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I. RESUMEN

El metacéstodo de Taenia solium, es el agente causal de 1la

"+ eisticercosis humana y porcina. Este parasito, tiene la capacidad

de sobrevivir durante largos periodos de tiempo en su huésped. Se
han propuesto diferentes mecanismos de evasibébn, para tratar de
explicar dicha capacidad; uno de estos, es la evasién del sistema
del Complemento.

En el presente trabajo. se estudié el efecto del extracto
crudo y los productos de excrecién -~ secrecién del cisticerco de 7.
solium sobre el sistema del complemento in vitro, mediante un
sistema de eritrocitos de carnero sensibilizados. Se observé, que
al poner en contacto diferentes concentraciones del extracto crudo
o de los productos de excrecién - secrecién frescos del primer y
segundo dia de «cultivo, con una serie de diluciones del
complemento, ambos presentaron una reduccién en la actividad litica
en un 76%, 27% y 41% en sus mas altas concentraciones que fueron
500, 265 y 601 ug/ml respectivamente.

Sin embargo, al probar los productos de excreciébn - secrecidn
congelados el valor de inhibicién con la concentracién de
500 ug/ml fué de 14%.

Al analizar los resultados obtenidos, se observd, que existe
un componente o componentes del cisticerco, que est&n inactivando
al complemento. Hasta el momento, se sabe que el antigeno B del
cisticerco es capaz de inactivar la via clésica del complemento,
pero _experimentos preliminares en los que se elimind el antigenc B
del extracto crudo, mostraron también un decremento en la:lisis
celular que fué de un 81%.
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I, INTRODUCCION _

uypta‘ rerifefmedad parasit;aria, la cual es
3 de 1a’larva de Taenia solium en el
y.en el ..‘mﬁsculo esquelético 'de " sus
s'que ‘son el hombre y el cerdo.

‘cc‘:nsbtituyq un importante problema de Salud
Subdesarrollados de Asia, Africa y América

rincipalmenté, en donde las condiciones higienicas y

kéxico, la: neurocist;cercosis se encuentra entre una de las
‘10 enfemedades mas importantes (2), ya que aunque la incidencia y
prgvalencia real de la cisticercosis no se conoce en forma precisa,
; exisfe‘n en la literatura reportes que dan idea de la magnitud del
’i:}?aﬂié;né;ﬁa:lrrespect':o Woodhouse y cols., (1982), reportaron que el
1%' ’de la poblacién mexicana presenta anticuerpos circulantes
ahticisticerco (3); en un estudio mas reciente Larralde y cols.,
(1992) reporta:.-on el 1.2%, siendo el D.F. el de mayor incidencia
con un 2.95% (4). Sin embargo estos datos pueden estar subestimados
debido a que pueden existir variaciones en la prevalencia real de
esta enfermedad, ya gue este dato depende del manejo y destino de

las heces humanas, del control de la carne de cerdo parasitada, de
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.cu ivlt:cravl consumo y inaneﬂo de la carne

identificar y tratér a. los

ek ‘i___'}\.d,éméAs“ 105,«:55&15 de atencisn medica a esta parasitosis son

elevadoé, debidé a que algﬁnas veces los enfermos necesitan ser
X lhosp‘italizados y recibir diferentes tipos de tratamiento. También
las pérdidas econdmicas son cuantiosas, debido al decomiso de carne
infectada, neo apta péra 'el consumo humano, ya que en el pais existe
una alta prevalencia de cisticercosis porcina que alcanza hasta un
7% en los diferentes rastfo;; aungue esta cifra puede ser inexacta
pc;r lo anteriormente mencionado,. ya gque en huestro palis es muy
frecuente que los cerdos se crien en condiciones insalubres y se
sacrifiquen en ausencia de. inspeccién sanitaria (6). Debido a lo
anterior, esta enfermedad resulta ser un importante problema

socioeconémico y de salud.
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/B) .- DESCRIPCION MORFOLOGICA ¥ CICLO'DE VIDA -
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium .~

V:_tfi'l'ia;};iraﬂs'olium ‘es un céstodo hermafrodita, de la‘familia.de.los
‘Taenidos, cuyo ‘Gnico huésped definitivo natural es el ser humano
(7) . El par&sito adulto presenta un cuerpo aplanado y alargado que
generalmente mide de 1.5 a 5.0 metros; vive adherido a la pared del
intestino delgado y puede llegar a sobrevivir hasta 25 afios. Su

cuerpo consta de 3 partes: escélex, cuello y estrébilo. El escblex



mm de aiametro, ‘presenta 4 ventosas

maduros, en los que se puede

Q_STHtést‘:iculos, y en la parte

‘526 ‘mm’de"ancho,  su parénguima se

n.saco-uterino central que

Valrededor de 50 000 huev' illos 7 a) Lo prcglétidos gravidos se

desprenden del qusano adulto y salen junto con las heces del
hospedero en un px:amed_xq dg 4-a’'5 por _cua. Los huevecillos son
liberados al ambienté pddiehdo de esta iorm;vsaf ingeridos por el
hombre o el cerdo (7,9). ‘

Los huevecillos miden aproximadamente: 30 um de diametro y se
eﬁcuentran rodeados por una membrana hialina 1llamada vitelo de
donde obtienen sus nutrientes; este vitelo rodea a una gruesa pared
estriada denominada embriéforo la cual consiste de una serie de
tabiques 1lamados bloques embriof6ricos) E’;ﬁe'sa encuentran unidos.
entre si por una proteina cementante, todo é&sto a su vez se
encuentra. inclufdo por la membrana oncosferal, la cual cubre al
embrién hexacanto (llamado asi porque tiene 3 pares de ganchos)
(9,10).



al ser inqeridos por e]. hombre © el cerdo,
Jv.asv ‘enzimas gastricas, que rompen a’ 1a_
a’membrana oncosferal liberandose asi el -
ua:).;‘:‘gon la }ayudav de 'sus ‘ganchos:'y

stancias liticas es capaz de adherirse

ﬁtestinal hasta’ llegar - al torrente

ecerse ‘al tejido muscular, al . tejido
‘central. o .al.ojo (1).. Una..vez
éqnsiderablemente .de ltaixaﬁo .

cm aé'diémetro por ‘1o “que ; se=

/convierte ‘en ‘una estructura £ ilmente visible en un periodo de'

tiempo ninimo de 10 semanas (9), formandose asi-el cisticerco o~”

metacéstodo. Este presenea una vesxcula ovalada y traslucida,x 1a i
cual contiene el fluido vesicular y el escélex invaginado, “la
superficie de la pared vesicular del cisticerco se encuentra
cubierta por unas estructuras denominadas microtricas, a través de
las cuales ocurre el intercambio metabélico, e inm\molégico entre
el huésped y el paréasito.

El ciclo de vida se completa cuando‘el hombre-ingiere carne de
cerdo infectada cruda o insuficientemente c.oci.da, donde al penetrar
el cisticerco al intestino, por la accién de las enzimas gastricas
y de las sales biliares se provoca su activacién generando asi su
evaginacién y posteriormente su fijacién a la pared del intestino
desarrollandose en un adulto en un tiempo aproximado de 4 meses.

Esta Gltima etapa de la infeccién es llamada teniasis (11).
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C) .= ENFERMEDAD

mnero de parasitos presentes, a’“su localizacién, a la intensidad

- _de la; reaccién 1nflamatoria y alas condicianes del huésped.

'=El tipo -de" cisticercosis mas ‘frecuente .en México es la
cisticercosis cerebral 1llamada ‘neurocisticercosis, debido al
establecimiento de 1la larva en el parénquima, el espacio
subaracnoideo o en las cavidades ventriculares del sistema nervioso
central (SNC); le sigue en frecuencia la cisticercosis ocular, a
causa del establecimiento del par&sito dentro del globo ocular o
détras de la retina y finalmente se encuentran la espinal, la
subcutdnea y la muscular (12). Debido a 1lo anterior, la
sintomatologia causada por este pardsito es muy variable, pudiendo
cursar como una enfermedad sintomitica o asintom&tica.

