis
*Formando granulomas en el sitio de infeccién

*Causando muerte celular a células infectadas

Reclutamiento de células inmunologicas

*Mediante la produccion de citocinas y otros

mediadores inflamalorios

Células accesorias en linfocitos activados

*Procesando y presentando antigenos
*A través de la expresion moléculas
co-estimuladoras

*Por la produccion de citocinas

Células efectoras en la inmunidad mediada por

células

*Incrementando la fagocitosis, la muerte celular
de células dafiadas, a si como la eliminacion de

células apoploticas

Participacion en la respuesta inmune humoral

*Presentando receptores de anticuerpos y del

complemento

lLa activacion de macréfagos es un paso importante para el control de la

infeccion por el sistem

4 lnmune y: defectos en esta activacion da como resultado

un lncremento de susceptnbllldad a ’atogenos




rapldamente produmr factores solubles (qwmlocmas y c;tocnnas) que tlenen .

efectos antlmlcrobnanos

ayuda dé TNF o indu S celulas NK a producnr grandes cantldades de IFN-y

Despue = de 2XPOn ,a Ias celulas NK a IFN-a e IFN B o a IL 12 se:

lncrementa 'su actnvndad lltlca Ademas se ha encontrado que Ia acuwdad de Ias




celulas NK se mcrementa con IL-2 pero su actnvndad esta asocuada con la sintesis

de NO (C|fone 2001)

Reconoc:m/ento de M/crob/os
A pesar de que Ios mlcroblos pueden prohferar'con rapldez el snstema

inmune innato es capaz de reconoc 5

reconocimiento  de patrohe :

moléculas conservadas de




entrando a través de receptores RCS ya que por esta via no se desencadena el

mecanismo de estalhdo resplratorlo (Gordon 17999)

Recientemente se ha identificado otro tlpo de receptores Ios: ToII-Iik‘é

Los’ TLR |dent|f|cad hté'eh' Drosophila,” son una fémilia de

receptor dé IL-1. Estos se han |dent|f|cado en todos

tlngulr varios patogenos (Fig, 9); por ejemplo el
TLR2 reconoce moleculas como Peptldogllcano Lipoproteinas, etc presentes en
- hongos y bacterlas gram-positivas, mientras que el TLR4 reconoce LPS de

) bactenas gram-negativas.

Nowre Reviows | boxroxiokigy

Figura 9. Figura que ilustra los TLR descritos asi como sus diferentes ligandos.

Tomado de; Nature Reviews Immunology 1, 135-145 (2001) .
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En algunos casos Ios receptores tipo Toll requleren de la presencra de otras

moleculas membranales para ser actlvados por determlnados l|gandos M|yake e

reacciona dentro del
radlcales hldfOXIIV
constituyen unas' as . principales. moléculas’ efkecvtoravsudel fagocno para la: -

s destru»c»cic')h: de gent

21




Otra enzuma responsable de la muerte mtracelular del mlCl'ObIO es Ia OXIdO

nitrico snntetasa |nducnble (INOS) produmda por Ios fag' ycnos (Burgner et a/ 1999

S|Io ‘et a/ 1999 'Lar |nducc10n de INOS Ileva ‘a Ia produccnon de grandes

osls del agente invasor. Estos

ademas de un gran numero de C| ‘cmas pronnflamatorlas las pr| vale: citbcir}n’as

'pro “inflamatorias son; [L=1,IL: 6 IL 10 lL 12 |L 18 IFN y, IFN a‘/B T_NF o
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Las cnocmas son; Ias prlncnpales moleculas de Ia respuesta |nmune Stk

adaptanva vy(Byl|llaﬂu, et\:a/.,f’1998. Biron, -1998;- Pa|udan, 1' 98, Pretolanl 1999

Los neutrofllos y macrofagos part|c1pan de iy} nera importante en el control. :

de parésitos como Sch/stosoma (Peck et a/ 1983) y‘Toxop/asma gondu (Catterall~
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et al, 1987), a si como en contra de algunos hongos como Candlda (Vazquez—

Torres and Ballsh ,  i : g y

parasitos y virus) lo que ha orlgmado que s estudle con mayor detalle los.
mecanismos moleculares y celulares de Ia respuesta innata que permltan ‘el

control de la infeccion.
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. JUSTIFICACION'

conocer el tlpo de respuesta mmune ue odrla estar parhcupando en las

diferencias de susceptlbmdad
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IV HIPOTESIS

