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RESUMEN
En este trabajo se reporta una sustancia de bajo peso

molecular obtenida de metacéstodos de Taenia solium, que induce

supresidn de las respuestas proliferativas de linfocitos humanos
estimulados con fitohemaglutinina y de células de bazo de ratones
Balb/c¢ estimulados c¢on Concanavalina A, en forma dosis-
dependiente. Se observd que los linfocitos tratados con esta
sustancia vy después cocultivados con linfocitos frescos en
presencia de Con A, indujeron supresidn de las respuestas
proliferativas al mitdgeno, mientras que, al cocultivar células
adherentes tratadas y linfocitos normales no se observd depresién
de la respuesta a la Con A, lo que sugiere que los linfocitos son
las células responsables de la depresidn observada. Se piensa
que esta sustancia es una molécula de ARN, va que tiene un pico
de absorbancia a 249 nm, contiene ribosa y es sensible a la
digestidén por ARNasa. Ademds, en un andlisis de infrarrojo se
observd que tiene abundancia de grupos gue son compatibles con
dcidos nucleicos. Por otro lado, con andlisis electroforéticos
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se determind que
el peso molecular aproximado de esta sustancia es de 2.9 Kd.
Los resultados sugieren que esta sustancia, pudiera
participar en la modulacidén de la respuesta inmune del cerdo
hacia el pardsito, permitiendo asi su permanencia en el huésped

por largos periodos.



ABSTRACT
We are reporting a low molecular substance ilsolated

from Taenia solium metacestodes, that induces a significant

depressive effect on human lymphocyte proliferative responses
stimulated with phytohaemagglutinin and on mouse spleen cells
stimulated with Concanavalin A, in a dose-dependent manner. It
was observed that incubation of lymphocytes with this substance
and afterwards co-cultivation with Concanavalin-stimulated
normal spleen cells showed reduced responses to the ndtogeh,
while co~cultivation of treated adherent cells with concanavalin-
stimulated normal lymphocytes showed no effects. These results
suggest that lymphocytes are responsible for the depressive
effect. It seems that this substance is an RNA molecule, while it
shows an absorbance peak at 249 nm, contains ribose and 1is
susceptible to RNase digestion. Additionally, an infrared
absorption spectra showed abundance of chemical groups compatible
with nucleic acids. By electrophoresis, its molecular weight was
estimated to be 2.9 Kd.

These findings suggest that this product might be
involved in the modulation of the host immune responses against
the parasite, a mechanism that probably promotes long survival of

the parasite.



I. INTRODUCCION

Los pardsitos inducen respuestas inmunes humorales y
celulares en hospederos susceptibles. 8Sin embargo, debido a la
complejidad de sus ciclos de vida, la inmunidad que inducen es
generalmente especifica de fase. La inmunidad dirigida contra
fases infectivas de los parasitos (por ejemplo, esporozoitos de

Plasmodium) conducen a un bloqueo completo de la infeccidn,

mientras que la inmunidad contra fases establecidas (merozoitos

de Plasmodium) puede mantener el control de la infeccidn, cuando

es continuamente estimulada por la infeccidn misma. Finalmente,
la inmunidad contra formas o fases asociadas a la transmisidn
(estados sexuales en malaria o microfilarias) puede blogquear la
continuacidén del ciclo de vida del parasito reduciendo la
transmisidén de la infeccidn, particularmente en el caso de

pardsitos que carecen de reservorios (Sher y Colley, 1989).

1. Regpuesta humoral en contra de pardsitos

Aunque muchos pardsitos estimulan respuestas humorales
significativas, hay, relativamente pocos casos en los cuales los
anticuerpos, en ausencia de otra respuesta inmune, han mostrado
ser los responsables de la inmunidad protectora. En la mayoria
de las parasitosis, la inmunidad involucra la cooperacidn de
respuestas mediadas por células,

Los principales mecanismos cofectores dependientes de



anticuerpos implicados en la inmunidad a pardsitos son: el
bloqueo de receptores y la citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos. El blogqueo de receptores se ha
descrito en malaria, en donde se ha visto que anticuerpos
dirigidos contra diferentes antigenos de superficie del merozoito
(presentes en los organelos involucrados en la penetracidén al
eritrocitb), blogquean la infeccidn de la célula huésped (Miller

y cols., 1986) . En infecciones con Trvpanosoma Ccruzi,

anticuerpos dirigidos contra un antigeno mayoritario de
superficie (de 85 kd) bloguean la invasidn de fibroblastoé,
presumiblemente por inhibir la unidn a receptores celulares para
fibronectina (Alves y cols., 1986; Zavala y cols., 1987).
Ademds de evitar la invasidn de las células, los anticuerpos
pueden también limitar la sobrevida de los parasitos por bloquear
la citoadherencia. Asi, los eritrocitos infectados con

Plasmodium falciparum se unen a células endoteliales mientras se

lleva a cabo la maduracidén de las formas anulares a trofozoitos.
Se pilensa que este proceso de citoadherencia evita gque los
eritrocitos infectados sean destruidos por el bazo, porque los
anticuerpos dirigideos contra las estructuras de los eritrocitos

que se unen a las células bloquean este proceso in vitro (Miller

y cols., 1986).

2. Respuesta celular antiparasitaria
En lo que se refiere a citotoxicidad mediada por

célulis dependiente de anticuerpos, se ha visto que este



mecanismo es muy importante en la destruccidédn de pardsitos

tisulares como Schistosoma mansoni. Butterworth y cols. (1984)

han observado que esquistosdmulas de S. mansoni pueden ser

destruidas in vitro por anticuerpos y eosindfilos de pacientes

infectados. Tanto anticuerpos IgG como IgE pueden participar en
esta reaccidédn por unirse a receptores Fc especificos en la
superficie del eosindfilo, la interaccidn con estos receptores
promueve la degranulacidén del eosindéfilo y la destruccidn del
parasito (Capron y cols., 1987). La actividad citotdxica de los
eosindfilos dependiente de anticuerpos contra las larvas de
esquilstosoma, puede ser incrementada por una variedad de
mediadores como el factor gquimiotdctico producido por células
cebadas y citocinas como el factor de necrosis tumoral, el factor
estimulador de colonias, y otros productos de linfocitos y
monocitos activados (Silverstein y David, 1987). Hay otras
células que también pueden participar en fendmenos de
citotoxicidad dependiente de anticuerpos contra pardsitos como
son: los macrdfagos, los neutrdfilos y las plaquetas, cuya
actividad para eliminar esquistosdmulas es dependiente de IgE
(Capron y cols,, 13987).