El dafioc que produce en el SNC del humano es muy heterogéneo,
ya gue puede presentar desde perturbaciones sensoriales o motoras
leves, hasta la presencia de crisis convulsivas, cefalea y cuadro
de hipertensidén endocraneana debida a 1la obstruccién de 1la
circulacién del liquido cefalorraguideo pudiendo evolucionar hasta
la muerte. La cisticercosis ocular puede provocar la pérdida
funcional o anatémica del érgano visual afectado; mientras que la

cisticercosis muscular y subcut&nea son las que menos transtornos

8



producen en el hombre, aungue pueden ocasionar dolor ﬁusculaf;y
debilidaa (13). S
Por otro lado, la cisticercosis porcina tiene ”pécés
descripciones clinicas debido a que las alteraciones que induce éoﬁ
muy leves o no se presentan aGn cuando el cerdo se encuentre
densamente parasitado (14). Esto posiblemente se deba a que esta
parasitosis en el cerdo es menos duradera que en el humano, ya que
los animales son sacrificados a una edad maxima de 1 afio, mientras
gue la cisticercosis humana puede llegar a ser hasta de 30 afos
(15) . Por esto es importante el conocimiento de los mecanismos de
infecci6én, modalidades clinicas y patolégicas y el estudio de 1la

respuesta inmune.



eterminar. los -

otectd;—a s los ;

" ‘meca i'gﬁés'ieébcfﬁ?‘ablég de los p cesos: que permiten:

a1l p‘ax:"aélito‘evardrir’ 1la fésf)uesta inmune;:(12)

a).~Respuesta imﬁne' Humoral ;

En cuanto a la respuesta S.r;ﬁui':ne’ hullrnorzyxlyse-han, reSlizado una
serie de estudios, utilizando divé.r:sa's' técniéés iﬁmﬁﬁolégicas tales
como la inmunoelectroforeéis (IEF),.. el "ELISA (Enzyme Lynked
Immunosorbent Assay) ¥y la  inmunoelectrotransferencia (IET) por
medio de las-cuales se ha podid6 caracterizar ' la respuesta inmune
humoral, por lo que en la actualidad se sabe que existen diferentes
clases de inmunoglobulinas en el suero y el LCR de pacientes con
neurocistiéercosis Y que el anticuerpo que se encuentra en la
ma&ori; ﬁe 710# égsés es de 15 clase IgG (85%), siguiéndoie la IgK )
(50%) y finalmente la IgA (26%), en este estudio se encontraron
anticuerpos IgE s6lo en uno de los pacientes (3%) (16,17,18).

Ademds se encontrd también que los sueros de los pacientes sor{f*

capaces de reconocer hasta 8 antigenos con diferentes frecuehdias," -

encontrandose que existe un componente del extracto contra eli c‘\.'\aln_v'

10




el 85% de los sueros positivo tienen anticuerpos espec[ficos. Este

antigeno denominado: an gen do purificado y estéa

compuesto de dos proteinas un 00 ‘y'“oytra de 105 000 kd; este

antigeno se encuentra.en’la 'superficie"del parasxto aunque también

es un producto de secrecién (19 20)

b).~ Respuesta Inmune Celular

La respuesta inmune celular ha sido pobremente estudiada en
“esta- parasitosis. Sin embargo, en reportes existentes se ha
analizado la capacidad de respuesta celular inespecifica in vivo en
paclentes con cisticercosis utilizando mitégenos o derivados
proteicos (PPD de Mycobacterium tuberculosis y Concavalina a),
encontrandose que los pacientes con cisticercosis presentan una
baja respuesta celular en comparacién con individuos sanos (18,21).
Por esto se ha sugerido que el pardsito tiene la capacidad de

inmunosuprimir a su hué&sped.

11



IV. RELACION HUESPED - PARASITO

g El parasitismo es una relacién en la cual un organismo (el
.. parasito) . va a ser fotalmente ‘dependiente ‘de otro (el hué&sped),:
,vdel cual obtendrd el alimento y el espacio vital, y por lo tanto-

debendera metabblicamente derél; ademds le causara una serie de
:: dafios debidos ala :Lngestien, digestién o absorcién de los tej idos, -
a el envenenamiento producido por deshechos metabdélicos tbxicos, a
el robo de nutrientes y a la accién mecénica (8).

Por otro lado, el huésped es un organismo gque puede  ser
infectado por diferentes parasitos, los cuales van a lograr
establecerse en &1 dependiendo de las diferentes condiciones
ambientales, sociales y biolégicas presentes para poder llevar a
cabo una parte de su desarrollo ontogénico o completar su ciclo
biolégico.

En- general las relaciones huésped - par&sito suelen sex:y
especificas, ya gque el parédsito se dice que ha sido capaz de
adaptarse selectivamente a una especie o grupos de especies en los
cuales ser& capaz de sobrevivir. Sin embargo, son pocas las
especies de pardsitos que tienen la capacidad de sobrevivir en una
gran variedad de huéspedes, como Trichinella spiralis y Toxoplasma
gondii (22,23).

Todas estas acciones implican una interaccién dinémica,

compleja y constante de dos organismos en un ambiente, lo que ha

12



- vpalrra”sitc ‘a _'io :
: i:a_ggoi de la evolici

MECANISMOS' DE’ EVASION.®

- - sped han® sido un tema de gran discusién, ya que una de las méas

“.intrigantes caracteristicas de los paréssitos ‘es su capacidad de =

b#evivengia durante diferentes periodos de tiempo en su huésped.
Tal” es el ‘caso del cisticerco de T. solium, el cual logra
/sobrevivir hasta 25 afios en su huésped (12), sin gue el ser humano

sufra dafio aparente. Esto parece depender de su capacidad para

modular la respuesta inmune del huésped por diferentes vias (24),
figura 2. Precisamente como los paré&sitos logran evadir la
respuesta inmune aGn no esta muy claro, sin embargo existen teorias

las cuales tratan de explicarlo:

Linfocita F
Tetide

anm _@
Antfoeno B 'KQWII
“ iy t%
Anticoeepos ¥ % {/:T//
L e e =,

L]

[}
tnmunoglobultne

b Receptor __,
sara fe

cisticerco

Figura 2. Posibles mecanismos de evasién.

13



~-EYNASQARMIENIO: en la superficie de algunés”péréys‘,;’lt'o’_s';‘s:e
han encontrado inmunoglobulinas del huésped,' sin pr'o'ydixé.'r'.'hégrﬂoi
aparente, tal es el caso de Onchocerca volvulus, “en 1a VcAugl sre ha
démostrado la presencia de receptores para Fo. . por
1nmuno£1uorescencia (25), se han identificado tamﬁiéﬁ reéeptdre§
Vpa}:a Fc de IgG en §. mansoni y en Trypanosoma muscull (26,2'7’).:7
‘;Ademés se ha visto que ciertos pardsitos son capaces de digérir
inmunogluobulinas, como Tetrahymena piriformis (28). En Schistosoma.
mansoni de ratén, se ha observado en su superficie, por medio de :
“inmunofluorescencia la presencia de H-2 del huésped, alfar 2
":macroqlobulina y de ciertos componentes del complemento y antigenos
de eritrocito (29,30,31). También se ha visto que S.mansond
presenta varios componentes antigénicos semejantes a los  Qel
caracol Bilophalaria glabrata, por lo que este pardsito puede

penetrarlo y llevar a cabo una parte de ciclo de vida (32).

--WINRYIINO: el parisito es capaz de producir molé&culas muy
semejantes a las de su huésped y cubrirse con ellas. Fasciola
hepatica es uno de los par&sitos que presentan este mecanismo, ya |

que es capaz de producir antigenos de los grupos ABO (33).
~-VARIACION ANTISERYCN: consiste en cambios de antigenos

superficiales del pardsito, de tal manera gue cuando aparece la

respuesta inmunolégica del huésped contra ciertos antigenos, estos

14



ya,.dgsap‘aréuciéx"ori‘, Vmalgiyt';an’i_endo_ de esta’ ‘forma inmunolégicamente
) aﬁcti:v_bb ba'lmorélaﬁi‘smé.. ‘Tal‘ es el caso de la‘ tripﬁnosomiasis africana,
donde T. brucei tiene una codificacién gen&tica para mds de 200
giicoproteinas de superficie (34). Este mecanismo también ha sido
encontrado en Leishmania mexicana (35), en ciertos estadios de

desarrollo de Plasmodium (36) Yy en Streptococcus pyogenes (37).

~-LIBERACTON DR ARTICENOS SOLUBLES: se dice que un antigeno
que se encuentra en alta concentracidén en el huésped puede provocar
una tolerancia a é&ste, la cual puede ser revelada por la
disminucién en la respuesta humoral contra el antigeno y ademids
puede combinarse con los anticuerpos especificos impidiendo gque
actden en la superficie lisando a las células del pardsito, como se
ha demostrado en T'. brucei (38) ; esto mismo ha sido propuesto en la
cisticercosis causada por T'. solium debido a la presencia de un
antigeno inmunodominante, el antigeno B (39,20) y tambi&n en la

infeccién causada por Plasmodium con su antigeno 5 (40).

' ~-WODULACION DR LA RESPURSTA CEINIAR: se ha visto que ciertos
pardsitos dirigen la activacién o el modo de activacién de la
respuesta celular tal como sucede con Leishmania, cuando es
endocitado por los macréfagos induce la activacién de linfocitos
cooperadores Th2, propiciando con ello que la enfermedad se

disemine. (41).

