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RESUMEN Y CONSLUSIONES

El cisticerco de Taenia solium induce una reaccién inflama-
toria granﬁlomatosa en sus huéspedes intermediarios (hombre
y cerdo) reaccidn en la cual frecuentemente se observan -

abundantes células plasmdticas. El papel que las células -
plasmdticas desempefian en esta compleja reaccién tisular ha

sido poco estudiado.

Mediante la técnica de inmunofluorescencia directa usando
antigenos fluoresceinados del pardsito, se encontrd gue en
el granuloma que rodea al cisticerco en mﬁscuio de cerdo,
habfa células morfol§gicamente similares a células plasmé-
ticas, que fijaban especfficamente a estos antigenos. Adi
cionalmente se investig§ la s;ntesis de novo de inmunoglo-
bulinas dentro de la reaccién granulomatosa, cultivando in
vitro las cépsulas inflamatorias. Se encontr§ gue dentro
del granuloma se sintetizan anticuerpos dirigidos contra -
ant;genos presentes en extractos crudos de pared, escélex
y fluido vesicular del cisticerco, asi como contra el antf

geno B purificado del mismo pardsito.

Se demostr6 ademds gue las células plasmdticas del granulo
ma sintetizan al menos tres clases de inmunoglobulinas pog

cinas: IgG, IgM e IgA.



Usando la técnica de inmunofluorescencia indirecta fue de
tectado el factor €3 del complemento en las fibras del te
jido conectivo de la reaccidn inflamatoria, en algunas zgQ
nas de la superficie del tegumento parasitario y ocasional

mente en células mononucleares similares a macréfagos.

Se concluye: 1) que en la reaccién granulomatosa que rodea
al cisticerco de T. solium en msculo esquelético de cerdo
sé lleva a cabo una s;ntesis activa de anticuerpos dirigi-
dos contra el parasito; y 2) que el factor C3 de complemen
to de cerdo esté presente en esa reacciﬁn y que posiblemen

te hay células que lo sintetizan localmente.



INTRODUCCION

I.- GENERALIDADES.

a)

B)

Taxonomifa del cisticerco de Taeﬁia solium
Reino: Animalia

Subreino: Metazoa

Phylum: Platyhelmintes

Clase: Cestoda

Orden: Cyclophyllidea

Superfamilia: Tarnoiidea
Familia:.Taenidae

Género: Taenia

Especie: Solium

Etapa larvaria: Cysticercus cellulosae
Historia

El cisticerco de la Taenia solium (algunas veces re-

ferido como Cysticercus cellulosae) es conocida des-

de los tiempos de Moisés. Aristételes y Aristﬁfanés
en el siglo V A.C., lo descubrieron en la lenqua -
del cerdo y lo describieron como semejante al granizo.
Paracelso encontré cisticercos en cerebros de paéien-

tes epilépticos en la primera mitad del siglo VI, en

estudios de autopsias. Gessner y Rumbler en 1558 =



C)

comunicaron la presencia de cisticercos en el hombre
y en”1818, Fisher y Redon le dieron el nombre de -

Cysticercus cellulosae por su localizacidén preferen-

te en tejido conjuntivo de humanos y cerdos.
Kuchenmeister (1855) y Leuckart (1856), investigaron
el ciclo bioldgico de Taenia solium y descubrieron -
que el cisticerco observado en los tejidos del cerdo,
era el estadio larvario infectante para el hombre.
Kuchenmeister encontré un parfsito adulto en el in-
testino de un reo condenado a muerte a'quien habia
alimentado con carne de cerdo cisticercoso, citado

en 1y 2.

En 1840, Verco extrajo por vez primera un cisticerco
intracraneal. Posteriormente varios autores, Askanary
(1850) , Marwald (1895), Wallenberg (1904), describie-
ron la sintomatolog;a y las lesiones originadas por

la presencia de el cisticerco de Taenia solium en -
cerebro y Bruns (1906) considera esta sintomatologfa
como diagnfstica de la Cisticercosis del cuarto ventrfi

culo, citado en 3 y 4.
Morfologfa y Ciclo Biolégico

La Taenia solium adulta vive adherido a la pared del -



.intestino delgado Aél hombre, siendo su @nico huésped
definitivo. Mide de 2 a 7 m y consta de: a) un escoH-
lex, cuadrangular de 1 mm de di&metro, con 4 ventosas
de 0,5 mm de di&metro y un rostelo armado con una do-
ble corona de ganchos grandes y pequefios que miden -
160 a 180 y 110 a 140 pm de longitud respectivamente;
b) el cuello es corto, sin segmentaciones y de la mi-
tad del grosor del escélex; c) el estrébilo que cons-
ta de una serie de segmentos fusionados llamados pro-
glétidos. Los progl§tidos mis cercanos al cuello (in
maduros)'son m&s anchos que largos y presentan rudimen
tos de los §rganos genitales en desarrollo. Hacia la
parte media del estrébiio se encuentran los progléti-
dos maduros que son casi cuadrados y que contienen los
testiculos ¥y un ovario trilobulado.

Al final del estr§bilo se encuentran los proglﬁtidos -
gr§§idos que son m§s largos que anchos y cuyo parénqui
mé est§ ocupado principalmente por un saco uterino cen
tral que presenta de 7 a 13 ramificaciones laterales -
repletas de huevecillos. Estos huevecillos escapan -
del ﬁtero a través del poro genital antes o después -
que los proglﬁtidos grﬁvidos sean liberados. Adicional
mente pueden liberarse al desintegrarse los progléti-
dos en heces fecales.

Los huevecillos son esféricos, miden de 31 a 45 pm de



di&metro y de acuerdo a Laclette y Cols (1982) presen
tan tna capa externa o vitelo, un embri6foro denso y
estriado con una membrana interna. Al centro se encuen
tra una oncosfera 6 embridén hexacanto con 3 pares de -
ganchos (5), (Fig. 1A). Cuando el hombre o el cerdo -
ingieren huevecillos, al llegar al duodeno o yeyuno se
desintegra su cubierta liberdndose las oncosferas. =
Estas, ayudadas por sus ganchos y por secreciones liti
cas, atraviesan la pared intestinal, hasta llegar a vé
nulas mesentéricas a través de las cuales son transpor
tadas a todo el cuerpo, pudiéndose instalar en tejido
muscular esquelético, subcuténeo, ojo y sistema nervip
so central.

81 gusano vesicular requiere para su completo desarro-
1lo de un lapso de 60 a 70 dfas, e induce en el huésped
una reaccién inflamatoria granulomatosa que ha sido -

poco estudiada.

El cisticerco de la Téénia solium puede ser redondo u
ovoide y mide de 3 a 18 mm de di&metro. Su color es
blanco lechoso, estd constituido por una bolsa llena
de 1lfquido. En algin punto la membrana de la bolsa -
se pliega hacia adentro dando origen a un canal en es
biral que en el extremo tiene wun’ echlex con 4

ventosas y una doble c¢orona de ganchos. " Estas



Fig. 1.- A) Micrograffa electrfnica de transmisién de un
huevo inmaduro de i. solium. La cdpsula se indica con -
una flecha. Y, vitelo; E, embribéforo; EC, célula del em
' bri6foro; OM, membrana concosferal; On, oncosfera; H, gan
cho. Cortesfa del Dr. J.P. Laclette (5). B) Microgra=-

fia electrénica de barrido de un cisticerco evaginado de
T. solium. V, ventosa; G, gancho. Aumento 110x. Corte

sia del Dr. J.P. Laclette.






D)

caracterfsticas se observan con facilidad al micros-

copio 6ptico comprimiendo el pardsito entre 2 porta-

objetos (6,7}, (Fig. 1B).
Frecuencia

La cisticercosis tanto humana como porcina es muy
frecuente en paises en desarrollo como México, Fili-
pinas, paises de Centro y Sudamérica, India, Nueva

Guinea y otros (8-12).