La inmunidad mediada por células ha sido reconocida en
afios recientes, como el principal componente de la respuesta
protectora contra protozecarios y helmintos, tal vez debido a que
la evasidén de las respuestas celulares es mucho menos comin que
la de las respuestas humorales. Esto es particularmente cierto

en los casos que involucran macrdofegos  activados cuyo



reconocimiento de los antigenos de superficie del parasito, no es
esenclral para la funcidn de la célula efectora. Entre los
principales mecanismos efectores mediados por células que
participan en la inmunidad a pardsitos tenemos: la actividad de
linfocitos citotdxicos y la activacidn celular por linfocinas.
La importancia de la actividad de linfocitos citotdxicos se ha

demostrado en la destruccidn in vitro de células linfoblastoides

infectadas por un protozoario del ganado vacuno (Theileria

parva), cuando se ponen en contacto con linfocitos T CD8*
obtenidos de animales inmunizados. Esta actividad esta

restringida por antigenos de clase I del complejo mayor de

histocompatibilidad (Goddeeris y cols., 1986).

3. Linfocinas en la respuesta inmune antiparasitaria

La produccidén de linfocinas por linfocitos T
cooperadores es la forma de respuesta celular mas significativa
en la inmunidad anti-parasitica. Estos mediadores solubles
activan c¢élulas efectoras para eliminar a los pardsitos
directamente, o en reacciones de citotoxicidad dependientes de
anticuerpos. Los efectos de la activacidn mas dramaticos, los

observamos en pardsitos que invaden macrdéfagos como Leishmania,

Trypanosoma Yy Toxoplasma (Sher y Colley, 1989). Macrdéfagos

tisulares activados por linfocinas parecen ser particularmente

poterites para matar larvas de esquistosoma in vitro (Bout vy

cols., 1981). Similarmente, eosindfilos de ratdn pueden ser

aclt.ivados para matar huevos de esquistosoma 1in  viktro por




linfocinas distintas a las involucradas en la activacién de
macréfagos (Colley, 1973). EL papel in vivo de estas respuestas
mediadas por células en la inmunidad a pardsitos es apoyada por
una sdlida evidencia. Por ejemplo, experimentos efectuados con
ratones endocriados que tenian un defecto en la produccidn de
linfocinas v en la activacidn de macrdéfagos, mostraron ser mas

susceptibles a la infeccidn con Leishmania major (Fortier vy

cols., 1984) y fueron incapaces de desarrollar inmunidad contra

Schistosoma mansoni inducida por vacunacidn (James y cols.,

1984) .

4. Evasién de la respuesta inmune

Una de las caracteristicas distintivas de las
infecciones parasitarias es su longevidad o cronicidad, & pesar
de la inmunidad que inducen. Las estrategias adoptadas por los
pardsitos para evitar la eliminacidén por sus hospederos son
numerosas y dependen de su sitio de colonizacidn y de su relativa
exposicidén al medio ambiente hostil del hospedero. Estas
estrategilias pueden abarcar desde la explotacidén de la
inmunocompetencia hasta la manipulacidén de la respuesta inmune
especifica (Sher y Colley, 1989).

Las consecuencias inmunoldgicas de la cronicidad son de
fundamental importancia. La sobrevivencia de logs pardasitos en un
medio ambiente hostil, los obliga a desarrollar mecanismos
capaces de evadir o controlar las respuestas inmunes del

hospedero. Las estrategias de evasidén son de gran interés ya que

i



contribuyen a la resistencia de los pardsitos a la inmunidad
inducida por la vacunacidn. Por otro lado, la estimulacidn
antigénica prolongada que ocurre en los parasitismos crdnicos,
tiene consecuencias inmunoregulatorias importantes, en términos
de la carencia de respuestas inmunes especificas o de respuestas
generalizadas del individuo parasitado. Muchas infecciones
parasitarias, especialmente por protozoarios, estdn asociadas con
supresidn gencralizada de la respuesta inmune. Muchas de las
lesiones patoldgicas inducidas por los pardsitos, pueden ser
atribuidas a la respuesta inmune del hospedero, La
inmunoregulacidn es también central para el entendimiento de la

inmunopatologia observada en las enfermedades parasitarias (Sher

y Colley, 1989).

5. Inmunosupresidén en enfermedades parasitarias

Se ha observado gque en muchas enfermedades
parasitarias, se producen alteraciones de la respuesta inmune,
que afectan la respuesta especifica hacia el pardsito, o bien
conducen a una disfuncidn general del sistema inmune. Williamson
y Greenwood (1978) observaron que los nifios con malaria aguda,
tienen una respuesta inmunodeprimida a la wvacunacidn contra
fiebre tifoidea, tétanos y meningoencefalitis por meningocdco.
Mas aun, Ho vy cols. (1986} reportaron gue la respuesta
proliferativa de linfocitos T de pacientes con malaria aguda o de
individuos convalescientes se encontrd deprimida tanto hacia los

antigenos del parasito como hacia antigenos no relacionados.



Mason y Gwanzura (1990) reportaron que células de sangre
periférica de mujeres con tricomoniasis activa, mostraban
reépuestas proliferativas disminuidas hacia mitdgenos de células
Ty B. Por otro lado, Feldmeier y cols. (1985) encontraron una
inversidn en la proporcidn de poblaciones de linfocitos T4/T8 en
nifios sudaneses con  esquistosomiasis. LOS mecanlsmos
responsables de esta alteracidén no estédn completamente
comprendidos, sin embargo, se ha argumentado frecuentemente que
estos fendmenos inmunosupresores son inducidos por los parasitos
para promover su propia sobrevivencia (Sher y Colley, 1985;
Mitchell, 1991).

