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RESBUMEN

El estudio de la respuesta inmune en las diversas relaciones
huesped-pardsito ha demostrado ser de gran utilidad, para coneccer
los componentes del parasitc que inducen una respuesta protectora,
las partes del sistema inmune gque confieren inmunidad y 1las
acciones que emplean los pardsitos para evadir al sistema inmune.

A este respecto el estudio de la respuesta inmune en 1la
cisticercosis se ha caracterizado por alcanzar un grado de
desarrollo bastante aceptable en la respuesta humoral, sin embargo,
poco se sabe acerca de la respuesta inmune celular, donde solamente
se han realizado algunos anflisis sobre la capacidad de respuesta
celular inespecifica in vivo, asi como estudios de tranformacién
blastoide de 1linfocitos en respuesta a mitégenos. Asi 1la
importancia relativa de los diferentes antfgenos en la estimulacién
de una respuesta celular dirigida, se desconoce, este conocimiento
puede ser de gran importancia para la valoracién del efecto de este
pardsito sobre el estado inmunoldgico del hospedero, asi comeo para
el desarrollo de posibles vacunas o estimulos inmunoprofilicticos.

Para gue se genere una respuesta inmune celular es necesario
gue las células presentadoras de antigenos (macréfagos) primero los
procesen, para luego presentar a los linfocitos T los antigencs
procesados en asociacién a las moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad. Constituyendo el objetivo principal del
presente trabajo el estudiar el procesamiento antigénico de los
antigénos somdticos y de excrecién-secrecidn efectuado por las
células presentadoras de antigenos (CPAs).

Se realizaron experimentos de contacto permanente y de pulso
y seguimiento con antigenos somaticos (EC)} y de excrecién~secrecién
(ES), analizados por inmunocelectrotransferencia con anticuerpos
policlonales anti-EC y anti-ES (se empled la linea celular murina
de macréfagos J774.1, como CPAs), el an8lisis mostrdé que los
macréfagos seleccionan en un tiempo de 15 a 30 minutos, 13 bandas
antigénicas de un mosaico de 40 a 45 que presentan los antigenos
somidticos (EC), y las procesan en un tiempo de 30 minutes (periode
lag) excepto una banda de 73 kd, la cual no presentd el menor
indicio de procesamiento. Con 10 que respecta a los antigencs de
excrecién~secrecién las CPAs no unen ni procesan antfgenos, debido
a gqgue los cisticercos secretan al parecer un factor téxico que
disminuye su viabilidad entre un 40 y un 50%, gue en condiciones
naturales pudiera estar regulando negativamente la respuesta
celular.



INDICE:
I. INTRODUCCION

1l.- Antecedentes sobre
Taenia solium.

1.1, Clasificacién
taxonémica

1.2. ciclo de vida
Y morfologia
2.=- cisticercosis
2.1. Localizacidn

2.2. Sintomotologia

3.- inmunologia . R 5’, A

4.~ Papel del macréfago
en la defensa del
organismo y su inter-
accidén con el sistema

inmune. B
4.1. Defensa del organismo ....ceoesess ;:9
4.2. Procesamiento y i

10

presentacidén de antigenos ....
II. JUSTIFICACION

III. HIPOTESIS

IV. OBJETIVOS

V. METODOLOGIA
1. cultivo celular
2. Antigenos

2.1. Extracto crudo (EC)




4. Electroforesis en geles de :
poliacrilamida Creanaast

5. Inmunoelectrotransferencia .....

6, Perfil inmunoldgico de antigenos
somiticos y de excrecidn-sacreeidn..

7. Disefic experimental
VI. RESULTADOS
VII. DISCUSION
VIII. CONCLUSIONES

IX. BIBLIOGRAFIA



| INTRODUCCION

La cisticercosis es una parasitosis ampliamente distribuida en
palses en vias de desarrollo donde predominan las malas condiciones ’
higiénicas y una invcipiente ‘industria porcina, ademis de wuna
deficiente educacién. Es endémica en el sureste de Asia no
islédmica, la parte cantfal y sur de Africa y en América Latina (1),
siendo Brasil y México los paises mas afectados en el continente
americanc. Las caracteristicas propias de esta enfermedad hacen que
se considere como un problema seric para la salud plblica y 1la
economia ganadera, ya que los costos de hospitalizacién, atencién
médica, cirugia, medicamentos y la pérdida de la preduccién laboral

que ocasiona la neuro- cisticercosis son muy elevados (2).
1. Antecedentes sobre Taenia solium

1.1 Clasificaclén taxonémica.

'PHYLUM Platyhelminthes
CLASE Cestoda
ORDEN Cyclophyllidae
FAMILIA Taenidae
GENERO Taenia
ESPECIE Taenia solium (linnaeus, 1758)
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L 1.2. clclo de vida y morfologia.

Téenia.5b1ihm}(Linnaeus,1758) es un helminto hermafrodita,
cuyﬁ eééadio }axité vive adherido a la pared del intestino delgado
del hbﬁbre (€igura 1A). Su cuerpo alargado y aplanado gue mide
'eﬁtfe 2'a 7 m de longitud, estad constituido por un escélex

- piriforme de 1 a 2 mm de diametro, que porta un rostelo con doble
hilera de ganchos y 4 ventosas musculares como érganos de fijacién.
El escblex se continia con el cuello, porcién germinal gque da
origen a los proglétidos (unidades de reproduccién independiente)
que conforman la siqguiente y Giltima porcién corporal, el estroébilo
(3). Esta regitn esta conformada por: proglétidos inmaduros cerca
del cuelle, dque no mnmuestran 6rganos sexuales diferenciados;
proglétidos maduros en la regién media gque exhiben 6rganos sexuales
masculinos y femeninos; y proglétides gravidos en la porcién
distal, que sdlo muestran un saco uterino tubular, que presenta de
7 a 16 ramas laterales, en las cuales se encuentran entre 50,000 a

100,000 huevecillos por proglétideo (4,5).

Los proglétidos gravidos, llenos de huevecillos se desprenden
del estrébilo y salen junto con las heces del hospedero donde son
liberados al ambiente.

Los huevecillos, que miden de 30 a 40 mm de diimetro, poseen
varias envolturas que permiten al embridn sobrevivir en el ambiente
(figura 1C). La capa m&s externa, es una membrana delgada, hialina

conocida como vitelo, gque usualmente se pierde en las heces; la



or denso,’” fomédo‘pof pequefios

directamenta a’illa oncosfera o - embrién

aguas negras, rjos ) pasturas POr semanas e inclusive meses (7).

- 'x‘anto el hombre como el cerdo adquieren cisticercosis por
: comer huevos de T. solium provenientes de materia fecal humana
ccontaminada (figura &t E,F,D). La eclosién del huevo de T.solium
ingerido, ocurre cuando el cemento gque une a los blogues del
embriéforo, es digerido por las enzimas gistricas e intestinales,
lo que ocasiona la disgregacién del embriéforo y de la membrana
oncosferal, reestableciendo de esta manera la comunicacién de 1la
.-oncosfera con el medio exterior (6).

Las oncosferas ya liberadas penetran la pared intestinal
mediante la -liberacién de sustancias liticas, alcanzan vasos
‘saﬁg\iineos y linfaticos, a través de los cuales son transportadas
‘a f;odc[ el organismo, y se instalan en el tejido muscular
e‘sql‘le;lét‘ico‘o caidiaco, tejido subcutaneo, sistema nervioso central

"ykojb-(B) . Después de la penetracion de las oncésferas, el embrién
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.



_er complet:a cuando el hombre J.ng:.ere carneﬁ‘d‘e,n“

a‘.mal. cocida, o cruda. Nuevamente, -las enzimas:y'

es iliqresfdel aparato digestivo inducen la activacién del-
iparﬁéitb, que evagina y se ancla en la pared del intestino (11)-
"paté?:desarrbllarse en un gusano adulto -cominmente denominado

solitaria- en aproximadamente 4 meses.
2. Cisticercosis.

2.1. Localizacién.

La cisticercosis humana mas frecuente en Mexico es
..1a cerebral (neurocisticercosis), debida.al- estableclmlento de la
larva en el parénquima, el espacio subaracnoideo. o en las cavidades
‘ventriculares del sistema nervioso central-(snc)f'le,sigue en
frecuencia la cisticercosis ocular, debigé alfeépépléciﬁiento del
pardsito gentro del globo doular oﬂdg;rAs dé.la‘retina, mientras

que la subcut&nea’ y ‘la muscular .se encuéntran en menos.casos (9).




2 z. Bintomatologia.

