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ABREVIATURAS

Abreviaturas
BBB
BMEC
CPA
DCs
ELISA
ES
ET

MIF
MHC
NK
NKT
OMS
ON
PAS
PBS-T
PV
Rl
SEM
SIDA

Significado
Barrera Hematoencefalica
Células Endoteliales Microvasculares del Cerebro
Células Presentadoras de Antigeno
Células Dendriticas
Ensayo Inmuno Enzimatico
Error Estandar
Encefalitis Toxoplasmica
Interferon
Inmunoglobulina
Interleucina
Intra peritoneal
Dosis Letal
Factor Inhibidor de Migracién
Complejo de Histocompatibilidad
Células Asesinas Naturales
Linfociticos T naturales
Organizacion Mundial de la Salud
Oxido Nitrico
Acido Periodico de Schiff
PBS-Tween
Vacuola Parasitofora
Respuesta Inmune
Semana

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
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Abreviaturas
SNC
T. crassi
T. crassiceps
TGF
T.gondii
Th1
Th2
TNF
Treg
Tri
T. solium
VIH

Significado
Sistema Nervioso Central
Taenia crassiceps
Taenia crassiceps
Factor de Crecimiento Transformante
Toxoplasma gondii
Inmunidad celular o retardada
Inmunidad Humoral
Factor de Necrosis Tumoral
Células T reguladoras
Células T reguladoras inducibles
Taenia solium

Virus de Inmunodeficiencia Humana
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GLOSARIO

Endodiogenia

Endopoligenia

Esporogonia

Fase Enterica

Heteroxenous

Oocisitis

Proceso por el cual a partir de un individuo se inicia la
formacion de las membranas de 2 individuos. De manera
que se intercalan y el nucleo se estrangula y se originan 2
nuevo individuos.

Proceso en el cual a partir de un individuo se originan varios
mas.

Forma sexuada que da lugar a la formacién de
microgametos femeninos y microgametos masculinos
flagelados.

Esta fase se presenta cuando el hospedador definitivo
ingiere los quistes. En el caso de T. gondii tiene lugar en el
intestino del felino. Los quistes ingeridos liberan los
trofozoitos que penetraran en la célula intestinal mediante
un mecanismo activo, y se situan en una vacuola. En este
momento, pueden dividirse de forma asexuada o sexuada.
Parasito que presenta varios hospederos intermediarios.
Estado del parasito T. gondii que se forma tras el ciclo
sexuado que tiene lugar en el intestino del gato. En su

interior contiene 8 esporozoitos, este es infectivo.
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RESUMEN

Diversas evidencias sugieren que la respuesta inmune generada por un reto inicial
influye el curso de la respuesta inmune a un segundo reto no relacionado con el primero.
La respuesta inmune (RI) en ratones infectados con cisticercos de T. crassiceps se
caracteriza porque en infecciones agudas se desarrolla una respuesta tipo Th1 asociada
a IFN-y, IL-2 y anticuerpos de tipo IgG2a, mientras que en infecciones cronicas se
desarrolla una respuestas de tipo Th2 con los niveles altos de IL-4, IL-6, IL-10 y
anticuerpos tipo IgG1 e IgG2b. En este trabajo se aprovecharon estas condiciones para
explorar in vivo si diferentes perfiles de la RI de la infeccién en ratones por cisticercos de
T. crassiceps pueden influir sobre la Rl y la susceptibilidad a una infeccion posterior de
un parasito intracelular como T. gondii. Ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de
edad, se infectaron con 10 cisticercos de T. crassiceps via intraperitoneal (i.p.). Después
de una, cuatro y ocho semanas de infeccién, fueron coinfectados via i.p. con cuarenta
quistes de T. gondii (ME49). Se usaron como controles ratones de la misma edad y
sexo infectados unicamente con T. gondii y no infectados. El nimero de quistes de T.
gondii en cerebro fue determinado al microscopio. Los niveles de IFN-y, IL-12, IL-4, IL-10
y MIF fueron determinados por ELISA tipo Sandwich; asimismo se determind la
permeabilidad hematoencefalica en el curso de cada una de las dos infecciones
parasitarias. Se encontré que en las co-infecciones se observaron dos cursos diferentes
de la infeccion de T. gondii dependientes de los momentos de la coinfeccidon. 1) Una
reduccién en la susceptibilidad a T.gondii cuando la coinfeccion se hizo en la semana uno
asociadas a niveles incrementados de IFN-y e IL-12. 2) Un incremento significativo en la
susceptibilidad y muerte por T. gondii cuando se coinfectaron en la semana 4 y 8
asociada a un decremento en la produccion de IFN-y asi como un aumento en la
permeabilidad hematoencefalica.

Por lo que se concluye que la infeccidon con T. crassiceps domino sobre la respuesta

inmune que se desarrolla en T. gondii.

Palabras Clave: Coinfeccion, Toxoplasma, Taenia crassiceps.
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1. INTRODUCCION

El sistema inmune protege al organismo por su capacidad de reconocer a los
agentes patdégenos potenciales tales como bacterias, virus, protozoos, parasitos,
hongos (y sus productos toxicos, toxinas bacterianas) e inicia una serie de
respuestas para combatirlos [1].
El sistema inmune puede dividirse en dos partes:

o Sistema inmune Innato

o Sistema inmune Adquirido o Adaptativo

1.1. Sistema inmune innato

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa de los seres
vivos, es capaz de detectar la presencia y naturaleza de la infeccion de manera
inmediata [2] y rapidamente monta una respuesta protectora, capaz de detectar un
espectro amplio de bacterias, virus, hongos, parasitos y protozoos, la actividad de
esta respuesta puede ser reconocida como una reaccion inflamatoria. El sistema
inmune innato esta constituido por una serie de mecanismos de defensa los
cuales estan mejor caracterizados en los mamiferos y sobretodo en humanos, aun
cuando esta respuesta se presenta en todos los animales [3].

Las caracteristicas de la inmunidad innata se limitan a la capacidad para
discriminar a un microorganismo de otro y a su naturaleza moderadamente
estereotipica. Funciona de manera parecida frente a la mayoria de los agentes
infecciosos [1].

Los elementos esenciales de la inmunidad innata son: 1) Barreras Fisicas y
Quimicas, como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en la superficie
epitelial; 2) Proteinas sanguineas entre las que se incluyen miembros del sistema
del complemento y otros mediadores de la inflamacion, y 3) Células fagociticas
(neutrdfilos y macréfagos) y otros leucocitos como granulocitos, eosindfilos y
células citotoxicas naturales (células NK) [1, 3].

Otra funciéon sobresaliente de la respuesta inmune innata es el reclutamiento de

muchas células fagociticas y moléculas efectoras al sitio de la infeccion a través
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de la liberacién de citocinas secretadas por los fagocitos, los cuales constituyen
una diversidad de sustancias mediadoras de inflamacion entre las que se
encuentran interleucinas (IL) 1, 6, 8, 12 y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF) e
Interferon (IFN) del tipo 1 [4]. Ademas, la respuesta inmune innata favorece
diversas funciones importantes en la induccion de respuestas inmunitarias

especificas.

1.2. Sistema inmune adquirido 6 adaptativo

La inmunidad adquirida se desarrolla cuando los agentes infecciosos logran evadir
los mecanismos de defensa de la respuesta inmune innata. Esta respuesta se
inicia cuando entra en el hospedero una cierta dosis de antigenos, haciéndose
efectiva solo después de varios dias; tiempo requerido para que las células
presentadoras de antigeno (CPA) procesen y presenten antigenos a los linfocitos
T y B para que reconozcan a dichos antigenos, se diferencien y se conviertan en
células efectoras [1].

Las caracteristicas de la inmunidad adquirida o adaptativa son; especificidad
exquisita para moléculas diferentes; especializaciéon, que las capacita para
responder de forma singular a distintos tipos de microorganismos y su capacidad
para recordar y responder con mayor fuerza tras exposiciones repetidas al mismo
microorganismo [1] .

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos
fundamentales reconocidos como; Respuesta Inmune Humoral, donde los
linfocitos B juegan un papel preponderante, y una Respuesta Inmune Celular,
donde los linfocitos T son las células esenciales. Ambas respuestas comienzan
con la actividad de los linfocitos en los 6rganos periféricos favorecida por las CPA,
que alcanza a estos o6rganos a través de la circulacion linfatica [4], ademas
producen componentes linfociticos y sus productos, entre ellos los anticuerpos,
que ejercen una influencia importante en la respuesta inmune [1].

El sistema inmune especifico considera muchos de los mecanismos efectores de
la inmunidad innata para eliminar invasores extrafios: 1) la respuesta inmune

innata estimula los mecanismos protectores de la Inmunidad especifica y de este
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modo los capacita mejor para eliminar a los antigenos extrafios, 2) el sistema
inmune especifico ha supuesto sobre los mecanismos relativamente
estereotipados de la inmunidad innata al grado de especializacion y 3) el Sistema
inmune especifico “recuerda” todos los encuentros con un microorganismo o
antigeno extrafo, de tal modo que los encuentros posteriores estimulan
mecanismos de defensa cada vez mas eficaces. Esta propiedad se denomina
“Memoria Inmunoldgica” [1] .

Con base a la funcionalidad de los linfocitos T se han diferenciado en dos tipos
de respuestas colaboradoras la Th1 (inmunidad celular o retardada) altamente
efectiva en la eliminacion de patégenos intracelulares y la Th2 de gran importancia
en la eliminacién de organismos extracelulares y parasitos, esta division se baso
en el panel de citocinas que son capaces de secretar y con las que modulaban
diversos tipos celulares. Se denominé Th1 a los linfocitos secretores de Interferon
Y (IFN-y) e Interleucina 2 (IL-2), mientras que la IL-12 es la promotora en la
transformacién en células Th1; y se denomind Th2 a los linfocitos que liberan IL
13 e IL-4 siendo esta ultima la encargada de promover la transformacion de
células virgenes a Th2 [5].

Se han descrito una amplia variedad de poblaciones celulares reguladoras que
controlan la respuesta inmune en diferentes puntos y a través de diversos
mecanismos. Entre las que poseen funciones reguladoras se encuentran los
linfocitos T CD4+, los T CD8+, T yda, los linfocitos citoliticos naturales (NK), los
linfociticos T naturales (NKT), los T CD3+ vy los linfocitos B [5].

Los linfocitos TCD4+ que expresan constitutivamente altas concentraciones de
CD25+ se denominan genéricamente como células T reguladoras (Treg). La
mayoria de las células Treg que se encuentran en la sangre se originan en el timo
y se conocen como células Treg naturales; las que mejor se conocen son las
células T reguladoras inducibles (Tr1) y las Th3 [5].