15



~-IRATBICTON DE LA ACCION DRYL CONPLERENWTO: existen parésitos,
‘los ‘cuales pueden estar secretando factores que inhiben la accién
del complemento y por lo tanto impiden que lise al parasito por
cualquiera de sus dos vias. Tal es el caso de 0. cervicalis de la
cual se sabe que al incubar el extracto del pardsito con suero de
caballo, rata y humano normales inhibe la lisis causada por el
complemento in vitro (42). También en modelos experimentales hechos
con la larva de T. taeniaeformis, se observé que es capaz de
generar productos que inhiben la cascada de la coagulacién asi como
también la cascada del complemento (43,44). Por otro lado también
se han encontrado componentes de la membrana de T. cruzi que

modulan la activacién del sistema del complemento (45).

16



V. SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El complemento, es un sistema biolégico, que estad constituido
por 30 proteinas, las cuales se encuentran en el suero y en la
superficie de membranas y van a interaccionar en una secuencia
precisa, bajo la influencia de multiples controles. Estas proteinas
son sintetizadas en un 90% por el higado, sin embargo, se ha visto
que los monocitos, los macré6fagos y los linfocitos poseen también
esta capacidad. Dentro de este sistema existen dos vias
interrelacionadas: la via Cl&sica y la via Alterna, las cuales son
activadas de diferente manera, ya gque la via clisica es capaz de
reconocer complejos antigeno-anticuerpo (IgM e IgG) y la via
alterna es activada por una gran variedad de agentes como
polisacédridos bacterianos o vegetales, factor de veneno de cobra,
etc., pero ambas convergen en unﬁ tinica via terminal (46,47,48),

figura 3.

17
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“"Pigura’3. Tipos. de activacién de las vias del sistema
. del complemento. Ambas vias convergen al —--
formar C3 convertasa y activar al complejo-

de ataque a la membrana.

Bsta activacién va a generar tres importantes funciones del
complemento que son la deposicién de moléculas sobre la superficie
de las particulas generando asi su opsonizacidn, la produccién de
potentes mediadores de la respuesta inflamatoria y principalmente,
dafio a las membranaes celulares provocando su muerte por lisis

(47,49,50), figura 4.
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Figura 4. Las tres principales funciones del
sistema del complemento: (1) acti-
vacién del sistema inmune, (2) 1li-

8is celular y (3) opsonizacién.
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A) .- VIA CLASICA" '

Las protefnas que forman parte de esta via son(figura sk

1400

CONCENTRACION EN EL SUERO ug/ml

85000 85000 110000 195000 1868000 410000
PESO MOLECULAR daltones

Figura 5. Proteinas de la via cl&isica del

complemento.

"'Estas proteinas han sido agrupadas en 3 grandes unidades.

. funcionales:

1,- Unidad de reconocimiento formada por: c1q,’clr‘Y.C‘is.'y
'2.- Unidad de activacién formada por: C2, c3 'y cas L h

3.- Sistema de atagque a la membrana: C5, C6,- vc7,Aca y [o]: JE00

20



Esta via es iniciada por la interaccién del primer componente
Ael complemento el Cl con los complejos antigenc-anticuerpo. En el
hombre, la IgM y la IgG (con excepcidén de la subclase IgG4) son
capaces de unirse a Clq mientras que la IgA, IgE e IgD carecen de
esta habilidad. Ademds se ha visto gque una sola molécula de IgM
>unida al antigeno es capaz de unirse a Clq y generar su activacién;
sin embargo, son necesarias al menos dos moléculas de IgG para-
poder activar C1 (46,47,51).

E1l C1 es un complejo molecular dependiente de calcio formado
por tres subunidades conocidas como Clg, Clr y Cls.

El Clqg, es una proteina 14bil al calor, formada por 18 cadeﬁas
polipeptidicas, estas cadenas son de tres tipos: A, B y C (de
acuerdo a su movilidad electroforética) y estdn presentes en
cantidades equimoleculares, la interaccién entre estas cadenas
origina una estructura de triple hélice, con una regién globular,
por la cual Clg interacciona con el dominio CH, del anticuerpo, ya
que é&ste reconoce los sitios expuestos después de que el anticuerpo
se une al antigeno. La visualizacién por microscopia electrénica de
Clq revela una estructura de 6 cabezas globulares conectadas por
tiras fibrilares a una subunidad central, por lo que se pueden
encontrar tres regiones distintas: una regién amino terminal, una
regién central tipo coldgena y una regién carboxilo terminal

(47,51) figura 6.
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Esta pi‘ptéina, gomoy ya se mencioné antefiomente ‘se encuentra
en el Su‘e'ro.'aso'ciada con otras dos subunidades que son Clr y Cis,
‘q’{uei é_onfformas faroenzim&ticas de proteasas formadas por una cadena
polipeptidica cada una. Estas, en presencia de calcio, forman un

_t‘et__rax.ne_ro compuesto de dos moléculas de cada subcomponente
(46,47,48) figura 7.

AT €ON € 2800 ko

Figura 7. Uni6n de Clr y Cls a Cig en presen-
cia de Ca++ a través de la regién -

tipo colagena.
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. Este comblejq teéfgﬁolgéﬁiar necesita it;teracci_onar' con: la
regién tipo colageﬁa de la molécula Clg'a través de Clr para ¥
activado y continuar la cascada del complemento (51). : .

La siguiente proteina es el c4, éste componente va a ser -
fragme_ntado por el Cls, liberando un pequefio péptido llamado C4a de
9000 daltons y otro fragmento llamado C4b,. el cual se va-a unir™

covalentemente a la membrana de la célula o particula, 'peréﬂsi

moléculas no lleguan a unirse a la membrana son destruidas; en \'_el‘j.'

medio debido a la pérdida del sitio activo (46,47), figura

La tercera proteina participante es el cC2 qﬁe, a;l:fsei-

fragmentada por el Cls se rompe en dos cadenas llamadas’ C2a ,y‘c?‘b'

de 74 000 y 34 000 daltons, respectivamente, éste altimo® es

liberado al medio y C2a es capaz de unirse a C4b en presencia ,dé, 3

Magnesio para formar la enzima llamada C3 convertasa (C4b2a); (47),

figqura 8.

@ g

Figura 8. Activacién de las proteinas c4 y c2
a través de Cls, para la formacién-

de la C3 convertasa.
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: La proteina CJ esta compuesta de dos cadenas polipeptidicas .-

. um.das por puentes disulfuro. El rompimiento de C:l . “la. enzima c3 ;

ki convertasa oriqina un fragmento pequeﬁo llamado C3 y un fragmento

mayor,» 3b, 1 cual tiene 1la habxlidad de umrse a las membranas

La unién de C3b- al - complejo C4b2a,r, cambia ,ﬂia"

2 _s:.tio enzimétxco de, cza, .esta. “nuev
generada c4b2a3h se' ‘denomina €5 convertasa” la cual es ahora capaz

de actuar con ‘1 componente c5 (46 47 52), figuras 9 y .10.

; quiuécién de la C5 convertasa de la via

‘elasica, la cual activara al MAC.
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'BY .~ VIA ALTERNA

Lé<»activa§i6n de” 1a vii “alterna del complemento
Vrép;eseﬁﬁé un medio ﬁaturalrde resistencia a agentes infecciosos,
porque éé capaz de neutralizar una gran variedad de agentes
patégenos potenciales en ausencia total de anticuerpos. Esta via,
puede ser activada por polisacadridos bacterianos, hongos, plantas,
lipopolisacaridos, virus, cé&lulas infectadas por virus, células
tumorales, pardsitos multicelulares y eritrocitos de ciertas

especies de mamiferos como ratones y conejos (48,53).

Esta via estd constituida por 6 proteinas del pléé@a £figu

11, y funcionalmente esta dividida en dos fases:  ;

1.- Iniciacién: en la cual 1la partlcula»uni§
del reconocimiento. !
©2.--Amplificaci6n: "en  la cual se'férmq

dependiente de €3b, figura 12.
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Figura 11. Proteinas de la via alterna del

complemento.

