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°C Grados Celsius
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D.O. Densidad Optica.

ECL Extracto crudo de larva

IB-367 Iseganan IB-367
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ul microlitos
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rpm Revoluciones por minuto

RPMI medio Roswell Park Memorial Institute
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Resumen

La taeniosis y la neurocisticercosis son enfermedades causadas por Taenia solium. En
este cestodo se distinguen tres estadios: el huevo, metacestodo o cisticerco y el gusano
adulto, siendo las formas infectivas el huevo y el cisticerco. El humano es el hospedero
definitivo y el diseminador de estas enfermedades. Taenia crassiceps es también un
cestodo, muy relacionado con T. solium. El cisticerco de T. crassiceps en el raton tiene
la capacidad de reproducirse por gemacion, lo que facilita la utilizacion de este parasito
como modelo de infeccion en el laboratorio. En este proyecto se utilizé este modelo de
cisticercosis por T. crassiceps para poder determinar el papel de los péptidos
antimicrobianos (Temporina A e Iseganan IB-367) en la respuesta inmune. Los péptidos
antimicrobianos (PAM) son péptidos pequefos, cationicos, anfipaticos que tienen la
capacidad de matar agentes patdégenos, asi como de modular la respuesta inmune
adaptativa. La Temporina A y el Iseganan IB-367 son capaces de causar dafio en el
cisticerco de T. crassiceps in vitro e in vivo disminuyendo la carga parasitaria en el
raton.

En este trabajo se establecié el modelo de cisticercosis murina por Taenia crassiceps
cepa WFU, se determiné el perfil de interleucinas tanto para ratones infectados como
para ratones infectados y tratados con los PAM antes mencionados y con el farmaco
prazicuantel. Dichos péptidos no modificaron la respuesta inmune en este modelo de
infeccion, aunque el péptido IB-367 fue capaz de producir proliferacion de linfocitos in
vitro y disminuir la carga parasitaria en un 20%. El prazicuantel disminuyé la carga
parasitaria en un 70% mas no presento efecto sobre la respuesta inmune. Otros PAM
estudiados como el Palm-KKNH2 y el Histatin 5 afectan la viabilidad de los cisticercos
por lo que son candidatos para realizar estudios concernientes a desarrollar nuevas

formas de matar a Taenia solium.



II. Introduccion

La taeniosis y la cisticercosis son enfermedades que afectan al ser humano causadas
por el parasito Taenia solium. La forma mas grave de la cisticercosis es la
neurocisticercosis, en la cual el cisticerco o metacestodo (forma larvaria de este
parasito) se aloja en el sistema nervioso del hospedero. Este padecimiento es de
importancia en salud publica debido a la discapacidad producida por sus sintomas
neuroldgicos y por su letalidad, sin embargo, generalmente el curso que sigue esta
parasitosis es benigno. Esta enfermedad se desarrolla cuando el hospedero definitivo,
gue es el humano ingiere huevos de Taenia propiciado por las malas practicas de
higiene. La condicibn mas comunmente asociada con neurocisticercosis es la epilepsia.
Un gran numero de estudios muestra una fuerte asociacion (por arriba del 50%) entre la
epilepsia tardia y la neurocisticercosis en areas endémicas para T. solium. (Garcia et
al., 1995)

La taeniosis es la enfermedad en la cual el cisticerco al ser ingerido por el hospedero
definitivo (el humano) es activado por los acidos gastricos y las sales biliares para
finalmente establecerse en el intestino delgado donde se desarrolla en la forma adulta
de este parasito. Existen dos especies de Taenia que causan taeniosis en el humano:
Taenia solium y Taenia saginata, ésta Ultima con la diferencia de que utiliza como
hospedero intermediario a los bovinos. El parasito adulto produce huevos que son
expulsados intermitentemente por el humano infectado con el consecuente riesgo de
infectarse a si mismo, a su familia y si tiene, al ganado porcino (ver Fig.2). (Flisser A.
2006)

La cisticercosis porcina se presenta cuando el cerdo ingiere huevos o proglétidos
gravidos de T. solium presentes en materia fecal. Cuando la oncésfera, que se
encuentra dentro del huevo, es activada por las sales biliares y enzimas proteoliticas
puede atravesar la mucosa intestinal y llegar asi al torrente sanguineo distribuyéndose
a distintos 6rganos. El cerdo infectado desarrolla los cisticercos que se alojan en zonas

de alto gasto energético como son el musculo y el cerebro.



La prevalencia y tendencia a dispersarse de estas enfermedades se ha acelerado
notablemente debido a la pobreza, mala infraestructura de salud publica, la explosion
demografica, la crianza rural e intensiva de cerdos, el desarrollo de las vias de
comunicacién entre diversas partes del mundo y por el masivo movimiento de migrantes

trabajadores y turistas. (Larralde C. y De Aluja A, 2008)

Taenia solium
Taenia solium pertenece al phylum Platyhelmintes, clase Cestoda, orden
Cyclophyllidae, familia Taenidae, género Taenia, especie solium (Linneaus, 1758). El
estadio adulto es aplanado, segmentado, blanquecino (Fig. 1C) y se encuentra anclado
a la mucosa intestinal debido a la presencia de un 6rgano de fijacion llamado escélex.
Este 6rgano presenta un rostelo armado con dos coronas de ganchos (que pueden
variar entre 22 y 32 ganchos) y cuatro ventosas. Seguido de este 6rgano se encuentra
el cuello, que es un area germinal no segmentada que da origen a los proglétidos que
forman el estrobilo o cuerpo del gusano. Los proglétidos que estan cubiertos por una
membrana tegumentaria que posee microticas, a través de la cual asimilan el alimento,
ya que carecen de tubo digestivo. Dependiendo de sus caracteristicas van a ser
identificados como proglétidos inmaduros, maduros y gravidos. Los inmaduros son
aguellos que no tienen oOrganos sexuales diferenciados y se encuentran cerca del
cuello, le siguen los maduros que tienen o6rganos sexuales diferenciados y son
considerados como una unidad reproductora independiente dado que poseen 6rganos
genitales masculino y femenino en los que se lleva a cabo la fecundacién (Flisser A.
2006). Los proglétidos distales son los gravidos, en los cuales se encuentran las ramas
uterinas llenas de huevos. Estos proglétidos suelen desprenderse del pardsito en
segmentos cortos de manera que pueden ser algunas veces encontrados en las heces.
Los huevos son esféricos y morfolégicamente muy parecidos a los de otras tenias
(Fig. 1A). La cubierta mas externa es el vitelo, le sigue el embriéforo que le confiere el
aspecto estriado al huevo y que es la mas importante en su proteccién. Dentro de estas
capas se encuentra el embridbn hexacanto cubierto por la membrana oncosferal.
Cuando el huevo es ingerido por el hospedero intermediario o, accidentalmente por el

humano, eclosiona en el intestino liberando la oncésfera, que va a penetrar la mucosa



logrando llegar al sistema circulatorio, distribuyéndose a diferentes tejidos en los cuales
se va a desarrollar (ver Fig. 2). Estos tejidos pueden ser musculo esquelético, sistema
nervioso, ojos Yy tejido subcutaneo. (Larralde C y De Aluja A, 2008; Meza-Lucas A.,
Aguilar F., 2002). El cisticerco (Fig. 1B) es una vesicula ovalada translicida recubierta
por la pared vesicular que mantiene invaginado el escoOlex. La pared vesicular esta
formada por un tegumento que en su superficie presenta microtricas rodeadas de una
membrana plasmatica, es por esta que absorbe nutrientes y excreta sustancias de
desecho, se defiende e interacciona con el hospedero. La superficie tegumentaria del
metacestodo esta compuesta por un denso glicocdlix formado por carbohidratos,
glicoproteinas, glicolipidos y triglicéridos, colesterol y fosfatidilserina, dandole a la

superficie una carga negativa. (Landa A. et al, 2009)
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Fig.1. A) Fotografia de microscopia de luz de huevos y B y C) fotografia de microscopio éptico de larva y adulto
Taenia solium. Tomada de (Larralde C. y De Aluja A., 2008)



Fig. 2 Ciclo de vida de Taenia solium, el hospedero intermediario es el cerdo que, al ingerir huevos provenientes del
parésito adulto, se desarrollan a la forma larvaria en zonas de alto gasto energético como es el musculo. Cuando el
hospedero definitivo (humano) consume la carne de este cerdo se cierra el circulo desarrollando la tenia. La
cisticercosis humana aparece cuando el humano ingiere los huevos debido a malas préacticas de higiene. Modificado
de www.aafp.org/afp/2007/0701/afp20070701p91-fl.jpg.