Desde el punto de vista veterinario, causa graves -
pérdidas econémicas y un déficit en la produccién de
carne ya que una gran cantidad de cerdos sacrifica-
aos son decomisados por haber padecido la enfermedad.
En nuestro pais, Mazotti (1954) encontrd que la fre-
cuencia de la cisticercosis en cerdos de diferentes
localidades de la Repﬁbliéa era de 4.6% (13). Hernén-
dez y cols. en un estudio realizado en San Luis Po;
tos;, encontraron que de 6,615 cerdos examinados ma-
croscépicamente, el 4.3% presentaba cisticeréoéis.
Este porcentaje aumentd_al 24.9% al estudiar‘los' -
sueros mediante fijacién del complemento y aunque |

esta prueba no es muy sensible indica que a la inspec
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~cibn ocular se escapa un gran nimero de cerdos infec~
tados (14): En el estado de Sonora, en un periodo de
siete y medio anos {(agosto de 1967 a diciembre de
1974) de 289,737 cerdos sacrificados e inspeccionados
macroscopicamente el 0.54% resultd infectado, repre-
sentando una pérdida econémica de $1'300,000.00 (15).
En el rastro municipal de Ecatepec, Estado de México,
se analizaron por inmunoelectroforesis 3,000 sueros -
.de cerdos, obteniéndose una positividad de 38.6%; sin
embargo, por inspeccién sanitaria, Gnicamente el 0.3%
de estos cerdos fueron decomisados (16). Existen én
la literatura muchos mis estudios que nos hablan de
la frecuencia de la cisticercosis porcina en nuestro
pais (17-21) y los resultados varian dependiendo de
las zonas estudiadas y del método empleado para deteg
tar la parasitosis. Estudios realizados por Acevedo
{22) indican que las pérdidas por cisticercosis por-

cina en 1980 ascendieron a $998,142,070.00

La cisticercosis humana.en México es una enfermedad
importante por su alta prevalencia y por la severidad
de sus manifestaciones clfinicas, principalmente cuan-
do la larva se localiza en el sistema nervioso cen-

tral, causando serios cuadros neurol8gicos, invalidez
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y muy a menudo la muerte (23-25), Ademds, es uno de
los padecimientos m&s costosos desde el punto de -
vista terapéutico y es frecuentemente un problema

de diagn6stico para el médico.

Se desconoce la frecuencia real de la cisticercosis
humana por varios motivos, entre los que se pueden
mencionar: a) la variable localizacién del parésito,
por lo que el diagnbstico parasitoscépico Ginicamen-—
te se realiza mediante intervencién quifﬁrgica;

b) no existe todavia un método de diagnfstico inmuno-
16gico con un 100% de eficiencia; c) cuando el paréd-
sito se localiza en ciertos tejidog como muscular o
subcutédneo la infeccién puede cursar en forma asinto-
mitica. Sin embargo, existen numerosos reportes que
dan idea de la frecuencia de este padecimiento en
nuestro medio. Robles en 1940 (26), de 100 operacio-
nes realizadas en pacientes con presunto tumor cere-
bral, encontrd cisticercosis en el 25% de los casos:
Costero (27), en 1946 informd que la cisticercosis
era causa de muerte en 3.6% de autopsias realizadas
en el Hospital General de México. En 1961, Briceﬁ§

y cols. (28) reportaron éifras semejantes al estudiar

97 autopsias, de las cuales el 3.5% presentaban a el

Ry
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cisticerco de Taenia solium. Macfas y Maqueo (29) en
1958 informaron gque de 884 autopsias realizadas en
el Hospital de Nutricién, 2.8% presentaba cisticer-

cosis.

Para terminar, los datos recopilados por Flisser
(30) de autopsias en adultos en distintos centros --
hospitalarios de México, desde 1901 hasta 1976 mues-
tran frecuencias que oscilan entre 0.57% {(Hospital
Civil de Guadalajara, Jal.) hasta 3.6% (Hospital Ger

neral, SSA México, D.F.).

Se han realizado tambié&n estudios seroepidemiolbgicos,
utilizando diversas pruebas inmunolégicas y todas -
ellas muestran frecuencias variables (31~33); sin em-
bargo, los estudios de Flisser y cols. sefialan que
cuando menos el 1% de la poblacifn mexicana ha tenido

contacto con este par8sito (34).
II. ANTECEDENTES.
Desde hace mucho tiempo las reacciones inflamatorias

. granulomatosas, se han considerado como reacciones -

tisulares complejas. Algunos. autores (36-38) piensan
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que la hipersensibilidad del hué&sped desempefia un
pepel central en la formacién del granuloma y los
clasifican en inmunolégicos y no inmunolégicos o de
cuerpo extraflo. El tipo de organizacién de las cé-
lulas mononucleares fagocfticas que aparecen en gl
infiltrado, permiten distinguir a la inflamacién -
granulomatosa de la reaccién inflamatoria crénica -
simple (39,40). Asimismo, en la literatura se en-
cuentran un sinnﬁmero de definiciones para describir
una reaccién granulomatosa (41-43). Sin embargo, -
tratando de establecer una definicién amplia se en-
cuentra que la mayoria de los autores coinciden en -
lo siguiente: un granuloma es una respuesta inflama
toria crénica, local inducida por'sustancias poco so
lubles y que se caracteriza por acumulacién de célu-
las mononucleares fagociticas maduras, altamente or-
ganizadas, pudiendo o no observarse otros tipos celu

lares como linfocitos o células plasmiticas.

El cisticerco de la Taenia solium en el hombre y en -
el cerdo induce una reaccidn inflamatoria crénica lo
cal, que puede ser considerada como un granuloma -
inmunol6gico por el tipo de células que presenta (44).
Sin embargo, no existen datos contundentes que de-

muestren que el granuloma siguif a una hipersenhsibili
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dad del huésped. Se ha sugerido que la reaccién in-
flamatoria sucede a una hipersensibilidad del huésped
debida a la liberacién de fluido vesicular (45).
Adicionalmente el extracto antigénico inoculado intra
peritonealmente en cobayos atrae linfocitos "T" iden-
tificados indirectamente por la produccién de linfo-

cinas (46).

Willms y Merchant (44) han descrito la reaccién infla-
matoria que rodea al cisticerco de la Taenia solium
localizado en mfisculo esquelé&tico de cerdo encontran=-
do que existen diversos tipos celulares: macrb6fagos -
c§lulas epitelioides, células gigantes; eosin6filos -
y neutr§filos; linfocitos y célul;s plasmiticas; es-
tas ﬁltimas localizadas algunas veces cerca del pari
sito y otras alejadas. Durante el desarrollo del pre
sente proyecto, se ha observado que este infiltrado -
no es constante en cuanto a nfimero y tipo celulares.
Algunos granulomas contienen un gran nfimerc de células
plasmdticas y otros poca cantidad de ellas. Esta va-
riabilidad no es tan sorprendente si se considera que

el granuloma probablemente es un fenémeno din&mico -

sometido a mdltiples factores moduladores, entre ellos,

la naturaleza del antfgeno que lo produce, factores -

[ PR
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inmunes del huésped, interacciones célula-célula tra
ducidas en emisién y recepcién de sehales facilitado
ras o inhibitorias y afin factores locales proporcio-

nados por el tejido en el cual se desarrolla.

Los cambios en la dindmica y funcionalidad de las =
células participantes en el granuloma, pueden ser

decisivos. para definir su evolucién.

El granuloma generado por el cisticerco de la Taenia
solium ha sido poco estudiado porque no se cuenta con
un modelo experimental. Sin embargo, estudios realiza
dos en granulomas experimentales por S$. mansoni (47),
S. japonicum (48), BCG (49), H. capsulatum (50) vy -
otros (51,52) han aportado valiosa informacién al res
pecto. En general, en granulomas inducidos por hueve
cillos de S. mansoni (cuya formacién precede a reac-
ciones de hipersensibilidad tard;a), se ha observado
qgue las células que predominan en etapas inciales -
son células mononucleares princibalmente Linfocitos.
Casi simult&neamente aparecen mononucleares grandes,
incluyendo macré&fagos, células epitelioides y fibro-
blastos (estos ﬁltimos iniciando 1la produccién de =~

col&gena). El nGmero de mononucleares grandes perma-
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nece constante por la?go tiempo, pero los linfocitos
tienden a disminuir al mismo tiempo que se observa -
un aumento en el nidmero de eosin6filos. Tiempo des-
pués, los eosin6filos disminuyen, quizd como resulta
do de la disminucién de ESP (Eosinophil Stimulated
Promoter) , ECF-P (Eosinophil Chemotactic Factor-
Precursor) o bien por inhibici6én de anticuerpos circu
lantes (53-56). Inmunoblastos, cé&lulas plasmdticas,
células gigantes y neutr&6filos aparecen generalmente
en etapas medias o finales de la formaci&én del granu-
loma. Examinando suspensiones celulares obtenidas de
granulomas disgregados, se observa que en el perfodo
de mdxima respuesta granulomatosa predominan los lin-
focitos "T", mientras que en la etapa crénica se en-
cuentran linfocitos "T" y "B" en igual ndmero (57).
Presumiblemente los linfocitos "B" sirven como pre-
cursores de células plasmdticas localizadas en el
infiltrado (58). Se ha demostrado que la previa sen-
sibilizacién del huésped acelera la formacién del -
granuloma (53) y la apariciéﬁ de anticuerpos circu-

lantes propicia cambios en los tipos celulares (47).