,Las dlferencnas de susceptlbllldad a Ia cushcercosus experlmental murlna

entre Ias sublmeas de Ia cepa BALB/c estan medladas por celulas

|nmunolog|cas* |nan una espuesta lnmune local dlferente

entre Ia sublmea susceptlble y Ia re5|stente reflejandose en Ia carga

parasnarla
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V. OBJETIVOS -
. Determinar Ia'carga pafasitaria en la cepa de ratones susceptiblei'
(BALBchnN) y en Ia resnstente (BALB/cJ) a diferentes tnempos de -

mfecmon en hembras y machos

. Evaluar Ia composncnon celular en la cavidad perltoneal de la cepa*

SUSCGP“b'e y reststente a los diferentes tiempos’ sstidiados de_laf
infeccion y de’te‘rminar si existe una poblacion celular diferencial entre

ambas cepas que permlta proponer las  interacciones . celulares

asomados a dlferenmas enla susceptlbllldad

de suscephbmdad ala cnshcercosns experlmental munna entre estas

’sublmeas




VI METODOLOGIA
7 71 -Evaluamén de Ia cmetlca poblacional de cnstlcercos de T. crass:ceps en el I
modelo experimental de cisticercosis murina
1.1.-Animales de experimentacion

Con la intencién de conocer las diferencias en el |ncremento deI numero de

cisticercos de Taenia crassiceps durante la mfeccnon experlmental murma en

sublineas de ratones BALB/c se reallzo una stica”

semanas de'e

bioterio del,lrist:tuto de.Investigaciones B:iomedpc;as',LLfJNAM.

B ‘i.rzb.;ln'feccngnA

aguja de cal:bre 27G 13mm en 1 ml de solucuon amortlguadora de fosfatos v

s '(PBS 1X).
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1 3 -Cuantlflcamén de carga parasntarla :

vez recuperados ‘se colocaron ‘en-un caja etri:sobre un’fondo: obscuvro quef

permitié observarlos con iclandad,y,con una pipeta‘ de’bulbo’se colectaryonVlos’

cisticercosis cuantmcando asu Ia carga par ‘S|tar|

Dado que este parasn io’s k d|V|de por gemacmn (Ru '1819) y con Ia*

intencién de conocer Ia capamdad rep oductuva 'se cua ific el numero de gemas i

por cisticerco.

2.- Estudlo cmetnco de Ias celulas del hospedero antes y despues de Ia

infeccion expernmental murina causada por el metacestodo de T. crassmeps : '

21.- Anlmales

Para ellestudlo S|stemat|co‘de Ias celulas relacnonadas con Ia mfeccuon en Ia‘

,'ratones se mantuwero con’agua y comida d/lb/tum en,el bloterlov ‘elklnstltuto def: :

Investlgactones Blomedlcas UNAM

29




2 2 - Infeccuén .

Los ratones se’ mfectaron de la forma descnta anterlormente (1 1), y bajo

condiciones de estenlldad (en campana de fluJo Iamlnar y utlltzando soluciones

esterlles).

2.3- Obtencmn de celulas de Ia cavudad pentoneal

Para obtener Ia mayor cantldad de c Iulas de la’cavudad perltoneal de los

ratones se le myecto i1*m| d PBS X frfo y‘ e eahzo un,suave masaje

Postenormente se recupero el:PBS con las: celulas en suspensnon con una jeringa

descrito en la seccion 1,3

2.5.-:'Deterrmmac‘l_'on y cuiakiflvtklf‘lkc,a‘ciénf'de;‘Ia's';célyullé'zs'—d_kéjkla cavidad-

perltonea|

La suspensnon celular recuperada de Ia cawdad pentoneal se centnfugo a.

L anallzarlas;baj ‘

(H E)
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2 5. 2 -Tmcuén con_HematoxnIma Eosma (H E)

‘Las solumones mpleadas se describen en el anexo I.: -

2 5. 2 Cltometrna de flulo

EI resto de las celulas se dejaron 2 horas en qu ultrawoleta para reducnr la

autofluorescencna de las celulas Esto se Ilevo "a; cabo debudo a que en estudlos k
' ‘Vprewos han mostrado que el parastto en su procb’“so de |nsta|acnon y reproduccnon o
_dentro de la cavndad pentoneal l ' : el
§ cumulos celulares Ios cuales :
"sobrelapa con Ia fluorescenm

: ut|I|zados Fluoresceina (FITC), Phycoerltrlna (PE) y Quantum Red (Padllla ‘>2000)

Las reacciones de cﬂometna se reahzaron con 5 X 0% células.: Para bloquear

receptores Fc, se aducnono el antlcuerpo ann CD16 CD32 (Tabla 1) en 1pg/1 OOpI

de PBS* por reaccion, se dejo mcubar durante 45 mmutos a4°Co Las celulas se
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mlnutos