El daﬁo que’ produce el cisticerco al ser humano

Vablece en el snc es variable; muchos de 1

rbaciones sensoriales o motoras 1eves, hasta la,

que en ocasiones provoca la muerte (14). Esta

fhet,rcgeneidad' puede deberse a diferencias en el nfmero de

fparasit s, su viabilidad o localizacidn y a la respuesta que

3. Innm logia.

El estudio de la respuesta inmune en las diversas relaciones
huesped-parasito ha demostrado ser de gran utilidad, para conocer
los componentes del pardsito que inducen una respuesta protectora,
las partes del sistema inmune que confieren inmunidad y 1as

acciones gque emplean los pard@sitos para evadir al sistema inmune.



seyllévb a cabo ‘1a

e pos reconocen; se clasiflcaron a los antigenos

de acuerdo su movilidad electroforética,

» definiendo, de esta manera ocho . antigenos denominados con las

primeras 1etras del - alfabeto. El1 antigeno mas frecuentemente
reconocido fue el antigenc denominado B (AgB}, que es una proteina
de secrecién del parasito, formada por dos subunidades de 95-105
KDa (16,17) contra la cual el 85% de los sueros positivos tienen

anticuerpos especificos.

En estudios m&s recientes la respuesta humoral ha sido
caracterizada con m&todos mas sensibles y de mayor resolucién. Por
ELISA (del inglés Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) se determiné

..que: los anticuerpos de clase IgG contra el extracto total del
cisticerco estén presentes en la mayoria de los sueros o liquidos
cefalorraquideos (LCRs)} (85%), siguiéndole en frecuencia los
anticuerpos de clase IgM (50%) e IgA (26%) (18).

Se ha encontrado también que los cisticercos producen
antigenos que se pueden detectar en el liguido cefalorraquideo. de

seres humanos o en el suero de porcinos infectados (19).



Posteriofmenfe,7 con’:la. apiicacién de la inmunoelectro—

transferencia (IET) para el diagnéstxco de la neurccistxcercoslsk

; humana, se corrobor6 la’ heterogeneidad de la: respuasta

-derivado protéico purificado de Mycobacterium

se encontrd gue los pacientes presentan una

*béjé respﬁesta celular, respondiendo s6loc el 5% de ellos , en

 cdﬁbaraéi6n al 50% de los sujetos sanos, frecuencia similar a la ya
copdcida para la poblacién Mexicana (23). También se han efectuado

thudios de transformacién blastoide de linfocitos de sangre

riférica, en respuesta a los mitégenos fitochemaglutinina (PHA),
ééncavalina A (Con A) y fitolaca americana (PWM). El promedio de
. los valores de transformaci6n blastoide con los tres mitégenos,
+9td disminuido en los enfermos con neurocisticercosis. Tambien se
detectd en los enfermos con cisticercosis, mayor susceptibilidad a
padecimientos asociados con una mala regulacién de la respuesta

inmune (24). De este estudio surgié la hipbtesis de que el



E al antigeno /B

. Como_se puede observar, el estudio de la respuesta inmune en

1a ,cis',t'ic“ercosis' por. T. solium ha sido desbalanceado, pues se: ha

caraéﬁerizado*pot alcanzar-un grado de detalle bastante aceptable
sobre la respuesta humoral, bero con poco conocimiento acerca de la

respuesta’celular,

contraun;

. Para’ que 'se genere una respuesta inmune celular

antigeno exégeno, es necesario que los linfocitosr T

antigeno ascciado a las moléculas del complejo h;'incipa
histocompatibilidad (MHC) en la superficie de

presentadoras de antigenos (CPAs). Existen di"versa

celulares que pueden funcionar como-CPAs: ldé"Iiﬁfdcitbs

células de Langerhans, las células dendritlcas,

endoteliales, las células epiteliales, los fibroblastos y 1as

células presentadoras por excelencia, ‘los macrotngo :



(;;Papal del - mactéfaqo en la defensa del orqanismo Yy ‘su

1ntearccién con: al sistema inmune.

‘i.Defensa del organismo.

El»descubtimiento de la fagocitosis (Elievuetéhnikoff en:

1880)’ pot una gran célula denominada macréfago, inicié un

es una célula muy compleja, altamente
; que participa en el reclutamiento de neutréfilos y
';ﬁoﬁ§ditos' en un proceso inflamatorio; que tiene funciones
7:m};f9biéi&as, que incluyen no s6lo el ataque directo de 1los
microbios sino también la secrecién de productos celulares, gque
activan a otras células gue a su vez asisten en 12 eliminacién de

.-los patégenos (figura 2).

Entre los principales mecanismos de defensa que poseen estén
los mecanismos microbicidas intracelulares, en los que después de
la ingestién del organismo patégeno, los macréfagos normalmente lo
eliminan utilizando dos vias:

a) Oxigeno independiente, por acidificacidén del fagosoma por
fusién lisosomal y b) oxigeno dependiente, por la generacién de

metabolitos téxicos de la molécula de oxigeno (25,26,27}. También



Linfocito B

Figura 2.

LOIEBREEE

= Inmunoglobulinss i‘nrm}{]beﬁ\‘iﬂos

Participacién del nacréfago en la defensa del
organismo, reclutande mneutrdfilos y monocitos
en un procese inflamatorio; sacretandeo
ecltoecinas que activan a otras células; atacando
directamente a microorganismes y activande y
desencadenando la raespuesta T celular
(presentacién antigénica). (Traducido de
referencia 34).



pueden dirg;tﬁ o ;ﬁdifectamenie dafar a organismpé que no pueden
fagociﬁar; - un ejemplﬁb de ésto‘:es el daflo  provocado a la
ésquiﬁtbsdmdla"dé' Schistosoma ~mansoni * donde ' los macréfagos
~inbubadosyc9ﬁ suero 1ﬁhune,'fueroh capaces de unir y matar a las
"esﬁﬁiséosémulas (28), determinéndose que el dafio era mediado por la
-IgE, peio que ‘la IgE sin la presencia de macréfagos no la mataba
“(29). Este mecanismo de dafio del macréfago mediado por la IgE,
- observado inicialmente en tremitodos, se ha encontrado también en
“'algunos nemdtodos (30,31). Aunque existe poca evidencia in vivo,
Céét;.ﬁecanismo parece contribuir de manera importante en la defensa

del organismo contra algunas infecclones parasitarias (32).

Por otro lado, en su idinteraccién. con el sistema. inmune
desempefian come se menciond un papel primordial y critico come
células accesorias en. la presentacién de antigenos para la
activaecién de las células T, actﬁalmente este proceso es una de las
dreas de mayor intéres en la inmunoparasitologia ya gque es la base

de la respuesta celular.

4.2. Procesamiento y presentacién de antigenos.

Los linfocitos T, a diferencia de los B -que se unen
directamente al antigeno, a través de 1las inmunoglobulinas-,
reconocen antigenos casi siempre de naturaleza proteica por medio
de un receptor heterodimérico expresado en su superficie,
constituido por dos cadenas denominadas a« y 8 (33). Este receptor,

pertenece a la familia de las inmunoglobulinas; sin embargo, la

10



dzferencia prxncipal estr:.ba en que el receptor es incapaz de

unxrse directamente a..un antigeno 1ibre, sino que 1o reconoce

clase I o-II (del inglés, Mayor

_as“ﬁoiéculés MHC ‘denominadas HLA - en el humano y H-2 eﬁ

b’;"a‘tdne&‘s Sor; quucopr:otelnas expresadas en la superficie celular de
;lbs Gérgebrados. Las moléculas clase I, denominadas en el ratén H-
72K y. H=2D y en el humano HLA-A, B, y C, son glucoproteinas
hétérodiméricas constituidas por una cadena pesada (a), con peso
mciecular aproximade de 45 Xd, formada por tres dominios
extracelulares, una regi6én hidrofébica transmembranal y una cola
intracitoplésmica corta. La cadena a se asocia en forma no
'coﬁalente en la superficie celular a una cadena invariable de

B8 2-microglobu1ina {34).

Por otra parte 1las moléculas clase II son también
heterodimeros expresados en la superficie celular formados por una
cadena @ y uwna B, cada una de ellas con dos dominios

extracelulares, uno transmembranal y unc intracitopldsmico. Sus

11



pesos molééularasi;d
diferencia:déﬁléé mbiéchlaé

' mayoria deyiA§'ééiﬁiéé»

CPAs (35).°

Las moléculas Glase I ¥ II del MHC tienen un alto grado de
polimorfismo, a tél grado; qﬁe éi nﬁﬁerb de éleioérexisteﬁtes7para
cada -una de estas moléculaé es mayor que para cualquier otra
proteina conocida (36). El polimorfisme de las moléculas del MHC,
asi como el hecho de gue el receptor del linfocito T reconoce la
combinacién de un péptido inmunogénico con una molécula clase I o
¢lase IT del MHC, confiere a la respuesta de los linfocitos T, una
de sus caracteristicas fundamentales, la restriccién genética por

el MHC.