Figura.12. amplificacidén de la via alterna.
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El rampinuento efectivo de c:x por la via alterna depende de la

c:bB 21 cual acn no tiene actividad enzimdtica; este complejo llega :

: ,‘ a: ser suscept:ible. cuando el Factoxr B es fragmentado por el Factor

D, este va a generar la liberacién de dos fragmentos uno pequefic no
funcional,” Ba, de 30 000 daltones y uno largo Bb de 63 000
daltones, el cual posee un sitio activo por medio del cual es capaz
de unirse a C3b formando asi la enzima C3 convertasa (C3bBb), que
en primera instancia es una proteina inestable; por lo que 1la
Properdina nativa (nP) se le puede unir y de esta manera darle
establilidad y extender su tiempo de vida media para de esta manera
continuar la via a través de C3bBbnP; ademids como el Factor D se
encuentra siempre en forma activa en el suero, va a generar una
continua formacién de C3 convertasa, pero en bajos niveles. sin
embargo, las pocas moléculas de C3b producidas por la accitn de la
C3 convertasa sobre C3 son capaces de unirse a mas Factores B y D
originando nuevamente la formacién del complejo C3bBb el cual va a
poder fragmentar més C3; es decir se produce una amplificacién de
la C3 convertasa. Esta retroalimentacién positiva no existe en la
via clasica, sin embargo, este sistema utiliza el producto C3b de

la reaccidn enzima - sustrato para generar una enzima adicional
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CJbBb ccnstituye la fuerxza motora de la via alterna. - Por 6tro

lado, .como -la fase de amplificacién es continua, 1a c:banP se une

a una molécula de C3b generando asi el complej CJbBbe llamado C§

conve;j}:asa, a la cual también -se le unenp para ‘darle mayor

e_stabilidad. Esta convercag;a es qapéz ragmem:_ar_ cs_;gene_rando

"asi c5a y c5b y por lo tanto provoca la a@:tivééién del MAC. (C5-9)

(46,47,48,52,53) figura 13,

Figura 13. Mecanismo de activacién de la via

alterna.



CONCENTRACION EN EL SUERO ug/m!

71000 121000 128000 150000 190000
PESO MOLECULAR daltones

Figura 14. Proteinas del complejo de ataque

a la membrana, (MAC).

El complejo de ataque a la membrana (MAC) se inserta en la
'b'ic‘:apa lipidica de las células produciendo canales hidrofilicos
transﬁembranales, los cuales permiten el paso de pequefias moléculas
Yy iqnes, pero retiene macromoléculas citoplasmicas, lo que provoca
el «Efecto Donnan» gue es la entrada de agua a la célula a través

de los canales causéndole hinchamiento y posteriormente lisis (47).

30



Este complejo es; iniciado por-la activacién de CS debido a 1a

;accién de. la C5 convertasa tanto de 1a via C1asic

:Aqlte’rna, las cuales rompen de igual manera 1a ca

enerando dos

cadenas: CS5a y C5b. " El C5a e

quimioatrayente de neutréfilos derivados de ;la Lacti.v ci

complemento, figura 15.
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Figura 15. Iniciacibn de la activaciébn del MAC:

“a través de la C5. convertasa.

El CSb es el iniciador del MAC. Este componente presenta una
alta afinidad hacia las membranas celulares y es capaz de
depositarse sobre 1la superficie de las células blanco; esta
molécula sufre una serie de cambios conformacionales por lo que es
capaz de exponer sitios de unién l4biles hidrofébicos y asi unirse

por medioc de enlaces no covalentes a la superficie celular. Este
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C5b es capaz de unirse a €6 y formar un complejo estructural y
funcionalmente estable denominado C5b6 el cual tiene la capacidad
de unirse a cé&lulas no sensibilizadas. La unién de estas proteinas
no es enzimitica, sino se debe a una interaccién hidrofébica. la
siguiente proteina gue se une a este complejo es el C7, el cual
presenta una alta afinidad por C5b6 tanto en la fase de fluido como
en la asociacién con células; este complejo trimolecular se inserta
en la bicapa 1lipidica debido a que sufre ciertos cambios
conformacionales, 1los que generan la exposicién de los dominios
hidrofébicos; el tiempo de vida media de este complejo es de 0.1
seg por lo que los complejos que no interaccionan inmediatamente
.con la membrana de la cé&lula blanco decaen irreversiblemente a una
fase inactiva de flufdo. La siguiente proteina que se une a este
complejo es el C8 el cual se inserta dentro de la bicapa lipidica
y genera una lesién con la cual se inicia la entrada y salida de
algunos solutos de la célula ya que esta proteina forma un canal
transmembranal; este canal posteriormente aumenta de tamafio cuando
la proteina C9 se une a este complejo, ya que se sabe que son
alrededor de 6 a 18 C9 los que se pueden unir, estos forman un
canal de aproximadamente 100 A de didmetro generande una lesién

mayor a la membrana (46,47,50,54), figura 16.
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D) .= PROTEINAS REGULADORAS DEL BISTEMA DEL COMPLEMENTO

La activacién del complemento es controlada por la labilidad

7. de:los-sitios enzimiticos producidos en las diferentes etapas de la

‘reaccibn de este sistema por medio de varias proteinas séricas que
modulan y limitan la activacién del sistema del complemento.
Estas proteinas se fijan a los componentes o atacan enzimiticamente

8610 a las formas activas del sistema, fiqura 17.
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Factor H

CONCENTRACION EN EL SUERO ug/mt
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Figura 17. Proteinas reguladoras del sistema

del complemento.

El inactivador de Cl bloguea la actividad enzimética del Cls

mediante la formacién de un complejo estequiométrico irreversible.
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Esta proteina se une répida, firme e -irreversiblemente a las formas
activadas de Cir y C1s, disociando estas unidades de Clq (47j,
figura 18. ) ;

“Figura 18. Inactivacién de Clg por .nnién del
inhibidor de €1 al cir y Cis.

Otra proteina reguladora es el inactivador de C3b o Factor I,
ei cual ataca al C3b libre en solucién o sobre la superficie de las
células y fragmenta a la molécula en varios segmentos impidiendo de
es'ta manera la formacién de C4b2a3b o CibBb. Otro factor regulador
de la via alterna es el Factor H el cual blogquea el acceso del
Factor B para unirse a C3b, asi como también disocia a Bb del
complejo C3bBb y finalmente modula el ataque del Factor I al C3b
(47,50), figura 19.
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Figura 19. Fragmentacién de C3b por el Facﬁor I.

En. el suero también se ha encontrado una enzima capaz de
inactivar los efectos bioldgicos de C3a y CS5a, ya que la enzima
actGa rompiendo la arginina presente en la porcién carboxilo
terminal de cada una de estas moléculas. Esta proteina se ha
denominado Inactivador de la anafilotoxina.

Otra proteina inactivadora es la llamada proteina S que modula
la capacidad del complejo C5b67 de fijarse a las membranas, es
Vdecir, evita que el complejo se libere de una célula y se adhiera

a otra (S0).
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E) .- CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DE LA ACTIVACION DEL

COMPLEMENTO

~ Como resultado de la activacién del complemento por sus dos -
via.s se genera, como ya se menciond anteriormente la lisis de
células, pardsitos, etc., para controlar la infeccién, sin embargo,
el complemento es capaz de generar la activacién de otros productos
o elementos, ya que numerosos tipos celulares presentan receptores
capaces de interaccionar con fragmentos de componentes del
complemento, generando diferentes procesos de activacién y
diferentes respuestas celulares, tales como inflamacién y

opsonizacién, figura 20.

Figura 20. Acciones del complemento que

intervienen en la defensa del huésped.
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COmd YA’se indicé, durante la activacién del complemento, se
éeﬁéran-varios fragmentos, los cuales son de gran importancia
Vipi;iégica, tal es el caso de C3a y C4a gue son anafilotoxinas que

lﬁiﬁduceh contraccién del masculo liso, aumento en la permeabilidad
li‘yagéuiqr y causan degranulacién de baséfilos, con liberacién de
“gistémina y sustancias vasoactivas. Ademis existen receptores C3a
3én;'ia superficie de eosindéfilos, neutr6filos, baséfilos y
ﬁonocitos, los cuales estan involucrados directamente con los
efectos inflamatorios (55).

. El C5a difiere un poco de C3a y C4a. Este fragmento genera la
liberacién de histamina y una respuesta espasmogénica en el mGsculo
liso, adem&s es un fuerte quimiotdctico para 1las células
fagociticas, bas6filos, neutrdfilos y eosin6filos, incrementa la
adhesividad de 1los neutré6filos y estimula la produccién de
interleucina 1 por macré6fagos. Por ftltimo, el Factor Ba induce
quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares (46,55).

Otros componentes o fragmentos del complemento permanecen
firmemente unidos al sitio de activacién, generando -interacciones
mediadas por receptores, los cuales tienen papeles prominentes en
los procesos de opsonizacién y citotoxicidad celular.

Son los receptores los que estdn involucrados con el aumento
de la fagocitosis; ya que estos se encuentran en una gran variedad
de células y su interaccién con los diferentes componentes del
complemento genera eventos responsables, en parte, de la regulacién

de la respuesta inmune. Sus principales funciones son el
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reconocimiento de ligandos, la transduccién de seflales dentro de

las células y la induccién de respuestas celulares tales como 1la
fagocitosis. En la actualidad se conocen 5 receptores que son CR1,
CR2, CR3, Csa,

C3a; los cuales se encuentran en diferentes tipos

celulares generando diferentes funciones (47,50,56) tabla 1.