: (macrofagosv)'

ratones BALB/cJ para evaluar
de esta protema

durante la lnfecmon experlmental murma (Padllla 2000)

Para Ios ensayos de cutometrna se reallzaron tmcmnes duales utlllzando el panel

de anhcuerpos descrlto en el Cuadro 2

Consnderando que se han encontrado celula g

mpleados* para Ia caracteruzacnon de las

0s por cnometrla de flu;o

Especificidad del

Florocromo

Tipo de marcaje

anticuerpo

CD19 PE Sencillo/directo
CD25 Biotinilado Sencillo/directo
CD3/CDh4 Biotinilado/FITC Doble/indirecto
CD3/CD8 Biotinilado/FITC Doble/indirecto
Pan-NK/CD69 FITC/Biotinilado Doble/indirecto

32

lavaron 2 veces aducnonando 3 ml de PBS* y centrufugando a 1500 rpm durante 10‘



Pan-NK/Qa-2 FITC/Biotinilado Doble/indirecto
Mac-3/Qa-2 FITC/Biotinilado Doble/indirecto
Anti-lgG/Parasito Biotinilado Sencillo/indirecto
Controles Florocromo Marcaje

Isotipo (1gG2a e IgG2b) FITC Sencillo/directo

Isotipo (IgGa e I1gG2b) PE Sencillo/directo

Se adicionaron los anticuerpos (1ug/100u! de PBS*) y se incubaron 30
minutos a 4°C en oscuridad, se lavaron dos veces de la forma ya descrita y las

reacciones de marcaje directos se fuaron En el caso de Ias reaccmnes con o

marcaje indirecto (anticuerpos blounllados) se adlcmno |

acoplada a phycoeritrina (PE) (1 10 en PBS‘), se mcubo

eni

de una solucién -de formaldehldo aI %

Cabe remarcar que para todas Ias reac
(lgG2a e 1gG2b) marcados con FITC y P

‘Para identificar las celulas de‘ rigen

IgG/parésito biotinilado, purificado‘,defsue'rozde' ratones:co

con el cisticerco de Taen/a cras

precnpnacnon de las IgGs totales con sulfato de amonlyo’ (Cohgan Vt’a'l.,"1‘99"l), las -
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IgGs preC|p|tadas se blotlnllaron snguiendo Ios proced|m|entos prewamente

descrntos en Collgan et al 1991

Los resultados fueron anahzados utlhzando eI metodo estadistico T de student

~utilizando el Software GraphPad InStat tm V2 05°
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VII RESULTADOS

K Evaluacuon de la cmetlca poblacnonal de CIstlcercos de T crass:ceps

cen ‘gemas desde el
urante el.tiempo de

e dé él dia 12 y van

En Ia cepa BALB/cJ

= 4gemaC|on Esta posnbnldad 'parece fachble con d ando que en tlempos tardlos,

s
i
|




: de Ia mfecc:on se observa un lncremento deI numero de gemas no.vesiculares,

‘ rechazados y no Iogran ni establecerse n| reproducurse (F|guras 10y 11)

' 7560,'

N ‘,v. N
g .
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7 500 —e—BALBICANN ¥
p —e—BALB/CAnN
s ~a-BALBlcJ ¢
2 ol -m-BALB/cJ £
@
g
=
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o e N
0 . 50 75 100

Diasde infecclén .

Fig. 10..Namero total de cistice'rcos' éncontrados en la cavidad peritoneal de ratones (n=5)
BALB/cAnN y. BALB/cJ de ambos sexos. : durante d|ferentes dias - post-infeccion, el
'|ncremento dela carga parasntana en hembras de Ia cepa BALB/cAnN es exponencial, en
los machos crecen en menor numero pero en BALB/cJ el parasito no logra establecerse

en ninguno de Ios Sexos,
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Fig. 11. Nomero total de gemas encontradas en Ios mshcercos de la cavidad pentoneal de

ratones (n=5) BALB/cAnN y BALB/cJ mbos sexos durante dlferentes d|as post-

. lnfeccuon Ios cnstlcercos en ratones de la cepa BALB/cAnN comlenzan ‘a gemar desde

ras, en el caso de los machos tardan mas

2, Estudlo de Ia cmetlca de Ias celulas mmunologlcas de Ia cav1dad

pentoneal de ratones mfectados con eI clstucerco d T crassi /ep

Con el fln de conocer Ias poblacnones celulares presente en Ia cawdad

peritoneal' de Ios ratones‘ BALB/cAnN y BALB/cJ |nfectadosvse reallzo la

' determmacuon en eI" |empo de las diferentes poblacmnes celulares en Ia cavidad

: perltoneal

2.1. Cuantmcacuén de la carga parasitaria
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En cada tiempb éstu'diado se cuantificd la carga parasitaria Como se -

observa en Ia Flgura:12 se conflrmo Ia susceptubllldad en Ia cepa BALB/cAnN y Ia
resnstencna de BALB/cJ
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*. Dias de infeccion .-