Taenia crassiceps

Taenia crassiceps es un parasito de zorros, lobos y perros (hospederos definitivos) y
que se reproduce asexualmente por gemacion en el tejido del hospedero intermediario.
El ciclo de vida de esta tenia (Fig. 3) es parecido al de T. solium. En una infeccion
natural, el parasito adulto se desarrolla en el intestino del zorro produciendo proglétidos
maduros y huevos que son excretados en las heces. Cuando el ratén (hospedero
intermediario) ingiere estos huevos, las oncoésferas atraviesan la pared intestinal y se
diseminan a diferentes organos, principalmente tejido subcutaneo, pleura y peritoneo,
estableciéndose en la forma larvaria. El ciclo se cierra cuando el hospedero
intermediario es ingerido por el hospedero definitivo y los cisticercos se fijan en la
mucosa del duodeno madurando hasta convertirse en el estadio adulto. (Willms K. and
Zurabian R., 2009, Mooney K. et al 2000) Existen al menos otras 3 cepas de este
pardsito, una denominada Hyg similar a la WFU, ambas con escélex y otra denominada
ORF gque carece de él (Parra R, 2006).



En el modelo murino de T. crassiceps se aprovecha la capacidad de esta tenia para
reproducirse de forma r4pida y en hospederos de facil manejo en el laboratorio, asi
como la similitud antigénica con T. solium que permiten extrapolar los conocimientos de
este modelo a la infeccion causada por T. solium. La infeccibn se desarrolla en la
cavidad peritoneal de raton permitiendo recuperar los cisticercos manteniendo la cepa
por inoculaciones seriadas. (Willms K. y Zurabian R., 2009). La cisticercosis murina ha
mostrado ser un modelo de infeccion muy atil en el estudio inmunoldgico, genético y en
el de los factores de resistencia y susceptibilidad asociados al género. (Terrazas L,
1998).

Fig. 3 Ciclo de vida de Taenia crassiceps. El hospedero intermediario (el ratén) alberga la larva del parasito que al
ser ingerido por el hospedero definitivo (el zorro) desarrolla al estadio adulto generando proglétidos gravidos y

huevos que son liberados en las heces al ambiente. (Modificado de Willms K. and Zurabian R., 2009)

El patron general de crecimiento de la infrapoblacién de T. crassiceps por inoculacion
intraperitoneal varia dependiendo del estado, cantidad del inéculo y dias post infeccion.
La especie del hospedero, cepa y sexo también afectan la dinamica de este desarrollo,
al igual que la cepa del paréasito. Algunos estudios han demostrado el rapido

crecimiento de la infrapoblacion de los cisticercos de T. crassiceps en particular la cepa



ORF siendo la cepa WFU de crecimiento mas lento que la cepa aneuploide antes
mencionada. (Everhart M, 2004).

En un estudio realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular de Taenia solium de la
Facultad de Medicina, se encontré que la mayor cantidad de parasitos de la cepa WFU
se obtuvo a los 6 meses de infeccidén con una aparicién de cisticercos calcificados del
0.21% que aumentaron al 20% en los ratones con mas de 6 meses de infeccion. Se
observd que el mejor tiempo para la obtencion de parasitos utilizados en los

experimentos fue el de 5 meses (Fig. 4).
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Fig. 4 Cinética de infeccion de T. crassiceps en ratones Balb/c (6 hembras de 10 semanas de edad por mes, inéculo:
20 cisticercos por raton); sobre las barras se muestra el promedio de cisticercos por raton en los diferentes meses de

infeccion. Las barras verticales muestran el error estandar. (Tomada de Parra R. 2006)

Epidemiologia
El primer caso de cisticercosis humana fue publicado por el doctor Ignacio Gomez
Izquierdo en una paciente cubana que fallecié en un asilo psiquiatrico en 1910. En 2003
la taeniosis y la cisticercosis, fueron declaradas endémicas en América. Debido a que la

prevalencia de esta enfermedad varia dependiendo de la técnica empleada para el



diagnostico, es importante notar que en una misma zona pueden encontrarse diferentes
prevalencias. La estandarizacion de las técnicas inmunoldgicas permitié el diagndstico
de la cisticercosis por medio de la deteccion de anticuerpos en suero. Desde el afio
1990 hasta el 2005 ha habido una disminucion de la incidencia en taeniosis
considerable, mientras que en el caso de la cisticercosis, esta incidencia se ha
mantenido. La incidencia nacional para la cisticercosis es del 0.29 por cada 100,000
habitantes con 13 estados de la republica mexicana. Los estados mas afectados son
Jalisco con 1.03 e Hidalgo con 0.92, ademas de 7 estados que no tienen reporte de
este diagndstico. (Vigilancia epidemiolégica, 2007)

Incidencia de Cisticercosis en Meéxico en el 2005
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Fig. 5 Incidencia de la cisticercosis en México. Los estados con mayor incidencia son Jalisco e Hidalgo y con la
menor Oaxaca y Veracruz. La media nacional es del 0.29 por cada 100 000 habitantes. (Tomado de Vigilancia

epidemiol6gica Semana 4, 2007)



Diagnostico

Para el diagndéstico de la taeniosis la situacion usual es la observacion microscopica de
huevos mediante métodos coproparasitoscopicos como el de concentracion por
flotacion (Faust), sedimentacion (Ritchie) o el de frotis grueso (Kato-Katz). Estas
técnicas presentan baja sensibilidad ya que detectan menos de la mitad de los casos
cuando se analiza solo una muestra de heces sin contar con que la presencia de
huevos solo permite identificar que estd presente la infeccion pero no permite
discriminar a cual especie pertenece. (Meza-Lucas, Aguilar Rebolledo, 2002)

Para el diagndstico de la neurocisticercosis se cuenta con las técnicas de imagen:
tomografia computarizada y resonancia magnética que permiten definir el namero,
estadio, localizacion y extension de las lesiones cerebrales. También se cuenta con las
técnicas inmunoldgicas que son de bajo costo comparadas con los estudios de imagen.
En estas técnicas se detectan anticuerpos anticisticerco (en suero o liquido
cefalorraquideo) ya sea por inmunoelectrotransferencia (IET) con una fraccion de
glicoproteinas, ELISA (utilizando como antigeno extractos crudos de cisticerco o el
antigeno B), inmunoelectroforesis (IEF) e inmunofluorescencia indirecta (IFI), sin
embargo estas no nos permiten distinguir entre una infeccién activa y una ya resuelta
(Flisser et al, 2006) y presentan reacciones cruzadas con otros parasitos (Espinoza et
al, 1986). Utilizando antigenos de excrecion/secrecion la sensibilidad y especificidad de
ELISA aumentan encontrandose por EIBT que el 88% de los LCR probados contienen
IgG especificas a antigenos de 95, 49 y 29 KDa. (Lépez J. et al, 2004). Aplicando la
técnica de IET y utilizando fracciones glicoproteicas purificadas de T. solium, Tsang ha
logrado identificar glicoproteinas (GP50, 42, 24, 21,18, 14.13) que son especificas para
el diagnéstico de este parasito encontrando un 98% de sensibilidad y un 100% de
especificidad (Tsang et al, 1989) pero que al probarse en sueros de pacientes de zona
endémica con neurocisticercosis, baja la sensibilidad al igual que cuando se prueba con

sueros de pacientes con lesiones Unicas (Garcia et al, 1991, Wilson et al, 2001).