Los mecanismos por los cuales se produce la
inmunosupresidén son diversos, en algunos casos se atribuye a
funciones de linfocitos, en otros a celulas adherentes o a
complejos inmunes. En malaria experimental (Weindanz, 1982),
tripanosomiasis africana (Mansfield, 1981) v en enfermedad de
Chagas (Brenner,1980) este fendmeno resulta de alteraciones en
células B, T y en células supresoras adherentes. Un ejemplo de
ésto, es la participacién de células Thy-1* (CDh8 *) en la
supresidn de la produccidn de IL-2 durante la infeccidn con

Trypanosoma cruzi murina, en tanto que los macrdfagos participan

menos activamente en esta regulacidn (Tarleton, 1988). Clayton
vy cols. (1979) encontraron que algunos componentes subcelulares

de Trypanosoma bruceil brucei inducen inmunosupresidn en ratones

y promueven esplenomegalia y gran cantidad de células

inespecificas fornadoras de placa.

9
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La inmunosupresién en infecciones humanas como
tripanosomiasis americana o africana y malaria puede resultar en
una disminucidn de las respuestas humorales (y en menor grado de
las celulares) hacia antigenos no relacionados (Sher y Ottesen,
1988), sin  embargo, las consecuencias clinicas y 1la
interpretacidén de estos decrementos no han sido firmemente
"establecidas.

En leishmaniasis, Howard y cols. (1980) reportaron que

ratones Balb/c infectados con Leishmania Ctropica desarrollaban

células T supresoras especificas y Nickol y Bonventre (1985a)
observaron inmunosupresidén en hamsters con leishmaniasis viceral,
tanto hacia antigenos del pardsito como hacia antigenos no
relacionados, asociada a poblaciones de células T, Estos
investigadores (1985b) también encontraron que, las células de
bazo de ratones con leishmaniasis viceral suprimen las respuestas
proliferativas, de células de bazo de ratones no infectados, a
mitégenos de células T y B, asi como hacia antigenos del
pardsito. Finalmente, identificaron a las células supresoras
como una poblacidn de macrdéfagos. Por otro lado, Petersen vy
cols. (1984) encontraron evidencias en pacientes dominicanos con
leishmaniasis cutédnea difusa, que sugleren que la célula
supresora es el monocito, mientras que en ratones inmunizados

contra leishmaniasis cutdnea (Leishmania major), Dhaliwal v cols.

(1985) encontraron deprimidas las respuestas de hipersensibilidad
de tipo retardado a antigenos relacionados asociada a células T

supresoras.
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En lo que se refiere a la inmunosupresién por complejos
antigeno-anticuerpo. Los resultados de Cox y Hayes (1985)

trabajando con plasma de ratas infectadas con Plasmodium

chabaudi, sugieren que los complejos antigenco-anticuerpo son los

responsables de la supresidn sobre linfocitos de bazo productores
de anticuerpos. En esquistosomiasis, Attallah y cols. (1979)
observaron que tanto los complejos inmunes como las células
supresoras contribuyen a la supresién observada en la
esquistosomiasis aguda murina. Cottrell y cols. (1980) también
sugieren que los complejos inmunes del suero de monos infectados

con Schistosoma mansoni son los responsables de la supresidn.

6. Inmunosupresidn en infecciones por taenidos

Las infecciones por taenidos también han sido asociadas
con una depresidn de la respuesta inmune del hospedero. En
cisticercosis experimental, Good y Miller (1976) encontraron
depresidén de la respuesta primaria y secundaria hacia eritrocitos
de carnero, en ratones con infeccidn intraperitoneal por Taenia

crassiceps. Mas aun, Willms y cols. (1980} observaron que

después de implantar metacéstodos de Taenia solium en la cavidad
P

peritoneal de ratones, sus linfocitos mostraron una respuesta
deprimida a Concanavalina A. Similarmente, los sobrenadantes de

metacéstodos de “Taenia taeniaeformis pueden disminuir la

respuesta proliferativa inducida por mitdgenos y la produccidn de
IL-2 por células de bazo de rata (Burger y cols. 1986). Rakha

vy cols. (1991la, 1991ib) han sugerido que eslos efectos parecen
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estar mediados, al menos en parte, por los macrdfagos como
células presentadoras de antigeno., En nuestro laboratorio, hemos
encontrado una disminucién en la cantidad de linfocitos T y B
formadores de rosetas en cerdos naturalmente parasitados por
metacéstodos de T. sgolium (Tato vy cols., 1987). Esta
inmunodepresidn fué particularmente marcada en la poblacidn de
células T cooperadoras y fué proporcional a la magnitud de la

carga parasitaria (Molinari y cols., 1987).

7. Productos de excresidn y secresidn de helmintos mediadores de
inmunosupresidn

Se ha propuesto que los productos de excresidn vy
secresidn de helmintos contribuyen a las estrategias de evasidn
inmune de los pardasitos a traves de mecanismos como: la
liberacidén de moléculas de superficie unidas o no a ligandos o a
células del hospedero; la alteracidn de las funciones de
macrofagos, linfocitos Yy granulocitos; y la modulacidn del
complemento y de otras respuestas inflamatorias del huésped
(Lightowlers y Rickard, 1988). La liberacién activa de antigenos
de la superficie de helmintos puede ser importante en la relacidn
hospedero-pardsito yva sea a través de estimular el sistema inmure
y/o de eliminar ligandos del hospedero unidos a la superficie de
los parasitos.

Los anticuerpos unidos a la superficie son facilmente

eliminados en las esquistosdmulas de Schistosoma mansoni

(Samuelscn y Caulfield, 1982) vy de gusanos adultos (Kuscl vy
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cols., 1975). MclLaren y cols. (1975) y Goldring y cols. (1977)

observaron que a los pocos dias de desarrollo in vivo, las

esduistosémulas de §. mansoni mostraban una habilidad reducida
para unir anticuerpos dirigidos contra antigenos de superficie
del pardsito. También se ha propuesto, que la adsorcidn de
moléculas del hospedero en la superficie del parasito contribuye
a la evasidn de la respuesta inmune. ﬁn este sentido, McLaren
(1984) encontrd una correlacidn entre la presencia de moléculas
del hospedero en la superficie del parasito y la reducida

capacidad de éstos para unir anticuerpos anti-pardsito.