Las Tr1 se diferencian a partir de CD4+CD25- tras la presentacion del antigeno
por células dendriticas inmaduras en presencia de citocinas como la IL-10 [6] y
el Factor de Crecimiento Transformante alfa (TGF-a 35) mientras que las Treg se

sitian en los érganos linfoides periféricos y parecen actuar de forma antigeno
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especifica a través de sefiales dependientes del contacto celular y la secrecion de
interleucinas [7].

Las células Th3 son las productoras del Factor de Crecimiento Transformante [3
(TGF-B) con un funcionamiento similar a las Tr1 describiéndose en las placas de
Peyer y los ganglios mesentéricos y se les considera como las causantes de los

mecanismos de tolerancia oral [5].

1.3. Helmintos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado que mas de 1 billén de
personas alrededor del mundo sufren de enfermedades tropicales como la
helmintiasis, la cual representa uno de los mayores problemas de salud [8] debido
a que pueden provocar enfermedades fatales infectando animales y humanos, asi
como econoémicos [9].

El clima y la topografia son determinantes cruciales para la distribucion de las
infecciones causadas por helmintos [10]. En el hombre, los helmintos pueden
habitar en el intestino, vasos sanguineos, 6rganos linfaticos u otras localizaciones.
Con frecuencia migran a través de tejidos hasta alcanzar el 6rgano definitivo en el
que se asientan [11].

La patologia producida por las infecciones por helmintos es generalmente
compleja, con componentes derivados de las lesiones directas ocasionadas por
el parasito y/o por la respuesta inmune a la infeccion [11], aunque las infecciones
por helmintos también pueden ser cronicas asintomaticas o subclinicas.

1.3.1. Respuesta inmune a helmintos

El estudio de la respuesta inmune en infecciones por helmintos ha sido
importante, no soélo para el entendimiento de la inmunidad protectora e
inmunopatologia, sino también para establecer el tipo de inmunidad especifica
relacionada a esta clase de patdgenos [10].

Cada tipo de helminto tiene una estrategia unica para infectar y evadir la respuesta
inmune del hospedero. Su habilidad inmunomoduladora le permite sobrevivir e
interaccionar con los mecanismos inflamatorios e inmunoldgicos involucrados en

otras infecciones, vacunas, alérgicas y enfermedades auto inmunes [9]. Por su
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parte, el hospedero emplea una variedad de células inmunes y sus productos para
repeler esta invasion helmintica [8] . Hasta ahora, se han descrito 2 tipos de
respuestas inmunes para la parcial eliminacion de parasitos helmintos y la
resistencia a la reinfeccion, una inmunidad pre-establecida y una inmunidad
parcial generada [9].

La inmunidad pre-establecida es definida como un estado en donde el hospedero
esta protegido de una futura infeccién de una especie dada debido a una infeccion
persistente con el mismo organismo [9].

Los helmintos inducen una expansiéon de los linfocitos Th2, no esta claro si esta
respuesta que incluye aumento de la concentracion de IgE total y la expansion y
movilizacion de células efectoras especificas como eosindfilos, mastocitos vy
basofilos [12], es importante en la respuesta inmune protectora, o si es la
responsable de la patologia que se observa en algunas parasitosis o, si la
presencia de estas células interviene en los dos aspectos [11].

La respuesta inmuneTh2 se caracteriza por la produccién de citocinas como IL-4,
IL-5, IL-10 e IL-13 [12] y se induce cuando los helmintos han invadido sitios
cutaneos o de mucosas, y representa una funcion inmune protectora contra estos
patdgenos. De manera interesante, las citocinas del perfil Th2 se presentan poco
después de la infeccion por helmintos y antes de que la especificidad patogénica
las células Th2 se establezca [8].

Aunque la expulsion final de helmintos requiere de una respuesta mediada por
células Th2: una pronta respuesta inmune innata de tipo Th2 es importante en la
restriccion de invasion por helmintos antes de que la respuesta inmune adaptativa
se inicie [11]. A pesar de que la respuesta inmune contra la mayoria de los
helmintos es orquestada por las citocinas tipo Th2, los gusanos son todavia
capaces de persistir en el huésped por mucho tiempo. De hecho, la respuesta
inmune durante la fase crénica de la infeccion recientemente se ha reportado
como una respuesta Th2 modificada, es decir, una respuesta Th2 asociada con la
actividad de células Treg y la produccién de citocinas anti-inflamatorias como son
IL-10 y TGF-B [9].
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Se sabe también que los helmintos pueden secretar otras citocinas como el Factor
Inhibitorio de Migracién de macrofagos (MIF), el cual favorece junto con IL-4, el

desarrollo de macréfagos alternativos [9].

1.4. Taenia crassiceps

Es un céstodo conocido como “gusano cintado”, en estado adulto vive en el
intestino de carnivoros, principalmente en zorros, siendo los roedores hospederos
intermediarios naturales, en donde se encuentran las larvas o quistes
(metacéstodos, cisticercos) en la cavidad peritoneal, tejido conectivo subcutaneo y
pleura, donde se multiplican de forma asexual [13, 14]. Por otra parte, los
humanos sirven de hospederos intermediarios desarrollandose los metacéstodos
en el subcutis y entre el tejido muscular, cuando consumen o ingieren alimentos o

agua contaminada con heces de caninos o felinos infectados (Figura 1) [15].

m
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Fig. 1. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. 1) El canino (zorro, hospedero definitivo) se infecta al
consumir presas infectadas, dentro de él se presenta la etapa adulta del gusano 4) y la
propagacion del parasito por reproduccién asexual 2) de la que se obtiene los cisticercos que son
liberadas en las heces del zorro, 3) para posteriormente alojarse dentro de los roedores (hospedero
intermedio) y reproducirse asexualmente; al ser ingerido por otro animal (zorro) comienza

nuevamente el ciclo.
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T. crassiceps tiene una amplia reactividad antigénica y una inmunidad protectora
cruzada con Taenia solium (T. solium); la similaridad antigénica es tal que el
antigeno de T. crassiceps puede ser usado para el inmunodiagnéstico de
cisticercosis en humanos [16].

En humanos la infeccidon con quistes de T. solium causa la cisticercosis, siendo
comun en México y paises no desarrollados e incrementando su prevalecia en
Norte América [17]; ocurre principalmente en personas con VIH y hay reportes de

que estos se desarrollan en el ojo o en la sub-retina (Figura 2) [15].

1 cisticexcosis CEREBRAL MuLTIPLE |

Fig. 2. Larvas de Taenia sp. alojadas en diferentes tejidos del cuerpo humano; A) Caso de
multiples larvas de cisticercos alojadas en el cerebro, B) Larvas de cisticercos localizadas en la piel

(mano).

1.4.1. Respuesta Inmune a T. crassiceps

Al igual que la mayoria de los parasitos extracelulares T. crassiceps desarrolla una
respuesta inmune de tipo Th2 en donde después de un periodo inicial de
establecimiento aparece la respuesta inmune para tener un pequeno efecto en el
crecimiento de las larvas, aunque se ha sugerido que los cisticercos activos
evaden la respuesta inmune del hospedero a través de factores relacionados con
la supresién de la proliferacion de células T y la induccion de citocinas que
favorecen el cambio de una respuesta temprana Th1 restrictiva hacia una
respuesta permisiva (Th2 o mixta Th1/Th2), interfiriendo de esta manera en el
desarrollo y funcién las células accesorias [18]. Asi, en un principio se presenta

una respuesta tipo Th1 que rapidamente pasa a una débil respuesta mixta
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Th1/Th2, pero conforme la infeccidn comienza a progresar a una fase cronica la
respuesta de tipo Th2 se va desarrollando de manera intensa (Figura 3) [19].

El dominio de las respuestas Th2 durante la infeccién con T. crassiceps lleva a la
susceptibilidad de la infeccién, principalmente por la supresion del 6xido nitrico
(ON), una molécula efectora clave en contra de estos parasitos producida
principalmente por macréfagos influenciados por linfocios Th1 [19].

Las células B no parecen participar en la resistencia, después del establecimiento
de las larvas [18].

Inicio de la
infeccion

W

Respuesta Th1

CRONICA
Respuesta Th2

Fig. 3. Respuesta Inmune del hospedero ante una infeccién por Taenia crassiceps.
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1.5. Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii es un protozoario parasito intracelular obligado, pertenece al
Filo Apicomplexa; clase Sporozoasida; subclase Cocciasina, orden Eimeriorina de
la familia Toxoplasmatidae y del género Toxoplasma [20] constituyendo la Unica
especie del género Toxoplasma en el que todas las cepas parecen ser similares
antigénicamente [21].

Es uno de los parasitos protozoos intracelulares mas exitoso debido a su
capacidad para infectar a un amplio rango de vertebrados de sangre caliente
incluido el humano [22]; es uno de los parasitos eucariontes con una mayor
abundancia y prevalecia a nivel mundial [23] con una distribucién cosmopdlita [21].
T. gondii ha sido clasificado en tres tipos de linajes (tipo I-1l y Ill), el tipo | es el de
mayor virulencia (LD1oo de un parasito); por su parte los tipos Il y lll son de menor
virulencia (LDsy ~10 ®y ~10 ° respectivamente). Todos causan en humanos
enfermedades pero aparecen en diferentes tejidos [24]; de igual modo presenta
diversos estadios los cuales son taquizoito, bradizoito (en tejido) y esporozoito
(estado sexual que sélo se desarrolla en felinos) [25].

Todos los estadios de T. gondii se desarrollan dentro de una vacuola parasitofora
(PV) en las células del hospedero; los esporozoitos forman dos tipos de PV en
células de cultivo, la primera vacuola (PV 1) tiene de 10 a 15 veces el tamafio del
esporozoito y no tiene una red membranosa, mientras que la segunda vacuola (PV
2) presenta la red membranal [26].

La localizacion y numero de quistes tisulares difiere con respecto al hospedero y el
estadio de T. gondii, asi como a la cepa del parasito, encontrandose un mayor
numero de quistes tisulares en cerebro y tejido visceral independientemente de la
cepa. Sin embargo, en mamiferos grandes (gato, ganado, ovejas y cabras), los

quistes tisulares son mas frecuentes en tejido muscular que en el cerebro [26].

T. gondii presenta distintas formas de estadios, de acuerdo a su ciclo de vida y el

huésped en el que se encuentre.

10
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1.5.1. Taquizoitos

Este estadio es conocido también como trofozoito, o forma proliferativa, presenta
una morfologia oval o arqueada (semilunar) con un tamafo de 3-7 uym; teniendo la
capacidad de infectar practicamente cualquier célula del cuerpo, parasitando sobre
todo cerebro, retina, musculo cardiaco y estriado encontrandose libre o
intracelularmente [21, 23].