Las c€lulas plasméticas objeto del présente estudio,

se han identificado también en cortes histolégicos -
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de granulomas humanos inducidos por el cisticerco de
la Taenia solium localizado en tejido muscular esque
’lético (2), subcutaneo (59), sistema nervioso central
(60} y aflin en fluido cerebro espinal de pacientes cis
ticercosos (61). Sin embargo, existe poca informa--
ci§n acerca del papel gque desempeflan en esta compleja
reacciﬁn tisular. La sintesis de inmunoglobulinas y
de anticuerpo por células plasmidticas de granulomas -
mantenidos in vitro ha sido estudiada en M. leprae -
(62), s. mansoni (63), S. japonicum (64). En biopsias
de reacciones granulomatosas inducidas por M. leprae
se ha demostrado que se sintetizan anticuerpos anti-
bacilo principalmente de la clase IgG (65). En los -

granulomas a S. mansoni y S. japonicum se sintetizan

anticuerpos especificos contra el pardsito ademés de

otras inmunoglobulinas (63,64).

En el cisticerco de Taenia solium de cerdo, se ha -
demostrado (66) que el extracto antigénico del par4-
sito tiene un efecto mitogénico sobre linfocitos "B"

de ratén. Esto puediera explicar en parte la presen-
cia de células plasmdticas cerca del pardsito. Su fun
ci§n, te§ricamente, deberfa ser, sintetizar anticuerpos

en contra del cisticerco,.y en unién con factores ---
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inmunes alli;presentes, resolver la parasitosis. Sin
embargo, sé ha observado que el gusano vesicular so-
brevive y se desarrolla por largo tiempo sin sufrir
dafio aparente en huéspedes inmunoldgicamente compe-
tentes (67). Esto significa que el pardsito evade
la respuesta inmune, quizds utilizando algfin(os) -
mecanismo(s) de resistencia propuestos para céstodos
(68) . sSe ha evidenciado por técnicas inmunoenzimdti
.cas y de microscopia electr§nica que las microvello-
sidades que cubren la pared larvaria y que esté&n en
contacto més ;ntimo con la reaccién inflamatoria del
huésped, fijan en su superficie una prote;na antigé-
nicamente similar a la IgG de cerdo (69). Asimismo,
se ha reportado la presencia de proteinas del hués—

ped en otras larvas de cé&stodos: Taenia crassiceps,

T. taeniaeformis (70), E. granulosus (71) y en el -~
tremdtodo S. mansoni (72). Hasta el momento no se ha
podido discernir si estas protefnas son sistetizadas
por el pardsito o si éste las toma del huéspéd. Aun-
que en el caso de §. mansoni se ha demostrado que -~

varios antigenos son tomados del huésped (73).

Por otra parte, existe una gran cantidad de reportes

que indican que humanos cisticercosos y cerdos masi-
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vamente infectados no presentan en circulacién anti-
cuerpos detéctables por diversas pruebas inmunolégi-
cas: inmunoelectroforesis (74), contrainmunoelectro-
foresis (75), doble inmunodifusi6n (76), fijacién de
complemento (77), hemaglutinaci6n indirecta (78),
inmunofluorescencia (79). Como hip6tesis de trabajo,
en el presente estudio se postula que la sintesis de
anticuerpos dirigidos en contra del pardsite, se lle
va a cabo a nivel local por células plasmiticas pre-
sentes en el granuloma que rodea al cisticerco. Con,
esta hip6tesis no se excluye que la ausencia de anti
éuerpos circulantes puede deberse a muchos otros fac
tores como son: tolerancia inmunolégica, sintesis

de anticuerpos blogueadores, bloqueo de anticuerpos

circulantes por exceso de antfgeno, etc.

Al intentar aclarar un poco el papel que desempeifian
las células plasméticas localizadas en la respueéta
inflamatoria que rodea al cisticerco de la Taenia

solium en el cerdo, hemos tratado de contestar las

siguientes preguntas: ¢existe una sintesis local de
inmunoglobulinas?, si la hay, ¢€stos son anticuerpos
dirigidos contra el pardsito? ¢qué clase de inmuno-
globulinas son sintetizadas? ¢los anticuerpos sinte-

tizados fijan complemento?.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue: demostrar o descartar gque
las células plasmiticas localizadas en la reaccién inflama
toria que rodea al cisticerco de Taenia solium en misculo
esquelético de cerdo sintetizan anticuerpos especificos -

contra el pardsito.
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MATERIAL Y METODOS

Cisticercos con y .sin cédpsula inflamatoria fueron obtenidos
de carne de cerdos cisticercosos de 6 a 8 meses de edad. La
edad de los cisticercos aparentemente variaba de un cerdo a
otro pdr observacifn del tamafio del parééito e infiltrado -
que lo rodeaba. Para obtencibn de las fracciones de antige
nos, los cisticercos sin cdpsula inflamatoria fueron obteni
dos de carne de 3 cerdos cisticercosos. Para las pruebas de
deteccidén de Igd porcina se obtuvieron 28 cisticercos con -~
cépsula inflamatoria de 7 cerdos parasitados (4 visticercos
de cada cerdo). Para las pruebas de deteccidn de anticuer-
pos anti-cisticerco se obtuvieron 48 cisticercos con cédpsula
inflamatoria de 6 cerdos parasitados (8 cisticercos de cada
cerdo). Finalmente, para las pruebas de deteccién del fac-
tor C3 del complemento se obtuvieron 15 cisticercos de 5 cer
dos infectados (3 cisticercos de cada cerdo). Las cépsulas
inflamatorias se obtuviercn disecando cisticercos con capsu
la inflamatoria separando después la larva; se usaron § cer
dos parasitados y cada experimento se realizaba con cépsu-
‘las obtenidas de cisticercos de un solo cerdo. El isotiocia
nato de fluoresceina (FITC), los aminoﬁcidos puros y la albg
mina sérica bovina (BSA) fueron obtenidos de Sigma; el Tissue
Teck de American Optical; 1la Metionina—s35 (actividad especi-

Ffica ='1363.8 Ci/m mole) se obtuvo de New England Nuclear; -
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los esténdareé‘de proteinas de bajo peso molecular se obtuvie
ron de Bio-Rad. La IgG de conejo anti C3 de cerdo se obtuvo

de Cappel Laboratories y la IgG de cabra anti-IgG de conejo -
fluoresceinada fue obtenida de Behring Werke. Todos los demds

reactivos quimicos usados fueron de grado analftico.
1. OBTENCION DE LAS FRACCIONES DE ANTIGENOS.

Se obtuvieron las siguientes fracciones de ant;gevos: cisticer
cos enteros (CKS), pared (P), escblex (E) y fluido vesicular
(L). Cisticercos enteros sin cépsula inflamatoria a los cuales
se les habfa eliminado el fluido vesicular por medio de punci§n
fueron homogenizados en un polytrén (Brinkman Instruments) du-
rante 1 a 2 minutos a méxima potencia. El medio de homogeniza
cién consist;a en una solucibn salina amortiguada (SSA) 0.2M

pH 7.2 que contenia antibiﬁticos ( 0.2% de penicilina y 0.2% -
de estreptomicina } e inhibidores de enzimas proteolﬁticas; -
0.1% p/v, p-hidroximercuribenzoato (PCMB); 0.02% p/v de fenil
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) y 10 mM de §cido etilén diamino
tetracético (EDTA) . El material homogenizado se déj@ durante
12 horas a 4°C con agitaci§n continua y se centrifug§ a 30,000
X g durante 1 hora a 4°C. Después de eliminar la capa lipidica
superior, el sobrenadante (CKS) fue dividido en alfcuotas y al-

macenado a ~20°C hasta su uso. . . ;
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Fig. 2.- Esquema que muestra el protocolo seguido para -
obtener las fracciones de antigenos del cisticerco de T.

solium,
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Para la obtencién de las fracciones P y E, la pared vesicu-
lar era separada del esc6lex por microdiseccién y ambos ma~
teriales (pared y esc6lex) eran procesados por separado como

se describié para la fraccién CKS.