TABLA 1. RECEPTORES DE C3b.
RECEPTOR OTROS LIGANDOS DISTRIBUCION EN
NOMBRES EL TEJIDO Y/O
CELULAS
CR1 RECEPTOR C3b | C3b, C4b, ERITROCITOS,
RECEPTOR DE ic3b E ic3 GRANULOCITOS,
ADHERENCIA FAGOCITOS
INMUNE MONONUCLEARES,
LINFOCITOS B,
PLAQUETAS.
CR2 RECEPTOR C3d C3d, C3d-g, LINFOCITOS B,
icib FAGOCITOS
MONONUCLEARES
CR3 RECEPTOR ic3b, ic3d-g GRANULOCITOS,
ic3p FAGOCITOS
MONONUCLEARES Y
CELULAS NK
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VI. JUSTIFICACION

-El-&éxito de la sobrevivencia del cisticerco como par&sito del
ser ﬁumano Y del cerdo parece deberse a su capacidad para evadir el
reconocimiento y/o evitar su destruccién por 2los diferentes
mecanismos de defensa del huésped. Uno de estos mecanismos es el
del sistema del complemento el cual genera dafio a las membranas del
parédsite desestabilizando y provocando asi la muerte de éste,

Pero por alguna razén el cisticerco se encuentra blogueando la
accién de este sistema., Por lo anterior el presente trabajo esta
encaminado a tratar de demostrar 1la capacidad que presenta el
cisticerco para modular la activacién del complemento, para asi
poder propeoner acciones que puedan incidir o interrumpir de alguna

forma del ciclo vital del parésito.
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V1. HIPOTESIS

8i el cisticerco de Taenia solium es capaz de sobrevivir
durante periodos muy prolongados dentro de su huésped sin sufrir
dafio alguno, aun habiendo componentes del sistema del complemento
en el suero capaces de activarse y causar lisis al parasito, es
posible que éste se encuentre secretando algin factor o factores

i:apaces de inhibir la accién del complemento.
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VIEZ. OBJETIVO

Estudiar el efecto del extracto crudo y los pr du, os

excrecibn - secrecién del cisticerco de Taenia solium sobre el

Sistema del Complemento in vitro.
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IX. MATERIAL Y METODOS

«<DBTERCION DE BERITROCITOS DE CARNERO.

.Se.sangré un carnero una vez ‘por mes al ‘cual' seile *

extrajeron 20, ml de sangre. La sangre fué colocada en

igqual’ de soluciﬁn Alsever (0.07M de NaCl, 0. 02 M d

Y0 OOZM ‘de. 6cido citrico) estéril. Inmediatamente

- ‘guardb en refriqeracién a-4°cC durante siete dia

o, 1a susceptibilidad de los eritro

el anticuerpo y el complemento permanece uniforme: (57

—~«BRTERCION DE WENGLISINA. ; : % :

La hemolisina son anticuerpos capaces de prSd'uz:ri'rwiisiéide‘
eritrocitos en presencia de complemento. ! O .

Se tomaron 8 ml de eritrocitos de carnero en solucién
Alsever y se centrifugaron durante 10 min_  .a 1500 .rpm.
Posteriormente se les agregé 1 ml de agua destilada para lisarlos
y esta solucidén se centrifugd nuevamente, deshechdndose el
sobrenadante. Inmediatamente después se les hicieron 3 lavados con
solucién salina al 0.75% y al botén se le agregé 1 ml de la misma

soluci6én la cual finalmente fué inyectada al conejo.
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= JNNONTRACTION

con 1la suspensién anteriormente prepa'rada se ihmunizé un

conejo al cual previaluente se le habfian extraido 5 ml de sanqre, la..; -

inmunlzncién fue via int:ravenosa por la vena marginal externa. Al"

tercer dla de habersa 1nmunlzado, se inyectd nuevamente: 1 le.;rde,-

“eritrocito ‘preparados como anteriormente se explicé. A los: seis

i 'dd'»p'or'veh primera al conejo, se lg‘toméy‘ :

al dia 7 S

,le practicé una- punclbn cardiaca y la sangre obtenida

se dejé coagular 20 min a- 37°C; posteriormente -se removié e

‘coagulo con la- ayuda de un aplicador y se dejé 10 min a 37°

inmediatamente después el suero se extrajo, fué calocado en otros
" tubos -limpios, se centrifugé durante 10 min a 1500 rpm Yy ,fué,
' colocado en otros tubos para descomplementarse colocdndose a 56°C,

en ’baﬁo Maria, durante 30 min. Finalmente se fraccioné y se guardo

a =70°C hasta su uso.

«=ORTERCION DEL CONPLENERTO.
A tres cobayos se les practicé una puncién cardiaca,
obteniéndose de 5 a 8 ml de sangre por cobayo. la sangre se dejé
coagular durante 15 min a temperatura ambiente e inmediatamente

después se separ® el codgulo y se dejé 5 min a temperatura

44




ambiente, 1\lego se xtrajo el suero se cclocb en otros tubos Y. se

centrifugé'durante 10 min a 1500 rpm a 4°c, después se fraccioné y

“se quardo a —7o=c hasta su uso. )

‘—-ESTANDARIEACION LE ERITROCITOS.

Estandarizacién volumétrica

Se tomaron 8 ml de sangre de carnero en solucién ’Alsevve::'y :
se centrifugé a 1500 rpm (revoluciomnes por minuﬁo)f; durante].rlyo.
minutos (min) para separar los eritrocitos de la: ébluéiQn,-,
posteriormente se retiré el sobrenadante cujdadosamente 'y se:
lavaron los eritrocitos resuspendiéndose en 5 ml de NaCl 0.12M
amortiguado con trietanolamina 0.01M, pH 7.4 (TBS), centrifugéindose
a 1500 rpm durante 10 nin. Este paso se repitié 4 veces.
Posterjormente se decantd el sobrenadante y se agregd a las células
10 ml de TBS; se centrifugaron a 2500 x:pr}\ durante 15 min y
nuevanente se removid el sobrenadante; enseguida se hicieron 2
lavados m&s como en la primera ocasién, y después de esta
centrifugacidén los eritrocitos se resuspendieron en 10 ml de TBS,
se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min y se hizo una suspensién-
a una concentracién del 1% (aproximadamente 2 x 10* células por

mililitro) agregando 1 ml de eritrocitos a 99 ml de TBS.

Estandarizacién fotométrica
A tres tubos se les agregaron 4 ml de agua destilada Yy un

mililitro ‘de 1la solucién estandarizada volumétricamente de
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: pero si daban

inic:.aba todc el procedimiento de nuevo (57)

«wPREPARACION DEL EXTRACTG CRUDO DEL CISTICERCQ.

Se prepard el extracto crudo de acuerdo a la -técnica
previamente establecida por Espinoza, y cols. (58): se pesaron 19
gr de cisticercos (sin cépsula) obtenidos a partir de carne de
cerdo  infectada, los cuales fueron lavados tres veces en TBS.
Enseguida se les hicieron 2 lavados rapidos con agua destilada e
inmediatamente después se maceraron durante 10 min a temperatura
ambiente y se congelaron durante 15 min, enseguida se descongelaron
y se volvieron a macerar. Esto se realizé 5 veces; inmediatamente
después se les agregaron 2.0 ml de agua bidestilada por gramo de

cisticercos y se dejaron agitando 2 hrs a 4°C. Se les agregaron
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3.8 mlde Tﬁs 10X 'y se ultyacéntfifugaron (Beckman L8~80) a

30 000 rpm. a a°c dux:anté 1 hr; el sobrenadante se colocd en otros
tubos y se éuardﬁ a4°C y‘el‘ precipitado se resuspendié en. TBS 1X.
Este se sonicéd ‘en. dos . ocasiones a 7 hz durante 1 min y
posteriomenta se ultracentrifuge como ‘anterjiormente se mencioné;
se obtuvo el sobrenadante, se jqntb con el sobrenadante de la
primera centrlfugacibn, se’ fraccioné y las fracciones se guardaron

a . =70°C. hasta suuso.  Se les determiné la concentracién de

~prot:einas r el métcdo de Bradford (59) y fué analizado mediante

electroforesis en‘geles de poliacrilamida SDS al 11% (60).