Aungue las caracteristicas fisicoquinicas de unién del péptido
con las moléculas clase I o II parecen ser muy semejantes, ambas
difieren tanto en el fenotipo de linfocitos con gue interactuan,
como en el origen de los péptidos que presentan; esto es, las
moléculas clase I son reconocidas por los linfowitos T CD8° y
presentan péptidos derivados de proteinas endégenas, como proteinas
virales, tumorales, o de 1la misma célula; mientras que las
moléculas clase II presentan p&ptidos derivados de proteinas

exégenas que toma la CPA por endocitosis y son reconocidas por los

i2



linfoty:itos,cm‘,- (figura 3). (37).

Sin embargo investigaciones recientes han demostradoe que estas
. viéé de procesamiento y presentacitn antigenica (figura 4) no son
tan estrictas ya que existen evidencias como la de las proteinas
del virus de la Influenza, gue son procesadas por la via endégena
Yy que sin embargo, se pueden asociar a las moléculas clase II, para
estimular linfocitos CD4; existen otros ejemplos como el virus de
la Hepatitis B y el VIH, en los que siendo antigenos endbSgenos son
procesados en un compartimiento endosomal (via exégena), para ser

presentados por moléculas MHC clase II (38).

El procesamiento de un antigeno, cuya consecuencia final es la
unién de los péptidos antigénicos derivados de las proteinas, con

las moléculas clase I y II del MHC ocurre intracelularmente.

La ruta de toma y presentacién de antigenos exSgenos puede ser
vista de la siguiente manera (figura 3).

El antigeno interactia con la superficie del macréfago
d_irgctamente via receptores sensibles a tripsina (39) o por
receptores Fc/C€3 ("seleccién antigénica") y es interiorizado en
fagosomas. Los fagosomas que contienen al antigeno, se fusionan
después con un compartimiento endosoma-lisosscmal donde ocurre una
degradacién parcial. Algunos de los fragmentos del antigeno,
producidos por accién lisosomal, son liberados y reciclados a la

superficie del macréfago por un proceso activo de exocitosis (40),

13



LINFOCITOS CD8"
LINFOCITOS CD4*

QGG
RETICOLO ENDOPLASKICO

} CELULA PRESENTADORA J?

Figura 3. Eventos intracelulares que ocurren durante el
procesamiento ¥ presentacidn de antigenos.
(Mocdificade y traducido de referencia 38).
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mientras que otros fragmentos que poseén alta afinidad para las
glucoproteinas del MHC clase II', permanecen en un compartimiento
endosomal tardio, donde las moléculas clase II después de asociarse
a un tercer polipéptido denominado cadena invariable en el reticulo
endopldsmico son translocadas al parecer por proteinas de chogue
térmico PBP 72/74 (41). Ya dentro del endosoma a consecuencia de
las enzimas proteoliticas y de la acidez, la cadena invariable (Ii)
se disocia del heterodimero clase II af, momento en el cual se les
asocia el péptido inmunogénico (que al parecer estabiliza 1la
estructura terciaria de 1la molécula) siendo transportado
posteriormente el complejo Ag-MHCII formado a la superficie celular

donde seri reconocido por el receptor de la célula T {figuras 3,5).

Una vez reccnocido el complejo MHC-Ag, 1los linfocitos T
proliferan para llevar acabo varias funciones : por un lado, como
células efectoras, que lisan células blanco sobre cuya membrana se
halla el antigeno (en el case de que sean presentadas por MHC I},
o c&lulas T que regulan, modulan y/o amplifican la respuesta de los E
linfocitos B, de otros linfocitos T, asi como activar la funcién

fagocitica inespecifica de otros tipos celulares.

14



 Linfocito T

/

Membranas plasméticas

O Receptor A. Histotopo
Péptido entigénico B. Agretopo
B Proteina del MHC C. Epitopo

D. Paratopo
rigura 5.

Reconoccimjento e interaccién entre el receptor
del linfocito T y el complejo MAC IX- Ag.



IX. JUSTIPICACION

El estudio de la respuesta inmune celular en la cisticercosis
se ha limitado a realizar algunos andlisis sobre la capacidad de
respuesta celular inespecifica in vivo (23), asf como a realizar
estudios de transformacién blastoide de linfocitos en respuesta a

mitégenos.

De esta manera, la importancia relativa de leos diferentes
antigenos (e incluso de diferentes epitopos) en la estimulacién de
la respuesta celular en esta parasitosis se desconoce, este
conocimiento puede ser de gran importancia para la valoracién del
afecto de este par&sito sobre el estado inmunolSgico del hospedero,
asi como para el desarrollo de posibles vacunas o estimulos
inmunoprofilicticos. Originandose en este sentido, la importancia
del an&lisis de la unién y el procesamiento de antigenos del

pardsito efectuados por lcs macr6fagos (CPAs).

15



XIII. HYPOTEBIB

Teniendo como antecedente que para que la presentacién
;ntiqénica a linfocitos T se efectGe, es necesario que los
antigenos a presentar sean previamente procesados por las células
presentadoras de antigenos (CPAs); &se puede esperar que los
macr6fagos (CPAs) seleccionen y procesen antigenos somdticos (EC)
y de excrecién-secrecién (ES) del cisticerco de Taenia solium de

manera diferencial.
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IV. OBJETIVOB

Objetivo genaeral,

Reconocer antigenos del cisticerco de Taenia solium que

pudiesen ser importantes en la respuesta celular.

Objetivos particulares.

a) Identificar el patrsn de seleccién antigénica

afetuado por las CPAs (macréfagos).

b) Determinar gque antigenos son procesados, asi como el

tiempo que requiere este fenSmeno (tiempo de

procesamiento) .,
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.- METODOLOGIA. .

1. cult:lvo camzu'

Se emple&' la linea celular murina de macréfagos J774.1, cuyas

Caracteristu:as se muestran en’la siguiente tabla.(42}).

“Tabla 1. Caracteristicas citogquimicas de la 1linea celular

‘murina J774.1.

Estirpe | Tipo celular origen Caracteristicas

J.774 Linea Sarcoma de Receptor Fc*
celular de células Expresién IAw
Macro6fagos reticulares | Receptor Cibx
Enzimas:
Esterasat*
Peroxidasa
Lisozima*
5'nucleosidasa*

Aminopeptidasa

* Poslitiva

La linea se cultivé en medio DMEM (medio Minimo Esencial
modificado por Dulbecco) (Gibco laboratories, U.S.A.) suplementado
cén 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco), 100 U/ml de penicilina

G sbdica, 100 pug/ml de estreptomicina, amino&cidos no esenciales
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(Gibce): y: 20 m de'glutamiha (6ibco) .

-EL manejo deylos cultivos calulares se realizé en campana de

flujo laminar (Vecco) " Se' sembraron aproximadamente 1*10"’ cé&lulas

'en~c‘ajas: ‘de lt'iVO,de 25 cm’,. con .un.veolunen de 7. ml. de medio

élulas por caja de cult:.vo de 75 cm? con un

'volumen de: 27 ml .de’ medio. Se amplearon cajas de cultivo corning

Lr.os‘ cul.tivds se ﬁanéuvieron a 37 sc 'Venr’at.mérsferrua hlﬁ’meda con

una mezcia de 95% de aife y 5% de co,_.', Diariamente. los cultivos se

. r.;evisaron al n;icréscopio invertido (Zeiss), se viéilﬁ la niorfologia
celular, as{ como las posibles fuentes de contaminacién bacteriana

y/o flngica. Se realizaron cambios de medio, cuando éste viraba de

anaranjado a amarillo, o0 que indicaba un cambio en el pH por

acidificacién. Cuando los cultivos se encontraban confluentes, esto

es, cuando la proliferacién celular era m&xima, se resembraban en

cajas nuevas o bien se congelaban a -196 C en dimetlil sulféxido

(DMSQ) al 10% en SFB a una concentracién de entre 5 y 7 millones de

células/ml de mezcla de congelacién (DMSO 10%,SFB 90%).