Los taquizoitos se encuentran en la fase aguda de la enfermedad,
reproduciéndose con extraordinaria rapidez [21]. Estructuralmente presentan un
nuacleo central con pocos o0 ningun granulo positivo para la tincidn con acido
peryodico de Schiff (PAS) [26], son de importancia fundamental los micronemas y
granulos densos en la adhesion, invasion, formacién de la vacuola parasitéfora y
adquisicion de nutrientes. La replicacion conduce a la lisis celular y a la
diseminacion de taquizoitos a diferentes tejidos [27].

Los taquizoitos son sensibles a las condiciones del ambiente por lo que
usualmente mueren rapidamente cuando se encuentran en el exterior del
hospedero. Asimismo, son sensibles a las enzimas proteoliticas por lo que

usualmente son destruidos por los acidos gastricos [23].

1.5.2. Quiste

Son formaciones redondas con un tamano de entre 10-200 ym, se localizan
fundamentalmente en el sistema nervioso central (SNC), musculo esquelético y
cardiaco, y menos a menudo en pulmén, bazo y ganglios linfaticos. Estos
contienen hasta 3000 bradizoitos, estando rodeado de una membrana que le

brinda proteccion [21].

1.5.3. Bradizoitos

Recibe también el nombre de cistozoitos o quistozoitos; son formas de
reproduccion lenta, encontrandose en el interior del quiste [21].

Presentan una terminal localizada en el nucleo, muchos de los granulos positivos
PAS son encerrados en un quiste con pared resistente prevaleciendo con mayor

frecuencia en la fase croénica [26].

11
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Los bradizoitos son menos susceptibles a las quimioterapias, y al jugo gastrico por

lo tanto el destino de los bradizoitos en tejidos tiene un significado clinico [26].

1.5.4. Ooquistes
Son elementos ovoides de 10 a 12 ym de diametro, con una pared gruesa y
resistente, siendo la forma mas resistente, ya que estos son encontrados

comunmente en el ambiente [21].

1.6. Toxoplasmosis

El parasito de T. gondii tiene relevancia veterinaria y médica; al ser el agente
causal de la enfermedad conocida como Toxoplasmosis, la cual afecta a 500
millones de personas alrededor del mundo; la seroprevalencia varia de 5% al 90%
dependiendo de la localizacion geogréfica, habitos alimenticios asi como habitos
de higiene [28]. La incidencia de la infeccion es alta en lugares de clima humedos
aumentando con la edad [29].

Aun cuando la infeccién primaria es habitualmente asintomatica (90% de los
casos) o leve, se considera un importante patégeno oportunista, ya que la
infeccidn se asocia a severas complicaciones en los principales grupos en riesgo
(sujetos inmunocomprometidos, mujeres embarazadas, fetos y recién nacidos)
[23].

La infeccidbn normalmente procede de una fase aguda asociada con una rapida
proliferacion de taquizoitos a un estadio cronico caracterizado por la presencia de
quistes tisulares en el SNC y musculo esquelético [21, 29], éste también puede
cruzar otras barreras bioldgicas y puede diseminarse en diferentes érganos
incluido el cerebro [30] de igual modo se le puede encontrar en corazén,
pulmones, pericardio y tejido linfatico [25].

La enfermedad puede ser congénita o adquirida, al ingerir quistes tisulares en
carne, al ingerir agua o alimentos contaminados con oquistes, al recibir un
trasplante de un érgano infectado o por una inoculacién accidental [26, 25].

La toxoplasmosis congénita ocurre cuando una mujer embarazada seronegativa

esta infectada, caracterizada por enfermedades neonatales subclinicas [25] debido

12
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a que durante el embarazo T. gondii es capaz de producir una infeccién primaria
que con el tiempo se vuelve congénita, por su habilidad de trasmigrar a través de
la placenta y replicarse dentro de diferentes tejidos fetales sin ser obstaculizado
por el sistema inmune del feto siendo una causa importante de infecciones
prenatales lo que eventualmente puede llevar a lesiones en el feto, nacimiento de
patologias considerables con posibles secuelas futuras o a la muerte prenatal o
fetal [30], dependiendo del momento de la adquisicion de la enfermedad durante la
maternidad [25].

En individuos imnunocompetentes la infeccion normalmente es leve y asintomatica
[31]; no asi en individuos inmunodeficientes (VIH) siendo la infeccion oportunista
del SNC mas frecuente [32, 30] y la mayor causa de lesiones cerebrales
(encefalitis) (Figura 4) [31, 33, 34].

Fig. 4 Casos de Toxoplasmosis localizados en diferentes 6rganos A) Toxoplasmosis ocular,

B) Paciente menor con Toxoplasmosis cerebral.

1.7. Ciclo de Vida

El ciclo de vida de T. gondii es facultativamente heteroxenous, presenta
hospederos intermediarios, todos animales de sangre caliente, sus hospederos
definitivos son miembros de la familia Felidae.

En el hospedero intermediario T. gondii presenta dos fases de desarrollo
asexuales, en la primera se presentan los taquizoitos (0 endozoitos)

multiplicandose rapidamente por una enddgenia repetida en varias células del

13
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hospedero [26, 23]. Los ultimos taquizoitos generados inician la segunda fase de
desarrollo el cual consiste en la formacion de un quiste tisular; dentro del quiste de
tejido bradizoito (o cistizoito) se multiplican lentamente.

Estos muestran una mayor afinidad por el tejido muscular y neuronal localizandose
predominantemente en el SNC, ojos, musculo cardiaco, aunque también se puede
encontrar en 6rganos viscerales como son el higado, pulmones y rifiones. Los
quistes tisulares son el estado final del ciclo de vida en el hospedero intermediario
[26].

En caso de que este sea ingerido por su hospedero definitivo el bradizoito inicia
otra fase asexual en la cual se presentaran cinco diferentes morfologias [26]
donde la proliferacion que inicia consiste en una multiplicacion por endodiogenia
seguido por repetidas endopoligenias en células epiteliales del intestino delgado
culminando con la fase asexual para iniciar su fase sexual.

La formacién de gagomia y oocistis también tiene lugar en el epitelio del intestino
delgado; oocistis esporulados son liberados dentro del lumen del intestino
pasando junto con las heces al ambiente, tardando alrededor de un promedio de
10 dias en ser liberados, este lapso de tiempo varia de acuerdo al estadio que fue
ingerido una vez en el exterior se produce la esporogonia la cual conduce al
desarrollo de ooquistes infecciosos que contienen dos esporoquistes, cada uno
con cuatro esporozoitos [26] (Figura 5).

Estos tres estados (taquizoito, bradizoito y esporozoito) son infecciosos tanto
para el hospedero intermediario como para el definitivo, este puede ser adquirido
por 1) la ingestion oral de un oocistis infeccioso del ambiente, 2) la ingestién de un
quiste tisular contenido en carne cruda o mal cocida y 3) por transmision

transplacentaria de taquizoitos [23].
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Fig. 5 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii. 1) El gato (hospedero definitivo) se infecta al consumir
presas infectadas 2) dentro de él se presenta la reproduccion sexual del parasito y la fase entérica
A-E 3) del que se obtiene las esporogonias que son liberadas en las heces del felino, 4) para
posteriormente convertirse en un ooquiste esporulado 5) que al ser ingerido por otro animal (raton)
este se convierte en su hospedero intermedio 6) transmitiéndolo a otros individuos por
carnivorismo o via congénita 7) en el cual de 3-10 dias se encuentra como quiste sobretodo en el
cerebro y en un tiempo menor de 13 dias se encuentra como taquizoito y en un tiempo mayor a 18

dias como ooquiste.
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Tiempo post alimentaciéon Etapa de Desarrollo

Alimentados con oocistis
Desenquiste de esporozoitos, penetran en enterocitos

0.5-4 Horas
Parasitemia
6-12 Horas Esporozoitos se convierten a taquizoitos
Se divide en dos, en las células intestinales de la lamina propia
=2 Dias Enterocitos y otras células parasitadas por taquizoitos
6 Dias Parasitemia en cerebro
7 Dias Formacion de bradizoitos

Tabla 1.Propuesta de desarrollo de ciclo de vida de Toxoplasma gondii

en tejido de ratéon

alimentado con oocistis. Extraido de Dubey, J, P, 1998, Advances in the life cycle of Toxoplasma

gondii, International Journal for Parasitology 28: 1019-1024

Tiempo post alimentaciéon Etapa de Desarrollo

Quiste tisular / Alimentados con bradizoitos

2 Horas Penetra en enterocitos

Entra en las células intestinales de la lamina propia

18 Horas Division
Taquizoitos
24 Horas Parasitemia
= 4 Dias Invasioén en pulmones, cerebro y otros 6rganos
2 6 Dias Quistes tisulares / Bradizoitos

Tabla 2. Propuesta de desarrollo de ciclo de vida de Toxoplasma gondii

en tejido de ratén

alimentado con bradizoito/ quiste tisular. Extraido de Dubey, J, P, 1998, Advances in the life cycle

of Toxoplasma gondii, International Journal for Parasitology 28: 1019-1024.
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1.8. Respuesta Inmune a T. gondii

La inhibicion de la replicacion o destruccion de T. gondii es resultado de varios
mecanismos: a) mecanismo oxidativo, b) mecanismos no oxidativos representados
principalmente por la produccion de 6xido de nitrico (ON) por macréfagos
activados por IFN-y, también involucrados durante la fase crénica para inhibir la
proliferacion parasitaria intracerebral ¢) mecanismos no dependientes de oxigeno,
pueden ser toxoplasmicidas tales como los inducidos por IFN-y de indole amina 2-
3 dioxigenasa, el cual degrada el triptofano requerido para el crecimiento del
parasito [35].

La respuesta inmune contra Toxoplasma se genera en dos momentos distintos; en
una infeccion aguda cuando se ha iniciado la infeccibn en el hospedero
caracterizandose por una fuerte polarizacion hacia una respuesta Th1 [36] y
reactivandose la infeccion después de que los parasitos se liberan de los quistes
[24].

Cuando ocurre la respuesta temprana no especifica las plaquetas también pueden
aparecer siendo capaces de exacerbar la actividad citotéxica contra T. gondii
independientemente de los anticuerpos especificos. Los neutrofilos y muy
probablemente los eosindfilos y mastocitos intervienen rapidamente en el sitio de
infeccidn y son envueltos en una sobre respuesta inmune temprana no especifica
via IL-12 y la produccion de varios factores proinflamatorios [35, 22].

La primera defensa que se presenta durante una fase temprana de la infeccién es
mediada por macréfago y células NK [30].