Fig.12. Promedlo del numero de parasntos encontrados*en la cawdad pentoneal de,

ratones hembras BALB/cAnN y BALB/cJ (n—3), durante os dlferentes tlempos de |nfecc10n‘

estudlados Ios cistlcercos en Ia cepa BALB/cAnN crecen de forma exponencnal m|entras‘

que en BALB/cJ despues del dla 25 de mfecmo' n se encu ntrr n i os Las barras

representan la S D.x

22 Determmacnon de Ias poblacuones celulares por preparaclones

temdas con Hematoxmna Eo ina .
En una prlmera evaluacmn S determlnaron Ios porcentajes de las™
dlferentes poblacmnes celulares presentes en Ia cavudad perltoneal de los ratones

en preparacnones temdas con H E Comparando la composmon porcentual de las

'éé‘ - [ESE con
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poblacnones celulares en anlmales susceptlbles :(BALB/cAnN) y reS|stente

(BALB/cJ) se observo que Ios I|nfocnos (Flg 13) permanecen constantes durant

BALB/cAnN permanecen eIevados hasta este t|empo
50

25 -

% de linfocitos

Dias de infeccion
40 -

30 4

20 4

% de eosindfilos '

10 -

0 3 5 10 15 30 - 45

Dias de infeccion

—e— BALB/cANN —a— BALB/cJ
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Cinética del porcentaje de linfocitos (Fig. 13) y Eosinofilos (Flg 14) determmadas en. -

preparaciones temdas con H E, presentes en la cavidad pentoneal del ratones mf‘ectados i

Las células fueron obtemdas de hembras (n=3) BALB/cAnN y BALB/c.I durante dxferentes;

dias pos- mfecclon s No se encantraron dlf‘erem:las sngmfcatlvas entre cepas ni entre'

linfocitos y eosmoFlos P<0 05 (Flguras 13 y I4 respecth'\mente)

d:smlnuye conform‘ ava ,za e» po.
75
"50 +

25

% de macréfagos

Dias de infeccion

. ® BALB/CANN BALBIY
Fig. 15. C|net|ca del porcentaje de macrofagos |dent|f|cados por . tinciones_H-E a:

: No‘hay dlferenmas en: tlempos tempranos en el

: d:ferentes tlempos post-mfeccuon
: entre ratones hembras de ia cepa resnstente (BALB/cJ) y la

porcentaje de mac;ofag of:

susceptnble (BALB/cAnN)
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Como se observa en la Figura 16, vclasific'andorcqmo m_acréfaéos activados
aquellos de tamaﬁd incrementado y qitoplasma vesigular y granuloso, se éncontré
en la cepa resistente un incremento del 40% al cbjyia 3 de‘ihfecg’:iény que tiende a
desaparecer, en contraste con la cepa susceptible en la que se chserva un

aumento del 30% hasta los 15 dias de infeccidn (Fig. 17).

S dias de
feccion

Fig. 16. Frotis de células de la cavidad peritoneal de ratones hembras BALB/cAnN (A

C) y BALB/cJ (B,D), tefiidas con Hematoxilina-Eosina y observadas al microscopi
(100x). Los macrodfagos al dia 3 de infeccion (A, B), en BALB/cJ tienen apariencia d

activacion, mientras que al dia 15 son los macréfagos de la cepa BALB/cANN los qu

predominan con apariencia de activacion.

41
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Fig. 17. Cinética deI porcentaje de macrofagos con aparlencna de actlvamon ldenhflcados e

por tmcuones H E-a dlferentes t|empos post-mfeccion En BALB/cJ se ‘observa un’

incremento sngnlﬁcatuvo de celulas con aparnenma de macrofagos activados al dia 3 post- :

infeccion.

Al respecto de Ios neutrofllos (Flg 18) y monocntos (F|g 20) se, observan en

ambas: poblacnones un mcremento Ianto en: Ia cepa susceptlble como .en Ia :

re5|stente conforme transcurre Ia mfeccmn Por el contraruo los basofllos (Flgura

19) tlenden a dlsmlnulr
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Clnetlca del porcentaje de Neutrofulos (F|g 18) y Basodfilos (Flg 19) en t|n<:|ones H-E. No

se observan dnferencnas sugnlflcatlvas de Neutrofllos ni de Basofllos entre las cepas )

BALB/cJ resustente y BALB/cAnN suscepuble
20 4

% de monocitos
- —
o o

L X

(9]

Dias de infeccién

—Vo—-BALBﬁchnN . —a—BALB/cJ

Flg 20 Cinética del porcentaje de Monocntos en tmmones H E ‘La cmetlca de Monocnos

de la cepa res:stente y susceptlble son 5|m||ares emre Ias cepas BALB/cAnN y BALB/cJ.