La viabilidad de 1las cé&lulas en cultivo fue verificada
peri6édicamente por exclusién al azul tripano (Gibco) al 0.04% en
solucidn salina 0.15 M, amortiguada con fosfatos 0.01 M, 'pH 7.4
{PBS). (43). Los cultivos celulares se mantuvieron durante la

realizacidn completa del trabajo experimental.
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2./ Antigenos

2.1 Extracto ocrudo (EC).
l/;. ‘;  sa-prepar6 extracto crudo del metacéstodovde'f. Sdlidma
:ségun'unﬁkmodificacién de la técnica descrita porvzspinoza'yfcéiéf
,'7144){ se bbﬁuvo carne fresca de cerdo. infestada._con cisﬁicéﬁcbé{:
:éSCOS se disectaron del misculo, sin cdpsula inflamatoria, y Ee
puncionaron para eliminar el 1liquido vesicular, se congelaron
inmediatamente en hielo seco para almacenarlos a =70 C. Los
cisticercos previamente pesados se maceraron congelados en un
ﬁottero, afadiendo 2 ml de una solucién de inhibidores de proteasas
(Fenilmetilsulfonil fluoruro,PMSF, 0.006%; Parahidroximercuro-
benzoato,PHMB, 0.04%) en agua bidestilada; la mezcla se homogenizd
perfectamente, afiadiendo 1 ml de PBS 10x por cada 10 ml de volumen
de la mezcla. Posteriormente se centrifugé a 30,000 rpm durante una
hora a 4C, Yy se recuperS el sobrenadante; el precipitado se
resuspendi6 en PBS, se sonic6é 2 veces a 7 Hz durante 1 minute, para
centrifugar nuevamente; una vez terminado el tiempo de
centrifugacién, se recuperd el sobrenadante, y se mezcld con el
obtenido en 1la primera centrifugacién; el sobrenadante (EC)
obtenido se fraccioné en alicuotas de 2 ml y se congeld a =-70C, en
un ultracongelador Revco hasta su uso. La concentracién de

proteinas se determind con el equipo comercial de Bio-rad.
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2,2 Productos de excrecidn-gecrecién (B-ﬁ); )

) Se obtuvieron cisticercos de T.’ solium de ‘cerdos
infestados. Se seleccionaron aquellos gque fueron disectados sin
cdpsula inflamatoria y sin dafio en la vesicula; se lavaron con PBS
5 veces, para eliminar los fragmentos de tejidos y fluidos del
hospedero. Posteriormente, en una campana de flujo laminar Vecco,
se continud el proceso de lavado, esta vez alternando 5 lavados, de
5 minutos cada uno con PBS estéril, con § lavados de PBS estéril-
antibibticos (200 U/ml de penicilina 6 sédica, 300 pg/ml de
estreptomicina). En placas de cultivo celular de 24 pozos se
colocaron en promedio de 15 a 20 cisticercos por pozo, con medio de
cultivoe RPMI o DMEM y 100 U/ml de antibiéticos sin SFB. Las placas
de cultivo se incubaron a 37C durante un periodo de 18 a 20 hrs, al
término del cual se recuperaron los sobrenadantes (E-5), se
fraccionaron en alicuotas y se congelarcn a -70C hasta su uso; el
cultive de cisticercos se continué hasta los 4 dias, cosechapndo el
sobrenadante cada 24 horas. (se realizaron 2 cultivos de
cisticercos provenientes de diferentes cerdos). La concentracién

de proteinas se determiné con el eguipo comercial Bio-rad.
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3. Anticuerpos

3.1 Anticuerpos policlonalas contra antigenos del
extracto crude (BC).

) Se inmunizaron dos conejos adultos Nueva Zelanda, bajo el
éiguiente esquema de inmunizacién: 2 mg de EC mezclado con
adYuvante completo de Freund, por via subcutdnea; a los 7 dias se
ret6 con la misma concentracién de EC, con adyuvante incompleto,
por la misma via; finalmente se reestimulé con 1 mg de EC por via
intramuscular. Previo a cada inmunizacién, se sangr6é al animal,
para valorar el titulo de anticuerpos por ELISA; en el momento en
que se obtuvo un titulo adecuado se sacrificé al animal por puncién

cardiaca para obtener el suero hiperinmune (figura 6).

3.2 Anticuerpos policlonales contra antigenos de

excrecisén-secracién{E-8).

Un conejo adulto Nueva Zelanda, fue inmunizado bajo el
mismo esquéma de inmunizacién empleado para el EC, con la variante
de usar 800 ug de E-S como componhente inmunogénico. Previo a cada
inmunizacion, se sangr6 al animal, para valorar el titulo de
anticuerpos por ELISA; en el momento en que se obtuve un titulo
adecuado se sacrific6é al animal por puncién cardiaca para obtener

el suero hiperinmune {(figura 6).
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: t; Blect:oforesis en galas de poliacrilamida.
Esta metodologia permite la separacién de proteinas - con

”;diferente ‘peso molecular y consite en un sistema discontinuo .

stituidq. por - dos geles, con diferente concentracién de

’ 'i-acrilslﬁida. La muestra se concentra después de pasar por el gel
'superior (gel concentrador) y se separa en e) gel inferior (gel
“separador) obteniéndose una mejor definici6én de bandas (45). La

" composicién de ambos geles se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Reactivos para preparar geles de poliacriamida 8DS al 11%.

REACTIVO GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR
(ml) (ml)
Acrilamida 13.35 3.5

30%/bis 0.8%

Tris/base 2M 7.28 . -
pH 8.8

TrisfHcl 2M | =

pH 6.8

SDS 10% 0.364 T ea1
Persulfato de 10 ng . 5 mg
amenio :

Agua destilada 13.96 11.5
Temed 36 pl 10 pl
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Una’ vez preparado el gel separador, Bé vir£i6 r&pidamente.
entre lag placas de vidrxo de 16*20 cm (con separadores de 1.5 mm)
) de una camara de. electroforesis Protean II (Bio—Rad), evitando la
formacibn de burbujas. Una vez que el gel polimerizé, se prepard el
'gelrconcentradbr (superior) , servirtié rapidamente sobre el gel
separador, -y se colocd el peine de teflén para 15 carriles, se dejd
polimerizar para luego retirar el peine. Se colocaron en los

carriles formados, las muestras celulares de los experimentos

realizados (previamente congelados).

Montado el dispositivo, 1la electroforesisyse 11ev6'a‘¢hb0a
aplicando una corriente constante de 10 mA' por .14: hrs, 0, bien 35 WA

por: un perioda de 4 a 5 hrs.

5.. Inmunocelectrotranferencia (IET).

Al término de la electroforesis, se armbé la cé&mara de
transferencia {Idea Scientific), como se muestra en la figura 7.
'7Los' geles se colocan cuidadosaménté entre la membrana de
nitrocelulosa y el papel f£iltro. La c&mara se 1llené con
amortiguador de transferencia (tris 0.025M, glicina 0.192M, metanol

al 20%) y se dejaron correr 2 hrs a 14 volts y 480 mA (46).

La membrana de nitrocelulosa resultante de la electro-
transferencia se tifi6 con rojo de ponceau 0.2% (sigma) en &cido

triclorcacético 3% para verificar 1la efectividad de 1la
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: tranferencia; se bloqued con leche descremada al S% en PBS tween
‘0‘.0‘5t a 4C durante 24 hrs; se lavé 3 veces con PBS tween y 2 veces
con PBS (10 min cada lavado); se incub6 con los anticuerpos
policlonales (anti-EC, para experimentos con antigenos som&ticos y
anti-ES, para los experimentos con antigenos de excrecién-

“secrecién), diluidos 1:25 en PBS tween durante 2 hrs a 37C; se
repitieron los lavados (3 PES tween, 2 PBS) y se incubaron durante
2 hrs con proteina A acoplada a peroxidasa (Sigma) diluida 1:500 en
PBS tween; se lavé extensivamente (3 PBS tween, S5 PBS); para
finalmente revelar la reaccién, con el crémogeno 4 cloro-l-naftol
{25 mg) disuelto en 5 ml de metanol, 25 ml de PBS y 25 pl de
peréxido de hidr6geno {(sustrato) al 30% incubado por un periodo de.
10 a 15 min. La reaccibn se paré lavindose con agua al momento de

visualizar las bandas.

6. Perfil inmunolégico -de antigenos somfticos (BEC) ¥y
axcreciédn—-secreciédn (EB) en inmuncelectrotranferencia (IET).

7 Tanto los antigenos somidticos como los productos de excrecién-
secrecién obtenidos, fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida SDS al 11% . Se transferieron a membranas de
nitrocelulosa, se incubaron con los anticuerpos policlonales anti-
EC o anti-ES, y se reveralon con proteina A-peroxidasa y 1la

solucién de cromégeno/sustrato, como se describié anteriormente.
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7. DIBENO EXPERIMENTAL

Obtanbién_ de ¢élulas del cultivo celular.