El lfquido vesicular obtenido por puncién de cisticercos en-
teros, fue centrifugado a 30,000 x g durante 30 minutos a -
4°C para eliminar restos tisulares, y el sobrenadante (L) se

almacend en alfcuotas a -20°C hasta su uso (Fig. 2).

Antfgeno B (80) del cisticerco de la Taenia solium fue ama-
blemente donado por G. Guerra. Extractos antigénicos crudos
de A. suum (As), Q. gutturosa (Og), y C. Tenuicollis (Ct)

fueron preparados por S. Guevara y el extracto antigénico de

T. cruzi por A. Gonz&lez. A todas las fracciones se les de-

terminé concentracién de protefnas por el método de Lowry =~

(81).

2. PURIFICACION DE LA IgG PORCINA.

Del suero porcino se extrajeron las gamaglobulinas, mediante
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la. técnica de precipitacién con sulfato de amonio (82) -
seguida por una cromatograffa en columna de DEAE-celulosa

(83). En resumen, a 30 ml de suero porcino se le adicio-

naron 19.98 ml de sulfato de amonio saturado ( concentra-

ci§n final 40% ).

En caso necesario el pH se ajustaba a 7 con NaOH 0.1N. la
mezcla se agité en bafio de hielo durante 30 minutos y se -
centrifugé a 10,000 x g durante 15 minutos a 4°C. El pre-

cipitado obtenido se resuspendié en SSA pH 7.2 en el volumen

original del suero. Usualmente, esta operacién se repetfa 3
veces, hasta obtener un precipitado completamente blanco.

El sulfato de amonio se elimin6 dializando exhaustivamente
contra SSA 0.015 M pH 7.2 y el sobrenadante se pas§ por una

columna de 25 ml de DEAE-celulosa equilibrada con SSA 0.015M
pH 8 (83). La absorbancia a 280 nm de las fracciones obteni
das fue determinada en un espectrofotémetro. Se graficé den

sidad 6ptica contra el nfimero de fracci6n y se unieron las -~
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correspondientes al primer pico de eluciéﬁ que contenia el
material no unido a la resina. Se comprobd que la fraccién
tenfa un grado de pureza satisfactorio por electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS)
(Fig. 3a) (84); la concentracién de protefnas se cuantificé

por el mé&todo de Lowry (81).
3. OBTENCION DE IgG DE CONEJO ANTI IgG DE CERDO

e inmunizaron subcut&neamente conejos normales con fraccio-
nes de IgG de cerdo obtenidas como se describié anteriormen=-

te de acuerdo al siguiente protocolo:

dfa 0 ..... 0.5 mg de IgG de cerdo en adyuvante com~
pleto de Freund (ACF).

dia 7 ..... 1 mg en ACF ‘

dia 21 ..... 1 mg en ACF

dia 28 ..... Sangrado

La purificacién de las IgG de los sueros hiperinmunes se --
llevd a cabo siguiende el mismo procedimiento que para las
IgG porcinas (Fig. 3b). Para demostrar su actividad de anti-
.IgG porcina, se realizaron pruebas ae inmunoelectroforesis

(IEF) y de doble inmunodifusién (DID) en contra desuero de cerdo



Fig. 3.~ Electrofore.sis en geles de poliacrilamida de -
las IgGs purificadas por precipitacién con sulfato de -
amonio y cromatograffa a través de una columna de DEAE-
celulosa: a) IgG porcina y b) IgG de conejo con activi
dad de anti IgG porcina. Tincién con azul brillante de

Coomassie.

Fig. 4.- Doble inmunodifusién (a) e inmunoelectroforesis =~

(b) en las que se enfrent6 IgG de conejo anti-IgG porcina

(pozo central y canal central) contra suero de cerdo nor-

mal (pozos periféricos e inferior y superior).

27
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normal, obteniéndose en ambos casos una sola banda de -

precipitacién (Fig. 4).

4. CONJUGACION DE LAS FRACCIONES DE ANTIGENOS CON ISOTIQ
CIANATO DE FLUORESCEINA (FITC).

Para llevar a cabo el acoplamiento se siguié el mé&todo
descrito por Rinderknecht (85). Se mezclaron 5-10 mg de
protefna de alguna de las fracciones de antfgenos con 2
ml de amortiguador carbonato-bicarbonato de sodio 0.015 M
pH 8.5 y 5~10 mg de celita que contenfa 10% de isotiocia-
nafo de fluoresceina. La mezcla se agité 3 minutos a 4°C;
se centrifugé a 6000 x g durante 3 minutos y el sobrena-
dante se pas§ por una columna de 2.8 x 18 cm de Sephadex
G-25, usando como eluyente 5SA 0.2M pH 6.5 Las fraccio-
nes se leyeron en espectrofotémetro a 493 y 276 nm. Se
grafic§ densidad Sptica contra ndmero de fraccién y se =
seleccionaron las correspondientes al pico de protefna
acoplado a fluoresceina (Fig. 5). Se calcularon las rela
ciones F: P molar, F:P pgr/mg y concentracién de protef-
nas de las fracciones, usando el monograma ideado por -
Wells y cols. (86). Para las tinciones de cortes se usa-
ron las fracciones con F:P molar de 1-3; F:P pgr/mg 3-9

y concentracién de proteinag de 1-3 mg/ml. Albdmina séri

ca bovina también fue acoplada a FITC siguiendo el mismo



Fig. 5.~ Perfiles de eluci6én de las fracciones de antige
nos del cisticerco acopladas a isotiocianato de fluores-
ceina, a través de columna de Sephadex G-25. Cisticer-

cos enteros (CKS), excélex (E), pared (P) y fluido vesi-

cular (L).
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procedimiento, para ser usada posteriormente en algunos

controles experimentales.

Dependiendo de 'su origen, las fracciones fluoresceinadas
fueron designadas: CKS-FITC, P-FITC, E~FITC, L-FITC y -

BSA-FITC.

5. CONJUGACION DE LAS IgG DE CONEJO ANTI-IgG DE CERDO
A FITC. '

Se siguid la técnica descrita por Marshall ; cols. (87),
usando los siguientes reactivos: buffer carbonato-bicarbo
nato de sodio 0.5 M pH 9-9.5, anti~IgG de cerdo (5-10 mg/
ml) y FITC (0.05 mg/ml). La mezcla de reactivos se agité
durante 24 horas a 4°C se dializ6 contra SSA 0.15 M pH -
7.2 y posteriormente se pasd por una columna de Sephadex
G=-25 para eliminar el FITC no acoplado. Las fracciones co
lectadas se leyeron a 276 nm (protefna) y 493 nm (FITC}.
Se graficaron los valores obtenidos de densidad &ptica -
contra el nlmero de fracci6n y se unieron las correspondiég
tes al primer pico de elucidn (Fig. 6). Se calcularon las
relaciones F:P molar, F:P pgr/mg y concentracién de pro-
tefna de las fracciones, usando el nomograha de Wells y
cols. (86). Para las tinciones de cortes se usaron las

fracciones con F:P molar de 1-4; E:P pgr/mg 3-9 y concen-



Fig. 6.— Perfil de elucién de anti IgG porcina acoplada
a isotiocianato de fluoresceina, a través de columna de

Sephadex G-25.
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tracién de proteinas de 2 a 6 mg/ml. ’

Con objeto de inhibir reacciones inespecfficas del conjuga-
do, las fracciones de éste fueron absorbidas con polvos ce-
ténicos de higado de ratén (88) que se obtuvieron de la si-
guiente manera: se sacrificaron 4 ratones a los cuales se
les extrajo el higado. Los higados se homogenizaron en al-
cohol etflico al 70% a 4°C. El homogenado se centrifugé a
10,000 x g durante 15 minutos a 4°C y el material sedimen-
tado se resuspendif en acetona frfa, se dejé reposar 20 minu
tos y se centrifugé nuevamente. La operacién se repitif dos
veces mds y el material sedimentgdo, se liofiliz6 y almacené

a ~12°C hasta su uso.

La absorcién del conjugado se llev6 a cabo, lavando e hidra-
tando 100 mg de polvo cet6nico con SSA pH 7.6. El sedimento
fresco se resuspendif en 1 ml del conjugado y se dej6 absor-
ber durante 2 horas a 4°C con agitacién continua, evitando

la formaci6n de espuma. El sedimento se eliminé centrifugan-

do a 12,000 x g, 30 minutos a 4°C (89).
6. PREPARACION DE CORTES HISTOLOGICOS.