El control de la infeccidon es mediada por células T y una fuerte respuesta
inflamatoria en la cual IL-12 depende de IFN-y, este juega un papel central y
crucial [21, 32]. De igual modo se sabe que los Linfocitos T citotdéxicos, CD4+ y
CD8+ actuan de forma sinérgica en la respuesta inmune contra la infeccién de T.
gondii [25, 35] [30].

Durante la infeccién por T. gondii la IL-12 es crucial para la induccién de una
eficiente respuesta inmune [37], la cual resulta en diferenciaciéon y expansion
clonal de células T de tipo Th1 favorecidas por los macréfagos, neutrofilos y

especialmente células dendriticas (DCs) [30], cuando presentan los antigenos a
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las células CD4+ y CD8+, por ejemplo las DCs probablemente favorecen la
produccion del IFN-y por las células NK, al ser estas inductoras

inducir la produccion de IL-12 en macréfagos, mejorando aun mas la produccion
de IFN-y por las células NK. Esta produccién del IFN-y se amplifica mas por la
induccién del TNF-a en macrofagos [31].

Sin embargo, el control de la infeccion de T. gondii durante la enfermedad aguda
tiende a ser un delicado equilibrio entre la produccion de citocinas proinflamatorias
para controlar el crecimiento del parasito y la produccion simultanea de citoquinas
antiinflamatorias para limitar la patologia del hospedero [31] (Figura 6).

Las citocinas proinflamatorias que comprenden la respuesta innata también
influencian la generacion de una respuesta protectora adaptativa de tipo 1 [31]. La
respuesta Th1 se asocia con altos niveles de, TNF-a, ON, IFN-y, IL-2 e IL-12, los
cuales proveen de una importante proteccion contra infecciones causadas por
parasitos intracelulares obligados [25] ademas de ser cruciales para una completa
expresion de mecanismos efectores de la Rl que limiten el crecimiento y
propagacion del parasito [21].

La activacion de las células NK que se producen al principio de la infeccién son
rapidamente reguladas por la actividad de citocinas reguladoras como IL-10 y de
TGF-B inhibiendo directamente la produccién de IFN-y por las células NK [31],
mientras que IL-10 cumple un doble papel en la supresion de las células de la
respuesta inmune del hospedero, inhabilitando la produccién de [IFN-y
posiblemente la proliferaciéon de linfocitos T, antagonizando el desarrollo de una
respuesta inmune protectora Th1 y desactivando los macréfagos, disminuyendo el
IFN-y inducido por la actividad toxoplasmicida facilitando la supervivencia del
parasito.

El ON, ademas de considerarse toxoplasmicida, también promueve Ia
transformacion de taquizoitos a bradizoitos por la inhibicion de la respiraciéon
mitocondrial, se ha identificado por tener un importante papel regulador en la
caquexia, disminucién en las dafios de tejidos y muerte temprana durante la
infeccion con T. gondii, inhibiendo la produccion de IL-2, IFN-y e inducir linfocitos

hiporeactivos 7 dias después de la infeccion [31].
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En sujetos en los que predomina la respuesta Th2, no se bloquea la replicacion
parasitaria. La patogenia de la enfermedad se asocia a una replicacion no limitada
y a una continua destruccion de células parasitadas.

Los astrositos, un subconjunto de células glial dominantes en el SNC, también
pueden ser importantes en la resistencia contra la infeccion [25].

Los fagocitos mononucleares son un importante mediador en la defensa del
hospedero contra un numero de protozoos parasitos intracelulares, los fagocitos
con una actividad significativa contra T. gondii ha demostrado contener granulos
de peroxidasa y posee la capacidad de generar una explosion vigorosa
respiratoria ademas IFN-y ha demostrado que activan el metabolismo oxidativo de
los macrofagos humanos y la actividad antimicrobiana [25].

El papel de los anticuerpos y el complemento en la eliminacién de T. gondii sigue
siendo incierto, aunque la combinacion puede matar trofozoitos extracelulares.
Mientras que la respuesta humoral para la infeccion incluye la produccién de IgA,
IgM, IgG y los anticuerpos IgE, la respuesta inmune celular parece mucho mas
importante para el desarrollo de una inmunidad protectora [25].

Generalmente la inmunidad hacia la infeccién se encuentra durante toda la vida,
manteniendo al parasito en latencia por una respuesta adaptativa de tipo 1 de
células T [31]. Sin embargo, la respuesta inmune inflamatoria inducida por
taquizoitos puede causar inmunidad mediada por la destruccién de tejidos. Por lo
tanto un subsecuente balance entre la induccion y la evasion de la respuesta
inmune es crucial para el establecimiento de una infecciéon crénica de T. gondii
[24].
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Fig. 6 Representacion de la Respuesta Inmune que se monta ante una infecciéon con

Toxoplasma gondii.

1.9. Mecanismos de Evasion

Aun cuando el hospedero elabora una variedad de dispositivos de proteccion en
contra del parasito, éste es capaz de sobrevivir por largo tiempo utilizando
mecanismos de evasidon que ha desarrollado a lo largo de su existencia [37].

La cronicidad de la infeccidon es indicativa de que el sistema inmune es incapaz de
erradicar al parasito y esto se debe a que el invasor posee los instrumentos para
evadir la Rl presentando una gran habilidad para suprimir y/o desviar la RI del
hospedador de tal forma que la infeccion es finalmente controlada y tolerada, pero
no eliminada [37].

T. gondii tiene la capacidad de activar una Rl adquirida intensa durante la fase
aguda de la infeccion, que elimina la mayoria de los taquizoitos pero también los
obliga a una conversidon hacia el estadio de bradizoito que se enquista y
permanece predominantemente en el cerebro. Durante esta conversion de
estadio, tiene lugar un cambio dramatico en la composicion antigénica. La
expresion de antigenos estadio especificos es uno de los mecanismos claves de
evasion inmunolégica, por medio de la cual el parasito se establece y se mantiene
de manera 6ptima. De igual manera, tiene la capacidad de bloquear la respuesta
potente del IFN-y, esto puede constituir uno de los mecanismos principales que le

permiten sobrevivir en el hospedador. Asimismo, el parasito interfiere con la
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expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC-II), lo
que puede contribuir a la supervivencia intracelular y establecimiento de una
infeccion persistente [37].

Cuando el parasito ha infectado a macréfagos favorece una sobre expresiéon de
SOCS-1, SOCS-3 o CIS esto, condiciona a los macréfagos para que no produzcan

NO, lo que limitaria el crecimiento de los parasitos en respuesta de IFN-y [24].

1.10. Coinfecciones

Las infecciones por helmintos presentan una distribucidon cosmopolita ademas son
una de las infecciones parasitarias mas comunes [38] por lo que no es raro que los
helmintos puedan presentarse conviviendo con uno o mas parasitos (intra o
extracelulares) por lo que se han realizado diversas investigaciones donde se ha
estudiado la influencia que ejerce una primera infeccién a una segunda infeccion
no relacionada.

En el 2008 un estudio en ratones demostrdé que una infeccidn crénica de Trichuris
muris los hacia mas susceptibles a una segunda infeccion con Schistosoma
mansoni [38]. También se han realizado estudios de coinfecciones de helmintos
con bacterias como Heligmosomoides. polygyrus — Citrobacter rodentium,
demostrando una mayor susceptibilidad y aumento en la mortalidad [39].

Este tipo de coinfecciones no ha sido la unicas estudiadas, se ha observado que
cuando la infeccién primaria por el helminto T. crassiceps esta presente de
manera cronica en ratones experimentales, una segunda infeccidén por el parasito
intracelular Trypanosoma cruzi se ve modificada la respuesta inmune hacia este
segundo parasito incrementando la susceptibilidad y mortalidad del hospedero
[40].

Las infecciones con helmintos han mostrado tener efectos directos e indirectos en
la malaria y el VIH/ SIDA en paises en desarrollo, sobre todo en Africa y en otros
lugares en donde la helmintiasis es frecuentemente co-endémica con la malaria y
el VIH/ SIDA. Estas pueden presentar efectos tales como anemias severas asi
como efectos sinérgicos tales como el incremento en la transmision de la malaria

[10], un estudio en Senegal concluyo que la infeccién de Ascaris estaba asociada
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con el incremento y prevalecia de la malaria mientras que en Tailandia mostraba
proteccion contra la malaria cerebral o la insuficiencia renal [41].

De igual manera, existen estudios en donde se ha observado que las
coinfecciones de helmintos con Plasmodium sp, modifica la carga parasitaria de
Plasmodium sp pero este fendmeno depende de la especie del helminto utilizado
asi como de la intensidad y duracién de la infeccién del gusano, y edad del
hospedero [9].

Es posible que los helmintos al ser capaces de persistir en el huésped por largo
tiempo, puedan dar lugar a interacciones con los mecanismos inflamatorios e
inmunoldgicos involucrados en la resistencia a otras infecciones, modificar la
eficacia de vacunas o intervenir en alergias y enfermedades autoinmunes [9].

Sin embargo parasitos intracelulares también son capaces de alterar la respuesta
inmune contra los helmintos, como es la infeccion con T. gondii la cual reduce la
infeccion de S. mansoni [42] y de Faciola hepatica [28] y disminuye la respuesta
Th2 inducida por la infeccién de Nippostrongylus brasiliensis. [43], y aumenta la
tasa de mortalidad de ratones coinfectados con Heligmosomoides polygyrus [44].
Otro estudio demostré que la infeccién por T. gondii redujo el desarrollo de

alergias en vias respiratorias [36].
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2. JUSTIFICACION. Se sabe que en las primeras semanas de la infecciéon murina
con el cisticerco de T. crassiceps se desarrolla una respuesta tipo Th1, y que
conforme la infeccion se vuelve cronica se da una respuesta tipo Th2
aprovechando esta condicion, se averiguo si la condicién inicial de Th1 6 crénica
Th2 generada por la infeccion de T. crassiceps puede afectar el curso de la
infeccion por T. gondii.

Se utilizé el modelo de infeccion de T. crassiceps en sustitucion de T. solium por
las ventajas de las cuales este dispone, como el poder mantenerlo facilmente por
pases intraperitoneales de una ratéon a otro, asi como el hecho de ser menos
nocivo en la salud de los seres humanos, ademas de contar con una gran

similitud antigénica con T. solium.

3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el curso de la infeccidn con T. gondii en un modelo de coinfeccion con

T. crassiceps.

3.1. Objetivos Particulares:

1) Definir en ratones BALB/c si la infeccidon inicial por T. crassiceps,
caracterizada por una respuesta tipo Th1, afecta la susceptibilidad a una infeccion
posterior por un parasito intracelular como T. gondii.