':'Paré:i la ﬁealizacibn de los exﬁerimenhos de contacto permanente

vy de;puiéd y ‘'seguimiento, se utilizé aproximadamente una caja de
éultivo‘ de zS‘éin’ por experimento. Se extrajeron las células (CPAs),
’sier ;::éﬁé:ri:fg-g-a'roh' a 1200 rpm en una centrifuga Beckman J-6B durante
10 mih}lfos a‘i‘.emperart\rxra ambiente, se recuperé el botén celular al
t‘érmj,no de la‘centrifugacién y se resuspendié en 5 ml de medio DMEM
‘,'srin SFB; la ,;Jiabilidad celular se cuantificé por exclusién al azul
tripa.no y el nGmero celular en una cémara de Neu-Bauer (Propper

M.FiG.).

Experimentos praliminares para estandarizar la concentracién

de antigeno.

Se realizaron experimentos dosis/respuesta para estandarizar
la concentracién que se enpled tanto en los experimentos de
contacto permanente, como en los de pulso y seguimiento. Se
colocarcen 5*10° células por tube, con distintas concentraciones de
extracto (100, 200, 300 y 500 pg/ml) para cada tiempo probado
(tiempos cortos de 2 y 15 min), incubédndose a 37C; se colocd como

control del sistema, un tubo con antigeno y medio para corroborar
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que el antigeno no se pega inespecificamente al tubo (procesado con
la misma metodologia empleada para los tubos experimentales).
Finalizados 1los tiempos de incubacién, los tubos se
mantuvieron a 4C. Posteriormente se lavé el antigeno no tomado por
los macréfagos, por centrifugacién a 1200 rpm, 10 minutos a 4C, se
repitié el procedimiento 4 veces con cambio de tubo y medio, al
término de los cuales el botén celular fue colocado en mezcla de
muestra para electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS 0.1%,
EDTA 2mM, glicerol al 10%, Tris-HCl 0.05 M, azul de bromofenol y 2~
mercaptoetanol 4mM), se hirvieron durante 5 min y se congelaron a -

70C en un ultracongelador (Revco), hasta su posterior andlisis.

Experimentos de contacto permanente con antigenos somiticos
(EC) y con antigenos de excrecidén-secrecidn (ES).

Se colocaron 5*10°células en cubo; de ensayo cénicos de 10 ml,
con los antigenos EC, o con los antigenos ES, el sistema se llevd
a un volumen final de un mililitro, se incubaron a 37C durante
diferentes tiempos (2, 15, 30, 45, 60 minutos){figura 8).

Finalizados los tiempos de incubacién los tubos se mantuvieron
a 4C para disminuir la actividad metab6lica, inhibiendo de esta
manera la endocitcsis. Posteriormente se lavé el antigeno no tomado
por los macré6fagos por centrifugacién a 1200 rpm, 10 min a 4C, se
repitié este procedimiento 4 veces con cambic de medio frio y de

tubo, Al término de los lavados el sobrenadante fue decantado, y se
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ui;ix-j resultante, mezcla de muestra para
n-.geles  de poliacrilamida. Las muestras se
5.mifutos en bafio Maria, al término de lo cual,

°c,w¢_zn un ultracongelador (Reveco), hasta su

"Eprrimentos de pulso y seguimiento con antigenos somfticos

(EC) y con antig de excrecién-secrecién (EB).

El sistema diseflado para los experimentos de pulso vy
seguimiento (figura 9), consisti6é en colocar 5*10° células en tubos
de ensayo c6nicos de 10 ml, didndoles un pulso de antigeno (EC o ES)
de una hora, incubados a 4C. Finalizado el pulso, se lavs el
antigeno no asocliado a los macréfages por centrifugacién a 1200
rpm, 10 min a 4C, en una centrifuga Bekman J-6B, este procedimiento
fue realizado 4 veces con cambio de medio y tubo (todo a
temperatura de 4 grados). Al término de los lavados al botén
celular se le colocé 1 m)l de medio y se incubaron los tiempos
correspondientes (2,15,30, 45,60 min) a 37C, con intervalos de
agitacién de 10 minutos. Conclyidos los tiempos de incubacién, se
centrifugb nuevamente 10 min a 1200 rpm, a 4C, agregando al botén
celular resultante, mezcla de muestra para electroforesis en geles
de poliacrilamida; se hirvieron 5 min en bafio Maria y se congelaron

a ~70°C en un ultracongelador Revco hasta su analisis.
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Anflisis de los experimentos de contacto permanente Y de

pulsoc y megquimiento.

Las muestras celulares de los distintos experimentos de
contacto permanente y de pulso y seguimiento, tanto de antigenos
somdticos (EC) como de excrecién-secrecidn {ES), fuweron sometidos
a electroforesis en geles de poliacrilamida SDS al 11%.
Transferidos a membranas de nitrocelulosa, se incubaron con los
anticuerpos policlonales anti-EC o anti-ES, y finalmante se
ravelaron con proteina A-peroxidasa y la solucibén de sustrato/

crombégeno seg(n la metodoleogia descrita anteriormente.

Bnsayos de viabilidad celular con los productos de eXcrecidn~

sacracién.

Se realizaron ensayos de viabilidad celular con diferentes
conceﬁtraciones de los productos de excrecidn-secrecién (0, 10,
100, 200, 300, 500 ug) cosechados de dos dias distintos del segundo
cultivo, con una concentracién inicial de 686 pg/ml y de 1300
Ag/ml. Se colocaron 5%10°células en tubos de ensayo cénicos de 10
ml, con los antigenos ES, se llevd el sistema a un volumen final de
un mililitre con medio DMEM, y se incubarcn a 37C durante 15 y 45
ninutos, al término de la incubacidbn se cuantificd la viabilidad
celular en un microscopio 6ptico (Zeiss) por exclusién al azul

" tripano (Gibco), se cuantificé por duplicado el nfimero celular en
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uné;campxja ‘de’ Néu-Bauer (Propper, M.F.G.).

: Pafélélémente a la cuantificacién celular se centrifugaron los

“.7itubos Al 1200 rpm en una centrifuga Bekman J.6B y se recupers el

: ﬁ:;iéi':h,celular, se realizaron 4 lavados con cambios de medio y tubo,

’pbrfcentrifugacibn a 1200 rpm después de cada lavado, finalmente se
:/le agreg® al botén resultante mezcla de muestra para electroforesis
y se- procesaron por inmunoelectrotranferencia, ségun metodologia

descrita anteriormente.
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VI. REBULTADOS

La producci6én de anticuerpos en la respuesta a la inmunizacién
con antigenos somdticos (EC) y productos de excrecibn-secrecién ‘
(ES), se muestra en la figura 10. Como se observa, el esguema de
inmunizacién empleado funcionsé adecuadamente ya que una semana
después de la inmunizacién intramuscular se obtuvieron anticueréos

que dieron absorbancia mayor de 2 para ambos antigenos.,

El patrdn inmunogénico obtenido del EC de T. solium e‘r‘l IE'I.‘

estd constituido por 40 a 45 bandas en un rango . de

moleculares de 25 -115 Kd. (figura 11).

Una vez conocido el mosaico antigénico del EC. en: IET, se
procedié a realizar los experimentos preliminares (e"nsayosy
dosis/respuesta) a tiempos cortos (45 min), para conocer. la .
cantidad de antigeno necesaria que nos permitiera detectar la‘'unién’
de antigenos por los macréfagos (APCs) con el sistema utilizado. Se

obtuvo una mejor sefial a partir de 300 pug/ml de EC, como se puede

observar en la figura 12, donde a concentraciones menores, la

definicién y el naGmero de bandas antigénicas que el sistema
reconocce fue menor.

La unién de los antigenos por parte de los macréfagos y poxr
tanto la especificidad de detecci6n y funcionamiento del sistema,

se corrobor6 por el hacho de que en los antigenos trabajados con la
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Figura 10. Titulo de anticuerpos contra antigenos somitices
{Anti-EC) y contra productos de excrecién-secrecién
(Anti-E8) por ELIBA ; Dilucidn del suero hiperinmune
1:1000; conjugado: Anti~conejo peroxidasa, 1:500.



Figura 11. Patrén inmunogénico del extracto crudo
de Taenia solium por IET.



Figura 12. Ensayo dosis-respuesta, con distintas
' concentraciones de extracto crudo (EC),
con un tiempo de contacto de 45 min.
(a) 10; (b) 100 png; (e) 200 pg; (d) 300 ug;
(e) control.



misma metodoloqla pero en ausencia ~de: macrofaqos no-’ se observb g

. ninguna sefial por IET. (figura 12 e)

Los ensayos de contacto permariénte con extracto crudo a 37C
(€igura 13) mostraron que lés macré&fagoes "“seleccionan" 13 bandas
antigénicas de un mosaico de 40 a 45 : un grupo de bajo peso
molecular de entre 27 a 38 Kd; un duplete de aproximadamente 54 Ka
¥ un grupo de peso molecular aito de 73 a 90 Kd. El tiempo de unién!
fue de 15 a 30 minutos. A tiempos menores y desde los tiempos
iniciales, los macréfagos toman preferentemente la banda antigénica
correspondiente a 73 Kd, comenzando a tomar algunas otras bandas de
log grupos antes mencionados, en el testigo (MOS sin antigeno) no

se observd ninquna sefial.