<= GBTENCION DEL EXTRACIO CRUDO SIN ANTIGEND B

El antigeno B se elimin&é del extracto crudo de acuerdo a
la técnica descrita por Laclette y cols. (61), empleando un soporte
de coldgena. Se pesaron 10 gr de cisticercos extraidos de misculo
de cerdo, se mezclaron en 30 ml de TBS y se centrifugaron a 35 000
rpm durante 15 min, se recuperd el sobrenadante y se incubd con la
coligena s6lida de tendén de bovino durante 90 min en agitacién a
tenperatura ambiente. Se obtuvo el sobrenadante por centrifugacién
a 2500 rpm durante 10 min Y se concentré por medio de
ultrafiltracién con membranas de poro que permiten el paso de
moléculas de peso molecular menor a 5000. La coldgena se lavd 4
veces con PBS por centrifugacién. y se incubé con 30 ml de PBS
(Nacl 0.5 M) durante 15 min en agitacidn a temperatura ambiente, se

centrifugé y se recuperd el sobrenadante; la colfgena se incubd
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enadantes se juntaron (S$1) ¥

eina (53)' y se fcons'ervaron en alicuotas a =70°C.

/<= GETENCION DE PRODUCTOS DE EXCRECIGN - SECRECION

Se extrajeron cisticercos enteros de la carne parasitada

dé' Vcerdu los cuales fueron colocados en una solucién salina
(o__._i._s M NaCl) amortiguada con fosfatos 0,015 M, pH 7.4 (PBS).
Posteriormente se trabajaron en una campana de  flujo 1amirv1a;:”
(Vecco), en donde se les hicieron 5 lavados intercalados de 5. min .
con PBS estéril y PBS con antibiéticos (200 U/ml penicilina y

300 pg estreptomicina); enseguida se colocaren en placas de cultivo '
de 24 pozos (Costar) colocando de 10 a 15 cisticercos por pozo;
posteriormente se les agregd 1 ml de medio ‘de cultivo DMEM:(Gibco)
suplementado con antibiéticos, y se dejaron en cultivo 18 hr a
37°C. Después de este tiempo se extrajeron los sobrenadantes, de
-los  cuales algunos fueron utilizados inmediatamente y los demis
‘-fueron fraccionados y guardados a =70°C hasta sﬁ uso. Los
cisticercos se mantuviercn en cultivo durante 2 dias obteniendo sus
sobrenadantes aproximadamente cada 18 hrs. A los sobrenadantes se
les determind la concentracién de proteinas por el método de
Bradford y también fueron analizados mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida SDS al 11%.
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y- el escllex.. ..

ENSAYD NENGLITICO

La relacién que existe en un ensa‘ -
cantidad de complemento & hemol.{sina (dependiendo de que se’ esté:
titulando) y la proporcién de cél\xlas rojas lisadas, no es lineal,
sino que presenta un comportamiento sigmoidal como se muestra en la
figura 21. Sin embargo, en la regién central de la curva existe una
parte lineal, en la cual el grado de lisis es sensible a cambios
pequefios en la cantidad de complemento agragado, por lo que se
tiene una alta precisién en la titulacién de los sueros pudiendo
conocer de esta manera la cantidad de suero requerida para producir

un 50% de lisis (1 unidagd) (62).



Figura 21 Relacién »ent'rve 1a’concen
.suero.y: e'vl-‘vpo’rvciehf:‘c-_‘&e‘rlisié ‘ge s

eritrocitos.

==TTTVLACION DE HENOLYISINA,
Titulacién Preliminar
El volimen total de la reaccién en los experimentos fué de
5 ml (1 ml del suero que fué titulado, 2.0 ml de eritrocitos y 2.0
ml de complemento).
Se colocaron 2.0 ml de la suspensién estandarizada de
eritrocitos de carnero al 1% con 1 ml de cada una de las diluciones
de hemolisina hechas en TBS que fueron 1:10, 1:100, 1:1000 y

1:10000; se mezclaron y se dejaron incubar durante 10 min a
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temperatura ambiente. Posteriormente se aqregiarc'm‘z 0:ml de ﬁna
dilucién 1:200 de complemento en TBS, se 1ncubaron 30 min en baﬁo
Marfa a 37°C, y se agitaron contfinuamente. Inmediatamente después .
se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min; los sobrenadantes se
pasaron-a otros tubos y se leyeron a 530 nm utilizando como: blanco
'el tubo nﬁm. 6. el cual contenia complemento y eritrocitos en TBS y

como testigo se colocé otro tubo s6lo con Hemolisina y eritrocitos

en TBS- (tabla 2). Estos experimentos fueron llevados a cabo 3

veces, - Finalmente los datos fueron promediados y se les realizé u'

regresiﬁn lineal extrapoldndose el valor de 0.300 para obtener el’

titulo ‘de hemolisina de una unidad donde se obt:‘ieng e].‘ 50§ de.v

lisis.

TABLA 2. Titulacién preliminar de Hemolisina.

TUBO | ERITROCITOS HEMOLISINA COHPLBMENTO ,‘ ,'f'rBs‘_ ; ’ ~

1% (ml) (1.0 ml) 1:200 (ml)i,‘ /ﬁ(‘ml):

1 2.0

2 2.0 )

3 2.0

4 2.0

5 2.0

6 2.0




Titalscien rir’.n

tbam‘b'iény ‘liri regres n 1inea1 par,

- hemolisina donde se tJ.ene una unidad '50%

“<YITULAGCTON DEL CORPLENENTO

Una vez obtenide el titulo 'de la Hem

&6 procedis”

a obtener el del complemento.. Se colocax: n:2 m ,ﬂe la suspensién

estandarizada de eritrocitos al‘i%.y se e S baron con ‘2 unidades de
_la hemolisina previamente txtulada (1 2250) en TBS durante 10 min
a temperatura ambiente, en seguida se les agregfs 1.0 ml de las
diluciones de complemento (1:100 a 1:800) en TBS y se incubaron

30 min a 37°C en bafio Marfa, enseguida se centrifugaron 10 min a
1500 rpm e inmediatamente‘ después los sobrenadantes se colocaron en
otros tubos y se leyeron en un espectrofotémetro a 530 nm frente a
un blanco con eritrocitos, hemolisina y TBS; estos experimentos se

realizaron en tres ocasiones, fueron promediados, se les realizé

52



una regresién lineal y finalmenie fueron graficados.

--EXPERINENTOS DR INRIBICION DEL COMELENENTO ©ON EDTA

Se probaron 4 - diferentes concentraciones . de - &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA); para probar la inhibicién:del
cohplemento, por lo gque se incubaron cada una ;:le las 5 dilucic.mes
del complemento (1:100, 200, 300, 400 y 500) con 4 diferentes
concentraciones de EDTA (0.04M, 0..02)1,70.01!4 y 0.005M) durante
30 min en baflo Maria a 37°C:.e ihmediatamente después se: les
agregaron 2.0 ml de la suspensién de eritrocitos al 1% previa;m_:nte
sensibilizados con 2 wunidades ' (2.0 ml) " de hemolisina como:
anteriormente se mencioné y se incﬁb;ron durante 30 min en l;aﬁo

Marfa a 37°C. Los tubos se centrifugaron 10 min a 1500 rpm y. los

sobrenadantes se colocaron en otros tubos y fueron lefdos enun
espectrofotémetro a una longitud de onda de 530 nm frente a.un.
blanco con eritrocitos, complemento y TBS. -Los datos  fueron.’

graficados.
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DISENO EXPERIMENTAL

=wXXPERIMENTOS CON BL EXTRACTO CRUDO DEL CISTICERCG.

Se  incubaron tres diferentes concentraciones de extracto
crudeo (5, 50 y 500 xg/ml) con las diluciones de complemento (1:100
a 1:500) en un volumen total de 1 ml en TBS durante 30 min a 37°C
en bafio Marfa, posteriormente se les agregaron 2.0 ml de 1la
suspensién de eritrocitos al 1%, previamente sensibilizades con
2 unidades de hemolisina y se incubaron 30 min en bafic Marfa a
37°C. Después se centrifugaron 10 min a 1500 rpm; los sobrenadantes
obtenidos se colocaron en otros tubos y se leyeron en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 530 nm utilizando como
blanco un tubo con eritrocitos, hemolisina y TBS. Estos
experimentos se realizaron en tres ocasiones y los resultados

obtenidos fueron promediados y graficados.

~~EXPERINENTOS CON EL EXTRACTC CRUDG SIN ANTIGERD B
Se incubaron tres diferentes cantidades de extracto crudo
sin antigeno B (5, 50 y 500 ul), con las cinco diluciocnes de
complemento y el experimento se realizé de la misma manera que el
experimento anterior. En este experimento se prepararon tres

controles mids, que fueron hechos con la dilucién 13100 de
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complemento y. con: 5, 50 y 500 ul‘ del” .81’ (antigeno  B). . Los
experimentos se realizaron en dos ocasiones, fueron promédiados Yy

‘graficados.

== EXPERINERTOS CON NS PRODUCTOS DE ERXCRECIOR-SECRECION

FRECOE LEL, CISTICINGG.