2) Definir en ratones BALB/c si la infeccidn cronica por T. crassiceps,
caracterizada por una respuesta tipo Th2, afecta la susceptibilidad a T. gondii.

3) Determinar el perfil de citocinas generado en el hospedero durante la
coinfeccién de T. crassiceps con T. gondii.

Determinar en ratones BALB/c si la presencia de T. crassiceps influye en la
permeabilidad hematoencefalica y si es condicion propicia para un mayor

enquistamiento de T. gondii en el sistema nervioso central.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales. Se utilizaron ratones BALB/c hembras con edades de 6-8
semanas, los cuales se mantuvieron bajo condiciones estandares en el bioterio de
la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. El fondo genético BALB/c ha
sido reportado como susceptible a la infeccidn por T. crassiceps y como resistente
a la infeccién por T. gondii, de ahi su importancia de usar esta cepa de ratones
para determinar si la coinfeccion con T. crassiceps hace susceptible a esta cepa
de animales.

5.2. Parasitos. Se empled el modelo experimental murino del cisticerco de T.
crassiceps, cepa ORF (crecimiento rapido), los cuales fueron mantenidos en
ratones BALB/c por subsecuentes pasajes intraperitoneales (i.p.). Para la infeccién
los cisticercos fueron obtenidos de la cavidad peritoneal del ratén y lavados cuatro
veces en PBS y seleccionados para inocularlos en los ratones (2 mm. de diametro,
sin gemas). Para la infeccidén por T. gondii, se emplearon quistes de la cepa semi-
virulenta ME49 de T. gondii (donada por el Dr. Rafael Saavedra, [IB-UNAM)
obtenidos de homogenizado de cerebro de ratones C57BL/6 previamente
infectados crénicamente y suspendidos en solucion salina.

5.3. Infeccién y co-infeccidon con T. crassiceps—T. gondii. Los ratones fueron
inoculados con diez cisticercos de T. crassiceps por via i.p. con una jeringa de 1
ml para insulina y usando como vehiculo 0.3-0.4 ml de PBS. Después de una,
cuatro y ocho semanas de infeccion, estos mismos animales fueron coinfectados
via i.p. con cuarenta quistes de la cepa ME49 de T. gondii.

Colateralmente a los grupos de animales coinfectados, como controles se usaron
ratones sanos de la misma edad y mantenidos en las mismas condiciones del
bioterio.

5.4. Sobrevida. El monitoreo de la sobrevida de los ratones coinfectados T
crassiceps-T. gondii, se llevé a cabo diariamente durante 40 dias posteriores a la
coinfeccion.

5.5. Obtencion de suero. Los ratones fueron sangrados en diferentes tiempos

post-coinfeccién. Se utilizé6 una caja de madera con un foco de 60 watts (Phillips),
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para inducir dilatacion en la vena caudal. Con un bisturi se hizo un corte y se
obtuvieron de 500 a 700 pl de sangre en tubos eppendorf. Los tubos fueron
mantenidos a baja temperatura hasta la formacion de coagulos para su
centrifugacion durante 10 minutos a 3500 rpm. Se obtuvo el suero en tubos
nuevos y debidamente etiquetados. Las muestras se mantuvieron a -20° C hasta
Su uso para la determinacién de citocinas.

5.6. Quistes de T. gondii en Cerebro. El cerebro de los ratones muertos en
diferentes tiempos post-coinfeccion fueron macerados y mantenidos en 2 ml. de
solucion salina de los cuales se tomaron 10 pl para identificacion y conteo de
quistes al microscopio de luz realizandose tres repeticiones.

5.7. Determinaciéon de Permeabilidad Hematoencefalica. Para evaluar la
permeabilidad hematoencefélica en ratones infectados con T. crassiceps y T.
gondii se inyectaron 250 pl de Azul de Evans (Hycel de México) al 1% por cada 30
gramos de peso corporal via intravenosa. Los animales fueron sacrificados
trascurridos 120 min, se obtuvieron los cerebros que fueron conservados en una
solucion de 1400 pl de Acetona - 600 pyl de PBS por un lapso de 24 h. El
sobrenadante se ley6 en el espectrofotdmetro Bio Mate 3 a una longitud de 620
nm.

5.8. Determinacién de citocinas en suero IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10 y MIF. Estas
citocinas fueron evaluadas en el suero de los ratones a diferentes tiempos de la
coinfeccién y en ratones con una sola infeccion por medio de la técnica de ELISA
tipo Sandwich y de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes (Peprotech
México). Las placas de 96 pozos (High binding, Costar) fueron sensibilizadas con
100 pl por pozo del anticuerpo de captura (purified antimouse IL-12, IFN-y, 1L-4,
IL-10 y MIF) diluido en PBS a una concentracion de 1 pg/ml. Se cubrié la placa y
se dejo incubar toda la noche a 4° C. Pasada la incubacion la placa se lavé tres
veces usando un buffer de lavado PBS-Tween 0.05% (PBS-T). Posteriormente la
placa fue secada, se bloqueo la placa con 300 ul de buffer de bloqueo PBS-BSA
1% (200 ul por pozo) y se dejoé incubar al menos por una hora a temperatura
ambiente. Después se lavo la placa cuatro veces con PBS-T y se procedié a hacer

la curva de citocina recombinante murina por duplicado en los primeros pozos de
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la placa. La curva se realizé a una concentracién de 12500 ng/ml y se realizaron
diluciones a la mitad, hasta el pozo 11 y en el ultimo pozo sélo se agregé PBS-
BSA 1%. A los pozos restantes se agregaron por duplicado 50 ul de las muestras
de los sueros. Se incubaron toda la noche a 4° C. Posteriormente se lavo la placa
cuatro veces con PBS-T y se agrego el anticuerpo biotinilado diluido en PBS-BSA
a una concentraciéon de 0.5 pg/ml, y se agregé 100 pl por pozo. Se dejo incubado
a temperatura ambiente por dos horas. Trascurrida la incubacion la placa se lavd
cinco veces con PBS-T, y se agreg6 a cada pozo 100 pl de avidina peroxidada
diluida 1:2000 en PBS-BSA 1% vy se incub6é a temperatura ambiente por 30
minutos. Se lavé la placa seis veces con PBS-T y se afiadi6é a cada placa 10 ml de
ABTS y 100 pl de H0, al 3% y se dejé incubar por 15 minutos a temperatura
ambiente y se procedid a leer la placa en un lector de ELISA (Thermo
LabSystems) a 405 nm. Los datos arrojados por el lector de ELISA fuerdn
procesados por el software Multiskan Ascent y evaluados en el software de
GraphPad Prism 5.0.

5.9. Cortes Histoldgicos. Se realizaron cortes histoldgicos de bazo e higado, los
cuales fueron conservados en paraformaldehido al 4% hasta su procesamiento en
el tren de alcoholes; estos cortes fueron en serie en un microtomo de rotacion
LEICA modelo RM 2125RT a 5 micras de grosor para cada uno de los tejidos. Los
cortes se extendieron en un portaobjetos con Ruyter usando una parrilla LEICA
modelo HI 1220 a 45° C, dejandose en una incubadora Felisa R a una
temperatura de 60° C por 24 hrs.

Tincién: Una vez secados los cortes histologicos, el proceso de tincion para la
técnica histoldgica clasica de Hematoxilina-Eosina de Harris (HE), se realizo,
sumergiendo los cortes en una serie de soluciones y colorantes (ver Apéndice).
5.10. Analisis estadistico. Las comparaciones entre los diferentes grupos
considerados en el presente trabajo se llevaron a cabo mediante la prueba de t-
Student (GraphPad Prism 5.0). Se consideraron significativas las comparaciones

con valores de p <a 0.05
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6. RESULTADOS

6.1. Carga Parasitaria de Taenia crassiceps.

Con la finalidad de establecer los puntos criticos de la infeccion de T. crassiceps
para llevar a cabo la co-infeccion con T. gondii, se determind la cinética de
crecimiento de los cisticercos en la cavidad peritoneal de los ratones BALB/c
infectados via i.p. con 10 cisticercos de T. crassiceps. Como se puede observar
en la figura 8, desde la semana 1 post-infeccién hubo presencia de cisticercos (12
cist), incrementandose de manera moderada pero significativa en las semanas 2 y
4. Pero a partir de la semana 6 la replicacion del cisticerco fue practicamente
exponencial de tal manera que se pudo contabilizar en promedio un total de 942
cisticercos en la semana 8 post.infeccion. Con esta cinética se pudo establecer los
tiempos para coinfectar con T. gondii, en las semanas 1, 4 y 8 de infeccion con T.
crassiceps, es decir cuando hubo un numero reducido, un numero moderado y un

numero alto de cisticercos en la cavidad peritoneal.
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Fig. 8. Cisticercos de T. crassiceps en cavidad abdominal de ratones BALB/c silvestre. Los datos
ilustrados representan el promedio y Error Estandar (ES). (n=4). * estadisticamente diferente con

respecto a las semanas 1y 2. p< 0.05 prueba de “Mann-Whitney test” Graph Prism 5.
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6.2. Quistes de Toxoplasma gondii

Por otro lado, para poder establecer el impacto de la infeccién previa por el
helminto T. crassiceps sobre la infeccién por T. gondii, primero se establecio el
numero de quistes que se pueden identificar en el cerebro de ratones previamente
sanos infectados con 40 quistes de T. gondii. El numero de quistes se incrementd
proporcionalmente con relaciéon a las semanas transcurridas después de la
infeccion. En la semana ocho se registré el mayor nimero de quistes en el

cerebro alcanzando un promedio de 432+ 439 quistes/cerebro) (Fig. 9 A, By C).
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Fig. 9. Quistes de T. gondii en macerado de cerebro de ratones BALB/c. A) Fotografia de quiste
en cerebro 40X, B) Fotografia de quiste en cerebro 100X, C) Numero de quistes en cerebros
macerados a la semana 1,4 y 8 post-infeccion. Los datos ilustrados representan el promedio y
error estandar (ES) de 3 experimentos; (n=7) estadisticamente diferente p< 0.05 prueba de “Mann
Whitney t” Graph Prism 5.
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6.3. Sobrevida de ratones coinfectados, T. crassiceps —T. gondii