2.3.- Determinacion de las poblacwnes eIuIares por citometria de flujo.
Considerando las llmltacnones de I: caractenzamon celular por laminillas se
decidio utilizar citometria de ﬂUJO para dnstlngunr Ias subpoblamones de linfocitos:

células B, células T y NK. EI anahsus por tometrua de flujo permite anallzar a las

células de una poblacién heterogene de act erdo a su tamano y la complejldad :

molecular que presentan. Medlante graflcas de puntos estos parametros :

permiten distinguir tres regiones Una de menor tamano y menor granularldad

a4




que corresponde a: Imfomtos (Reglon 1) uhé de ma'yo.'r 'ftaméﬁdy'méybr'i‘%v

granularldad correspond|ente a macrofagos celulas T actlvadas y celulas

plasmatlcas (Reglon 2) y otra de menor tamano y mayor granularldad que

corresponde a granulocntos (Flgura 21)

Unra ot

R1.- Linfocitos
R2.-Macréfagos

Linfocitos activados

RS.-Granulocitbs

Fig. 21. Eventos celulares analizados por citometria de f|UJO mostrandolos en

tamafo contra complejidad molecular Las reglones determlnadas para Ias’ :

diferentes poblacmnes celulares segun su tamano y complejldad molecular

Utlllzando eI maAca CDlg'se evaluo la presenma de celulas B Este'i

marcador se expresa ‘en esta poblacmn llnfmdea hasta antes,de transformarse a
) celulas plasmatlcas

celulas CD1 9 (F|g

Estudlos reallzados en nuestro grupo de trabajo han demostrado que el parasnto j 8

as




mduce apoptosrs en celulas B (Lopez Brlones 2003), Io que podria Justmcar este

hallazgo Mientras en BALB/cJ tlende a observarse un- lncremento tardlo det

CD19+ posublemente como consecuenma de Ia desapanmon del parasﬂo en elr

hospedero.
75 -
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Fig. 22, Células analizadas por citometria dekfylujo" (regrién 1), preséntes en la cavidad
peritoneal de ratones infectados. Las células fueron obfenidés de réfdnes hembras (n=3)

BALB/cANN y BALB/cJ durante diferentes dias post-infeccion.

' esenma e elulas del parasno en,

la cavndad perltoneal de ratones BALB/cAnN durante la mfeccnon (Padllla 2000).,

Con eI fin de |dent|f|carlas se utlhzo IgG antl paraS|to blotlnllado y se utilizé para

w [ TEss com
S FALLA DE ORIGEN




_medir_estas poblaciones ‘,ce‘luyla_r"evs,‘delf'pé'ré‘sjtd‘plo:f citiorhiét‘rfég‘*de’jfl»ujq'(F'ig.;'23).~v

drastlcamente en mba cepas ‘Es probable que esto se deba a que:el parasnto i

para este tlempo e: mfeccnon ya se reconstltuyo por completo y no queden mas'

celulas alsladas
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Fig. 23. Cmetlca del porcentaje de celulaskeconomdas por IgGs antl paras:to presentes_

en la cavudad pentoneal d

obse'rvé'la brééénq\ de células que son reconocadas por anucuerpos dmgldos contra el

g parasnto lo cual argumenta a favor de que se trata de las celulas de origen parasitario.
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Al respecto de las poblacuones de celulas T (CDS+CD4+ CD3+CD8+) y NK :

se evaluo sumultaneamente su estado de actnvacuon unllzando para esto los:

marcadores .CD69 'y CD25 (receptor para IL- 2) ast como Ia ex resnon de la‘
. prote[na Qa-2 en celulas NK y. macrofagos de Ia cepa BALB/cJ
EI estudlo se reallzo durante Ios primeros 5 d[as de lnf ceion, en el

supuesto de que Ios prnmeros dias de infeccién son los crltucos ra eterm‘nar la -

mstalacnon ‘el pa “to en el hospedero
: En BALB/cAnN se observé un aumento sngnlflcatlvo de las’ celulas'CD4+ y

CD8+ al dla 5 de mfeccuon (Figuras 24, 25). En BALB/cJ I lncr mento de celulas

CD4+ no es sngnlflcatlvo pero si lo es de células CD8+ al dla 5

]
4]
o

%de células CD4+ '

al
o o o o 8
s : L 1 :