Cisticercos frescos disecados con cépsula inflamatoria fue-
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ron incluidos en Tissue Teck sumergiéndolos (envueltos en pa-
pel aluminio) en ciclohexano enfriado en una mezcla de hielo
seco-acetona. Cortes de 5 pm de grosor fueron obtenidos en un
criostato (Crio-Cut II, American Optical).y almacenados. a
~20°C un mdximo de 24 horas. Antes de ser usados, los cortes
eran fijados con una mezcla de &cido acético al 5% en alcohol

etflico, durante 15 minutos a -20°C.

" Cortes de bazo de cerdo normal fueron obtenidos y fijados de

la manera descrita anteriormente.

7. INMUNOFLUORESCENCIA DE CORTES HISTOLOGICOS DE CISTICERCOS
CON CAPSULA INFLAMATORIA.

a) Deteccién de IgG porcina: la detecci§n de IgG porcina en
los cortes se 1lev§ a cabo, siguiendo el método directo
de Coons (88). Los cortes se incubaron con un anti-IgG
de cerdo acoplado a FITC, durante 45 minutos a temperatu-
ra ambiente en cémara hdmeda. Se lavaron con agitaciﬁn
continua con solucién de SSA pH 7.2 durante 1 hPra con -
cambios cada 15 minutos y fiﬁalmente se montaron en una
mezcla de glicerol: SSA pH 7.2 (9:1) y se observaron y
fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia. Para
determinar la fluorescencia inespec;fica se usaron cortes

preincubados por 45 minutos a temperatura ambiente con -



b)

c)

34

anti~IgG sin fluoresceinar e incubados con anti IgG~FITC.
Para determinar la fluorescencia endégena de los cortes,

se incubaron en idénticas condiciones con SSA pH 7.2.

Detecéién de anticuerpos anti-cisticerco: &sta se llev6

a cabo siguiendo el método directo de Coons (88) como se
describié anteriormente. Los cortes se incubaron con: CKS-
FITC, P-FITC, E-FITC y L-FITC. Como controles se usaron:
a) cortes preincubados 45 minutos a temperatura ambiente -
con antfgenos no fluorescentes, lavados y enseguida incuba
dos con fracciones de antigenos fluorescentes; b) cortes -
incubados con BSA-FITC; c) cortes preincubados 45 minutos
a temperatura ambiente con BSA, lavados y ensequida incu-
bados con fracciones de antfgenos fluorescentes; d) cortes
incubados con SSA pHd 7.2; e) cortes de bazo de cerdo nor-
mal incubados con las fracciones: CKXS-FITC, P-FITC, E-FITC

y L-FITC.

Deteccidn del factor C3 de complemento: la deteccién de -~
C3 en los cortes se llevdé a cabo siguiendo la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, descrita por Coons (90).
Los cortes se incubaron inicialmente con anti C3 de cerdo
preparado en conejo {dilucién 1:15), duranté 45 minutos

a temperatura ambiente en c&mara hGmeda; se lavaron con
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égitacién‘contlnua con una solucién amortiguadora de bar-
bituratos pH 7.4 durante 1 hora con cambios cada 15 minu-
tos; se incubaron posteriormente con IgG de cabra anti-
IgG de conejo fluorescente (Anti IgG conejo-FITC) diluida
1:20, y se lavaron de manera idéntica. Algunos cortes se
contrastaron con 1 a 5 gotas de azul Evans (1:10,000 en
SSA pH 7.4) lavédndose con SSA pH 7.4 durante 20 minutos
con 2 cambios. Los cortes se montaron en una mezcla de -
glicerol: SSA pH 7.4 (9:1), se observaron y fotografiaron

en un microscopio de epifluorescencia.
8. CULTIVO In vitro DE LAS CAPSULAS INFLAMATORIAS.

Fué usada una modificacién de la té€cnica descrita por
Hochwald y cols (91). Se disecaron las cdpsulas inflamato-
rias de cisticercos de cerdos recién sacrificados y se lava
ron con solucién balanceada de Hanks (SSBH) pH 7.6 que conte
nfa antibi6ticos (100 u/ml de penicilina y 100 u/ml de estrep
tomicina). Posteriormente las cdpsulas fueron transferidas -
bajo condiciones de esterilidad a cajas de cultivo (200 cdp-
sulas por caja) que contenian 12 ml de SSBH al cual se le
adicion6, ovalbGmina 0.5%, penicilina 100 u/m;, estreptomici
na 100 u/ml, 1 MCi de metionina—s35 y los restantes aminodci

dos (glicina, valina, leucina, alanina, isoleucina, serina,
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treonina, cisteina, cistina, glutamina, aspdrtico, lisina,
arginina, fglanina, tirosina, triptofano, prolina, hidroxi
prolina e histidina) no radioactivos y a una concentracién
final de 50 pM cada uno. Las cajas de cultivo se incubaron
48 horas con rotacién contlnua é 37°C en una atmdésfera con
5% de CO2 y humedad a saturacién. Después de la incubacién
los cultivos se sometieron a un ciclo de congelacién-descon
gelacién y se centrifugaron durante 10 minutos a 10,000 x g
a 4°C. El sobrenadante se dializé contra 2 1 de SSA 0.01 M
pH 7.2 durante 72 horas con 5 cambios para disminuir la fuer
za i6nica y eliminar metionina-s35 no incorporada a protef-
" nas. Como control se incub6 la misma cantidad del medio de
cultivo, en idénticas condiciones pero sin cédpsulas inflama

torias.

A continuacidn.se determiné si en el medio de cultivo obteni
do existfan protefnas sintetizadas de novo. Para ésto, se -
tomaron ibo pl del medio de cultivo diluido con 0.9 m; de =
agua destilada y se les agregé 1 ml de solucién decolorante
(NAOH, H202 y metionina) y 1 ml de &cido tricloro acético
(TCA) al 25%. Las mezclas se agitaron brevemente y se deja-
ron reposar 30 minutos a 4°C; se filtraton a través de fil-
tros millipore de 0.45 pm de di&metro de-poro. Los filtros
con el precipitado atrapado se lavaron con TCA al 8% y se -

Y
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deshidrataron calentando a 200°C por 5 minutos. Los filtros
secos se introdujefon en viales que contenfan 5ml de 2,5 dife-
nii oxazol, (PPo) al 0.4% en tolueno y la radioactividad se
determiné en un contador de centelleo li§uido. Generalemen
te la cantidad de radioactividad incorporada por caja de cul
tivo variaba entre 8 a 10 x 10° cpm. Finalmente se liofiliza
ron los sobrenadantes obtenidos del medio cultivo incubado -
con cdpsulas inflamatorias (SP) o sin cédpsulas (CM) y antes
de su uso se reconstituyeron con 0.1 ml de agua bidestilada

-

estéril por caja de cultivo.
9. INMUNOELECTROFORESIS (IEF) Y DOBLE INMUNODIFUSION (DID).

Las pruebas de IEF y DID se realizaron de acuerdo con los -
métodos descritos por Garvey (92) y Ouchterlony (93) respec
tivamente. En ambos casos se usé como soporte para la preci
pitacién, agarosa al 0.9% en amortiguador de barbituratos -
0.02 M pH 8.6 que contenfa azida de sodio al 0.2%. Se usaron
las siguientes fracciones de antfgenos: CKS (6.6 mg/ml), -

P (9.5 mg/ml), E {12.7 mg/ml), L (12.4 mg/ml) y antfgeno B
(1;4 mg/ml), colocando 30 pl de cada una de ellas en los po-
zos periféricos (DID) o bien en los pozos superior e infe-
rior (IEF). En el pozo central DID y en el canal central -

(IEF) se adicion6 el medio de cultivo obtenido de la incuba~

“
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cidn de las cdpsulas (SP} diluido 1:2 con suero de conejo -
anti CKS como acarreador para facilitar la precipitacién.
Para la IEF, éste (ltimo paso se realiz6 después de la sepa
racifn electroforética de las fracciones de antigeno. Se -
permiti6é la difusién durante 24 horas a temperatura ambiente
en cimara hGmeda. Para eliminar marca libre que pudiera in-
terferir en la interpretaci6n de los resultados, los geles -
se lavaron con SSA 0.15 M pH 7.0 durante 72 horas a 4°C con

6 cambios. A continuacién los geles se secaron a temperatura
ambiente, usando papel absorbente y se tifieron con amido ne-

gro al 10% en &cido acético al 15%.