Se ha observado que los helmintos también producen
sustancias que modulan el complemento vy otras reacciones

inflamatorias del hospedero. Hammerberg y Williams (1978)

describieron un factor liberado por el metacéstodo de Taenia

taeniaeformis que inicia la fijacidén del complemento tanto por

via cldsica como alterna, conduciendo a una profunda depresidn de
los niveles de complemento circulante cuando es administrado
intravenosamente en ratas. ‘n otro trabajo, Hammerberg y cols.
(1980) reportaron que las fracciones que inhiben el complemento
vy afectan la coagulacidn son glicosaminoglicanos polisulfatados.
Laclette y cols. (1987, 1992) han reportado una proteina del

metacéstodo de Taenia solium, el antigeno B, que se une a Clqg e

inhibe la activacidén del complemento por via clasica. Se ha
encontrado que este antigeno es una paramiosina (Laclette vy

cols., 1991). Camp vy Leid (1982) han reportado la existencia de

——



factores producidos por metacéstodos de T. taeniaeformis que

tienen efectos quimiotdcticos in vitro en eosindfilos vy

neﬁtréfilos. Todos estos hallazgos sugieren que el parasito
modula la respuesta inflamatoria del huésped.

La modulacién de las funciones de macrdéfagos vy
granulocitos por productos del pardsito pudiera potencialmente
regular tanto los mecanismos efectores de la inmunidad celular a
helmintos como la funcidn de los macrdfagos a través del
procesamiento o presentacidn del antigeno y la produccidén de
monocinas. En este sentido, se ha encontrado que proteinasas
secretadas por esquistosomas, i1nhiben indirectamente algunas
funciones de macrofagos. Estas proteinasas hidrolizan IgG libre
o inmunoglebulinas unidas a la superficie de las esquistosdmulas,
produciendo péptidos que inhiben la estimulacidén de los
macrdéfagos, determinada por ensayos de fagocitosis, liberacidn de
enzimas y citotoxicidad mediada por IgE de las esquistosdmulas
(Auriault y cols., 1980, 198la, 1981b). Similarmente, White y
cols. (1992) detectaron proteinasas liberadas por metacéstodos de

Taenia seolium que digieren hemoglobina e IgG humanas entre otros

sustratos y sugieren gue estas enzimas proteoliticas pueden ser
importantes para la sobrevida del parasito en el hospedero
intermediario; tanto para la provisidn de nutrientes, como para
la digestidén de moléculas que participan emn la respuesta inmune.

En lo gue se refiere a la supresidn de funciones de

linfocitos 1in vitro o su inmunoreactividad reducida, se ha

encontrado que productos de excresidon o secresidn de Taenia

14
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taenliaeformis Ltienen efectos i1inhibidores de la funcidn de

linfocitos in vitro a través de la induccidn de poblaciones de

células supresoras (Burger y cols., 1986). Dessaint y cols.

(1977) reportaron factores liberados por $. mansoni que son

inhibidores de la proliferacidén de linfocitos inducida por
mitdgenos y que son termoestables, dializables y de bajo peso
molecular‘(SOO—l,OOO d). Por otro lado, Yin Foo y cols. (1983)
encontraron un factor inmunosupresor producido por microfilarias

de Onchocerca gibsonl que también es termoestable, dializable y

de peso molecular menor de 10 Kd. Mientras que, Leiva y Lamnie
(1989) reportaron que extractos solubles de microfilarias de

Brugia pahangi suprimian la produccidén de linfocinas inducida en

células de ndédulos linfaticos por mitdgeno.

En nuestro laboratorio, hemos encontrado un factor
producido por metacéstodos de T. solium que es dializable a
través de membranas Spectrapor que excluyen moléculas de menos de
3.5 Kd y que tiene un efecto depresor en la respuesta de ratones
a la wvacunacién contra fiebre tifoidea murina, cuando es
inoculado con la vacuna (Molinari y cols., 1989).

Toda esta informacidén, nos permite observar gue la
interaccidn hogpedero-pardsito presenta diversas modalidades para
cada pardsito especifico, lo que hace importante el estudio de
cada parasitosis. En lo que se refiere a la relacidn hospedero-
parasito en teniasils, sabemos que el parasito induce estados de
inmunosupresion en el hospedero intermediario, que el metacéstodo

in vitro libera sustancias que inducen depresidon in vivo o




antigenos no relacionados, sin embargo no hay mucha informacidn
de como el pardsito regula la respuesta inmune del hospedero, ni
qué célula(s) interviene en la supresidn. Esta parasitosis tiene
relevancia ya que causa enfermedad grave en el hombre y pérdidas
7 ' [ ] Vd
econdnmicas importantes a los criadores de cerdos, de ahi nuestro
interés por seguir estudiando la modulacidén de la respuesta

inmune por el metacéstode de Taenia solium.
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II. HIPOTESIS

S1 el factor de bajo peso molecular producido por los

metacestodos de Taenia solium es capaz de inducir depresidn de la

respuesta de los ratones a la vacunacidn contra fiebre tifoidea,
entonces este factor debe producir efectos de inhibicidn de 1la

proliferacidn in vitro de alguna poblacidn de células de bazo de

ratones inducida por mitdgenos de células T.

Si el factor de cisticerco es capaz de inducir
depresidn en ratones, entonces se espera que también deprima la
respuesta proliferativa de linfocitos humanos a mitdgenos de

células, vya que el hombre puede ser infectado por este pardsito.
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III. OBJETIVOS

En base en los antecedentes previamente descritos, los
objetivoé de este trabajo son:

1. Determinar el efecto del factor de cisticercos de T.
solium en las respuestas proliferativas, inducidas por mitdgenos,

de linfocitos humenos y de células de bazo de ratdén in vitro.

2. Determinar la poblacidn celular gque es afectada o
que participa en la induccidn de la supresidn.

3. Caracterizacidén del factor de cisticercos por
ensayos fisicoquimicos (estimacidn de peso molecular,
susceptibilidad al calor y sensibilidad a la digestidn con

diferentes enzimas).

18
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IV. MATERIAL Y METODOS.

1. Animales
Los cerdos naturalmente parasitados con metacéstodos de

Taenia solium se obtuvieron en el estado de Guerrero, se trajeron

a la Ciudad de México y se mantuvieron con agua y alimento ad-

libitum hasta su sacrificio.

Los cerdos sanos que se utilizaron como testigos,
fueron hibridos (F-1) de las cepas Yorkshire y Landrase que se
compraron en una granja controlada de la Facultad de Medicina
Veterinaria vy Zootecnia y se mantuvieron en las mismas
condiciones que los parasitados hasta su sacrificio.