Tratamiento.
La quimioterapia de la neurocisticercosis incluye tres tipos de medicamentos: los
cestocidas, los corticoesteroides para disminuir la inflamacion y otros farmacos para el
manejo de sintomas, como la epilepsia, el dolor de cabeza o trastornos de
comportamiento (Sotelo J. 1998)
La quimioterapia con prazicuantel (PZC) esta indicada para pacientes con cisticercos
viables (Sotelo J., 1987), este farmaco es seguro y efectivo contra todos los trematodos,
cestodos adultos y contra algunas larvas de cestodos (Harnett W. 1988), sin embargo
puede provocar una reaccion inflamatoria intensa alrededor del cisticerco dafiado y
ocasionalmente causar sintomas neurolégicos cuando es usado para tratar taeniosis en
individuos con NC asintomatica. Este farmaco actla directamente sobre el parasito
causando contraccion muscular (Fetterer et al., 1980) y ruptura tegumentaria (Mehlhorn
et al., 1981) con la consecuente exposicion de antigenos (Harnett and Kusel, 1986)
aunado a cambios en la homeostasis del Ca ?* (Redman et al., 1996). Tomando como
base el costo-beneficio, los efectos adversos no son razén suficiente para excluir al
PZQ como un tratamiento para administraciébn a gran escala, sin embargo, deben
tomarse las precauciones apropiadas. (Pawlowski Z., et al. 2005)
El albendazol es muy efectivo para el tratamiento de las helmintiasis y es uno de
los medicamentos que se utilizan en las campafas masivas de desparasitacion
sobre todo en nifios escolares. (Mascie G. et al 1999). EI mecanismo de accién
se basa en su capacidad para modificar el metabolismo de carbohidratos
mediante la inhibicion de la enzima fumarato reductasa. (Prichard R 1973), asi
como en su union a la tubulina impidiendo la polimerizacion de los microtabulos
(Lacey E., 1988).
La OPS recomienda el uso de albendazol como el tratamiento de eleccion para
la neurocisticercosis poniendo al prazicuantel como segunda opcién, u ambos

combinados con corticoesteroides. (OPS, 2004)
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Respuesta inmune en ratones Balb/c infectados con Taenia crassiceps.

La respuesta inmune en ratones Balb/c desarrollada frente a la infeccion con cisticercos
de Taenia crassiceps (cepa ORF) ha sido ampliamente caracterizada. La inoculacion de
cisticercos en la cavidad peritoneal de estos ratones provoca la presencia de una
respuesta inmune predominantemente celular, y aunque el hospedero es capaz de
desarrollar anticuerpos especificos en contra de los antigenos del metacestodo, ésta es
insuficiente para la proteccién y defensa (Cherning J. 1997, Sciutto et al 1991). Se ha
observado que las células T estan involucradas en la respuesta inmune restrictiva para
esta infeccion, siendo la respuesta Thl la predominante en la resistencia mientras que
la Th2 esta asociada con altas cargas parasitarias (Terrazas |. et al. 1999, 1998) Los
macrofagos peritoneales alternativamente activados estimulados por los antigenos, en
este caso los carbohidratos de la superficie tegumentaria del cisticerco, son la fuente
temprana y principal de la IL-6 por la via TLR 4 (Dissanayake S et al. 2004). Sin
embargo, puede notarse que al inicio de la infeccién (la-2a semana post-infeccion)
cuando de la cavidad peritoneal se recuperan muy pocos o0 ningun cisticerco, la
respuesta es del tipo Thl con altos niveles de IFNy, normales de IL-2 y presencia de
anticuerpos especificos predominantemente isotipo IgG2a. Al avanzar a la 4a semana
post-infeccion la produccién de IL-2 e INFy declina, mas los niveles de IL-4, IL-6, IL-10,
los anticuerpos anticisticerco IgG2b e IgG1, todos promotores de la respuesta tipo Th2,
estan incrementados en ratones parasitados de manera cronica. (Terrazas et al, 1998).
En estado cronico de infeccion se sabe que los macréfagos adquieren un fenotipo de
alternativamente activados que puede suprimir la proliferacion de células T, promover el
desarrollo de células tipo Th2 la cual cambia la respuesta de las células B para que
dejen de producir IgE y modular la anergia celular inhibiendo la capacidad de
proliferacion de las células de bazo en respuesta a un estimulo antigeno especifico
(Vera L, 2010). La activacion diferencial de la respuesta tipo Th1-Th2 juega un papel
crucial en la resistencia o susceptibilidad del hospedero a esta infeccion. Por su parte el
cisticerco produce factores anticomplemento, tiene receptores Fc que unen los

anticuerpos producidos por el hospedero, absorbe proteinas del hospedero como
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nutrientes y produce mediadores anti- inflamatorios que parecen jugar un papel en el
blogueo de la respuesta efectora en la interfase hospedero-parasito (Everhart M, 2004).
Otros factores biolégicos también influyen en la infeccidn por este parasito como son el

ambiente hormonal y la genética.

Thi Th2
. — Peril Th1 {INFg, IL-2}
Intensidad
= Peril Th2 (IL-4,IL.-10}
Carga
parasitaria
1a 4a 8a 16a

Semanas post-infeccion

Fig. 6 Grafica donde se muestra el perfil de Interluecinas tanto del tipo Thl como Th2 a través del tiempo y hasta la
semana 16 de infeccion en ratones Balb/c inoculados con 10 cisticercos de Taenia crassiceps cepa ORF (Modificado
de Terrazas |. et al, 1998).

Péptidos Antimicrobianos (PAM)
Los Péptidos Antimicrobianos catiénicos compuestos de 12-50 aminoacidos con cargas
entre +2 y +7 son producidos en todas las especies vivas incluidas bacterias, hongos,
plantas, insectos, aves, crustaceos, anfibios y mamiferos, y son importantes para la
defensa del hospedero en zonas localizadas. Estos péptidos son producidos en
grandes cantidades en el sitio de infeccion y/o inflamacion por la respuesta inmune
innata y pueden tener un amplio espectro antibacterial, antifungico, antiviral y
antiprotozoario, asi como propiedades antisépticas. También actian como
sefalizadores intracelulares y coordinan la respuesta inmune innata y adaptativa,
influenciando procesos como la liberacion de interleucinas, la proliferacion celular,
angiogénesis y quimiotaxis. (Hancock R y Diamond G, 2000).
En humanos los péptidos atimicrobianos, como las catelicidinas y defensinas, estan
presentes en casi todas las mucosas, leucocitos y son también secretados en tejido
epitelial. (Hancock R., 1999)
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Debido a su cardcter cationico presentan afinidad por interaccionar con los fosfolipidos
anioénicos de las membranas bacterianas. Algunos han presentado también actividad
litica, con cierta selectividad, sobre células cancerosas. La mayoria de estos péptidos
pueden adoptar una estructura de o hélice anfipatica en un ambiente hidrofobico
perturbando la bicapa lipidica de la membrana blanco. (Mangoni L. et al. 2000) Otros
adoptan estructura de hojas  estabilizadas por puentes disulfuro y los menos comunes,
son péptidos extendidos con predominancia de uno o dos aminoacidos (prolina,
triptéfano o histidina). También hay péptidos formados por digestion proteolitica de
proteinas cationicas mas largas como la lactoferrina. (Hancock Ry Diamon G, 2000)

Se han sugerido dos mecanismos de destruccibn de microorganismos por estos
péptidos: el primero involucra la formacion de canales o poros debidos a la interaccion
electrostatica directa con los componentes negativos de la membrana celular del
patégeno, seguido de la insercion en dicha membrana. El segundo involucra la
permeabilizacion de la membrana y la interaccion con blancos anionicos dentro de la
célula (Landa A. et al 2009).

Algunas ventajas de estos péptidos como farmacos son: su amplio espectro anti
infeccioso, bajo potencial para inducir resistencia y su actividad anti inflamatoria, sin
embargo presentan también desventajas: sus altos costos de sintesis, algunos
presentan toxicidad local y sistémica, susceptibilidad a protedlisis, la reduccion de su
actividad en ciertas condiciones de pH, salinidad, en suero, sensibilidad y alergia

después de repetidas administraciones, entre otras.