Los controles se procesaron de la manera descrita anteriormen
te, substituyendo el medio de cultivo incubado con cdpsulas
inflamatorias (SP) por el sobrenadante obtenido de la incuba-

cién del medio sin cdpsulas (CM).

La especificidad de las inmunoglobulinas sintetizadas de novo
se determiné substituyendo las fracciones de antigenos del cis
ticerco por antfgenos obtenidos de otros pardsitos: A. suum

(As, 9.2 mg/ml), O. gutturosa (Og, 6.3 mg/ml), C. tenuicollis:

(Ct, 5.1 mg/ml), T. cruzi (Tc, 1 mg/ml), y adem&s albfimina séri

ca bovina (BSA, 3 mg/ml).
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Para determinar si ocurrfa atrapamiento inespecifico de mar
ca en las b&ndas de precipitaci6n, se mezcl6 SP con suero -
hiperinmune anti-As (dilucién 1:2) y la mezcla se us6é en una
IEF en contra de antfgeno de As. Para investigar que clases
de inmunogiobulinas eran sintetizadas en la reaccién infla-
matoria se hicieron IEF y DID en las gue el SP era mezclado
con suero de cerdo normal (l1:2), este Gltimo como agente -~
facilitante de la precipitacién. La mezcla se ponfa a reac-
‘cionar frente a IgGs de conejo con actividad anti IgG, anti

IgM o anti IgA de cerdo. En los controles SP se substituy6

por CM.

10. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Se tomaron 150 pl de SP y CM sin concentrar y se corrieron
en geles de poliacrilamida al 10% con SDS (94). Como marca-
dores de peso molecular se usé una mezcla comercial de pro-
tefnas. Las bandas de proteina separadas electroforéticamen
te fueron tefiidas con azul brillante de Cooamassie al 0.06%
en una mezcla de §cido acético al 10% en metanol al30%,y des-

tefiidos con &cido acético al 10%.
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11. AUTORADIOGRAFIAS DE LOS GELES.

A)

B)

Geles de_ poliacrilamida: los gelés de poliacrilamida te-
fiidos con azul brillante de Coomassie se incubaron con:
a) dimetil sulféxido (DMSO) durante 1 hora con cambios

de cada 20 minutos; b) 2-5 difenil oxazol (PPO) al 20%

en DMSO durante 2 horas y c) agua destilada durante 24
horas. Los geles se deshidrataron en un secador de geles
y se pusieron en contacto con placas de rayos X que se
mantuvieron a -~70°C protegidas de la luz en cassettes -
met&licos convencionales. Las placas se revelaron después

de 3 dias de'exposicidn.

Inmunoelectroforesis (IEF) y doble inmunodifusiﬁn {DID) ¢
las laminillas secas y tefiidas, sin tratamiento adicional
fueron puestas en contacto con placas de rayos X. Estas,
se mantuvieron a -70°C protegidas de la luz mediante -
cassettes convencionales. Se revelaron después de 6 d;as

de exposicién.
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- RESULTADOS

DETECCION DE IgG PORCINA EN LA REACCION INFLAMATORIA

Para determinar si habfia inmunoglobulinas en la.respuesta in
flamatoria que rodea al cisticerco de cerdo, se incubaron cor
tes de cisticercos con cipsula inflamatoria en presencia de
anticuérpos anti-IgG de cerdo fluoresceinados (anti IgG ---
FITC). Como se observa en las figuras 8A,B la fluorescencia
se localiz6 no solo en el tegumento del cisticerco, sino tam
bién en el tejido conectivo y en diversos tipos celulares de
la cépsula inflamatoria. En cambio, cortes preincubados --
con anti IgG sin fluoresceinar e incubados con anti IgG-FITC'
no mostraton fluorescencia apreciable (Fig. 8C). La figura -
8D, muestra que la fluorescencia endfgena del tejido es esca
sa por lo tanto no dificultaba la interpretaci&n de los resul
tados. Una muestra representativa del tipo de células que -
ocurren en el infiltrado se presenta en la figura 7, pudién
dose identificar: linfocitos, células plasmiticas, macr6fa-
gos, eosinﬁfilos y neutr6filos; cabe hacer notar que se ob-
servan patrones celulares distintos entre los diferentes -~

granulomas estudiados.

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-CISTICERCO EN LA REACCION
INFLAMATORIA.

)

Para determinar si las inmunoglobulinas detectadas en el te-

gumento del cisticerco y en la respuesta inflamatoria que lo



Fig. 7.~ Micrografias de distintas regiones de la inter-

fase cisticerco-cerdo en las que se observan im&genes -

representativas de la respuesta inflamatoria que rodea

.al par§sito, Los cortes de 1_um de grosor fueron tehidos

con azul de toluidina . A) RI, reacci6én inflamatoria;
Cc, cisticerco; T, tegumento. B) E, eosinéfilos; N, neu-
tr5filo. C) Cp, células plasmidticas. D) Cp, células -~
plasmdticas; L, linfocitos. (Amplificacién: A, 190X;

B, Cy D. 500X). Cortesfa de M.T. Merchant.
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Fig. 8.~ Inmunofluorescencia directa de cortes de cisti
cercos con cdpsula inflamatoria. AyB) cortes incubados
con anti-IgG porcina-FITC. RI, feaccién inflamatoria;

Cc, cisticerco; T, tegumento. C) corte preincubado con
anti IgG porcina no fluoresceinada e incubado con anti

IgG porcina~FITC. D) corte incubado con SSA pH 7.2 co-
mo control de fluorescencia end§gena. El grosor de los

cortes era de 5 pm  (Amplificacifn: 300X).









44

rodea, eran dirigidos en contra de antIgenoé del pardsito, se
fluoresceinaron fracciones de antfgenos de: cisticercos ente-~
ros sin fluido vesicular (CKS-FITC); pared vesicular (P-FITC);
esc6lex (E~FITC) y fluido vesicular (L-FITC). Los cortes de
cisticercos con cédpsula inflamatoria incubades con las distin
tas fracciones no mostraron diferencias apreciables ni en la
intensidad ni en la localizacién de la fluorescencia (Figs. ~
9 A-D). Las siguientes caracteristicas observadas en casi la
totalidad de las cé€lulas fluorescentes son consistentes con -
la idea de que se trata de c&lulas plasm&ticas: 1) citoplasma
fluorescente; 2) morfologfa y tamafio acorde a células plasmi-
ticas con ndcleo excéntrico; 3) localizacién cofrespondiente a
los sitios donde generalmente se observan las células plasmiti
cas en cortes histol6gicos. En las figuras 7CyD ademds de cé&-
lulas plasmiticas, se observan células con citoplasma fluores-
cente que posiblemente sean macr6fagos que han fagocitado com

plejos Ag-Ac.

La preincubaciQn de los cortes con CKS no fluorescente inhi-
bi6 casi totalmente la posterior fijaci6n de CKS-FITC (Fig.

'IOA), mientras que la preincubacién con BSA no la inhibfa ==
(Fig. 10B), lo cual indica que el pegado de esta fraccién de

antfgeno era especifico.

En congruencia con lo anterior, la incubacién de los cortes
de cisticerco rodeado de reaccién inflamatoria con un anti-

geno no relacionado: BSA-FITC (Fig. 10C) o la incubacién de
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Fig. 9.~ Inmunofluorescencia directa de cortes de cisti
cercos con reaccién inflamatoria incubados con fraccio-
nes de antigenos de cisticerco fluoresceinados. ~A) CKS~
FIT.C. B) E~-FITC. C) P-FITC. D) L-FITC. El grosor de

los cortes era 5 ym (Amplificaci6n: 500X).
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cortes de bazo de cerdo normal con CKS-FITC (Fig. 10D) no pro-
dujo ninguna fluorescencia en las cé&lulas. Se realizaron con--—
troles equivalentes para cada una de las restantes fracciones
de antigenos, obteniéndose idéngicos resultados (datos no --

mostrados) .
DETECCION DE C3 DE CERDO EN LA REACCION INFLAMATORIA

Estudios de inmuriofluorescencia indirecta en cortes incubados
primero con IgG de conejo anti C3 de cerdo y posteriormente
con IgG de cabra anti IgG de conejo fluoresceiﬁada (anti IgG
conejo-FITC) revelaron la presencia del factor C3 del comple
mento en las fibras del tejido conectivo de la reaccidn infla
matoria, en algunas zonas de la superficie del tegumento del
cisticerco y ocasionalmente en células mononucleares grandes
(presumiblemente macr&fagos) localizadas en la partes mé&s ex
terna de la reaccidn granulomatosa (Figs. 11 A, B). Como con
troles se incubaron cortes con IgG de conejo normal como pri:
mer anticuerpo y luego con anti IgG conejo-FITC (Fig. 11 C),
asi como cortes incubados finicamente con el segundo ahticuer—

po (Fig. 11D). En ambos casos no se observd fluoréscencia.




a7

Fig. 10.- Cbntroles de la inmunofluorescencia directa -
presentada en la figura 9. A, B y C: cortes de cisticer
co con cipsula inflamatoria; D: corte de bazo de cerdo -~
normal. A) Corte preincubado con CKS sin fluoresceinar
e incubados con CKS-FITC B) Corte preincubado con BSA

e incubado con CKS-FITC. C) Corte incubado con BSA-FITC.