Los ratcones que se utilizaron en los experimentos de
transformacidén blastoide fueron de la cepa Balb/c machos vy

hembras de 20-25 gr.

2. Obtencidn de metacéstodos

Los cerdos cisticercosos se sacrificaron con choque
eléctrico, se destasaron y se llevaron las piezas de carne al
laboratorio, donde se revisaron por cortes finos para disecar
cuidadosamente los metacéstodos de T. solium, los que se
depositaron en un vaso de precipitados que contenia agua

destilada estéril.
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3. Determinacidén de la viabilidad de los metacéstodos

La viabilidad de los metacéstodos se determind
siéuiendo el método descrito por Cafiedo y cols. (1982). Se
tomaron de 50 o 100 metacéstodos y se depositaron en una caja de
petri con 30 ml de RPMI que contenia 0.1% de tripsina y dextrosa
(4 mg/ml) y se incubaron a 37°C en una atmdésfera con 5% de CO,

durante 2 hs. Se contaron los escdlices que evaginaron y se

observdé la movilidad que presentaban.

4. Obtencidn del factor de metacéstodo de Taenia golium (F,)

Los metacéstodos disecados se incubaron a temperatura
ambiente en el agua destilada estéril durante 4 hs y después se
separaron por filtracidén. El liquido filtrado se liofilizd con
el fin de disminuir el volumen. Después, el material se
resuspendidé en 20 ml de agua destilada estéril y se dializd,
utilizando una membrana que excluye moléculas con pesos
moleculares menores de 3.5 Kd (Spectrapor), contra agua destilada
estéril durante 24 hs, El material fuera de la membrana se

liofilizé y se denomind "factor de metacéstodo" o "F,".

5. Determinaciones Bioquimicas
Con el fin de poder cuantificar el F,, se le determind
la concentracidn de proteina y ARN utilizando el método de Lowry

(1951) y orcinol (Ashwell, 1957) respectivamente.

6. Bfecto del factor sobre poblaciones celulares

20
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Con la finalidad de saber si el factor obtenido de

metacéstodos de Taenia solium tenia efecto sobre la proliferacidn

de células in vitro se realizaron experimentos de transformacidn

hlastoide tanto en linfocitos humanos como en células de bazo de

ratones Balb/c.

Obtencidén de linfocitos humanos

LLos linfocitos de humano fueron donados por una sola
persona para todos los experimentos, se aislaron de 20 ml de
sangre periférica siguiendo el método descrito por Boyum (1968).
Se depositaron cuidadosamente 3 ml de sangre sobre 3 ml de
Histopaque 1077 (Sigma), se centrifugd a temperatura ambliente en
centrifuga clinica a 1500 rpm durante 30 min. Después de la
centrifugacidén, se aspird cuidadosamente con una pipeta pasteur
el sobrenadante superior hasta 0.5 cm de la interfase opaca que
contenia las células mononucleares y se elimind. La interfase
opaca, se transfiridé a un tubo de centrifuga, se completd el
volumen a 10 ml con RPMI y se centrifugd a 1500 rpm durante 10
min. El sobrenadante se elimind y se repitid el lavado una vez
mas. 1l paquete celular se resuspendidé en RPMI completo que
contenia 10% de suero fetal 1nactivado (Gibco), penicilina
(100,000 U/ml) vy estreptomicina (100 pg/ml) (Sigma). La
viabilidad de las células se estimd por exclusidn del azul de
tripano.

Transformacidn blastoide con linfocitos humanos

La concentracidn celular que se usd por cultivo fue de

5 x 10° c¢élulas/0.1 ml en RPMI . Se agregaron a cada cultivo:
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100 pul de RPMI completo, o 100 il de Fitohemaglutinina "M" (PHA)
(400 pg/ml), o 100 pl de PHA mas 2001 de diferentes
concentraciones de F, (30, 3y 0.3 pg/20 pl), o 100 pl de PHA méas
20 1l de diferentes concentraciones del F, digerido con ARNasa
(30, 3 y 0.3 pg/20 pl). Los volimenes de cada pozo se ajustaron
a 120 Ul con RPMI completo. Todos los tratamientos se hicieron
por triplicado. Los cultivos fueron incubados a 37°C y con 5% CO,
durante 72 hs. Después de este tiempo de incubacidn, las células
se marcaron con 1 HCi de timidina tritiada por cultivo y se
incubaron por 17 hs mds. Las células se cosecharon después de
esta segunda incubacidén en papel filtro de microfibra de vidrio
(Whatman 934AH), se secaron v la radiactividad se midid en un
contador (Packard Tri-Carb 300) por espectroscopia en 7 ml de
liguido de centelleo (que contenia 19.6 gr de PPO v 0.4 gr de
POPOP en 3 1t de tolueno y 500 ml de etanol).

Transformacidn blastoide con células de ratdn

Se realizaron cultivos de células de bazo de ratdn a
los que se les agregd Concanavalina A (Con A) y F, a diferentes
concentraciones. En un experimento tipico, se extrajeron los
bazos de ratones Balb/c los que se recibieron en medio de RPMI,
se perfundieron utilizando una jeringa estéril de 5 ml para
obtener las células. Las células se transfirieron a un tubo de
centrifuga de 50 ml, se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10 min,
el sobrenadante se elimindé vy las células se resuspendieron en 5
ml de RPMI completo. La viabkilidad de las células se estimd

por exclusidn del azul de tripao, las células se contaron y se
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ajustd la suspensidn a 5 x 10° células/ml. Se depositaron 100 pl
de esta suspensidn (5 x 10° células) en cada pozo de una caja de
microcultivo de 36 pozos (Costar). Se agregaron a cada pozo 100
Hl de RPMI completo o 100 pl de Con A (5 Hg/ml), o 100 pl de Con
A + 20 Ul de F, en cada una de las siguientes concentraciones:
10, 5 &6 1 ng/20 pl, se ajustd el volumen de cada pozo a 120 ul
con RPMI completo. Todos los tratamientos se hicilieron por
triplicado. Las células se incubaron durante 48 hs a 37°C en un
ambiente con 5% de CO, . A las 48 hs, las células se marcaron
con timidina tritiada (1 pCi/5 pnl de RPMI completo) y 18 hs
después se cosecharon en papel filtro de microfibra de vidrio
(Whatman 934-AH) y se dejaron secar. Una vez que los papeles
filtros estuvieron secos, se transfirieron a viales de centelleo

que contenian 7 ml de liquido de centelleo, se agitaron y se

-

leyeron en un contador de radiactividad Packard Tri-Carb 300, En

cada experimento se usaron grupos de 4 ratones.