El estudio de la unién de antigenos por parte de 1los
macr&fagos a 4C, temperatura a la cual se inhibe la fagocitosis
{reveldndose unicamente lo que el macréfago logra captar en forma
pasiva), mostrd un patrén de seleccibn antigénica semejante donde
la mayor parte de los antigenos se unieron a un tiempo de 30
minutos; sin embargo, cabe sefalar que la unién a tiempos menores
de 60 minutos fue menor gue en los ensayos a 37C, quizd por cambio
en la afinidad de los receptores de membrana del macr&fago. De
igual manera, desde 1los tiempos iniciales se observé que el
macrdfago tiene una gran afinidad por la banda de 73 Kd (figura
14).

! Tiempo que requieren los macrdfagos (APCa) para seleccionar loa antigencs. .
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Figura 13. Ensayo de contacto permanente con extracto
crudo a distintos tiempeos (en minutos).



Figura 14. Ensayo de contacto permanente con extracto (EC)
a 4C. a distintos tiempos (en minutos).



Al analizar el procesamiento de los antigenos a través de los
ensayos de pulso y seguimlento (figura 15), se puede observar gue
los antigenos seleccionados en los ensayos de contacto’ permanente,
que corresponden al menor tiempo de los ensayos de pulso y
seguimiento (T=2 min, figura 15), empiezan a ser procesados a los
15 minutos, para ser procesados casi en su totalidad a los 30
minutos. Se procesaron tanto el grupo de antigenos de bajo peso
molecular, como el duplete de 54 Kd y el grupo de peso molecular
alto, exceptuando la banda correspondiente a los 73 Kd, de la que

no se observé el menor indicio de procesamliento.

cabe sefialarse ue en este tipo de experimentos no se lograron
detectar bandas correspondientes a pesos molecularas bajos, que
avidenciaran la presencia de los péptidos generados en el

procesamnjento efectuado por las CPAs.

Los antigenos de excrecifn-secrecifn presentaron un patrén de
bandeo por IET, de aproximadamente 16 bandas inmunogénicas de entre
20 a 86 Kd, siendo 4 de ellas (85,59,43 y 28 Kd) las mds inmuno~

reactivas (figura 16,b).

En los ensayos de contacto permanente a 37C realizados con los
productos de excrecitn-secrecidn obtenidos del primer cultivo, con
una concentracién inicial de 406 pug/ml, se observd una *"seleccibn
" de 12 bandas efectuada por los macrbfagos, desde los tiempos mis

cortos (T=2 min); excepto un triplete de entre 36 y 43 Kd que lo
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emplezan a seleccionar muy ligeramente hasta los 30 minutos de
incubacién (figura 16). Como se puede observar existen dos grupos
de bandas que unen con especial avidez; un duplete correspondiente

a los 54 K4, y un grupo de 63 a 85 Kd.

Cabe hacer notar que los antigenos seleccionados por los
macrdfagos no corresponden de manera general a los antigenos
determinados como inmunodominantes en el mosaico antigé&nico de leos

antigenos de E-S por IET.

Por su parte los ensayos de pulso y seguimiento de antigenos
de excrecién-secrecién, no revelaron diferencias tan evidentes en
cuanto al procesamiento de antigenos con respecto al tiempo, como
ocurrié con el extracto crudo (figura 17); esto es, la desaparicién
(el procesamiento) de las bandas antigénicas con el transcurso del
tiempo fue menor, fueron procesadas solamente: el duplete de 54 Kd,
un par de bandas de 59 y 43 Kd gue son seleccionados pobremente y
el par de bandas de peso molecular bajo correspondientes a 20 y 22
Kd. Por otro lado, no hubo procesamiento aparente del _grupo de
antigenos de peso molecular aiLto (78 a 83 Kd).

Con la finalidad de definir mejor las bandas de peso molecular
bajo y de detectar los péptidos generados, los experimentos de
pulso y seguimiento se probaron en dgeles de acrilamida al 15%
(figura 18), se detectd una banda adicional caracteristica de
entre 16 y 18 Kd que no corresponde a las seleccionadas por los

macréfagos en los ensayos de contacto permanente.

34



28 1

T S T S A B
£S MOS 2' 15" 30'45'60"

Figura 17. Ensayo de pulso (60 min) y seguimiento con

antigenos de excrecidén-secrecién obtenidos del
primer cultivo de cisticercos. (SDs-page al 11%).



32,5 |

27.5= '-728
! 18.5— 18

' e T RO
SPM ES ECI MOs 2‘ 30" 1.§' 66'

Figura -18. 'Ensayo de pﬁlso (60 min) y seguimiento con
: - . antigenos  de excrecidén-secrecién obtenidos del
primer cultivo de cisticercos en SDS-~page al
15%.



Sin embargo, en ensayos posteriores realizados con productos
de excrecién-secrecién de un sequndo cultivo, obtenidos con una
concentracién inicial de 1300 pg/ml, los macré6fagos no unen ninguno
de los antigenous observados en el patrén inmunogénico, excepto un
grupo de bandas menor a 10 Xd y muy tenuemente una banda de 85 Kd
(figura 19}. Cabe hacer notar que este tipo de respuesta fue
encontrada en todos los experimentos realizados con antigenos del ..

segundo cultivo.

Por otra parte, en los experimentos de:pulso: y'seguimiento""

(£figura 20) con antigenos de excrecién—s'ecr‘e'ci'é:n"ric: se’ bservé ni’
la banda de 85 kd, ni el grupo de menos de 10 kd‘qﬁé se bé'érvé'e_n‘ :

los experimentos de contacto permanente.

con la finalidad de determinar el motive poi el cﬁal los
macrédfagos no lograban unir los antigenos, . se ;rea].'i'zaron‘ los

experimentos de viabilidad celular.

Como se puede observar en la figura 21, usando productos de
excrecidn-secrecidn con una concentracién inicial de 686 pug/ml, la
viabilidad celular decrece en funcién del aumento en’ 1la
concentracién del antigeno, pasando de un 82% en el lote testigo,
a un 65% a los 15 minutos y a un 42% a los 45 minutos con una
concentracion de 500 gg/ml, esto es, un 40% de wortalidad, que en
nGmero celular significa un decremento de 2+*10° células por cada

5%10° que se utilizan para cada tiempo y concentracién probados.
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Figura 19. Ensayo de contacto permanente con productos de
excrecién-secrecién (ES) obtenidos del sagundo
cultivo de cisticercos.
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Figura 20. Ensayo de pulso y segdimiento con productos de
’ excrecidén-secrecién (ES) obtenidos del segundo
cultive de cisticercos.



PORCENTAJE DE VIABILIDAD

CONCENTRACION (ug/mi)

Figura 21. Bfecto de 1la incubacién durante 15 y 45 min con
los productos da excreclidn-sacreciém sobre 1a
viabilidad do los macréfagos {concentracién
inicial de antigeno: eB6ug/ml).



En’ la figura 22 ‘cuando se probaron productos de excrecién-
secrecién con concentraciébn inicial de 1300 pg/ml, se observé gque
el decremento se da desde los 100 pg/ml, decreciendo la viabilidad
celular en un 45% a los 45 minutos, manteniéndose en este
porcentaje a concentraciones mayores e incluso desde 1los 15
minutos. La morfologia de las células gue (uedaron vivas en todos
los ensayos experimentales, fue muy irregular, dando la apariencia
de qaﬁo celular; en comparacidén con las células del lote testigo
que tenian apariencia y morfologia definidas, esto es, refringentes
Yy sin dafio aparente en la membrana. Cabe sefialar que por el
contrario, en algunos experimentos preliminares con extractos
somaticos, la viabilidad celular se mantuvo igual o ligeramente was

alta que los testigos (macréfagos sin antigeno).

Al analizar las muestras celulares de los ensayos dosis—
respuesta con antigenos de excrecién-secrecién {en los que se
cuantificé, la viabilidad celular) por inmunoelectrotranferencia,
se observé esencialmente el mismo patrén de reconocimiento gque en
los experimentos de contacto permanente (con 300 pg/ml), esto es,
una banda de alto peso molecular de 85 kd y un grupo de peso
molecular bajo de 10 a 15 kd; sin embargo cabe hacer notar que a
concentraciones menores (100 y 200 ug/ml) se observd un par de
bandas adicional de entre 25 y 30 kd, gue a concentraciones mayores

{300 y 500 ug/ml) préacticamente no se detectaron (figura 23).
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Pigura 22.

a) Efecto de la incubacién durante 15 y 45 min
con los productos de excrecién-secrecién sobre la
viabilidaa de 1los macréfagos

iniecial de antigeno: 1.3 mg).