Estos PAM presentan potenciales estrategias para su aplicacion terapéutica: 1) como
agente anti infeccioso por si solo, 2) en combinacion con antibiéticos o antivirales para
promover cualquier efecto sinergista o aditivo, 3) como agente inmunoestimulatorio que
actie sobre la inmunidad innata y 4) como agente neutralizante de endotoxinas para
prevenir complicaciones potencialmente fatales asociadas con factores de virulencia

causantes de shock séptico. (Gordon Y.J, 2005).
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Temporina A

Las Temporinas son PAMs de 10-13 residuos, aislados de secreciones de piel de la
rana roja europea Rana temporaria. Estos se encuentran dentro de los granulos de las
glandulas holécrinas dérmicas (Fig. 7) y son liberadas en las secreciones de la piel
como una reaccién ante estrés o dafio (Simmaco M. et al, 1998). Todas las temporinas
estan amidadas en el C-terminal y contienen un residuo bésico, ya sea lisina o arginina.
La secuencia de Temporina A es: FLPLIGRVLSGIL-NH2, tiene un peso molecular de
1396 Da, hidrofobicidad de 0.5876, posee carga neta de +2 y adopta una estructura de
a hélice en un ambiente hidrofébico (Mangoni L, et al. 2000). Existen diferentes
hipétesis sobre el mecanismo de accion por el cual las temporinas matan a los
microorganismos: la insercion en el nucleo hidrofébico de la membrana celular, la

interaccion con las

Glandulas dérmicas
granulares

Preparacidn histoldgica de piel
derana

Fig 7. Los péptidos antimicrobianos de la piel de rana son producidos por las glandulas dérmicas serosas, localizadas

en la region dorsal del animal y son controlados por axones simpaticos. (Tomado de Mangoni L., 2006)

cabezas anidnicas y las colas hidrocarbonadas de los fosfolipidos bacterianos, uniendo
DNA o alterando la actividad enzimatica. (Giacometti A, 2005). Para el caso de los
parasitos, la TA ha demostrado tener actividad anti-Leishmania en concentraciones
micromolares, sin actividad hemolitica, manteniendo su funcion biolégica en suero y sin
dafio a macrofagos de ratdon. Este mecanismo involucra la permeabilizacion de la
membrana induciendo un rapido colapso del potencial de membrana dafiandola y

reduciendo niveles de ATP intracelular. Al interaccionar directamente con la membrana
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destruyendo su integridad, es muy dificil que el parasito desarrolle resistencia (Mangoni
L, 2005). El péptido inicialmente se une electrostaticamente a la membrana anionica, el
cual estabiliza su estructura o hélice anfipatica, requerido para la perturbacion
subsecuente de la membrana.

Esta temporina posee otras funciones no antimicrobianas similares a otros PAMs de
mamiferos: B-defensinas y catelicidinas, tiene efecto quimiotactico en fagocitos
humanos, presumiblemente mediado por receptores de superficie celular. Este
importante vinculo entre el sistema inmune innato y adaptativo (por medio del
reclutamiento de células inmune al sitio de infeccion) adiciona caracteristicas benéficas

a las temporinas para ser desarrolladas como farmacos (Mangoni L., 2006).

Iseganan (IB-367)

Iseganan (RGGLCYCRGRFCVCVGR-NH2) es una defensina sintética derivada de la
protegrina 1 que se encuentra naturalmente en leucocitos de cerdo. Es un péptido
catidénico con estructura de hojas f y puentes disulfuro (Martin E. et al. 1995) rico en
cisteina, con una carga neta de +5, un peso molecular de 1900 Da y una hidrofobicidad
de -0.1394 (Panyutich A. et al 1997; Landa A. et al 2009). Posee un amplio espectro de
actividad in vitro contra bacterias gram positivas aerobias, anaerobias y gram negativas,
asi como contra levaduras. Es un rapido microbicida en saliva, tiene una baja
propensién a inducir resistencia. (Chen J. et al. 2000) y mantiene su actividad en
presencia de suero (Martin E. et al. 1995). El IB-367 ha sido desarrollado como un
enjuague bucal para tratar la estomatitis en pacientes con alto riesgo de desarrollar esta
enfermedad y ha llegado a ensayos de fase Ill. También se ha probado como un
farmaco en forma de aerosol para el tratamiento de la neumonia causada por
ventilacion artificial en pacientes en terapia intensiva. (Gordon Y. et alKollef M et al.
2005)

Efecto de TA e IB-367 sobre cisticercos de T. crassiceps in vitro e in vivo
Se ha mostrado que ambos péptidos son capaces de destruir las larvas de este parasito
in vitro, en este caso el IB-367 produce mayor dafio morfolégico que el péptido TA. Sin

embargo, la TA tiene un mejor efecto terapéutico que el IB-367 in vivo (Fig. 8),
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reduciendo la carga parasitaria en ratones infectados sin que haya una diferencia al
tratarlos con bajas o altas dosis de péptidos y mostrando que, aunque se abate la carga
parasitaria, no son capaces de matar a todos los cisticercos, desarrollandose de nuevo
la infeccidn a partir de las larvas sobrevivientes. Por microscopia electronica se ha visto
que estos péptidos inducen cambios en la membrana tegumentaria observandose
formacién de grandes vesiculas con aglutinacion, pérdida de microtricas y destruccion
de la membrana. También producen pérdida de la motilidad, encogimiento de la
vesicula y disminucién de la evaginacion sugiriendo que estos péptidos pueden dafiar al

escélex y asi evitar su implantacién en el intestino del hospedero. (Landa A. et al, 2009)

1200
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0 pep TA

1
CARGA PARASITARIA

Fig. 8 Efecto de PAMs en ratones infectados con Taenia crassiceps donde se observa la reduccion de la carga
parasitaria después de la administracion de una dosis Unica de estos péptidos en ratones con un mes de infeccion
con Taenia crassiceps (WFU). Los ratones del grupo marcado como S/T fueron inyectados con PBS, IB con
Iseganan IB-367 y TA con Temporina A. Las barras muestran la DS del nUmero de cisticercos por raton. (Tomado de
Landa A. et al, 2009)

Se sabe que al inicio de la infeccién se da una respuesta inmune del tipo Thl que es
restrictiva para este parasito. Por otro lado, los PAMs son antiinflamatorios y son
reguladores de la respuesta inmune innata, ademas de que han mostrado capacidad de
abatir la carga parasitaria en el modelo de raton-T. crassiceps. Por lo que este trabajo
pretende estudiar el papel de los PAMs (TA y IB-367) sobre la respuesta inmune

temprana de un raton infectado con cisticercos.

16



lll. Hipotesis

Los péptidos antimicrobianos al ser administrados en la fase temprana de la infeccion
en el modelo ratdn-Taenia crassiceps, cuando prevalece la respuesta Thl (protectora),
por sus propiedades inmunolégicas (moduladores y destructores) seran capaces de

mantener esta respuesta evitando la polarizacion a una tipo Th2.
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IV. Objetivos
Objetivo general.
Estudiar la participacion de los péptidos antimicrobianos (Temporina A e Iseganan IB-

367) durante la respuesta Th1l en cisticercosis murina.

Objetivos particulares
« Establecer el modelo de cisticercosis murina.
o Determinar si los péptidos antimicrobianos tienen efecto sobre los linfocitos en
cultivo.
o Evaluar el papel de los péptidos antimicrobianos sobre ratones cisticercosos con
respuesta Thl temprana.
a) Carga parasitaria

b) Determinacion de la respuesta inmune
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V. Material y Métodos

Estrategia experimental

Determinacion
de IgGs
(IgG1,lgG2a,
IgG total)
A
Infeccion 2° semana de
ratones Balb/c R infeccion/ _ | 4%semanade R 8% semana/
(20 cisticercos/ Tratamiento: > infeccion N Fin del
raton) PBS,IB-367,TA experimento
y PZC
v
Determinacion v
de IL Determinacion de
(INFg,IL-2,IL-4 carga parasitaria
e IL-10)

Material biol6gico
Ratones de la cepa Balb/c infectados con cisticercos de T. crassiceps fueron facilitados
por la Facultad de Medicina. Los cisticercos se obtuvieron de la cavidad peritoneal de

estos ratones infectados por 6 meses. Estos parasitos fueron lavados con solucion de

fosfato estéril y utilizado para realizar cultivos.
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Modelo experimental.