La sobrevida se monitoreo diariamente hasta el dia 40 post co-infeccion. Como se
puede observar en la figura 10, el grupo experimental infectado con T. crassiceps
y 8 semanas después coinfectado con T. gondii fue el grupo que mayor porcentaje
de mortalidad presenté con una sobrevida del 27.7%; mientras que el grupo
experimental que se infecté unicamente con T. gondii fue el grupo que mayor
porcentaje de sobrevida registrd6 (75%); cabe mencionar que se observo
erizamiento y postramiento clasico asociado a los primeros dias de infeccidén con
T. gondii en los grupos experimentales infectados con T. crassiceps y coinfectados
1 semana después T. gondii. Los datos son promedio de 4 experimentos
independientes (n=4).
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Fig. 10. Porcentaje de sobrevida de ratones BALB/c silvestres coinfectados con 10 cisticercos de T.
crassiceps viai.p.y 40 quistes de T. gondii de la cepa semi virulenta ME49 via i.p. El grafico es el
promedio de 4 experimentos cada uno con una n=4. * estadisticamente diferente respecto a T.

gondii, 1 wk. T. crassiceps-T. gondiiy 4 wks. T. crassiceps-T. gondii. Log Rank test * 0.05
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6.4. Numero de quistes de T. gondii en la coinfeccion con T. crassiceps

Con el fin de averiguar si una infeccidn persistente de T. crassiceps puede alterar
el crecimiento de un segundo parasito como T. gondii se monitoreo el numero de
quistes de los diferentes grupos experimentales en el transcurso de la co-
infeccion. En la Fig. 11 se observa que, el grupo que presenté un mayor numero
de quistes fue el infectado so6lo con T. gondii encontrandose 377 quistes/cerebro y
el de menor numero fue el grupo experimental con 4 semanas de T. crassiceps-T.
gondii (67 quistes/cerebro). Es de mencionarse que se esperaba un mayor numero
de quistes en el grupo con 8 semanas de infeccidon con T. crassiceps previas a la
coinfeccién con T. gondii pero al ser los de mayor taza de mortalidad solo se

cuantificaron los que vivieron.
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Fig. 11. Quistes de T. gondii en macerado de cerebro de ratones BALB/c silvestres coinfectados
con 10 cisticercos de T. crassiceps viai.p. y 40 quistes de T. gondii ME49 via i.p. Los datos
ilustrados representan el promedio y ES (n. minima =3) * estadisticamente diferente respecto al

grupo infectado Unicamente con T. gondii p< 0.05 prueba de “Mann-Whitney test” Graph Prism 5.
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6.5. Determinacion de MIF en suero

6.5.1 Produccion de MIF en la infeccion por T. crassiceps

La produccion de MIF en suero de ratones infectados con T. crassiceps se midio
periddicamente hasta la semana 11; siendo esta ultima semana la de menor
produccion de MIF a lo largo de toda la parasitemia y a pesar de que en ninguna
de las semanas en las que se cuantificd la producciéon de MIF hubo diferencias
estadisticamente significativas, en la semana 5 se observé la mayor produccion y
el incremento de MIF se present6 a partir de la semana 3y se mantuvo hasta la

semana 7 (Fig. 12).
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Fig. 12. Concentraciéon de MIF en suero de ratones BALB/c silvestres infectados con 10 cisticercos
de T. crassiceps via i.p. El analisis se realizé por medio de la técnica ELISA-Sandwich Los datos

ilustrados representan el promedio y ES (n=3) p< 0.05 prueba de “t” Graph Prism 5.
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6.5.2. Produccién de MIF en la infeccion por T. gondii
Se observd que la produccion de MIF en suero de los ratones infectados con T.
gondii presentaron un aumento en las semanas 2 y 4, y una disminucion en las

semanas posteriores (Fig. 13).
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Fig. 13. Concentracion de MIF en suero de ratones BALB/c infectados via i.p. con 40 quistes de T.
gondii ME49.EI analisis se realizé por medio de la técnica ELISA-Sandwich (n=4). Los datos
ilustrados representan el promedio y el ES * estadisticamente diferente respecto a la semana 0,

p< 0.05 prueba de “t” de students Graph Prism 5.
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6.6. Permeabilidad Hematoencefalica

Debido a que tanto T. crassiceps como T. gondii presentan tropismo por alojarse
en el sistema nervioso central (cerebro), se decidid6 determinar la permeabilidad
hematoencefalica en el transcurso de cada una de estas infecciones.

Para lo cual se les inyecto Azul de Evans al 1% via intravenosa, obteniéndose los
cerebros transcurridos 120 min. y preservandose en una solucion de Acetona y

PBS. El sobrenadante se ley6 en el espectrofotdmetro a una longitud de 620 nm.

6.6.1. Permeabilidad Hematoencefalica en la infeccidn por T. crassiceps
En la Fig. 14 se observa que desde la primera semana de infeccion hubo un
incremento en la permeabilidad hematoencefalica obteniendo su mayor aumento
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Fig. 14. Permeabilidad hematoencefalica en cerebro de ratones BALB/c infectados con 10
cisticercos de T. crassiceps via i.p. (h=3) Los datos ilustrados representan el promedio y el ES.
*Estadisticamente diferente con respecto a la semana 0 p< 0.05 prueba “t” de students, Graph

Prism 5.
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6.6.2. Permeabilidad Hematoencefalica en T. gondii

Después de haber sido inoculado T. gondii se presentd un incremento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica en las semanas posteriores; siendo
estadisticamente diferentes los ratones con una y ocho semanas post infeccion

con T. gondii con respecto a los ratones no infectados (Fig. 15).
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Fig. 15. Permeabilidad hematoencefalica en cerebro de ratones BALB/c infectados con 40 quistes
de T. gondii ME49 via i.p. Los datos ilustrados representan el promedio y ES (n=4) *
estadisticamente diferente p< 0.05 prueba de “t” Graph Prism5. A) Cerebro de raton BALB/c
silvestre no infectado, B) Cerebro de raton BALB/c silvestre con 1 semana de infeccién con T.
gondii, C) Cerebro de ratén BALB/c silvestre con 4 semana de infeccién con T. gondii, D) Cerebro
de raton BALB/c silvestre con 8 semana de infeccion con T. gondii, E) Ratén BALB/c silvestre
tratado con azul de Evans, F) Absorbancia observada en cerebros de ratones tratados con Azul de

Evans a la semana 0,1, 4 y 8 post infeccion.
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6.7. Produccién de citocinas en la infeccion con T. crassiceps

Se sabe que la infeccion con helmintos pueden sesgar a la produccidon de
citocinas no relacionadas hacia un perfil Th2; con el fin de investigar si esta
capacidad también se presenta en una infeccion con T. crassiceps se analiz6 la

secrecion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias mediante la técnica de

ELISA.

6.7.1. Citocinas Pro inflamatorias

Mientras la infeccion progresa, la respuesta Th1 inicial se regulé negativamente. Al
mismo tiempo se observé un incremento paulatino de la respuesta de tipo Th2,
como se aprecia en la fig. 16 en donde la produccion de IL-12 e IFN-y disminuyd
paulatinamente (Fig. 16 A y B, respectivamente). Estos datos demuestran que la
produccion de éstas citocinas, caracteristicas de una respuesta tipo Th1 fueron

significativamente inhibidas conforme la infeccion con T. crassiceps progreso.
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Tiempo post- infeccion (semanas) Tiempo post- infeccién (semanas)

Fig. 16 Concentraciones de citocinas proinflamatorias en suero de ratones BALB/c infectados con
T. crassiceps. A) Concentracion de IL-12 en suero; B) Concentracion de IFN-y en suero. El
analisis se realizé por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES
de 4 experimentos con resultados muy similares * estadisticamente diferente con respecto a

semana 0; p< 0.05 prueba de “t” Graph Prism 5.
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6.7.2. Citocinas Anti inflamatorias

La infeccion por T. crassiceps indujo una fuerte polarizacion hacia las citocinas
Th2, como lo muestra el incremento en la produccion de IL-4 e IL-10, la cual es
conocida por ser una de las citocinas que polarizan la respuesta hacia un perfil

Th2; se presenté este incremento desde la semana 1 p.i. (Fig. 17 A y B

respectivamente).
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Fig. 17 Concentraciones de citocinas antiinflamatorias en suero de ratones BALB/c infectados con
T. crassiceps. A) Produccién de IL-4: B) Produccion de IL-10. El analisis se realizé por medio de la
técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES de 4 experimentos con resultados
muy similares * estadisticamente diferente con respecto a semana 0. p< 0.05 prueba de “t” Graph

Prism 5.
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6.8. Produccion de citocinas durante la coinfeccion T. crassiceps-T. gondii

Se ha indicado que el incremento de la produccién de citocinas Th2 causada por
una infeccion previa con helmintos ocasiona una regulacion de la respuesta de
tipo Th1. Para examinar el impacto de T. crassiceps en la repuesta del hospedero
sobre la coinfeccion con T. gondii, se monitoreo la produccidén de citocinas en
suero a las semanas 1, 2, 3 y 5 post coinfeccibn comparando a los animales

individuales y coinfectados durante el curso del experimento.

6.8.1. Citocinas Pro-inflamatorias

. . 2 semanas post coinfeccién
1 semana post coinfeccion )
2000+ ox ©O%
A)  2000- T
o
° — 1500+ Hi
= 15004 - T 3 ——
£ * — =)
?g_» / ° £ 10004
£ 1000- ~
p / = T
5 / = 5004 =
= 5004 == /
(]
0 Grupos
Grupos
C) D) 5 semanas post coinfeccion
3 semanas post coinfeccion
2000-
2000- * o
7 °
= °
— 1500+ ° / = °
£ / * o £
—= (=2
£ 10004 % I == N& 10004
o / 5,
= 500 = ? = 5004
o / 0
Grupos Grupos
] No infectado [T 4sem T. crassi + T. gondii
I T. gondii e— 8sem T. crassi + T. aondii

vV 1sem T. crassi + T. gondii

Fig. 18 Concentracion de IL-12 en suero de ratones BALB/c coinfectados con T. gondii. El analisis
se realizé por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES de 4
experimentos con resultados muy similares. ° Estadisticamente diferente con respecto al control, *
Estadisticamente diferente con respecto al grupo infectado con T. gondii p< 0.05 prueba de “t”
Graph Prism5. Determinacion a la semana 1(A), 2 (B), 3(C) y 5(D) después de la coinfecciéon T.

crassiceps + T.gondlii.
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Los analisis en el suero de los niveles de IL-12 muestran que a la semana 1,
después de haber sido coinfectados con T. gondii todos los grupos experimentales
aumentaron la produccion de esta citocina (Fig. 18 A). En lo que se refiere a los
dos grupos con coinfecciones tardias (4 y 8 semanas con T. crassiceps + T.
gondii) se mantuvieron constante en la produccion de esta citocina durante el
transcurso de toda la coinfeccidon, mientras que en el grupo de coinfeccion
temprana (1sem T. crassiceps + T. gondii) fluctuar en la produccion de la misma,

con una disminucion (Fig. 18 B) para una recuperacion en las semanas siguientes
(Fig. 18 C-D).