Se incubaron tres diferentes cantidades de sobrenadantes
“frescos (5, 50 y 500 ul) con ciﬁco diluciones de complemento (1:100
a 1:500) en 1ml en TBS durante 30 min a 37°C en bafio Maria.
Posteriormente se les agregaron 2.0 ml de 1la suspensién
estandarizada de eritrocitos al 1% previamente sensibilizados con
hemolisina (en TBS) y se incubaron 30 min a 37°C en bafio Maria,
inmediatamente después se centrifugaron y los sobrenadantes fueron
colocados en otros tubos y se leyeron en un espectrofotédmetro a
530 nm frente a un blanco con hemolisina y eritrocitos. Estos
experimentos se realizaron en tres ocasiones y los resultados
obtenidos fueron promediados y graficados. Estos experimentos se
realizaron con sobrenadantes frescos del brimer Y segundo dia de

cultivo.
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= EXPERINENTION CON LOS PRODUCTOS DR ERCRECIOR«SECRECION
. CONGRLADGS.

Se incubaron tres diferentes concentraciones Ide
sébrenadantes congelados (5, 50 y 500 ug/ml) con cinco diluciones
de ' complemente (1:100 a 1:500) en un volfimen total de 1 ml en TBS
y Vser llevé acabo la misma metodologia que en el experimento
anterior. Los experimentos se realizaron en tres ocasiones y al

vfinal los datos también fueron promediados’y qraticado'é;
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X. RESULTADOS

z i%fhﬁ Ia‘figura 22, se muestra la titulaci6én preliminar de
”‘heméiiéina, en donde se observa que el titulo que presenta una
abs;rﬁancia de 0.300 nm, se encuentra entre las diluciones de
711§5ooo,y 1:5000 (tabla 3). Por lo anterior el intervalo de
diluciones de hemolisina utilizado en la titulacién final fué de
1:1000 a 1:8000. Los resultados obtenidos de los tres experimentos
se promediaron (tabla 4); y se les realizd una regresién lineal
{(figura 23). Obteniéndose que en la dilucién 1:4500 se tiene una
absorbancia de 0.300 nm (1 unidad = 50% de lisis). Por lo que en
los experimentos posteriores se utilizé a una dilucién 1:2250

(2 unidades =~ 100% de lisis).

0.6

0.5

0.44

0.3

0.24

ABSORBANCIA A 530 NM

0.1

° 1 1000

10 00 10000
DILUCION DE HEMOLISINA

(‘uenm—m. - DS -osJ

Figura 22. Titulacién preliminar de hemolisina.
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TABLA 3. TITULACION

PRELIMINAR DE HEMOLISINA

DILUCION EXPERIMENTOS ; X bs
HEMOLISINA 3 2 3 MEDIA DESVIACION
ESTANDAR
1:10 0.493 0.499 0.455 0.4823 0.0238
1:100 0.478 0.492 0.427 0.4656 0.0342
I:iOOO 0.391 0-391' 0.412 0.3980 0.0121
1:10000 0.076 0.027 0.035 0.0460 0.0262
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TABLA 4. TITULACION FINAL DE HEMOLISINA.

DILUCION EXPERIMENTOS X DS
HEMOLISINA 1 2 3 MEDIA | DESVIACION
ESTANDAR
1:100 0.520 0.530 0.540 | 0.5300 0.0100
1:1000 0.480 0.510 0.520 | 0.5033 0.0208
1:2000 0.460 0.430 0.415 | o0.4350 0.0229
1:3000 0.360 0.395 0.360 | 0.3716 0.0202
1:4000 0.235 0.365 0.320 | -0.3066 0.0660
1:5000 0.185 0.325 0.250 | 0.2533 0.0700
1:6000 0.165 0.280 0.245 | 0.2300 0.0589
1:7000 0.082 0.245 0.020 | 0.1756 0.0841
1:8000 0.034 0.020 0.150 | 0.1280 0.0851
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fitu;acibn del complemento, los resultados de 1los
'gxpev‘x-‘i eri@:os‘ i fueron promediados; y también se les realizé una
3 »7i‘é'q:eisi6n> {ineal, ‘de la cual se obtuvo un titulo de complemento de
"1:40'0, {1 unidad = 50% ;abs = 0.300 nm) (figura 24); por lo gue en
'los"ensayos hemoliticos fué utilizado a una dilucién 1:200

‘(2 unidades) con dos diluciones mis bajas y dos mis altas (1:100 a

1:500) .
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-

Figura 24. Curva de titulacién del complemento.

En los experimentos de inhibicién del complemento se observé
que con las 4 diferentes concentraciones utilizadas de EDTA la
accién del complemento fué inhibida en un 100%; al compararlo con

la curva del complemento incubado con TBS, (figura 25).
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ABSORBANCIA A 530 NM

RECIPROCA DEL COMPLEMENTO

Figura 25. Efecto de cuatro concentraciones de
EDTA, sobre el sistema del

complemento.,

. La figura 26, muestra el patrén de bandeo de los productos de
"”eé(é;eéiﬁhF ’sebcrecién congelados y frescos, y, del extracto crudo
~‘del: ’cisﬁicerco de Taenia solium, con los gue se realizaron los

experimentos.
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En la figura 27, se presenta el efecto del extracto crudo del

cisticerco sobre el complemento; donde se observé una inhibicién de

un 76% de la lisis causada por el compl to con la 1tracién
mis alta, que fué de 500 pg/ml, con respecto a la curva patrén de
TBS con complemento. En contraste, con las concentraciones de 5 Yy

50 pxg/ml se obtuve un 7% y un 11% de inhibicién, respectivamente.

ABSORBANCIA A 530 nm
[
[

° 100 . 200 300 400 500
TR RECIPROCA DEL COMPLEMENTO

I-.-Tss —~—~5ug ~w-~50ug -8-500ug

Figura 27. Efecto del extracto crudo del
cisticerco de Taenia solium sobre el

sistema del complemento.
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Figura 28.

Efecto del extracto sin antigeno B
sobre el complemento. Las 3 sefiales
que se muestran en la dilucién 1:100
corresponden a 3 cantidades de

antigeno B semipuro (5,50 y 500 pl).
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que con la concentracién mis alta de sobrenaaantes ffescqs q@e fue
en promedio de 265 pg/ml, se obtuvo un 27§ de inhibicibn dﬁn
respecto a la curva de TBS y complemento. Con las concentraciones
de 2.65 y 26.5 pg/ml, los porcentajes ée inhibicién fueron de 5% 'y

8% respectivamente. En la figura 31 se observa que de los sobrena-
dantes frescos del segundo dia de cultivo, con la concentracién mis
alta de sobrenadantes que fud de 601 ug/ml hubo un 41% de inhibi-
cién; y con las concentraciones de . 6.01 y 60.1 ug/ml el porciento

de inhibicién fué de un 19% y un 21%.

06
05
E
=
o
2 o4
<
g . 0.3
&
5 o2
0
E
0.1
- -0
] 100 200 300 400 500
RECIPROCA DEL COMPLEMENTO
-W-TBS  — 2.65ug - 265 ug - 205ug

Figura 30. Efecto de los productos de excreciédn-secreciédn
frescos del primer dia de cultivo de los
cisticercos de Taenia solium sobre el sistema

del complemento.
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Figura 31. Efecto de los productos de excrecién -
secrecién frescos del segundo dia de
cultivo de los cisticercos de

Taenla solium sobre el complemento.

Finalmente, al poner en contacto el complemento con 1los
productos de excrecién - secrecidén congelados, se obtuvo que el
mayor porcentaje de inhibicién se presenté en la concentracién de
5 pg/ml con un 19%, siguiendole la concentracién de 500 pg/ml con

un 14% y finalmente la de 50 gg/ml con un 10% figura 31.
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Figura 32. Efecto de los productos de excrecién -
secrecién congelados sobre el

sistema del complemento. L
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‘XI. DISCUSION

Bl éxito:del establecimiento, sobrevivencia y proliferacién de
los parasitoé en huéspedes inmunocompetentes, parece deberse a la

“'capacidad gue han tenido para evadir la respuesta inmune, la cual

o éénéra complejas interacciones con 1la finalidad de destruir al

par&sito. Estos, a su vez han desarrollado una serie de estrategias
llamadas Mecanismos de Evasién Inmune, a través de las cuales

"interfieren y/o evitan la generacién de dicha respuesta.

En .la cisticercosis se ha visto que los pardsitos pueden
sobrevivir durante largos periodos de tiempo en su huésped sin
sufrir dafio alguno (15), lo cual parece deberse a su capacidad para
evadir el reconocimiento y/o evitar su destruceién por los

diferentes mecanismos del sistema inmune.