0 3 5

Dias de infeccién
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% de células CD8+

Dias de infeccion

3 BALB/cANN m BALB/cJ

Promedio + D.S. del porcentaje de celulas CD4+ (F:g 24) y CD8+ (Flg 25) detectadas por

citometria de flujo en la cawdad 'e on tres raton s hembras antes y ‘3 y 5 dlas

después de la |nfecclon con cisticercos de- Taen/a crass;cep En las celulas»CD3+CD4+:’ :
(Fig.. 24), las dlferenmas k Y

0.05), en Ia cepa BALB/cA

significativas encontradas fueron ‘de a y b con c; y de b con d (P< 0 005), en BALB/cJ

TRSES GOV
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Tamblen aumenta sngnmcatlvamente el porcentaje de celulas CD25+ al d|a

5 en Ia cepa BALB/cAnN (Flg 26) La poblacnon CD69 (marcador temprano de
actlvacmn) se’ 1ncrementa sngnlfucauvamente en Ia cepa re5|slente al dla 3 de

mfeccnon (Flg 27)

20 4

[
&
a
5]
0
Kl
3
N
(=]
-1}
-
=
0 3 5
Dias de infeccion
50 -
a
&
o
o
n
8
2
a
o
Q
-l
a2

0 3 5

Dias de infeccion

2 BALB/cANN BALB/cJ

50 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |




Promed|o + D. S del porcentaje de células CD25+ (Flg 26) y CD69 (Flg 27) detectadas

por cntometria de flujo a tlempos tempranos post—lnfeccn 5n |a Ac vndad pentoneal de 3

ratones hembras En las células CD25+ se encontraron dlferenmas s:gmflcatlvas de acon’

'respecto a b, de b con respecto ¢, en BALB/cAnN' En Ias celulasuCDGQ : Ias dlferenclas

,sugnmcatlvas encontradas fueron de a con respecto a Ios demas puntos (P<0'05)

En BALB/cJ se observa ademas Un 'in'crémeht‘o* SignificatiVO en el
porcentaje de celulas Pan NK+, del 8% al dla 5 de mfecmon (F|g 28) AI medir -

celulas Pan NK+/CD69+, no se encontraron dlferenctas sngnlflcatnvas (Fig. 29)

16 4

12 4

% de células NK+
[»:]
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% de células Nk+-CD69+

Dias de infeccion

& BALB/cANN BALB/cJ

Promedno +D. S del porcentaje de celulas Pan NK+ (Flg; 28) y Pan NK+/CD69+ (F|g 29)

BALB/cJ En las celulas NK+/CD€59 no se encontraron dlferenmas s1gn|flcat|vas (P>0 05) e

Sln embargo se encontraron d|feren<:|as 5|gn|f|cat|vas en el porcentaje dé
células Pan- NK+/Qa 2+.en BALB/cJ presentandose un mcremento desde eI dna 3

de mfecmon (Flg.' 30).
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= BALB/cJ

Fig. 30 Promedlo :t D S del porcentaje de celulas Pan Nk+/Qa 2+ detectadas por

: cnometna de f|u10 a‘ t|empos tempranos post—nnfecclon en’ la cawdad peritoneal de 3

ratones hembras En Ias elulas NK+/Qa‘ 2+ se encontraron dnferencnas significativas de a

con respecto a b y de b cor re ecto a c (P< 0 05) -

Se evaluo e| porcentaje de celulas posmvas Qa-2+ en las reg|ones uno y

dos descntas con antenorldad Encontramos que en Ia Reglon 1 (Fug 31), hubo

un |ncremento sngnlflcatlvo de celulas Qa-2+ al dla 3 de |nfeccmn mlentras que en

la regson 2, solo se detecto un mcremento sugnlflcatlvo hasta eI dla 5 (Fig. 32).
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@ BALB/cJ

Promedio + D.S. del porcentaje de células Qa-2 en R1 (Fig. 31) y Qa-2 (F:g 32) en R2

detectadas por citometria de flujo a tlempos tempranos post-lnfeccnon en Ia cav:dad'

a region 1'se encontraron

lulas Qa 2+ en la

region 2, las diferencias significativas enéohtradas fueron de a con respecto ab (P<0.05).
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El porcentaje de células Mac-3+ aumentd con la infeccién solo en la cepa

reéisténte (Fig. '33)'.1 Esé aumentoiesatrlbwble a una bbb!aciénerarc—é%/:Cl'ai-’Z? o

(Fig. 34) a los 3 dias'y Mac-3'Qa2+ (Fig. 35) a los 5 dias.