D) Corte incubado con CKS-FITC. (Aumento: 500X).
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Fig. 11.- Inmunofluorescencia indirecta de cortes de cis
ticercos con reaccién inflamatoria. AB) Cortes preincu-
bados con IgG de conejo anti C3 de cerdo (anti C3) e in-
cubados con anti IgG de conejo - FITC: en A, se muestra
una imagen panordmica y un detalle representativos de una
regién rica en tejido conectivo, mientras que en B se -
muestra una regifn representativa rica en células. C) -
Corte preincubado con IgG de conejo normal e incubado con
anti IgG de conejo - FITC. D) Corte incubado con anti -
IgG de conejo FITC. (Amplificacién: A, imagen panoramica

500X y detalle 900X; B,C y D, .500X.
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SINTESIS de novo DE ANTICUERPOS ANTI-CISTICERCd POR CELULAS
PLASMATICAS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA.

Como se describié anteriormente, se habfan obtenido resulta
dos sugerentes de que las cé€lulas plasm&ticas presentes en

el granuloma que rodea al cisticerco, sintetizan anticuerpos
dirigidos en contra del pardsito. Con la idea de reforzar es
ta observacién se cultivaron in vitro, cédpsulas inflamatorias
en un medio que contenfa un aminodcido (metionina-Sas) radio-
activo. Después de 48 horas de cultivo, se colect6 y concen-
tré el sobrenadante de cultivo (SP) y se hicieron pruebas que
determinaron si habfa ocurrido sintesis de novo de anticuer-
pos. Ademds se iﬁvestigé qué clases de inmunoglubulinas eran

sintetizadas.

Inicialmente se analizé el contenido protéico de SP y CM uti-
lizando electroforesis en gel de poliacrilamida y 2-mercapto-
etanol. La figura 12 muestra la imagen tefiida y de autorradio
graffa de un gel de poliacrilamida con SDS en el que se co-
rrieron muestras de SP y CM. La autorradiograffa del gel -
muestra que SP contenfa numerosas bandas radioactivas. Dos de
las cuales tienen pesos moleculares de 50K y 25K y podrfan
corresponder a las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobu-

linas sintetizadas de novo.



‘Fig. 12.~ Electroforesis en gel de poliacrilamida con -
SDS de las siguientes muestras: medio de cultivo incuba
do con cédpsulas inflamatorias (SP), medio de cultivo in
cubado sin cédpsulas. (CM), IgG porcina (IgG) y mezcla co
mercial de proteinas de pesos moleculares conocidos -
(PM). A) Gel tefiido con azul brillante de Coomassie. -

B) Autorradiograffa del gel.
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Para determinar 51 la fracc16n SP contenfa anticuerpos diri-
gldos contra antigenos del par551to, se utilizaron las técni
cas de IEF y DID. Una mezcla de SP con suero de conejo anti-
CKS (facilitador de la precipitacidén) se puso a reaccionar
frente a las fracciones de antigenos del cistecerco: CKS, P,
E y L y frente a una muestra de antigeno B puro. Las lamini--
llas secas y tefidas se sometieron a autorradiografia para
revelar la presencia de radioactividad en las bandas de pre-
cipitacién. Las im&genes de autorradiograffas presentadas en
las figuras 13 a 15, demuestran gque el sobrenadante SP conte-
nfa anticuerpos radiocactivos dirigidos en contra de antigenos
del cisticerco. Cabe hacer notar la presencia de anticuerpos
anti-B sintetizados de novo por células plasmdticas de la -~

reaccién inflamatoria.

'Para determinar si la radioactividad observada en las bandas
de precipitacién era aportada por los anticuerpos sintetiza-~
dos de novo y no por un arrastre inespecifico de moléculas
radiocactivas durante la difusién y precipitacién, una mues-
tra de SP mezclado con suero de conejo anti-As, se puso a =
reaccionar a un extracto crudo de As. A pesar de que las la-
minillas tefiidas con amido negro muestran numerosas bandas -
de precipitacién, vor autorradiografia solo una de ellas con
tenfa radioactividad (Fig. 16), lo que posiblemente indica -

que este parfsito comparte un antigeno con el cisticerco (103).



Fig. 13.- Dobleinmﬁnodifusiénidg una‘mezcla 1:2 de SP -
con suero anti CKS (pozos cenéraiés) en contra de las =~
fracciones de antfgeno de cisticerco; CKS, cisticercos

enteros; P, pared y L, fluido vesicular. a) Geles tehi
dos con negro de amido. b) Autorradiograffas de los -

mismos geles.

Fig. 14.~ Inmunoelectroforesis de una mezcla 1:2 de SP -~
con suero de conejo anti CKS (canal) frente a las fraccio
nes de antigenos E y CKS; a) geles tefiidos con negro de

amido. b) Autorradiograffas de los mismos geles.

Fig. 15.- Inmunoelectroforesis de una mezcla 1:2 de SP -
con suero de conejo anti CKS (canal) frente a antfgeno B
puro de cisticerco (B); a) gel tenido con negro de amido.

b) Autorradiograffa del mismo gel.
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>IEF y bID'eﬁ lééléuéles se substituyd SP por CM y cue presen-
taron bandas‘dé ﬁfecipitécién cuando fueron tefiidas con amido
negro no contenfan radioactividad incorporada a las bandas --
(Fig. 17) . En esta figura sdélo se muestra el caso de la frac-
cién E puesto que las restantes fracciones de antigenos pro--

dujeron resultados idénticos.

La especificidad de los anticuerpos sintetizados de novo fue
estudiada por IEF y por DID poniendo a reaccionar la mezcla
de SP y suero de conejo anti-CKS en contra de antigenos he-
ter6logos: As, 0g, Ct, Tc y BSA. A excepcidén de los antige-
nos As y Ct, ninguno formd bandas de precipitacibn detecta-
bles por tincidn o por autorradiografia de las laminillas -~

(Figs. 18 y 19).

Para dilucidar qué clases de inmunoglobulinas se estaban sin-
tetizando dentro de la reaccién granulomatosa, se utilizaron
nuevamente las técnicas de IEF y DID. SP fue mezclado con --
suero normal de cerdo, este Gltimo como agente facilitante_
de la precipitacién y se dejb reaccionar frente a 3 anticuer
pos preparados en conejo, cuya especificidad era de anti-IgG,
anti IgM 6 anti IgA de cerdo. Las autorradiografias de estas
laminillas mostraron bandas de precipitacién radioactivas con

cada uno de los anticuerpos probados, (Figs., 20 y 21).



Fig. 16.- Inmunoelectroforesis de una mezcla 1:2 de SP -
con suero de conejo anti As (canal) frente a antfgeno -
crudo de Ascaris suum (As); a) gel tefiido con negro de

amido. b) Autorradiograffa del mismo gel.

Fig. 17.- Inmunocelectroforesis de una mezcla 1:2 de CM =~
con suero de conejo anti CKS (canal) frente a las fraccio
nes de antigenos del cisticerco P y L; a) gel tenido con

negro de amido. b) Autorradiograffa del gel.

Fig. 18.~ Doble inmunodifusién de una mezcla 1:2 de SP -
con suero de conejo anti CKS (pozo central) frente a ex
tractos antigénicos crudos de C. tenuicollis (Ct) y A. -
‘ §ggﬁ (As); a) gel tefiido con negro de amido. b} Autorra

diograffa del mismo gel.