Se establecio el modelo de cisticercosis murina ratén-Taenia crassiceps (cepa WFU).
Ratones hembra Balb/c de 7 semanas de edad, se inyectaron con 20 cisticercos en la
cavidad peritoneal. Cinco meses después, de los ratones fueron extraidos cisticercos
viables con una vesicula clara, no calcificados, sin gemas y con un tamafio de
aproximadamente 2 mm de didmetro. Después fueron lavados con PBS estéril para
luego inyectarlos en el peritoneo de nuevos ratones con agujas del 18 G (20
cisticercos/ratén) suspendidos en aproximadamente 500 ul de PBS estéril.

Para los experimentos se formaron cuatro grupos de 11 ratones cada uno, un grupo
control de ratones infectados, el segundo grupo de ratones infectados y tratados con
200ug de Iseganan IB-367, otro grupo de ratones infectados y tratados con 200ug de
Temporina A y el Ultimo grupo de ratones también infectados pero tratados con
Prazicuantel (15mg/kg) Todos los tratamientos se administraron a la 2a semana de
infeccion. Los ratones fueron mantenidos en condiciones normales con alimento y agua
ad libitum.

Se sangro a los ratones al tiempo cero (sangrado preinmune) y a las 2, 4 y 8 semanas
post-infeccion Para la obtencién de la sangre se realizd6 una pequefia incision en el
tercio proximal de la cola de los ratones, se colecto la sangre en un tubo eppendorf de
1.5 ml y se centrifugd a 3000 rpm (Eppendorf Centrifugue 5415 C) durante 10 minutos,

para después separar el suero y guardarlo en congelacion a -20°C hasta su uso.

Obtencion de células de bazo

Los ratones fueron sedados con 50 ul de Rompun (Clorhidrato de Xilazina, Bayer) para
posteriormente ser sacrificados por dislocacion cervical. En condiciones de esterilidad
se extrajo el bazo de dos ratones por cada grupo, se colocé cada bazo en 2 ml medio
RPMI (Sigma), las células se obtuvieron por maceracion y cribado. En tubos Falcon de
15 ml se recolectaron dichas células y se centrifugaron a 1,300 rpm (Labofuge 400,
Heraus Instruments) por 10 minutos. El sobrenadante se decant6 y se agreg6é 3 ml de

solucion de lisis, procediendo a centrifugar a 1300 rpm por 10 minutos. Este paso se
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repitidé tantas veces como fuera necesario hasta obtener un sobrenadante sin residuos
hematicos visibles. Este sobrenadante se desecha y se agregan 2 ml de medio RPMI
centrifugando una vez mas a 1,300 rpm (Labofuge 400, Heraus Instruments) por 10
minutos. El sobrenadante se desecha y la pastilla celular se re suspende en 2 ml de
medio RPMI. Se realizé el conteo de células (10 ul de suspension celular + 85 ul de
medio RPMI + 5 ul de azul de Evans) en camara de Neubauer. La cantidad de células
fue ajustada de modo que se pusieron 40,000 células en 100 uL de medio RPMI
suplementado por pozo en placas de cultivo de 96 pozos (costar). Se colocaron las
placas en incubacion en condiciones de CO2 al 5% y a 37° C de temperatura durante
72 horas.

Estimulo de linfocitos: Para cada grupo de ratones (Control, IB-367, TA y PZQ) se
prepararon los siguientes estimulos y a cada pozo de cada grupo se le estimulé de la
forma siguiente:

e Concanavalina A (25 nug)

e Extracto crudo de larva de Taenia crassiceps (10 y 5 ug)

o PBS estéril (25 pl)
Estos estimulos se agregaron a las 24 horas de cultivo incubandose a 37° C y CO2
(5%) durante 48 horas, después de las cuales se centrifugé la placa a 1,300 rpm por 10
minutos y se guardd en congelacién para posterior uso del sobrenadante. Se colect6 el
sobrenadante celular para la determinacion de interleucinas por la técnica de ELISA.

Determinacion de proliferaciéon de linfocitos con MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-

bromuro difeniltetrazolio)

Para esta determinacion se ponen 20,000 células de bazo por pozo en placas de cultivo
de 96 pozos en 100 ul de medio RPMI suplementado. Se dejaron en cultivo en
incubacion a 37° C y 5% de CO2 durante 24 horas. Pasado este tiempo se agregaron
las cantidades de péptido (IB-367 y TA): 2, 20 y 200 ug por pozo usando como control

positivo Concanavalina A y Fitohemaglutinina (10 pg por pozo). A las 24 horas se
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agrego 20 ul de MTT por pozo y se dejé incubando 2 horas después de las cuales se
agrego 100 ul de DMSO (Dimetil sulfoxido) por pozo y se centrifugé la placa a 1,300
rom (Labofuge 400, Heraus Instruments) por 5 minutos. La lectura se tom6 en un

espectrofotometro (Microplate autoreader EL311SX, Bio-tek Instruments) a 570 nm.
Preparacion de extracto crudo

Aproximadamente 10 g de cisticercos de Taenia crassiceps fueron homogeneizados en
un Ultraturrax T-8, con una solucién de extraccion con inhibidores de proteasas [Tosil-
L-lisina clorometil cetona (TLCK) 10mM. Acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.5M,
Fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 200mM]. La homogeneizacién se realiz6 mediante 3
pulsos de 30 seg cada uno, con 1 min de incubacién en hielo entre cada uno. El
homogenado se centrifugd a 25,000 rpm por 30 min (AvantiTM 30 centrifuge, Beckman)
y se colectd el sobrenadante, el cual se dializé en 4L de una solucion PBS, pH 7.4
durante toda la noche. Al término de la dialisis, el sobrenadante se centrifuga a 25,000
rom por 15 min en la misma centrifuga. Al sobrenadante obtenido se determina la
concentracion de proteina por el método de Bradford, se divide en alicuotas y se
almacena a -20° C, hasta su uso. La composicion de los extractos se determind por

geles de poliacrilamida con SDS en condiciones reductoras.

Determinacion de interleucinas por el método de ELISA sandwich.

Se realizé la medicion de interleucinas en sobrenadante de linfocitos 48 horas después
de la estimulacion.

Sensibilizacidon de la placa: se acoplaron a las cajas anticuerpo anti-interleucina 2, 4,
10 y anticuerpo anti INFy a una concentracion de 0.5 pg/ 100 uL por pozo diluyendo en
amortiguador de carbonatos 0.1M, pH= 9.6 en una placa para ELISA de 96 pozos. Esta
placa se sello con tapas de plastico y se incubé 2 horas a 37° C y toda la noche a 4°C.
Muestras: Al dia siguiente se lavd la placa con la soluciéon de lavado y se seco, se

bloqued6 con 100 uL de BSA al 1% en solucion de lavado durante 30 minutos a 37° C,
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después de este tiempo se lavd y se secd. Se afiadieron 100 uL por pozo de los
sobrenadantes obtenidos del cultivo celular. Se incubd durante 2 horas a 37° C y
después se incubaron a 4°C, toda la noche. Al dia siguiente se lavd la placa con
solucién de lavado y se sec0, después se agregd 100 uL del segundo anticuerpo anti-IL
2, 4,10 y anti-IFNy en una dilucién 1:2000 en solucion de lavado. Se dejo incubar 2

horas a 37° C y luego toda la noche a 4° C.

Revelado: Se lavo la placa y se secl. Se agrego 100 uL del anticuerpo anti-IL de rata
peroxidado a una dilucién 1:2000 en solucion de lavado. Se incubo6 1 hora a 37° C, se
lavé y se secO. En cada pozo se agregaron 100 uL de ortofenilendiamina + solucién
sustrato+ H202 (al 15%) preparada en el momento. Se dejé desarrollar la reaccién
durante 10 minutos para luego pararla con H2SO4 0.1 M. La lectura se realiz6 en un
equipo Multiskan Ascent a 492 nm.