f

20

% de celulas Mac-3+
N
o
o

Dias de infeccion

©BALB/CANN .- @ BALB/cJ

Fig. 33, Promedlo * DS del porcentaje d celul' + e'n:'R72' 'déte‘cfadas'- por -~

!empos tempranos post-mfeccuon en' a cavudad pentoneal de 3

citometria . de fIUJO 'a

ratones hembras Se encomraron diferencias S|gn|flcat as “de a on respecto a b y b con

,respecto a ¢ (P< 005) en BALB/cJ ANo se: encontraron;dlferenCIas 5|gmf|cat|vas en

BALB/cAnN
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Promedio £ D.S, del porcentaje de celulas Mac—3/Qa-2+ (Flg 34) y Mac-3+/Qa-2 (Fig. 35)f

ec0| n: en la cawdadwf v

'detectadas por cnometrla de fluo a mpos tempranos pos -

‘peritoneal .de 3" hembras En las celulas Mac—3/Qa 2+ se encontraron dlferenctas—’

sngnmcanvas de a con respecto a c?y de b’ con respecto a c (P< 0. 05) En»lasvcelulas ‘

Mac—3/Qa 2- ‘no, se encontraron dlferenmas Ignifféét|yas (P > 0.05).' _.i st

Flnalmente expresando el porcentaje de macrofagos en funcuon de Qa-2+ o' f',

Qa-2-, se observa que en,BALB/cJ Ia poblacnon de macrofagos Qa2+ aumento delr

13.8% aI 85% aI dla 5 de mfeccmn
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DISCUSION

1 Evaluacnon de Ia cunétlca poblacnon' de custnc‘ rcos devT- crass:ceps




de asociarse a diversos’ pépt‘idos prbbableihehie por la via TAP (Tabaczewéki et

I 1997 He et al 2001) y su lntervencmn en Ia respuesta |nrhune adaptatlva en" T

d|h|drotes-tosterona d 85 y 95% respectlvamente Si estos camblos : currldos :

_en ratones machos durante Ia lnfeccmn cronlca en Ios nlveles hormo : ales ocurren -
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simultaneamente con el lncremento de una respuesta lnmune lnflamatorla

(Morales -Montor, 2001) ' En ratonesr castrados y

dlhldrotestosterona antes de la mfecmon dlsmlnuye el numero_de parasnos entre

primeros d:faé."{f o
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2. Determmaclén de Ias poblacnones celulares de |a cavndad pentoneal de

suscephbnhdad, nyo«v Justlcha

“gue dlsmlnuyen en BALB/cJ al ‘dia 15, mientras que en BALB/cAnN }se mantienen

elevados. La d|sm|nu0|on de eosindfilos en la cepa re5|stente”(BALBch) podna

6l



ser-un reerJo del exlto en Ia resolumon de Ia lnfeccmn mlentras que en Ia cepa' }

lograr controlar eI establemmlento de Ia parasnos:s Respecto alas pobIaCIones
de neutrofllos y monocutos, estos tlpos celulares se mantienen elevados en ambas

cepas,a diferencia de los basdfilos que tienden a disminuir.

2.3.- Determinacion de las poblaciones celulares por citometria de
flujo.

Debido a las limitantes para identificar subpoblaciones linfoides utilizando
microscopia Optica, se realizd el analisis de las poblaciones celulares por

citometria de qu;o Despues de obtener Ias ceIulas de Ia cavndad perutoneal de

ratones |nfectados? ' a'cada tlva

ceIuIar. La cepa BALBchnN presenta un Incremento SIgnl lcatlvo de ceIuIas
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CD4+, CD8+ y CD25+ al: dua 5 de infeccion, mientras que en BALB/cJ solo la .

poblacuon CDB# mcrementa sngmflcatlvamente en este t|empo . Respecto a

|n emento sngnmcatlvo

d:ferencnas en Ia poblac:on de celulas NK se encontr' u '

’ entre ambas cepas 5 En la’ cepa BALB/cJ se reglstro un mcremento deI 8, 4% al dla

5 de lnfecc:lon mlentras que en BALB AnN-

tempranos no solo :se Iimité -a-células NK sino también seobservo’ieh otras.
poblaciones de Ia reg|on 1 (Ilnfocnos) y regién 2 (macrofagos y celulas actlvadas)

Qa-2 se ha encontrado expresada en células T (Vernachlo 1989), celulas T

permmr evaluar Si efectwamente Q 2

cuales mcrementan Ia expresnon de moleculas de clase II (Janeway, 2001)
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A pesar de que prewamente se ha documentado e| mcremento de Qa-2 en:

BALB/cJ En estudnos

aguja de 21 X 32 mm callbre versus c15t|cercos |noculados €0 n n' anga 27G X 13‘1‘
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-mm callbre que rompe los parasttos |noculados Io ‘que requlere un proceso de

k reestructuracuén del parasnto para su mstalacaon Los'resultados,claramente

S lndlcan que |noculando cushcercos completos en Ia cavndad perltoneal de ratones

. las dlferenmas de susceptlbllldad se plerden entre cepas haCIendos

crlterlo |gualmente suscepubles Mlentras tanto se contlnuan mamfestando

cIaramente Ias dlferenmas asomadas a sexo al menos en BALB/cAnN

Estbs resultados permiten sostener que Iéé 'dife‘rénéiés de susceptibilidad

.entre cepas estan determinados por fenomenos tempranos relacmnados con la

reestructuracnon del parasito, en los que podrla estar partncnpando efectlvamente la

‘act|vac:|on temprana de macrofagos medlando mecanlsmos de lnmumdad mnata

Estos mecanismos soélo parecen ser eflClentes su‘el parasno requnere

reestructurarse y no asi si el paras se |nocu|a sin fragmentarse. Este "é’specto -

resulta especialmente interesante’ considerando el auge adquirido por

“inmunidad innata en el Control de ;infecciones y la aun,’escasé nformacién al.

respecto en el control de mfeccmnes paras:tarlas M|entras ta' a 'dif re'hcias

relacionadas con factores sexuales parecen: |ntervenr prln p'lmente en el

fenémeno de reproduccmn aunque no puede

observacnones Ia reIevancna de fenomenos temp anos

En resumen en esta teS|s se mcluyen claras evudenmas‘que conflrman las

‘diférenmas de susceptlbllldad entre’ Ia ‘cepa ALB/cJ y BALB/cAnN: que se‘

-asocia- a una respuesta inmune Iocal d|feren01a

. ‘d'ferenmas rad;can en los fenomenos tempranos de reestructuracnon del parasnto y

8 senalan la posible relevancia de Vuna‘respuesta}‘ nmune innata en el contrpl de la
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mstncercosas experlmental murina. Estas observacaones establecen nuevas. Ilneas

de lnvestngacmn a estud|ar, tendlentes a conflrmar e |dent|flcar los mecamsmos de
mmunldad mnata lnvolucrados en eI control de esta paraS|t05|s asn como un

posnble papel de la molecula Qa2 en estos mecanismos.
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APENDICE I.

Soluciones

PBS 10X
Reactivo gramos/litro de H;0
NacCl 74
NaxHPQO4 10.22
NaH2P04 3.86
TINCION H-E

Hematoxilina

Reactivo g o ml por litro de solucién
Sulfato de amonio y Potasio 509

Cristales de Hematoxilina 6g

Oxido rojo de mercurio 2.5g

Alcohol absoluto 50mi

Acido acético 20ml
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Preparacic’m
Sulfato de amonlo y potasuo se dlsuelve en agua caliente, se adiciona el alcohol y

la hematoxnlma y poco a poco el oxndo rolo de mercurio, una vez que se enfrla se

le adlcmnan 20 ml de 'ac!do acehco

Guardar en frasco

Eosina

Reactivo g o ml/litro de solucion
Eosina amarillenta 4g

Alcohol 96% 11t

Acido acético 10mli
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‘Solucién de FACS
PBS*

0 02% NaNa

5% SFB (suero fetal bovnno) (GleO BRL 160000 -044)

PBS (1X) 1 1t

Anticuerpos
MARCADOR . C{JQNA. e FLOROCROMO . CELULAS BLANCO
"CDk : — HS-ZCI ] = Bmumludo . Células T »
FITC
‘CI Gk 1.5 FIre CEL T (CDHI+ CNR-)
‘CDR 33-6.7 FITC CEL T (CIH- CD8+)
CH1Y 3 PE Células 13
CN2s 7144 Biotintlado Celutas T activas
*CH6Y 111.2F3 Biotinilado Macrolagos de medula osea, NK, Neutrofilos, cctulas T v
celulas B
“Qa-2 1-1-2 Biotinitado Células T, B, Macrotogos, NK
"Pan- NK NX3 Frre Céhulas NKC
“Mae-3 M3/g- FITC Macrofagos
PEstreptoavidina PE Biotina
Antt 1gG-Parisito policlonal Biotinilado Células del parasito7d-
‘L FIre R35-95 FITC Control de isotipo
P R3-34 P Control de isotipo

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la identificacién de los diferentes marcadores especificos para

cada poblacién celular estudiada.(*Pharmingen. legma)
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