A) 1 semana post coinfeccion 2 semanas post coinfeccion
B)
800+ o * - 8004
E 600- £ 6001
2 =
o 400- ° : 400+ T
2 T ™
[T -_— -
< L00- 200 I%I
0
0- Grupos Grupos
semanas post coinfeccién semanas post coinfeccién
C) 3 post f D) 5 post f
8004 800+
£ 6004 - £ 6004
2 g
; 400- o 400-
= = T
L [T
— 2004 = 2004
o - Nl R
Grupos Grupos
[ 1 Noinfectado [T~ 4sem T. crassi + T. gondii

] T. gondii
vV 1sem T. crassi + T. gondii

Fig. 19 Secrecion de IFN-y en suero de ratones BALB/c coinfectados con T. gondii. El analisis se

realizé6 por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES de 4

E 8sem T. crassi + T. gondii

experimentos con resultados muy similares. ° Estadisticamente diferente con respecto al control, *
Estadisticamente diferente con respecto al grupo infectado con T. gondii p< 0.05 prueba de “t”

Graph Prism 5. Determinacion a la semana 1(A), 2 (B), 3 (C) y 5 (D) después de la coinfeccién T.
crassiceps + T. gondii.
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En la produccion de IFN-y en suero de animales coinfectado con T. gondii a sélo
una semana después de haber sido infectados con T. crassiceps presenta
aumento en la produccién mientras que en los demas grupos es menor (Fig. 19 A),
pero a medida que la infeccion con T. gondii va progresando, cada grupo
experimental presenta fluctuaciones en la secrecién de IFN-y (Fig. 19 B-C- D) el

cual se ha visto que juega un papel primordial en la eliminacién de T. gondii.

6.8.2. Citocinas Anti inflamatorias
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Fig. 20 Produccién de IL-4 en suero de ratones BALB/c coinfectados con T. gondii. El analisis se
realizé6 por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES de 4
experimentos con resultados muy similares. ° Estadisticamente diferente con respecto al control, *
Estadisticamente diferente con respecto al grupo infectado con T. gondii p< 0.05 prueba de “t”
Graph Prism 5. Determinacién a la semana 1(A), 2 (B), 3 (C) y 5 (D) después de la coinfeccién

T. crassiceps + T. gondii.
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Los resultados (Fig. 20) muestran que al haber una segunda infeccion con T.
gondii no afecta la produccion en los niveles de IL-4 en un periodo de tiempo
corto (Fig. 20 A-B-C); al haber transcurrido 5 semanas con la coinfeccién parece
incrementar moderadamente en todos los grupos experimentales resaltando el

infectado unicamente con T. gondii (Fig. 20 D).
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Fig. 21 Produccién de IL-10 en suero de ratones BALB/c coinfectados con T. gondii. El analisis se
realizé6 por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Los resultados representados y ES de 4
experimentos con resultados muy similares. ° Estadisticamente diferente con respecto al control, *
Estadisticamente diferente con respecto al grupo infectado con T. gondii p< 0.05 prueba de “t”
Graph Prism 5. Determinacién a la semana 1(A), 2 (B), 3 (C) y 5 (D) después de la coinfeccién

T. crassiceps + T. gondii.

41



Rangel Ruiz, 2011

Durante la semana 1 post coinfeccion con T. gondii se genera un leve aumento en
la produccion de esta citocina en los grupos de 1sem. con T. crassiceps-T. gondii
y una disminucion en los de 4 y 8 sem. con T. crassiceps-T. gondii (Fig. 21 A),
para posteriormente pasar por un periodo de mantenimiento en su produccion
(Fig. 21 B-C).

Su comportamiento cambia en la semana 5 donde se muestra que la coinfeccion
con T. gondii generan una alta produccion de  IL-10, siendo minimo en ratones
sanos e infectados sélo con T. gondii sugiriendo que la infeccidén de T. crassiceps

influy6 el desarrollo de una respuesta inmune (Fig. 21 D).

6.9. Cortes Histolégicos
Con el fin de conocer si la coinfeccion se habia propagado a otros tejidos dentro
del cuerpo y qué dafos habia causado, se realizaron cortes histolégicos de bazo e

higado de los diferentes grupos experimentales.

6.9.1. Histologia de Bazo

Los cortes mostraron la presencia de dafo celular mayor en todos los grupos
experimentales coinfectados al de los grupos infectados unicamente con T.
crassiceps y T. gondii (Fig. 22). El mas notable dentro de los grupos coinfectados
fue el de 8 semanas T. crassiceps- T. gondii que presentdé una mayor severidad
(Fig. 22 F), mientras que los grupos experimentales de 1 y 4 semanas con T.

crassiceps - T. gondii presentaron un leve dafio (Fig. 22 D-E).

6.9.2. Histologia de Higado

El infiltrado celular presente en el higado en todos los grupos experimentales
coinfectados fue menor que el infiltrado celular observado en los ratones
infectados unicamente con T. gondii (Fig. 23). Los grupos coinfectados con 1y 4
semanas T. crassiceps —T. gondii presentaron un leve aumento en el infiltrado
celular (Fig. 23 C-D) mientras que el grupo coinfectado con 8 semanas de T.
crassiceps—T. gondii fue el que presenté muy poco infiltrado casi ausente, similar

con el grupo no infectado (Fig. 23 A-E).
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Bazo

A)
Sano

B)

T. crassiceps
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Fig. 22 Cuadro comparativo de cortes histolégicos de bazo observado a diferentes objetivos en
microscopio 6ptico de los diferentes grupos experimentales A) bazos de ratones no infectados, B)
bazo de ratones infectados con T. crassiceps, C) bazo de ratones infectados con T. gondii, D)
bazo de ratones coinfectados con 1 sem. T. crassiceps — T. gondii, E) bazo de ratones

coinfectados con 4 sem T. crassiceps —T- gondii, F) bazo de ratones coinfectados con 8 sem. T.

crassiceps — T. gondii.
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Fig. 23 Cuadro comparativo de cortes histolégicos de higado observado a diferentes objetivos en
microscopio optico de los diferentes grupos experimentales A) higado de ratones no infectados, B)
higado de ratones infectados con T. gondii, C) higadp de ratones infectados con 1 sem. T.
crassiceps -T. gondii, D) higado de ratones coinfectados con 4 sem. T. crassiceps — T. gondii, E)
higado de ratones coinfectados con 8 sem T. crassiceps —T. gondii.
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7. DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran que la infeccion con T. crassiceps
puede modificar el curso de una infeccién intracelular no relacionada como T.
gondii en ratones BALB/c . La presencia de T. crassiceps influyé en funcion del
tiempo; los ratones infectados crénicamente con T. crassiceps y coinfectados con
T. gondii presentaron un aumento en la mortalidad en comparacion con los
ratones que fueron co-infectados en la etapa temprana de la infeccién con T.
crassiceps. Esto demuestra que los factores que afectan la sobrevivencia del
segundo parasito (T. gondii) son diferentes durante la infeccién aguda a los de la
infeccidon croénica por T. crassiceps [45]. Estas diferencias inciden en la taza de
mortalidad de T. gondii. Esta observacion esta apoyada por otros estudios de
coinfecciones, donde la mortalidad se ve modificada cuando le precede otra
infeccion [46, 47]. Por ejemplo, en coinfecciones de helmintos con Plasmodium se
ha demostrado que los helmintos no sélo influyen en la gravedad de Plasmodium
en los individuos, si no que también afectan el dafio que se ocasiona en el cerebro
[9]. De igual manera, aqui observamos la influencia del helminto T. crassiceps
sobre el curso de la infeccion por T. gondii. Cuando los ratones fueron
coinfectados con T. gondii una 6 cuatro semanas después de la infecciéon con T.
crassiceps (coinfeccion temprana) se observé un retraso y disminucién en el
nuamero de quistes de T. gondii en el cerebro de los ratones, pero cuando la
coinfeccién se realizé a la semana ocho posterior a la infeccién de T. crassiceps
(coinfeccion tardia), el numero de quistes en el cerebro aumenté significativamene
(Fig. 11). La restriccion en el numero de quistes en las coinfecciones tempranas
podria deberse al ambiente inmunoldgico tipo Th1 generado por T. crassiceps en
la etapa temprana de la infeccion, ya que es bien sabido que ésta respuesta
induce proteccion en la toxoplasmosis [48]. Por el contrario, el ambiente
inmunoldgico tipo Th2 generado por la infeccidn cronica de T. crassiceps favorecié
el enquistamiento de T. gondii en el cerebro esto se puede deber por una
replicacion de los taquizoitos elevada la cual se reflejaria con un mayor arribo de

parasitos en el SNC y en consecuencia mayor enquistamiento o por la formacién
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de quistes nuevos como resultado del rompimiento de quistes viejos durante una

infeccidn cronica por T. gondii [49].

El hecho de que a pesar de exhibir una respuesta de tipo Th1 protectora contra T.
gondii en las coinfecciones tempranas no resolviera esta segunda infeccion
podria explicarse en el contexto de que los niveles de las citocinas tipo Th1,
particularmente los niveles de IL-12 e IFN-y asi como MIF no fueron lo

suficientemente altos o persistentes para eliminar a T. gondii [40, 39].

Estas observaciones son congruentes con los niveles de MIF detectados en el
transcurso de la infeccion por T. crassiceps. MIF es una molécula del sistema
inmune innato asociada con funciones pro inflamatorias y por su influencia positiva
sobre la actividad microbicida de los macréfagos [50] y en consecuencia con la
resistencia inicial contra diversas infecciones parasitarias como L. major, T. cruzi,
T. crassiceps y S. japonicum [51, 50]. En este mismo contexto se pudo apreciar
niveles incrementados de MIF en tiempos tempranos de la infeccion por T.
crassiceps, coincidiendo con el crecimiento restrictivo del parasito, pero los niveles
de MIF estuvieron significativamente disminuidos cuando la infecciéon por éste
helminto se hizo crénica y masiva. De igual manera que la Th1 inicial, los niveles
incrementados de MIF en las coinfecciones tempranas pudo influir en el menor
numero de quistes observados en el SNC. Mientras que los niveles disminuidos de
MIF, junto con una clara respuesta Th2, en las coinfecciones tardias pudo influir

en el aumento del numero de quistes encontrados en el SNC.