Determinacion de Inmunoglobulinas en suero

Se sensibilizé la placa de ELISA con antigeno de Taenia crassiceps 2.0 ug /pozo diluido
en amortiguador de carbonatos 0.1M pH 9.6. Se dejé incubar 2 horas a 37° C y toda la
noche a 4° C. Se lavo la placa con solucion de lavado y se sec6 para después agregar
solucion bloqueadora. Se bloqued incubando 30 minutos a 37° C. Se lavo la paca y se
secO. Se agregaron las muestras de suero a una dilucién 1:100 en solucion de lavado y
se dej6 incubando durante 2 horas a 37° C. Selavé y se secd para agregar
100 ulL/pozo del anticuerpo correspondiente (IgG1, 1gG2a, IgGtotal, IgE e IgM) a una
dilucién 1:2000 en solucion de lavado, se incubd durante 1 hora a 37° C. Se lavo la
placa una vez concluido el tiempo de incubacion y se secd. Al momento se preparo la
solucion de revelado y se dejo transcurrir la reaccion durante 10 minutos. Se agregaron
50 pL por pozo de H,SO4 0.1M. La lectura se realiz6 en un equipo Multiskan Ascent a
492 nm.
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Determinacion de carga parasitaria

Todos los ratones de cada grupo fueron sacrificados por dislocacion cervical (previa
sedacion) a las 8 semanas de infeccion. La cavidad peritoneal se lavo con PBS para
extraer todos los metacestodos contenidos en ella. Los cisticercos se pusieron en un

tubo Falcon para su posterior conteo.

Cultivo de cisticercos

Se sacrificd un raton hembra Balb/c de 5 meses de infeccion (previa sedacion) y se
extrajeron las larvas con PBS estéril. Estas larvas se lavaron con PBS estéril una vez y
después una segunda con medio RPMI. Se separaron los parasitos en cajas Petri de
plastico y se pusieron en medio RPMI dejandolos incubar media hora. Se observaron
los cisticercos y se escogieron los que no presentaban escolex evaginados o dafio y
conservaban su forma ovalada y vesicula translicida. En una placa de cultivo de 48
pozos se pusieron 10 de estos cisticercos en 500 ul de RPMI.

En un pozo a parte se verifico el porcentaje de evaginacion agregando bilis de cerdo al
25 % en RPMI y dejando incubar 2 horas a 37C y 5% de CO,. La evaginacion de los
cisticercos se determiné por la salida completa del escélex. A cada pozo se agregaron
los siguientes péptidos antimicrobianos: Citropin 1.1, PALM, LFH, Histatin 5. Todos en
cantidades de 1, 10, 50, 100 y 200 ug por pozo. Se dejo incubando durante 24 horas
en incubadora a 37° C y 5% de CO2. Pasado este tiempo se observaron los cisticercos
en microscopio invertido (Nikon TMS-F), determinando su viabilidad con los parametros
de la movilidad y dafio a la pared vesicular y evaginacion del escélex. Para esto ultimo,
se agrego bilis de cerdo al 25% en RPMI a los cisticercos, se dejé incubando 2 horas en
las condiciones ya mencionadas y se conto el numero de cisticercos evaginados para
cada pozo. La movilidad fue determinada mediante la observacion del movimiento
caracteristico del parésito y se clasificé en alta, media, baja o nula, del mismo modo la
integridad de la morfologia fue establecida por pérdida del fluido vesicular y dafio en la

pared vesicular y se clasificé también como completa, media o nula.
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VI. Resultados

El primer experimento se realizdé para conocer el efecto que los péptidos 1B-367 y TA
presentan sobre la proliferacion linfocitos de bazo tanto de ratones no infectados

(sanos) y ratones infectados con el parasito Taenia crassiceps.
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Fig. 9 En la figura se muestra la proliferacion in vitro de linfocitos extraidos de bazo tanto de ratones sanos como de
ratones infectados con Taenia crassiceps. El grupo control negativo consta de linfocitos a los que no se les agrego
estimulo y los controles positivos fueron estimulados a proliferar con Concanavalina A (Con A) y Fitohemaglutinina
(PHA). La Con A, PHA y los péptidos se agregaron a las 24 horas de cultivo y se dejaron incubando otras 24 horas.
La proliferacién se cuantificé mediante el ensayo colorimétrico con MTT descrito por Mosmann T., 1983. Las barras

muestran la DS para cuatro determinaciones por grupo.

En este caso los péptidos no tuvieron efectos adversos sobre los linfocitos de los
ratones, en ninguna de las cantidades empleadas, mostrando una estimulacion de la
proliferacion muy parecida a la provocada con los mitégenos Concanavalina A (Con A)
y la Fitohemaglutinina (PHA) tanto para el péptido TA como para el IB-367 en las

concentraciones de 2 y 20 ug, con excepcion de la cantidad mas alta (200 pg) de éste
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altimo péptido, en la que se observa un aumento de mas de 2 veces la proliferacién en

linfocitos obtenidos, tanto en los ratones sanos como en los ratones infectados.

Una vez descartada la posible toxicidad de los péptidos hacia las células inmunes del
hospedero, se procedié a realizar los ensayos de tratamiento con los péptidos en los
grupos de ratones infectados con larvas de T. crassiceps, se midieron los niveles de
interleucinas producidas por los linfocitos en respuesta a los antigenos del parasito

(ECL) in vitro. Los linfocitos fueron obtenidos de ratones con diferentes tiempos de

infeccion:
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Fig. 10 Grafica de barras en la que se muestra la tendencia de las interleucinas del perfil Th1 (IL-2 e INFy) y del perfil
Th2 (IL-4 e IL-10) a través del tiempo de infeccion para los cuatro grupos tratados con PBS, IB-367, TA 'y PZC, los
que se administraron al final de la segunda semana de infeccidn. Las interleucinas se midieron en los sobrenadantes

de cultivo de linfocitos por ELISA. Las barras de error muestran la desviacion estandar de cuatro mediciones.
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En la figura 10 se puede observar que el IFNy (marcador de Thl) en los grupos de
ratones infectados tratados con PBS, IB-367, TA y PZQ presenta una medida de
DO492nm=0.7 al tiempo cero que aumentan hasta la cuarta semana de infeccion donde
alcanzan un maximo de alrededor de una DOggonm= 0.8, para después disminuir hasta
un nivel de entre el 0.5 a 0.6 de D.O. en la octava semana. En contraste para el grupo
de ratones tratados con IB-367 y PZC en el tiempo de cuatro semanas se mantienen
cercanos a una DOgygnm =0.8 para el IFNy con respecto a los ratones tratados con TA'y
PBS para luego decaer a una DOggonm =0.6 unidades. Por otro lado, tanto la IL-2 (Th1)
como las interleucinas del perfil Th2 conservan una tendencia constante y sin notarse
una predominancia significativa para ninguna de las medidas realizadas en este
estudio. Cabe mencionar que cuando los linfocitos fueron estimulados con ECL a5y 10

ug y con el mitégeno Con A, no se encontraron diferencias en la produccién de ILs.
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Por otro lado, de las muestras de sangre obtenidas de todos los grupos de ratones, se

separd el suero y en éste se midieron los niveles de isotipos de IgG anti-cisticerco

especificos contra el parasito. La IgG1 como representativa del perfil Th2 y la IgG2a

como representativa del perfil Th1l.
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Fig. 11 Niveles de Inmunoglobulinas G anti-cisticerco (IgG1, 1gG2a e IgGs totales) en suero de todos los ratones

Balb/c de los cuatro grupos a diferentes semanas de infeccion. Las barras muestran la DS de cuatro determinaciones

por grupo.

Los niveles de 1gG1, representativa de la respuesta tipo Th2, en los ratones infectados
y tratados con PBS, TA, IB-367 y PZC presentan 0.2 unidades de D.O. a las 2 semanas

de infeccion aumentando este nivel en todos los grupos al doble hacia cuarta semana

de infeccion. Para la octava semana de infeccion la 1gG1 se triplica y cuadriplica para
los ratones tratados con PBS e IB-367, respectivamente. En contraste, esta IgG1l se

mantienen como los de la cuarta semana en los ratones tratados con TA y PZC (Fig.