Fig. 19.- Doble inmunodifusién de una mezcla 1:2 de SP -
con suero de conejo anti CKS (pozo central) frente a ex-
tractos antigénicos crudos de: T. cruzi (Te) y O: guttu-

rosa (0Og); albGmina sérica bovina (BSA). a) Gel tefiido

con negro de amido. b) Autorradiograffa del mismo gel.
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Fig. 20.- Inmunoelectroforesis de una mezcla 1:2 de SP -
con suero de cerdo normal (canal) frente a anti IgG de -
cerdo (pozo superior) y anti IgM de cerdo (pozo inferior).
a) Gel tefiido con negro de amido. b) Autorradiografia del

~gel.

Fig. 21.- Doble inmunodifusién de una mezcla 1:2 de SP ~
con suero de cerdo normal {pozo gentral) frente a anti
IgA de cerdo (pozos periféricos). a) Gel tefiido con -

negro de amido. b) Autorradiograffa del mismo gel.
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5ISCUSION
En este trabajo se estudi6 la funcionalidad de las células '
plasmidticas presentes en la respuesta inflamatoria que rodea
al cisticerco de la Taenia solium en mGsculo esquelé&tico de
cerdo. Se‘presentan evidencias que demuestran que al menos
una poblacién de estas células plasmdticas estén comprometi-
das en la sintesis de anticuerpos dirigidos en contra de an-
tfgenos del pardsito. En la etapa evolutiva que cursaban los
granulomas estudiados se sintetizaron anticuerpos en contra
de antigenos de pared, escb6lex y fluido vesiculgr. En par-

ticular, se demostrS la sintesis de anticuerpos contra anti-

géno "B" descrito por Guerra y cols, (80).

Los anticuerpos sintetizados eran especificos para el cisti-
cerco puesto que pruebas de IEF y DID, de SP con extractos

antigénicos de Onchocerca gutturosa y Trypanosoma cruzi asfi

como con albGmina sérica bovina resultaron negativos. Esto
indica que se produce en estimulo antigénico en el microam-
"biente del granuloma. Siﬁ embargo, no se puede descartar la
posibilidad de una sintesis adicional de inmunoglobulinas
inespecificas, tal y como ocurre en reacciones granulomato-
sas inducidas por otros pardsitos (63, 64). El ?allazgo de
un efecto mitogénico sobre linfocitos B de ratén presente
en extractos crudos del cisticerco de la Taenia solium,pa-~

rece particularmente ilustrativo a este respecto (66).
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Se ha reportado (94) que anticuerpos  circulantes de cerdos -
infectados con el cisticerco de Taenia solium reaccionan con

antfigenos de.C. tenuicollis. y A. suum. En este trabajo se -

muestra que dentro de la reaccifn granulomatosa también se
sintetizan anticuerpos contra antigenos compartidos por estos

pardsitos (Fig. 21la).

En las cdpsulas inflamatorias mantenidas in vitro se sinteti-
zan al menos tres clases de inmunoglobulinas porcinas: IgG,
IgM e IgA. El posible papel que desempefien las dos clases con
capacidad para fijar complemento, se discutiri mis adelante.
Granulomas hepdticos aislados de ratones infectados con S.
mansoni, sintetizan IgGl durante la etapa médxima respuesta --
granulomatosa, mientras que grahulomas crénicos producen IgGl,
IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgA observéndose en esta Gltima etapa una
‘disminucién en el tamano del granuloma (63). Adicionalmente, -
granulomas a huevecillos de S. japonicum cultivadas in vitro -
durante 24 horas, sintetizan y secretan inmunoglobulinas IgG e

IgM (64).

La presencia de inmunoglobulinas o anticuerpos en la reaccién
granulomatosa inducida por el cisticerco de la Taenia solium
puede tener m@ltiples significados. Por un lado, los anticuer

pos al reaccionar con los antigenos forman complejos inmunes
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los cuales pueden dar lugar a la liberacién de factores -
quimiotdcticos para eosin6filos y neutré6filos: si los com-
plejos inmunes activan complemento por via clidsica o altex

na, los factores quimiotdcticos C5a y C567 son liberados
(95~97) . Es muy factible que este fenémeno ocurra en la -
reaccidn iﬁflamatoria puesto que hemos demostrado que las
clases IgG e IgM son sintetizadas (Fig. 20) y que ocurre -
fijacién de C3 en el granuloma (Fig. 11). También es posi

ble que en la reacci6én granulomatosa se libere el precursor
quimiotdctico para eosin6filos (ECF-P), que es secretado -

por linfocitos en presencia de antfgenos, pero due necesita
reaccionar con el complejo Ag-Ac homb6logo para transformarse
en un activo factor quimiotdctico para eosin6filos (98). Las
observaciones de una gran rigueza de eosiné6filos en el granu
loma por cisticerco de T. solium (44) son consistentes con la
participacién de los complejos antfgeno-anticuerpo en la =--
atraccién de granulocitos. Es posible que reacciones inmunolg
gicas diferentes a la formacién de complejos Ag-Ac conduzcan

a la liberacién de otros factores quimiotdcticos, tal como suce

" de en granulomas inducidos por otros pardsitos (64,54).

Por otra parte la presencia de anticuerpos en la reaccién -
inflamatoria podrfa promover la captacifn de antigenos para

sitarios mediada por receptores Fc y C3 presentes en macré-
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fagos y eosinéfilos, dando lugar a la formacién de comple-
jos insolubles Ag—Ac. Se ha reportado que los complejos in-
soiubles Ag~Ac favorecen la permanencia de la respuesta in-
flamatoria granulomatosa (99). Esto est& de acuerdo con el
hecho de que el cisticerco de la T. solium, sobrevive en su
hu&sped por periodos prolongados sin sufrir dano aparente,
a pesar del abundante infiltrado celular que lo rodea

(Fig. 4) (44).

Estas observaciones sugieren fuertemente que lés anticuerpos
" sintetizados dentro del granuloma pueden funcionar como mo-
duladores locales de la reaccién granulomatosa. Por un lado
los eosin6filos y otras células (macréfagos, neutr&filos,
etc) son atraidos a la cercanfa del pardsito y por otro son
impedidos para realizar su funci6n efectora. Ya ha sido -~
evidenciado en otros granulomas que simultineamente con la
produccién de anticuerpos locales, ocurren cambios dramdti-

cos en el infiltrado (63).

La observacién de éue s6lo es posible detectar anticuerpos
en un 30% de los sueros de cerdos masivamente infectados
{100), hace pensar que los granulomas podrfan funcionar como
ganglios linfé4ticos eétépicos. De este modo una parte impor-

tante de la sintesis total de anticuerpos se efectuarfa en
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las cercanfas del pardsito. Si &ste secreta suficiente canti-
da@:de antigeno, todos los anticuerpos podrfan ser bloqueados
y/o precipitados en forma de complejos Ag-Ac y eliminados lo-
calmente, posiblemente por macréfagos presentes en esa. regibn

(Fig. 11b).

Un hallazgo especialmente interesante, en vista de las pro--
piedades de fibronectina propuestas para el antigeno B (80),
es la deteccib6bn de C3 de cerdo asociado al tejido conectivo
de la reaccién inflamatoria. Se ha propuesto due el antfggno
B es secretado por el pardsito y gque al fijarse en el tejido
Eonectivo de la respuesta inflamatoria desvfa la accibn de
anticuerpos especificog. La formacién de complejos B~anti B
localizados en el tejido conectivo del huésped evitarfan que
la fijaci@n de complemento danara el cisticerco (101). La -
demostracidn de s?ntesis de anticuerpos anti-B en el granulo
ma {Fig. 19) parece reforzar la anterior hipStesis propuesta
como un mecanismo gue permite la evasifn del par&sito a la
respuesta inmune del huésped. Cabe mencionar que un parésito
tan complejo como el cisticerco puede manejar m&s de un me-~

canismo evasor simultdneamente.

Finalmente creemos que es necesario realizar un estudio sis-
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tem&tico acerca de la dinfmica del recambio y la funcién de
cada uno de los tipos celulares presentes en la reaccién --
inflamatoria para relacionarlo dentro de lo posible con el

estado inmune del huésped. Estos estudios pueden ser deci--
sivos para comprender la evolucién tempo?al de esta reéc -=
'cién tisular tan compleja. Para ello es muy deseable contar
con un modelo experimental que permita analizar a fondo es-

te fendmeno.
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