Uno de los mecanismos de evasién, generado por los parasitos

' es la inhibicién de las acciones destructivas del complemento, que
son: la opsonjizacién, la fagocitosis y la lisis celular. Este

mecanismo involucra la posible formacién de moléculas, las cuales

pueden interferir de diferentes maneras con el complemento.
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del efecto del extracto ‘crl;dro‘ y de e excrecisn -
secrecién - del cisticerco ‘de T é{sééﬁ_a ‘vdel

complemento in vitro

Los resultados de este estudio . mostraron éue al" poner ’erf
contacto durante 30 min el extracto crudo del cisticerco der,” .
T. solium, con el complemento de cobayo, ée observé una inhibicién
en el porcentaje de 1lisis celular hasta en un 76% con 1la
concentracién de 500 ug/ml. Por lo anterior concluyo gque el
cisticerco presenta un factor o factores los cuales son capaces de
inhibir la acci6n del complemento. En la literatura se ha reportado
la interaccién del sistema del complemento con el antigeno B
(paramiosina) de este parisito, el cual inactiva la via clasica a
través de su unién a Clg por la regién tipo coligena de esta
proteina (63). Sin embargo cuando se eliminé el antigeno B del
extracto, &ste también ocasioné un decremento en la lisis celular
en un 81% con la concentracién mas alta que fué de 826 ug/ml;
demostridndose que existen otros factores ademds del antigeno B,

que estdn bloqueando al complemento.

En otros trabajos se ha visto la inhibicién del complemento
por otros paradsitos, tales como O. cervicalis, ya que al poner en
contacto el extracto crudo con suero de humanos, ratas y caballos,
es capaz de inactivar al complemento por sus dos vias, la alterna

y la clasica (42).
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CEl:. porcentaje de reduccién de la actividad 1litica del
i _-comp] emehté con el extracto crudo, podria deberse a que
: ‘posiblemente pres'ente alguna o algunas moléculas sobre su

‘superi'icie, que puedan: a).- impedir la unién de una proteina con

otra del sistema del complemento; b).- aumentar la afinidad de las

p;.:éte;[nas inhibidoras del complemento a su sustrato; 6 c).- impedir
la unidén del MAC a la membrana. Al respecto, se ha encontrado que
al_éunoa cisticercos de T. solium presentan sobre su superficie C3b
i ;(674), lo. que muestra que posiblemente se este activando el
complemento hasta la protefna C3b, pero que de alguna manera esté
siendo blogqueado en el paso siguiente por algGn factor generado por
el parasito, o bien puede ser que el parisito pueda presentar un
receptor para C3b, a través del cual podria estar regulando 1la
activacién del complemento, como en el caso de T. cruzl que es
capaz de inactivar al complemento, debido a la presencia sobre su
superficie de C3b el cual presenta una mayor afinidad por el factor
H que por el Factor B debido a que el pardsito se encuentra
secretando alguna sustancia "atrayente" del Factor H, que va a
producir el rompimiento de €3b generando el fragmento inactivo
ic3b, el cual no puede participar en la formacién de la C5
convertasa inactivando de esta manera al sistema del complemento
(65,66). Ademas, se ha visto que los céstodos presentan sobre su
superficie &cido siflico (67), el cual al parecer regula la accién
del complemento al generar una mayor afinidad de C3b por el Factor

H, provocando la inactivacién de C3b de manera similar a la antes
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mencionada (68). Por otro lado, se ha demostrado, por medio de

estudios de microscopia electrénica e histoquimica, que una gran
variedad de metacéstodos preéentan en su superficie
mucopolisacdridos, los cuales podrian estar formando una "densa"
capa, que impida la fijaciébn del MAC a la membrana (69,70).
Ejemplos de esto son las espesas menmbranas formadas por
proteoglicanos, las cuales restringen el accesc del complejo C5b-9
(MAC), ya que cubren los sitios hidrofébicos de la membrana
citoplasmica (Escherichia coli y T. cruzi) (71); o bien por 1la
formacién de largas cadenas de polisacéridos, los cuales generan la
insercién del MAC pero a una distancia considerable de la membrana
del parisito, como es el caso del polisacirido O de Salmonella

(71).

Con respecto a los experimentos realizados con los productos de
excrecién - secrecién frescos también se observd una disminucién en
la actividad litica del complemento en un 27% con los productos del
primer dia de cultivo y de un 41% con los del segundo dia. Esta
V;iiferrencia se debe a que los productos del segundo dia presentaban
una mayor concentracién (601 ug/ml), que los obtenidos el primer
dia (264 ug/ml), por lo que habia una mayor cantidad del factor o
factores inhibitorios del complemento en los productos del segundo

dia.
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: encuentran:factores que inhu)en al sistema del complemento a través i

de p:ort‘eogliéarhos' polianiénicos sulfatados,  los cuales éggiv n vve‘

'in}:reméntan la funcién del inhibidor de Ci. Adem&s, se.ha mosttad‘o'

gue también es capaz de generar sustancias que tambxén inhiben 1a B

;cascada de.la coagulacidn (43,44).

Los resultados obtenidos de los experimentos hechos con
productos de excrecién - secrecién congelados, mostraron un 14% de
inhibicién de 1la actividad 1litica del complemento con 1la
concentracién de 500 pug/ml pero con la de 5 pug/ml se obtuvo un 19%,
s;n ‘embargo, al obtener sus desviaciones estandar no se encontré
diferencia significativa entre ellas. Estos resultados, al
compararlos con los productos de excrecién - secrecidén frescos,
mostraron un aumento en la actividad lftica del complemento en los
congelados, por lo gue se puede sugerir que el factor o factores
que inhiben al complemento probablemente al ser congelados pierden

su actividad anticomplementaria.
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;lel ‘compleme‘nto cuando se probs el sistema
b'sensibilizados.con hemolisina y aunque no se T

:accién de la via alterna, en el tubo conf;ro

solo inecénismo de’ evasién, " ya qhe'

ay
“'posiblamente presente un receptor para IgG sobre su
" (72), por lo que de esta manera estaria 1nhib1endo 1a reaccién i
antigeno-anticuerpo y por lo tanto también la éctivaqién: de

complemento por la via clésica.

Tambié&n hay que tomar en cuenta qgue en el hombre eéte parédsito
generalmente se encuentra en sitios inmunolégicamente privilegiados
como el cerebro y el ojo, en 1los cuales no se encuentran las
protefnas del complemento. Ademis-en un trabajo en el cual se busco
la presencia de C3b sobre la superficie de cisticercos se encontré
gue en la mayoria de los cisticercos presentes en diferentes
regiones del cerebro y en el ojo no presentaban C3b en su
superficie, sin embargo los cisticercos presentes en el miisculo si

lo presentaban (64).

75




pi:odu'ce un 'facéof mécfofagocitocéxico, que de alguna manera mata a
s m Afagos (;73), por lo que con esta accién también se

'reduci 1a la actividad del complemento, ya que los macréfagos
sim:etizan algunos de los componentes del sistema del complemento
talgs como C4, €2, €3, C5, Factor D, Factor B y la properdina. En
'févor de esta hipbtesis existe un reporte en el que se mostrd un
decremento transitorio en el CHy del suero de ratas cuando se

infectaron con T. taeniaeformis (43).

Por otro lado, como se mencioné anteriormente, al inhibir la
accién del complemento, no s6lo se inhibe la lisis celular, sino
también 1la generacién de anafilotoxinas, 1las cuales causan
degranulacion de bas6filos y degranulacién de células cebadas las

- cuales liberan sustancias vasoactivas como la histamina; también se
impide la produccién de factores gquimiot&cticos de neutréfilos,
bas6filos y eosinéfilos; y la adherencia de algunos fragmentos del
complemento a las membranas celulares del pardsito, con lo cual se
inhiben las otras dos principales funciones del complemento que son

la opsonizacién y la respuesta inflamatoria.

Finalmente, en este trabajo se demuestra gue existe un factor
o varios factores que inhiben la accién del complemento, por lo que

es necesario reconocer el factoxr o factores tanto del extracto

76



crudo, como de los productos de excrecién - secrecién que estén
inhibiendo al sistema del complemento; identificar si son los
mismos factores o no, y caracterizarlos, asi como también

es necesario reconocer a que proteina o proteinas del complemento
estan inhibiendo y/o tal vez activando (protefnas reguladoras). Ya
que estos estudios permitirian tener un mejor entendimiento dé la
relacién huésped - par&sito, y, por lo tanto un mayor conocimiento

acerca de los mecanismos de evasién inmune.
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de! Taenia solium p:esenta

AN sistema del
complemento :

- El cisticerco secreta algunos faccores l18biles que inhiben

. al complemento.

-- ‘Adem&s del antigeno B, existen otros factores que estén
inhibiendo la accién del complemento.
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