11, primera grafica).
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La IgG2a (marcador de Thl) empieza con un nivel basal de 0.1 unidades de DO a la
segunda semana de infeccion, que aumenta en la cuarta semana solo en los grupos
tratados con PBS (dos y media veces) y en PZC (se duplica) manteniéndose constante
para los grupos tratados con TA e IB-367. Para la octava semana los niveles de IgG2a
en todos los grupos disminuyen al nivel que presentaban en la segunda semana de
infeccion (Fig. 11, segunda gréfica).

Para el caso de la determinacion de la IgG total en los grupos infectados y tratados con
PBS, PAMs y PZC desde la segunda semana muestran un ligero aumento que a través
del tiempo se duplica y triplica en la cuarta y octava semana, respectivamente (Fig. 11,

tercera grafica).

Porcentage de carga parasitaria en ratones Balb/c infectados con
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Fig. 12 Porcentaje de carga parasitaria determinada a la octava semana (sacrificio) en ratones infectados con T.
crassiceps (WFU) de los diferentes grupos tratados: PBS, Péptidos Antimicrobianos (TA e IB-367) y con prazicuantel
(PZC).

A la octava semana de infeccion se sacrificaron los ratones de los cuatro grupos. En la
figura 12, se observa la disminucion de la carga parasitaria tanto para el grupo tratado
con prazicuantel que muestra una disminucién del 72% como para el grupo de 1B-367
gue muestra una reduccion del 25%. El grupo tratado con TA no presenta disminucién

en el nimero de cisticercos con respecto al grupo tratado con PBS (control).

Debido a que en el laboratorio se disponia de otros PAM, se decidio probar su efecto in

vitro sobre cisticercos de T. crassiceps (WFU). El efecto sobre la viabilidad del parasito
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se determiné a través de la capacidad de evaginacion, la movilidad y el dafio a la pared

tegumental observado por microscopia Optica.

Tabla 1. Determinacion del efecto que diferentes Péptidos Antimicrobianos presentan
sobre los cisticercos de T. crassiceps en un cultivo de 24 hrs.

0 ug Tug 10 ug 50 ug 100ug 200 ug
Evaginacidn 910 810 10/10 9/10 9/10 6/10
Citropin 1.1 Darfio - - - - - -
Maotilidad +++ +++ +++ ++4 ++ ++
Observacidn - - - - - -
Ewvaginacidn 910 910 10/10 10/10 1110 310
Palm-KKNH2 Daiio - - - - T4+ 4
Motilidad +++ +++ ++ ++
Obsemvacidn Encogimients | Encogimiento
Evaginacidn 10/10 10/10 810 810 410 710
LFH Daiio - - - - + -
Matilidad ++4 ++4 +++ +++ ++ ++4
Observacidn - - - - - -
Ewvaginacidn 10/10 10/10 10/10 10/10 410 310
Histatin Darfio - - - - - -
5 Motilidad +++ +++ +++ +++ 4+ ++
Obsemacion - - -
Evaginacién : Numero de cisticercos evaginados / nimero total de cisticercos.
Movilidad: ++++ Alta +++ Media ++ Moderada +Baja — Nula.

Dafio: ++++ Alta +++ Media ++ Moderada +Baja — Nula.

El péptido Palm-KKNH, a la dosis de 100 ug caus6 un mayor dafio en los cisticercos, de
modo que la vesicula perdié liquido observandose un encogimiento del parasito,
asimismo la movilidad y la evaginacion se vieron disminuidas con respecto al control sin
tratamiento, el dafio a la superficie tegumentaria se mantuvo en la dosis de 200 ug. El
péptido Histatin también presentd una disminucion en la evaginacion pero no se
observé ningun dafio en la pared visto al microscopio optico con las dosis de 100 y 200
ug, asimismo se observd una disminucion en la movilidad sobre todo en la
concentracion mas alta.

Lactoferrina H presenta disminucién en la evaginacién en las cantidades mas altas
aunque en 100 pg ésta disminucion es mayor, asimismo la movilidad y el dafio en la
pared es muy ligero soélo en la dosis de 100 ug. El péptido Citropin 1.1 muestra que soélo
en la concentracion mas alta, disminuye la evaginacion y la movilidad pero no muestra

dafio observable sobre la pared.

30



VII. Discusién

Taenia crassiceps es un parasito que provoca un cambio en la polarizacion de la
respuesta inmune de tipo Thl a un perfil Th2, lo que favorece el desarrollo del parasito
y provoca una infeccidn cronica. En esta el parasito comienza a reproducirse sin
control, escapando del sistema inmune del hospedero provocando asi las grandes
cargas parasitarias encontradas en los ratones Balb/c (del orden de los 2000 cisticercos
por raton a los seis meses de infeccidén). Sin embargo, se ha notado que al inicio de la
infeccion (primera y segunda semana) en el modelo murino por T. crassiceps (ORF) la
respuesta inmune de Tipo Thl, es restrictiva para el parasito manteniendo baja la carga
parasitaria.

Por otro lado, los péptidos antimicrobianos Temporina A e Iseganan IB- 367 ya han sido
probados en este modelo y han mostrado tener la capacidad de abatir la carga
parasitaria in vivo administrados al mes de infeccion, asi como causar dafio al cisticerco
in vitro. Otra cualidad de estos péptidos es la de ser moduladores del sistema inmune,
aunqgue esto no se ha estudiado en este modelo. Por estas razones decidimos probar si
TA e IB-367 tenian un efecto modulador sobre el sistema inmune del ratébn ayudando a
abatir la carga parasitaria si se administran en las primeras semanas de infeccion
cuando la respuesta es de tipo Thl en este modelo de cisticercosis murina.

Lo primero que se hizo fue evaluar si estos péptidos a diferentes concentraciones
tenian algun efecto en los linfocitos del raton sano o de raton infectado, encontrandose
que en la concentracion de 200 ug el péptido IB-367 es capaz de inducir proliferacion in
vitro de linfocitos extraidos de bazo, posiblemente debido a que este péptido es un
analogo de protegrina 1 de mamiferos, péptido que presenta un efecto mitogénico en
fibroblastos (Hancoch R. y Diamond G., 2000, Martin E. et al, 1995, Rivas-Santiago B.
et al, 2005), efecto que no se observa con el péptido TA que es obtenido de piel de
rana. Es posible que este péptido al aumentar la proliferacién linfocitaria tenga un efecto
sobre la inmunidad y dado que en esta infeccion la presencia de linfocitos Thl o Th2
provocan ya sea, el combate a la infeccion o el establecimiento de la cronicidad, seria
importante saber exactamente qué tipo de linfocitos son los que estan proliferando. Este
efecto mitogénico podria ser benéfico si el fenotipo proliferado fuese el de tipo Thl

ayudando al hospedero a combatir la infeccion.
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El perfil de interleucinas en el modelo murino por Taenia crassiceps, ya se ha reportado
con anterioridad (Terrazas et al., 1998) para la cepa ORF. En este proyecto se trabajo
con el mismo parasito pero con la cepa WFU que es de lento crecimiento en los
ratones, en la cual se nota que el comportamiento de dichas interleucinas difiere de lo
reportado. Las IL-2, 4 y 10 permanecen constantes a lo largo de 8 semanas de
infeccion, hecho que contrasta con lo reportado para el modelo por cepa ORF en el cual
la IL-10 comienza a aumentar a la segunda semana post- infeccion, mientras que la IL-
4 aumenta a partir de la cuarta y las IL de perfil Thl: IL-2 e INFy predominan al inicio de
la infeccién para disminuir conforme se establece la cronicidad. EI INFy tampoco guarda
relacion con lo reportado ya que aumenta a la cuarta semana de infeccion (segunda de
tratamiento) y disminuye en la octava mostrando la misma tendencia tanto en el grupo
control como en los grupos tratados. Estas diferencias entre ambos modelos pueden
deberse a que la cepa ORF es de crecimiento rapido y muestra altas cargas
parasitarias a las primeras semanas de infeccion del orden de miles de cisticercos en 3
semanas, mientras que para la cepa WFU en ese tiempo se recuperan menos de mil
larvas generandose una respuesta inmune con el perfil Thl retrasado, respecto a lo
observado para cepa ORF. Por otro lado, las tendencias en los perfiles de ILs medidos
para los grupos tratados con PAM no muestran diferencias con respecto al grupo de
ratones infectados y tratados con PBS observandose el aumento de IFNy a la cuarta
semana de infeccién (segunda de tratamiento) en todos los grupos para después
disminuir en la octava semana. En el grupo IB-367 el nivel méximo alcanzado de IFNy
no llega al nivel observado en el grupo control (PBS) aunque tiene la misma tendencia;
esto podria deberse a la accion del péptido sobre la produccién de esta ILs por los
linfocitos Thl, aunque también es posible que este grupo de ratones no haya
respondido ante la infeccidn igual que el grupo control ya que en la segunda semana de
infeccion antes de la administracion del péptido la D.O. para esta IL esta por debajo del
nivel obtenido en los demas grupos. Lo anterior sugiere que dichos péptidos
administrados en las condiciones establecidas en este proyecto no modifican la
respuesta inmune de modo que se observe un cambio en algunas de las interleucinas