Sin lugar a dudas el éxito del enquistamiento y el numero de quistes en el SNC no
s6lo estd favorecido por las condiciones inmunolégicas permisibles de
sobrevivencia y el numero de taquizoitos en el hospedero, también depende de la
capacidad del parasito para modificar la barrera hematoencefalica que le permita

alcanzar el SNC para enquistarse.
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Las uniones estrechas del cerebro de las células endoteliales microvasculares
(BMEC), que constituyen la microvasculatura, forman la base anatdmica de la
barrera hematoencefalica (BBB). Las BMEC estan unidas por uniones estrechas,
con alta resistencia eléctrica entre las células; en condiciones fisiolégicas, un
numero limitado de células inmunes cruzan la barrera hematoencefalica y entrar

en el sistema nervioso central en un proceso llamado "vigilancia inmune" [52]

La barrera hematoencefélica en los ratones infectados con T. gondii mostré
cambios desde el comienzo de la infeccidén (Fig. 15), con un incremento en la
permeabilidad de esta en la octava semana en la cual hubo una mayor cantidad
de quistes alojados en el cerebro por lo que es evidente la correlacion entre la
integridad de la barrera y la infeccion, conociéndose la preferencia de T. gondii por

diseminarse en el cerebro y su habilidad de cruzar barreras biolégicas [30, 26].

Aun cuando en estudios recientes no se ha visto cambios en la alteracién de la
BBB se sabe que el mecanismo para la prevencion de la encefalitis toxoplasmica
(ET) es dependiente de IFN-y [52]. De igual forma se ha observado que en otras
infecciones como la malaria cerebral se observan alteraciones vasculares
proponiéndose la contribucion de las células T CD8 para el desarrollo de esta
patogénesis sin conocer los mecanismos por los se promueve el rompimiento de
la BBB [53].

Los datos obtenidos en este trabajo revelan una clara alteracién en la BBB durante
el desarrollo de la infeccion con T. crassiceps siendo el primer reporte en describir
la modificacién de la BBB que se presenta en el curso de esta infeccion (Fig. 14).
Es posible que el incremento en la permeabilidad hematoencefalica esté
relacionada con la actividad inmunomoduladora caracteristica de los helmintos
[12] pues se ha reportado que en la mayoria de los casos donde se han
presentado alteraciones en la permeabilidad vascular del cerebro han sido
influenciadas por la liberacién de citocinas que desestabilizan la permeabilidad de

la barrera. Del mismo modo, en investigaciones sobre la permeabilidad vascular
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en la fiebre viral hemorragica, el exceso de una respuesta proinflamatoria condujo
a una hiperpermeabilidad vascular [54] y aun cuando en el caso de la infeccion
con T. crassiceps la barrera hematoencefalica se encontraba comprometida
demostrando un aumento en la permeabilidad de la misma, esta alteracion fue

menor a la presentada en el mismo lapso de tiempo en la infeccién con T. gondii.

Una efectiva respuesta inmune contra un parasito que requiere de una fuerte
respuesta de tipo Th1 puede ser afectada por el decremento del desarrollo de esta
inmunidad protectora debido a la induccion de una respuesta Th2 provocada por

una infeccion de helmintos [55].

Los datos presentados referentes a los niveles de IL-12 muestran un aumento en
su produccién en todos los grupos experimentales en las primeras semanas post
coinfeccién con T. gondii (Fig. 16 B, C y D) pero para la quinta semana en donde
la coinfeccidon con T. gondii se considera cronica hay un decremento en sus
niveles (Fig. 16 E) tratdndose quizas porque IL-12 parece ser crucial en la fase
inicial de la infeccion y menos importante durante la cronica [56], siendo mediador
en la sintesis de IFN-y [57] y el desarrollo de una respuesta de tipo Th1 [32]
haciendo mas susceptible a la infeccion al hospedero cuando IL-12 o IFN-y han

sido neutralizados [58]

Es notable que la produccion de IFN-y post- coinfeccidén fue mayor en todos los
grupos experimentales sobre el control (Fig 19 B) ya que el estallido inicial de
IFN-y es crucial en la confirmacion de la respuesta inmune que se desarrolla frente
a T. gondii [58], siendo mas notable en el grupo experimental con una semana de
infeccidn con T. crassiceps previa a la infeccion con T. gondii pero a medida que
la coinfeccion se vuelve cronica la produccion en los grupos experimentales va
disminuyendo (Fig. 19 C, D y E). Esto se puede deber a una sinergia entre las dos
infecciones pues en el caso de los grupos coinfectados T. crassiceps al ser un
helminto podria ser capaz de disminuir la respuesta Th1 con una actividad

inmunomoduladora [9].
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También se ha presentado en otras infecciones con helmintos y T. gondii en
donde la respuesta se ha polarizado a Th2 bloqueando la produccién de IFN-y y
ON [43] y por el lado de T. gondii podria estar activando mecanismos evasivos
bloqueando la respuesta de esta citocina [37] explicando también la disminucion
de la produccion de IFN-y en el grupo infectado solo con este parasito. Sin olvidar
otros mecanismos que podrian estar influyendo directamente en la produccion de

IFN-y como la produccién de IL-12 potente estimulador en su produccion [59]

Referente a la produccion de IL-4 (Fig. 20) se ha indicado que esta tiene un papel
protector en infecciones con T. gondii al evitar una abrumadora respuesta Th1
[43] ademas de contribuir contra el desarrollo de la TE por prevenir la formacion de
quistes y proliferacion de taquizoitos en el cerebro [32] ; se ha visto mermada la
produccion de IL-4 en las primeras semanas de la infeccion con T. gondii (Fig. 20
B) como efecto de la produccion de IFN-y ya que esta se produce antes que IL-4
teniendo una ausencia o baja produccién de la misma durante las primeras etapas
de la infeccion [32]. Estas observaciones son congruentes con las respuestas
observadas con los grupos en los que la coinfeccion fue iniciada en una infeccion
temprana comparada con los que fue iniciada con una infeccion cronica con T.

crassiceps (Fig. 20 C)

Los datos sugieren que la preexistente infeccibn de T. crassiceps domina la
respuesta de las citocinas durante la coinfeccion, por lo que los niveles de IL-10
inducido por esta pueden ser los responsables de la supresion de los niveles de
IL-12 e IFN-y [9, 39, 60], postulandose que esta supresion temporal de T. gondii
ofrece un ventaja en el establecimiento de una enfermedad crénica en el huésped,
y similares respuestas represivas se han asociado con otras
enfermedades infecciosas [61] de hecho IL-10 al igual que IL-12 parecen ser
cruciales en la fase inicial de la infeccion con T. gondii y menos importante durante

la toxoplasmosis crénica [58]. Por consiguiente el aumento de niveles de esta
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citocina en todos los grupos experimentales es evidente siendo mas notable este

efecto en el grupo infectado sélo con T. gondii (Fig. 21)

La ausencia de formas parasitarias intracelulares sin estructura quistica en los
cortes de los érganos evaluados difieren a los reportes que sefialan la predileccion
de T. gondii por el bazo e higado [25]; se puede atribuir al desarrollo de inmunidad

mediada por células T,

La patologia producida en los ratones coinfectados presenta una propagacion
sistémica, como se evidencia en el infiltrado en el bazo sugiriendo que la
coinfeccién con T. gondii deterioré los mecanismos de defensa locales (Fig.
22), aunado a la patologia producida por helmintiasis la cual es generalmente
compleja, con componentes derivados de las lesiones directas y cambios
ocasionados por el parasito y de la respuesta inmune hacia la infeccion [11]; por
lo que respecta a la infeccion con T. gondii se sabe que limita el desarrollo de
ciertos tumores [58] y en ratones C57BL/6 desarrolla una inmunopatologia

caracterizada por graves necrosis en el intestino delgado [43].

El dafio observado en el higado manifiesta el desarrollo de una severa patologia
(Fig. 23), aun que a nivel hepatico no se observaron formas parasitarias de T.
gondii  se presentaron hallazgos patologicos; previas investigaciones han
detectado un aumento en dafo tisular en ratones coinfectados con un helminto y
una bacteria o parasito intracelular [39]. En lo que se refiere a infecciones por
helmintos se ha observado el aumento de granulomas en este 6rgano como
resultado de la respuesta inflamatoria pues depende de la produccion de citocinas
inflamatorias aunque se ha sugerido que la formacion de granulomas,
particularmente en sus fases de crecimiento y mantenimiento se asocian con
citocinas Th2 [11].
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La previa presencia de T. crassiceps en el transcurso de la coinfeccién indica que
a medida que se desarrolla el mecanismo de defensa del hospedero infectado, se

producen paulatinamente cambios histolégicos en los tejidos comprometidos.

8. CONCLUSIONES

1.- La infeccidn previa con T. crassiceps incrementa la susceptibilidad a T. gondii.
2.- La infeccion por T. crassiceps incrementd la permeabilidad hematoencefafica
permitiendo una mayor instalacion de quistes de T. gondii en los cerebros de los
ratones coinfectados de la semana 8.

3.- La infeccién previa por el Helminto T. crassiceps puede alterar el curso de la
infeccidn de otro parasito no relacionado.

4.- Las alteraciones histopatoldgicas de bazo e higado no son concluyentes y
exclusivas a alguna de las dos infecciones por separado, pero permiten asociarlas
con los resultados obtenidos de la coinfeccién, mostrando cambios histolégicos

caracteristicos en infecciones cronicas.
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APENDICE

» Buffer de Fosfatos (PBS) para 10 Itrs. a un pH 7.4

80 gr. NaCl (J.T. Baker)
11.6 gr Na;HPO4 (J.T. Baker)
2 gr KH,PO4 (J.T. Baker)
2 gr KCI (ICN Biomedicals Inc.)

* Solucién de lavado (ELISA)
A 1000 ml. de PBS se le colocan 0.5% de Tween 20 (Promega co.)

* Solucién de Bloqueo (ELISA)

100 ml. de PBS mas 1% de albumina serica bovina (ICN Biomedicals Inc.)

» Sustrato ABTS para revelado (ELISA)
Adicionar 150 mg. de ABTS (ICN Biomedicals Inc.) en 500 ml. de Acido citrico
(tecsiquim) al 0.1 M en H,O destilada y con NaOH (Monterrey) llevar a pH 4. 53
realizar alicuotas de 11 ml. en tubos y mantener en congelacién a -70° C hasta

Su uUso.

* Preparacién de Azul de Evans al 1%
Por cada 10 ml de Solucion Salina se coloca 0.1 g. de Azul de Evans (Hycel de

México)

* Paraformaldehido al 4%
A 1000 ml. de H,O destilada se le agregan 50 gr. de paraformaldehido (Fluka)
Mantener en agitacién y calentar hata llegar a una temperatura de 60°C al haber
alcanzado esta temperatura adicionar una gota de NaOH al 1M acuosi hasta que

se disuelva
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Rutina de tincién Hematoxilina-Eosina de Harris
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