(concentracién
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Figura 23. Ensayo Dosis-respuesta, con distintas
conecentraciones de productos de excrecién~
secrecién (Es). (a) 10 pg/ml; (b) 100 ug/ml;

{c) 200 pg/ml; (d) 300 ug/ml; (e) 500 ug/ml.



VII. DIBCUSION.

S Una ‘de las &reas menos comprendidas v astudiadas dentro de la

relacién huesped/parasito ha sido 1la respuesta inmune celular' el‘

'papel que &sta desempefia en la eliminacién de los el

‘ rmodo como ciertos parisitos la evaden, asI. como’ qué componentes del

parasito la ‘estimulan.

: _Actualmente se ha realizado inves!;..igacién Vre'f‘erc'ente' a estos
't%bp;icc;s, especialmente en virus, bacterias Yy pardsitos
ini:racelulares (47-52) , tomando especial relevancia el estudio del
procesamiento y presentaci6én antigénica, ya que constituye la fase

inicial de la respuesta celular.

Son tres los requerimientos esenclales postulados por Unanue

para una 6ptima presentacién de antigenos (53):

- a) Expresar proteinas clase II del CQmp}.ejo Principal de

Histocompatibilidad en i glulér.
~ b) Procesar ant!genos. " o

- ¢} Sintetizar y 1iberar 1nterleuci a1 (IL-l). 3
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_El presente trabajo tuvo como propésito principal analizar el

procesamiento de los antigenos som&ticos 21 de excrecién-secrecién
del  cisticerco . de - T. sol_ium efectuado por las células
presentadoras. La "linea ' celular °¥774.1. (sarcoma de células
réticularés) utilizada como célula presentadora de antigenos (CPA)
fue seleccionada por expresar un alto nivel de moléculas MHC II en’
su superficie y porque produce constitutivamente IL-1, con lo que

se cumple con dos de los reguisitos propuestos por Unanue.

En los experimentos de contacto permanente (figura 13), la
seleccién de 13 bandas antigénicas de un total de 45 a'50 bandas
que posee el EC (antigenos somaticos) por IET, demostrd 1la
capacidad de selecciédn de antigenos por parte del macréfago. Este
hecho pedria indicar gue incluso desde el proceso de unién de los
antigenos, ln célula presentadora de antigenos {CPA), juega un
papel regulatorio en la respuesta inmune celular que puede

montarse.

La unién de los antigenos por la CPA puede ocurrir por
receptores sensibles a tripsina (39), por receptores.Fg/C3, -0 por
Vvia no especifica, en el ntltimo caso, la unién estd directamente
relacionada con la concentracién del antigeno, siende un proceso no
saturable (54). Como se puede observar en la figura 13, la banda de
73 Kd, probalemente esté siendo wunida ‘- por un mecanismo
inespecifico, ya gue los macré6fagos la unen desde los tiempos

iniciales, no observdndose un proceso paulatino de saturacién (come

38



ocurre con las ‘otras bandas). (figura 12).

El resto del patrén antigénico seleccionado, esto es, el grupo
de peso molecular bajo y el duplete de 54 Kd son tomados bajo un
*pfoceso saturable de los 15 a los 30 minutos, posiblemente siendo

“unidos via receptores de superficie.

El tiempo de unién requerido por los macr&fagos (15 a 30 min)
es. similar al encontrado por otros autores. Por ejemplo el grupo de
Unanue reporta un tiempo de unién de 10 a 15 minutos con Listeria
monocytogenes {55). Este fenémeno depende tanto de las
caracteristicas fisicoquimicas del antigeno, como del tipo de
célula accesoria de que se trate; sin embargo, diversos estudios
realizados con antigenos puros como ovalbumina (OVA), hemocianina
de cazuela de mar (KLH), insulina, IgG de conejo antiratén (RAMIG)
y B, macroglobulina, han demostrado que el tiempo de unién, tanto
de macréfagos como de linfocitos B, no excede a los 45 minutoes

(56) .

Existen varios estudios que han mostrado, que después de la
unién, el antigeno tiene que ser endocitado (57) y después
procesado en un compartimiento acidico, antes de gue ocurra la re-
expresidn Ag=MHC II en la superficie; demostrando ademis que existe
una correlacién directa entre la generacién de péptidos antigénicos
4cido solubles por las CPAs y su capacidad para estimular a las

células T (58).
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También se ha sugerido gque la desnaturalizacién = o
fragmentacién es necesaria para producir moléculas con un aumento
en su lipofilicidad para estabilizar su interaccién con la wmembrana
plasmitica, asi como para incrementar la concentracién de antigeno

local en el ambiente de las molé&culas MHCII (59).

Varios autores han demostrado que el denominado periodo lag
(tiempo necesario para gue se dé un reconocimiente por célulaé T)
refleja precisamente el tiempo gue toma la CPA en unir, endocitar

y procesar a los antigenos (54).

El procesamiento antigénico definido por Kirk ziegler ' (60)

come un evento cinética y metab8licamente dfsﬁinto;dé,
antigénica, fue analizado en los experimehtos*gde: pulso -y
seguimiento, en donde se encontrd que el tiempb de prdcesamiento

con EC fue de 30 minutos.

Es interesante observar que la banda correspondiente a 73 Kd

- que los macréfagos toman o unen desde los tiempos mis cortos, la
cual aparentemente es endocitada por un mecanismo inespecificeo

dependiente de la concentraciétn, no presentd el menor signo de

procesamiento, por lo que puede ser resistente a &ste; secuestrada

en un compartimiento celular inaccesible a la degradacién; o que

esté siendo atrapada por algin receptor que no nedie su

internalizacién hacia compartimientos donde ocurra degradacién,
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sino‘qué esté siendo continuamente reciclada hacia la membrana

‘plasmética como en el caso del receptor para fibronectina (61).

. Con los-demds grupos de antigenos tomados por los macréfagos
a(figpras 13,15) se observd una degradaci6én paulatina, que aumentaba

. .con:el -tiempo de incubaciébn, para ser degradades casi en su

~f€o€éiidad a’'los 30 minutos; de manera similar Davidson y Watts
observaron que el procesamiento de su antigeno (toxoide teté&nico)
gré tiempo y temperatura dependiente, detectando el procesamiento

‘realizado a 1os 45 minutos (se usaron linfocitos B como CPAs) .

Los datos de cinética del procesamiento antfgenico realizados
por otros grupos (54,57,59) convergen en sefialar gque la serie de
aventos metabSlicos (pericdo lag), requieren de aproximadamente una
hora para completarse, hecho gue puede observarse en la figura 15,
donde después de 1 hora de incubaci6tn fueron procesadas todas las

bandas excepto la de 73 Kd.

El procesamiento hace a los determinantes antigénicos
éécesibles para una apropiada interaccién con la melécula MHC II y
el receptor de 1la célula T. A este respecto varios grupos
(53,54,56) han secfialade con base en sus estudios con proteinas
puras y a la interaccién péptido-MHC (62,53), que los péptidos
fundamentales (determinantes antigénicos) para las estimulacién T,
son peguefios (8 a 20 aminodcidos); algunos otros estudios sefialan

que el tamafio del péptido puede ser mayor e incluso pueden ser
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presentadog péptidos que no sean procesados (63); sin embargo, la

mayoria de las evidencias apuntan hacia los péptidos pequefios.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, el hecho de que en
los experimentos de pulso y seguimiento no.se detecte la generacién
de péptidos de menor peso molecular de los antigenos procesados

(Eigura 15); puede deberse a:

a) Que el tamafio de los fragmentos generados en el
procesamiento sean tan pequefios gue no los pudimos resolver en un
gel convencional de acrilamida SDS. Este hecho lo apoyan los
trabajos de Chain (64) en donde usando tanto células dentriticas
como macrSfagos pulsadas una hora a 4C con KLH marcada con 'PI e
incubadog a 37c, al monitorear su degradaci6n detectaron gue una
porcidén importante del antigeno (soluble en TCA), habia sido
degradada en tamafios menores a 5-10 aminodcidoes, que al quererlos
resolver por autoradiografia en geles de acrilamida SDS no pudieron

ser visibles.