qgue pudieran evidenciar la presencia de la respuesta del tipo Thl o de tipo Th2, ya que
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la tendencia en los perfiles de ILs es el mismo en los cuatro grupos. Los linfocitos
fueron estimulados con ECL de T. crassiceps y Con A sin que se notaran diferencias
frente a los linfocitos no estimulados, esto es debido a que el parasito provoca anergia
(Villa y Kuhn, 1996) en estas poblaciones celulares como parte de su mecanismo de
evasion de la respuesta inmune.

Los experimentos con IB-367 deben ampliarse para poder determinar exactamente qué
funcidn esta desempefando este péptido sobre el sistema inmune del ratdon. Dado que
el perfil de ILs en este modelo de infeccion mantiene el perfil Thl hasta la cuarta
semana de infeccion seria importante evaluar si el perfil de ILs solo difiere en esta
etapa de la infeccion o si cambia completamente respecto a lo reportado para cepa
ORF.

Respecto a las inmunoglobulinas anti-cisticerco, los niveles aumentados de IgG1 en la
octava semana coinciden con lo ya reportado, dado que la respuesta humoral genera
este isotipo que es promovido por la respuesta tipo Th2 conforme avanza la infeccion y
la carga parasitaria aumenta (Terrazas et al, 1998). Los niveles de IgG2a
incrementados en el grupo control indican que posiblemente hasta la cuarta semana de
infeccion la respuesta es del tipo Thl y que, concuerda con los niveles aumentados de
IFNy también en cuarta semana. Sin embargo en los grupos tratados con PAM no se
observa este aumento y en el grupo tratado con PZC este aumento es muy ligero. Esto
nos sugiere que los péptidos podrian estar influyendo sobre la produccién de esta Ig de
modo que se mantenga constante a lo largo de las 8 semanas de infeccién aunque este
efecto no concuerda con el perfil de ILs observado para este grupo. La IgG anti-
cisticerco total presenta la tendencia esperada de incremento al mismo tiempo que la
infeccidn, lo que concuerda con experimentos reportados donde se ha observado que la
cantidad de IgG esta en proporcion directa con la proliferacion de los cisticercos en
infecciones experimentales (Hewitson J.et al, 2009).

Los perfiles de Ig obtenidos en este proyecto indican que el modelo murino por T.
crassiceps cepa WFU se comporta de una forma muy parecida a lo ya reportado en

estas parasitosis y que los péptidos TA e IB-367 pueden tener un efecto en la
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produccion de anticuerpos especificos del tipo 1gG2a, aunque m”as estudios deben

realizarse para comprobar esto.

El grupo de ratones tratado con IB-367 arroj6 un porcentaje de reduccion de carga
parasitaria del 20% lo que nos indica que el péptido puede tener solamente un efecto
destructor directo sobre el parasito, como el que ya se ha observado en otros trabajos,
debido a sus caracteristicas del mismo, y que es capaz de causar dafo en el cisticerco
provocando la muerte de algunos de los parasitos en la cavidad peritoneal A este
respecto cabe mencionar que la Temporina A administrada en la segunda semana de
infeccion no presentd reduccién de la carga parasitaria, contrastando con lo ya
reportado, donde es mas efectiva in vivo cuando es administrada al mes de infeccion
(Landa A. et al, 2009). Esta diferencia puede deberse a que en este trabajo el
tratamiento se dio a la segunda semana de infeccion mientras que en el caso reportado
en el que fueron efectivos ambos péptidos el tratamiento se dio al mes, sugiriendo que
en esta etapa muy temprana el péptido no es capaz de dafar a los cisticercos de un
modo que repercuta en la carga parasitaria. Para el grupo administrado con
Prazicuantel también se obtuvo una reduccion en el nimero de cisticercos del 70% que
era lo esperado, debido a que ya se sabe la efectividad de este farmaco e incluso se
obtuvo este efecto terapéutico con una sola dosis por via oral. Lo que se deseaba
observar en este grupo era si este farmaco tiene algun efecto sobre el sistema inmune.
El resultado obtenido indica que hasta la octava semana de infeccién si bien hay
disminucion en la carga parasitaria, no hay cambio en la tendencia del perfil de
interleucinas ni anticuerpos.

Por otro lado, de los péptidos con los que se trabajo in vitro, diferentes a IB-367 y TA,
se observa que el Palm-KKNH; es el péptido que ocasiona mas dafio visible en el
cisticerco y en su capacidad para evaginar, esto puede deberse a que el péptido posee
caracteristicas lipidicas y catidnicas que le permiten interaccionar con el tegumento del
cisticerco y el escolex causandoles dafio. Histatin 5 es un péptido catiénico rico en
histidina de estructura o hélice, que se encuentra en la saliva de los humanos con
propiedades fungicidas y antibacterianas que es capaz de actuar sobre la membrana de

bacterias y, en el caso de Candida albicans ha mostrado que también puede afectar el
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potencial transmembrana de las mitocondrias (Helmerhorst E. et al. 1997, 1999). En
este trabajo dicho péptido no afectd al tegumento de forma visible, pero si tuvo un
efecto sobre la movilidad y sobre la evaginacion sugiriendo que pueda actuar sobre el
sistema muscular o en las mitocondrias del parasito.

En este trabajo se establecié el modelo murino por Taenia crassiceps cepa WFU y se
determind el perfil de ILs hasta la octava semana post-infeccion tanto para ratones
infectados y tratados con PBS como para ratones infectados y tratados con los PAMs
(TA e IB-367) y con prazicuantel. En este modelo la respuesta inmune parece estar
retrasada con respecto al modelo por cepa ORF que mantiene el perfil Thl hasta la
cuarta semana de infeccion. Respecto a los péptidos y el PZC administrados a la
segunda semana de infeccion, parecen no influir en que la respuesta inmune celular
del raton para abatir totalmente la carga parasitaria. Se sabe que algunos PAMs son
moduladores de la respuesta inmune adaptativa, lo que los hace interesantes para
utilizarlos como agentes terapéuticos en contra de enfermedades parasitarias y el

cancer.
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VIII. Conclusiones.

Se establecié el modelo murino de cisticercosis por Taenia crassiceps (WFU).

El péptido 1B-367 tiene efecto proliferativo sobre linfocitos de raton Balb/c.
Iseganan IB-367 y Temporina A no tienen efecto sobre la respuesta inmune de
ratones infectados con T. crassiceps (WFU).

El péptido IB-367 tiene efecto directo sobre el parasito ya que disminuye en un
20 % la carga parasitaria.

El Prazicuantel no tiene efecto sobre la respuesta inmune de ratén Balb/c, pero
ayuda a esta a destruir al parasito, ya que reduce un 70% la carga parasitaria.

El péptido Palm-KKNH: dafia al cisticerco y disminuye su evaginacion, mientras
que el péptido Histatin 5 disminuye la movilidad y la evaginacion por lo que son

candidatos para realizar mas ensayos.
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