7. Determinacién de la poblacidén celular afectada por el F,

Para determinar que poblacidn era afectada por el I, se
realizaron cocultivos de <¢élulas de bazo de ratones Balb/c
singénicos. Con el fin de comprobar que los ratones de nuestra
cepa eran singénicos, realizamos Lransplantes de piel entre
algunos de ellos.

COCULTIVO DE MACROFAGOS Y LINFQCITOS

Obtencioén de macréfagos

La obtencidn y mancio de macrdofagos, se realizd en



condiciones de asepsia y esterilidad. El peritoneo de ratones
Balb/c¢ se lavdé con 5 ml de RPMI que contenia 100 U de
heéarina/ml, la suspensidn celular se transfirid a un tubo de 15
ml y se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min, el sobrenadanate se
desechdé y las células se lavaron una vez con RPMI por
centrifugacidn. El sobrenadante se elimindé vy las células se
resuspendieron en 3 ml de RPMI completo, se estimd la viabilidad
por exclusidn del azul de tripano vy la poblacidn se ajustd a 5 x
10% células/ml.
En una caja de cultivo de 96 pozos, se depositaron 100
Ll de macroéfagos/pozo y por triplicado. Se afadieron 100 pl de
RPMI completo & 100 pl de dosis crecientes de F, (10, 5 &
lpng/pozo) y se incubaron durante 24 hs a 37°C, en presencia de
una atmdésfera de CO, al 5%.
Obtencién de linfocitos
Para realizar los cocultivos, se obtuvieron linfocitos
de bazo de ratones Balb/c como ha sido descrito, los que se
separaron por flotacidén en ficoli-hipaque (Histopaque, Sigma).
La suspensidn celular se depositd en una caja de petri estéril
que se incubd a 37°C en una atmdésfera de CO, al 5% durante 2 hs,
con el objeto de depletar la suspensidn celular de macrdfagos.
Después de la incubacidn, las células se aspiraron de la caja de
petri con una pipeta pasteur y se transfirieron a un tubo de 15
ml y se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min, el sobrenadante
se elimind y las células se resuspendieron en 3 ml de RPMI

completo. La viabilidad celular se estimd por exclusidn del azal



de tripano y se ajustd la suspensién a 2.5 x 10° células/ ml.
Cocultivo de macrdéfagos y linfocitos

Después de incubar los macrdéfagos con F,, se aspird el
sobrenadante de cada pozo, todos los pozos se lavaron 2 veces con
200 pl de RPMI mantenido a 37°C, para evitar que las células
adherentes se desprendieran. A cada pozo se le agregaron 100 ul
de la suspensidn de linfocitos, el volumen final se ajustd a 200
M1l con RPMI, las células se incubaron durante 48 hs, se afiadieron
5 pl de RPMI conteniendo 1uCi de timidina tritiada por pozo y se
incubaron otras 18 hs mas. Pasado este tiempo, las células se
cosecharon, se secaron y se contaron como sSe ha descrito

anteriormente,

COCULTIVO DE LINFOCITOS CON LINEFOCITOS

Obtencidén de linfocitos tratados con F,

Los linfocitos de bazo de ratones Balb/c, se obtuvieron
como ha sido descrito y se separaron por flotacidn en Histopaque.
Las células se incubaron a 37°C en un ambiente de CO, al 5%
durante 2 hs en una caja de petri estéril con el objeto de
depletar la suspensidén de macréfagos. Se transfirieron a tubos
de centrifuga estéril vy el sobrenadante se separd por
centrifugacidén a 1500 rpm/10 min v se elimind. Se lavaron las
células con RPMI por centrifugacidn una vez, se resuspendieron
por separado, se les estimdé su viabilidad y se ajustaron las
poblaciones a 5 x 10° células/ml. Se depositdéd 1 ml de la

suspension celular por pozo en una caja de cullivo de 6 pezos
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suspensién celular por pozo en una caja de cultivo de 6 pozos
(Costar), se les agregd RPMI & diferentes concentraciones de F,
(100, 50 o 10 pg/pozo) y el volumen se ajustd a 2.5 ml por pozo
con RPMI completo. Las células se incubaron 24 hs, a 37°C en 5%
CO,.
Cocultivo de linfocitos tratados y linfocitos frescos

Después de la incubacidén con RPMI & F,, las células se
trasfirieron a tubos de centrifuga y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 min, el sobrenadante se decantd y se guardd en
congelacidn para ser probado posteriormente. Las células Se
lavaron 2 veces con RPMI por centrifugacidén, se resuspendieron en
0.5 ml de RPMI completo y se estimd su viabilidad por exclusidn
del azll de tripano, la suspensidn celular se ajustd a 5 x 10°
células/ml. Se depositaron en una caja de cultivo de 96 pozos,
100 Ul de la suspensidn célular por pozo para cada tratamiento y
por triplicado, se les agregaron 100 Ml de linfocitos frescos a
cada pozo, las células se incubaron a 37°C con 5% de CO,.
Después de 48 hs, las células se marcaron con 1 UCi de timidina
tritiada, incubdndose 18 hs més. . Después se cosecharon vy la

radiocactividad se estimd como se ha descrito anteriormente.

8. Esgtudio de la naturaleza del F,

Estudio Espectrofotométrico

Con el fin de saber que tipo de material constituia la

fraccidn F{, se hizo un espectro de absorcidn de 100 a 800 nm.
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Cromatografia del F, en Bio-gel P 6

Para determinar si teniamos mas de un componente en
nuestro factor obtenido de metacéstodos, se realizd una
cromatografia por ultrafiltracidn utilizando un Bio-gel P 6 (Bio-
Rad). Se aplicaron 300 mg de F, en una columna de Bio-gel P 6
(60 x 0,9 cm) v el material se eluyd con agua destilada estéril.
Llas fracciones eluidas, se leyeron a 260 y 280 nm, se mezclaron
por picos, se liofilizaron y posteriormente se les determind su
concentracién de ARN vy se probaron en experimentos de
transformacidn blastoide con la intencién de detectar en que
fraccidén se encontraba la actividad bioldgica.