En otro estudio (56) donde utilizaron también una proteina
pura de alto peso molecular (proinsulina), los fragmentos generados
en el procesamiento pudieron ser resueltos en geles de acrilamida,
sin embargo cuando utilizaron un extracto con una gran
heterogeneidad en los pesos moleculares, la resolucién en SDS fue

ineficiente.
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b) Pérdida de epltopos, esto. es, si los péptidos generados

fueran de tamaﬂo uficiente para ser cbservadoa en nuestro sxstema,

':'toxoide tetanica, marcada conf”I, realizaron experimentos de pulso

' vy seguimiento (con la misma metodologla empleada en este trabajo),
logrando detectar a los 45 minutos, péptides producto del
‘procesamiento, de alrededor de 14 Kd, la diferencia es gue en su
sistema de deteccitn, no emplean anticuerpos, sinc la marca
iadiactiva, adémas de un gel de alta resclucién, esto es, un
gradiente discontinuo que separa los péptidos de alto peso
molecular de los de menor peso Yy que da una 6ptima separacién y

definicién en los rangos de 2 a 50 Kd.

© Estos resultados podrian apoyar si es que se estdn generando
péptidcs mayores a 5 kd (que pueden ser detectados en nuestra
sistema), la falta de deteccién de los péptidos procesades por

" pérdida.de.-los epitopas que los anticuerpos reconocen.

Cabe sefialar, sin embargo, gue la desaparicidtn paulatina de
péptidos asi como el tiempo lag concuerdan de manera general con lo
obtenido por los autores citados, ya gue en su sistema también se

observa una desaparici6n paulatina de proteinas en el tiempo, con
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la deteccién de un periodo lag de 45 minutos.

Los resultados de procesamiento, es decir, la jdentificacién
de los péptidos que son tomadps y procesados, no necesariamente
significa que sean productos que se asocien directamente al MHC II
de las mismas células, ya que existen algqunas evidencias de que los
macréfagos pueden procesar antigenos y liberar un peqguefio
porcentaje al medio extracelular, pudiendo ser tomados por otras
CPAs (i.e cé&lulas dentriticas) con limitada o ausente capacidad
fagocitica, pero buenas presentadoras tanto por los altos niveles
de moléculas MHCII que expresen come por su disposicidén t;sular,:
siendo posiblemente mis importantes en ciertas situaciones in vivo

que los macréfagos (54).

Por otro lado, el efectuar el andlisis del procesamiento de
los productos de excrecidn-secreciédn nos  ‘parecié de suma
importancia, ya que reflejaria de mejor manera el papel gue las
CPAs y por ende la respuesta inmune celular desempefian en la
infeccién natural, asi como los componentes que en condiciones

naturales la estimulan.

Los andlisis realizados en este trabajo con les productos de
excrecidén-secrecién del primer cultivo nos comenzaron a dar
indicios de que exlstian algunos péptidos de los preducteos de ES
que podrian ser importantes ya que los macréfagos seleccionaban y

concentraban preferencialmente antigenos que no correspondian a los

44



mids inmunoreactivos en el patr6n antigénico (figuras 16,17,18).

Sin embargo los anilisis realizados con los productos del
ségundo cultivo, en un inicio fueron desconcertantes ya que
contrariamente a lo que se esperaba, se observsé en la figura 19,
qﬁe los macré6fagos no uniercon antigenos excepto la banda de peso
molecular ‘alto de 85 kd y el grupo de peso molecular bajo. Sin
embargo, como se puede observar en los ensayos de viabilidad
(figuras 21,22), existe un efecto citotédxico de los productos de
excrecién-secrecién sobre los macrbSfagos, que explica la ausencia
de seﬁai en los ensayos de unién y procesamiento antigénico, debido
a que cerca del 45% de las células utilizadas para cada tiempo
experimental mueren a la concentracién empleada (300 pg/ml),
incluso desde los tiempos més cortes, guedando solamente de 2 a
3*10* células vivas que aunque no se tifien con azul tripane (gque

indica muerte celular)} su morfologia di6é6 la apariencia de dafio.

Al analizar las muestras celulares de 1los ensayos de
viabilidad (dosis/respuesta) por inmuncelectro-tranferencia (figura
23), se observd el mismo patrén de unién de antigenos que en los
experimentos de contacto permanente realizados con 300 pug,
observindose una banda adicional de entre 25 y 30 kd a
concentraciones menores (100 y 200 sg/ml) lo cual correlaciona con
el hecho de que a esas concentraciones el porcentaje de mortalidad
celular {a los 15 minutos) fue ligeramente menor al observado con

las concentraciones mds altas; a concentraciones menores (10 ug) en
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.donde. no se'observé'hﬁa'mdrﬁaiidﬁ 'tan alca,inb ée detect6 una

" sefial adecuada de los a'tigenos que 1os macréfagos ‘unen, debido a
que es insuficiente la cantidad de antigeno para ser detectada por

el sistema.

La presencia de un factor citotéxico en los productos ES del
segundo cultivo de cisticercos Yy no en los productos del primer
cultivo podria deberse a las condiciones de cultivo in vitro ya que
en el primero se empleS RPMI 1640 que contiene L-glutamina y HEPES,
hiencras que en el segundo se empled D-MEM gue contiene ademds de
L-glutamina y HEPES, piruvate de sodio y D L-glucosa, que
constituye un medio energéticamente mas rico, que semeja mejor las
condiciones naturales, en las cuales el cisticerco podria estar
utilizando el lactato que se produce en la actividad muscular del
huésped e incorporarlo a ciclo de Krebs via piruvato, por lo que
los cisticercos cultivados en medio D-MEM, pedrian desarrollar un
metabolismo mis activo y de esta manera secretar factores gue en un

nedio minimo esencial como el RPMI 1640 no se encuentran.

La existencia de un factor que al parecer esta dafiando a los
macréfagos, es un fendémeno de suma importancia desde un doble punto

de vista:

1) Matando a uno de 1los componentes del huésped més
importantes que 1los parasitos deben evadir, debido a que 1los

macrbéfagos, son junto con los eosindfilos, los tipos celulares que
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predominan en la reaccién que lo destruye, cuando por tiempo o por
tratamiento se rompe el eguilibrio de la relacibtn huésped parasite
(65) .

2) Modulando negativamente la respuesta inmune celular a nivel
de la presentaci6én antigénica por dafio y mnuerte de las CPAs
disminuyendo proporcionalmente la capacidad de poder aumentar o
regular la respuesta celular y por ende la humoral, que capacite al

organismc para destruirlo.

Los resultados del presente estudio constituyeron la primera
fase {(uni6n y procesamiento de antigenos por las CPAs) del estudio

de la respuesta inmune celular en la cisticercosis.

Los péptidos de 1los antigenos somiticos (EC) que los
macréfagos seleccionaron y procesaron seradn evaluados Yy
seleccionados por su capacidad de estimular clonas de linfocitos T
{que actualmente se estan produciendo en el laboratorioc). Pudiendo
ser este conocimiento en un futuro cercano muy importante en la
valoracién del efecto del parasito sobre el estado inmunolégico del
hospedero, asi como para el desarrollo de posibles wvacunas o

estimulos inmunoprofilicticos.

Por otro lado resulta muy interesante el hecho de que los
cisticercos estén produciendo un factor “macroéfago-tbéxico", ya gue

desde el punto de vista de la interaccitén del macré&fago con el
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sistema inmune, pareceria una estrategia muy importante para

modular negativamente la respuesta inmune celular.

A este respecto los resultados encontrados comienzan a dar los
primeros indicios de dicho factor, que tendrén que ser investigados
en detalle, previa estandarizacidén de las condiciones de cultiveo
que mis se adecuen a las condiciones naturales; esto es, determinar
si se trata de un factor citotéxico general (un estudio previo
realizado en el laboratorio indica que en los productos ES existe
un factor eosinotéxico gque resultd ser 1labil ya que sblo se
presentd con ES frescos) (66), o especifico de macréfagos; asi como
identificar el tipo de molécula de que se trata y su participacién

en la relacidn huésped-parasito.
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VIII. CONCLUSIONEB.

Los7ﬁacr6fagos (CPAs) seleccionan 13:bandas
antigénicas de-un mosaico de 40 a 45 que presentan
los antIgenos somaticos (Ec) del cisticerco de

Taenia solium.

-Los macré6fagos tardan de 15 a 30 minutos en unir a

los antigenos (EC).

De la seleccidn efectuada de antigenos EC procesan un
grupo de antigenos de bajo peso molecular (27-38 kd);
un duplete de aproximadamente 54 kd y un grupeo de

peso molecular alto (74-90 kd).

La banda de 73 kd del EC no presenta el menor indicio

de procesamiento.

El macréfago requiere de 30 minutos para procesar los

antigenos (EC) seleccionados.
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~ Los macréfagos no logran unir antigenos de los
' productos de excrecién- secrecién debido a la
presencia de un factor citotéxico que los mata desde

los tiempos mds cortos.
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