Digestidn enzimatica del F,

Como el F, mostrd tener actividad bioldgica in vitro

sobre las células de bazo de ratones y yva que las determinaciones
bioquimicas revelaron que tenia tanto proteina como ARN, 20 mg se
digirieron con ARNasa, mientras otro tanto con proteasas para
elucidar en que fraccidn residia la actividad bioldgica.

La digestidn del material de F, con ARNasa se llevéd a
cabo en presencia de inhibidores de proteasas siguiendo el método
descrito por Uchida y Egami (1967) con algunas modificaciones.
Se prepard una mezcla de reaccidn que contenia: 250 pl de Tris
HC1 0.1 M, pH 7.5, 100 tl de ARNasa (Sigma) que tenia 5 mg/ml de
agua destilada (previamente incubada a 90°C durante 15 min), 100
Ml de EDTA 0.01 M, 2 pl de inhibidor de tripsina (100 pg/ml), 20
i1l de p-hidroximercuribenzoato (.001 M) y 20 mg de FF;, en 300 ul

de Tris HCL 0.1 M, pH 7.5, La mezcla de reaccidn ne incubd
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durante 4 hs en barflo maria a 37°C. El material digerido se
dializd durante 18 hs contra agua destilada estéril utilizando
una membrana de dialisis que excluye moléculas de pesos
moleculares por debajo de 3.5 Kd. El material que salid de la
membrana se liofilizd y se guardd en congelacidn hasta su uso.
La digestidn de F, con tripsina y quimiotripsina se
realizd siguiendo el método descrito por Judson y cols. (1987) y
con papaina el descrito por Margni (1980). Las condiciones para
las digestiones fueron las siguientes: 20 mg de F, resuspendidos
en 1.25 ml de amortiguador de fosfatos de sodio 0.02 M, pH 8.0
para tripsina; 7.5 para quimiotripsina y pH 7.0 para papaina y
1.25 ml de cada enzima resuspendida en amortiguador a los pHs
indicados para cada una y a Jlas siguientes concentraciones:
tripsina, 100 pHg/ml; gquimiotripsina, 10 U/ml y papaina, 150
ILg/ml, El amortiguador usado para la digestién de papaina
contenia ademas cisteina (0.01 M) y EDTA (0.002 M). Las mezclas
de reaccidn para tripsina y papaina se incubaron durante 4 hs y
la de quimiotripsina 2 hs a 37°C. Los digeridos se dializaron en
una membrana Spectrapor 3 contra agua destilada estéril durante
la noche y el material fuera de la membrana se liofilizd. Se
incluyeron testigos de las enzimas dializadas en las mismas
condiciones que los digeridos para estar seguros de que los
efectos observados se debieran al efecto de la digestidn sobre el
F,.
Las subfracciones obtenidas de la cromatografia del F,

en Bio-gel P 6, denominadas picos 1 y 2, también se digirieron
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con ARNasa y con tripsina.

El F, fue sometido también a ebullicidén por 10 min,
para conocer si el material que tenia la actividad bioldgica era
estable o no al calor.

Tanto los digeridos con ARNasa como con proteasas, asi
como el material sometido a calentamiento fueron utilizados en
pruebas de transformacidn blastoide para conocer si su actividad
bioldgica se habia alterado por alguno de estos tratamientos.

Analisis de Infrarrojo

Con la intencidn de caracterizar un poco mas el F,, se
le realizd un espectro de absorcidn en infrarrojo en un
espectrofotdémetro Nicolet 5SX.

Electroforesis

Se realizd electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de dodecil sulfato de sodio del F, y de los picos
obtenidos por la cromatografia del material en Bio-gel P 6,
siguiendo el método descrito por Laemmli (1970). Se utilizd un
gel al 14% de poliacrilamida como gel resolvedor vy se tiifié con
bromuro de etidio para detectar la fraccidén de ARN o bien con
nitrato de plata (Oakley y cols., 1980) para proteinas. Para
calcular el peso molecular del F,, se incluyeron estandares de

pesos moleculares: bacitracina (1.5 Kd) y citocromo C (13 Kd).
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V. RESULTADOS

1. Viabilidad de los metacéstodos
Los metacéstodos que se usaron para obtener el factor

tuvieron una viabilidad del 92 al 98%

2. Determinaciones analiticas

El estudio espectrofotométrico del F, mostrd un pico de
absorbancia a 249 nm, sugiriendo que este material puede estar
constituido por acidos nucleicos (Figura 1). El material se
resuspendid en agua destilada, asi es que se le hizo un espectro
de absorbancia al agua destilada como control y no didé ninguna
lectura.

Las determinaciones de ARN resultaron positivas en
todos los lotes, teniendo una concentracidén media de 80Hg 10Uy
por mg de peso seco del factor. La concentracidén de proteina fué
menor teniendo un valor medio de 15Hg 5SHg por mg de peso seco.
De tal forma que utilizamos la concentracidén de ribosa para
cuantificar la cantidad de F, en todos los experimentos

realizados.
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3. Efecto del F, en la proliferacién de 1linfocitos humanos
estimulados con fitohemaglutinina
Con el fin de saber si la sustancia obtenida a partir

de los metacéstodos de Taenia solium tenia actividad bioldgica

sobre poblaciones celulares, se realizaron experimentos de
transformacidén blastoide con linfocitos humanos de sangre
perifériéa estimulados c¢on fitohemaglutinina sola o con
diferentes concentraciones de F, (0.3, 3, o 30Ug), los resultados
se expresan como incorporacidn de timidina en cpm. Los valores
que se obtuvieron en el testigo con RPMI, no aparecen CoOmo barra
va que se restaron de los demas valores. Los resultados de estos
experimentos, mostraron que el F, induce un efecto supresor
significativo (P<0.0l1 para la dosis de 30 Jlg) en la incorporacidn
de timidina tritiada por linfocitos activados por el mitdgeno y
que esta actividad era dependiente de la dosis. Los resultados

de un experimento tipico se pueden observar en la Figura 2.



4. Efecto del F, en la proliferacién de células de bazo de
ratones Balb/c inducida por Concanavalina A

Al probar el efecto de 2 lotes del factor en la
proliferacidén de células de bazo de ratones, se encontrd que el
F, tenia también un efecto supresor significativo (P<0.05, dosis
30 HBg Lote 4/90) en la incorporacidn de timidina tritiada en
células de bazo de ratones Balb/c como se puede observar en la
Figura 3, este efecto fué, como en el caso de linfocitos humanos,

dependiente de la dosis.
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5. Cocultivos de macréfagos y linfocitos

Estos experimentos se realizaron para determinar la
poblacién afectada por el F,, en primer término quisimos saber si
los macrdéfagos tratados con el factor y después cocultivados con
linfocitos frescos en presencia de Con A eran capaces de suprimir
la respuesta al mitdgeno. Se probaron 2 densidades de
linfocitos sin tratamiento: 2.5x10° y 5x10” células por pozo, para
determinar cual era la mds adecuada. No se encontraron
diferencias en los resultados, ya que en ningin caso se observd
supresidén de la proliferacidn de linfocitos, como se puede ver en
la Figura 4. Los sigulentes experimentos se reallzaron con la

densidad de poblacidén mas baja.
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Figura 4. Cocultivo de macrdéfagos tratados con Iy (Lote 2/91) y
linfocitos no tratados de hazo de ratones Balb/c. () 2.5x10°
células por pozo y (F) 5x10° célnlas por pozo.
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Los experimentos de cocultivo de macrofagos tratados
con linfocitos sin ningun tratamiento se repitieron utilizando 2
Lotes de I, (Lote 4/90 y Lote 2/91) y 2 cepas de ratones Balb/c,
la de nuestro laboratorio y la del Instituto de Investigaciones
Biomédicas. Los resultados que se obtuvieron en estos
experimentos fueron consistentes con los experimentos anteriores
Y sSe muestran en la Figura 5 y 6, donde podemos observar que los
macréfagos de las 2 cepas no fueron capaces de inducir supresion
de la incorporacién de timidina tritiada en los linfocitos

estimulados con Con A.
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6. Cocultivo de linfocitos

En los cocultivos de linfocitos de bazo de ratones

Balb/c tratados con F, con linfocitos de animales si ingénicos que

no tenian ningdn tratamiento, se observd supresién significativa

de la incorporacidén de timidina tritiada inducida por Con A

(P<0.01), en las dosis mds altas del lote 4/90 del facltor. Los

resultados de un experimento tipico se pueden observar en la

Figura 7.
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Figura 7. Cocultivo de linfocitos de bazo de ratones Balb/c
tratados con diferentes concentraciones de 2 lotes de F, Y

linfocitos frescos obtenidos de anlmaloa singénicos. (P<0.01 Lote
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7. Naturaleza del factor de metacéstodos
Cromatografia del F, en Bio-gel P 6

Con la intencidn de conocer si1 teniamos mdas de un
conmponente en nuestro material se realizd una ultrafiltracidn, el
perfil de elucidn obtenido en la cromatografia del F, por Bio-gel
P 6 se observa en la Figura 9, donde se puede observar que
obtuvimosl4 picos, las fracciones fueron leidas a 260 y 280 nm,

Yy en la figura se observan ambos perfiles.

2!5 1

2.0

Asg0 260
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31 33 35 37 39 41 43 46 A1 49 5l
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Figura 9. Cromatografia de la ultrafiltracién del F, en una
columna de Bio-Gel P 6. Las fracclones se leyeron a 260nm (o)
Yy @ 280 nm (o),
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Las fracciones 31 a 35 se mezclaron v las 37 a 40

también y se denominaron Pico 1 y Pico 2 resp

ectivamente. El

material de los picos se liofilizé y de les determind su

concentracidén de ribosa. La actividad bioldgica de los picos

se
probd en un  experimento de transformacidédn blastoide con
linfocitos de sangre periférica humana. Los resultados se
muestran en la Figura 10, donde se puede observar que la

actividad supresora se encontré en el Pico 1.
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Figura 10. Incorporacién de timidina tritiada por linfocitos de
sarigre periférica humana inducida por Lntohemaglutlnlna y
tratados con diferentes concentraciones (0. 05, 0.5 v 5 ltg) de las
fracciones obtenidas de la L:omaLoqrafla en Bio-gel P 6.
sola indica la incorporacién de linfocitos + PHA.
punteada: Pico 1 v barras oscuras: Pico 2
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Efecto de la digestidén de F, con ARNasa

Para probar si el ARN era el responsable de la
supresion observada en los experimentos de transformacidn
blastoide realizados con linfocitos humanos, el F, digerido con
ARNasa se probd para ver si la actividad supresora era abrogada.
Los resultados se nmuestran en la Figura 11, donde se puede
observar-que el F, perdid su actividad supresora.

Para determinar si en la fraccién de [F, teniamos
contaminacidn con material proveniente del misculo esquelético de
cerdo que estuviera induciendo la supresidn, se hizd una
preparacidén en la cual en vez de cilsticercos se incubd carne de
cerdo no parasitada en trozos pequeiflos en presencia de agua
destilada estéril durante 4 horas, se separd el sobrenadante por
filtracidn, se disminuyé su volumen por liofilizacidn, se dializd
contra agua destilada estéril en una membrana Spectrapor dJue
excluye moléculas con pesos moleculares menores de 3.5 Kd, se
liofilizd el material y se probd en un experimento de
transformacidn blastoide. En la Figura 11, se puede observar que
esta preparacidén no tuvo efecto sobre la incorporacidn de
timidina tritiada por linfocitos humanos inducida por la
fitohemaglutinina, Jlos valores obtenidos son casi iguales a los

del testigo que solo tenia el mitdgeno.
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Figura 11. Incorporacidén de timidina tritiada por linfocitos
humanos de sangre periférica inducida por fitohemaglutinina y
tratados con diferentes concentraciones de ¥, digerido con ARNasa
(F,d) . TMC = extracto de misculo esquelético de cerdo dializado
en las mismas condiciones que las secresiones de los
metacéstodos. (P<0.01, dosis de 30 pg F,).



Efecto del calor y la digestién con proteinasas y con ARNasa
sobre la actividad biolégica del ¥,.

En lo que se refiere a la sensibilidad del factor de
cisticercos al calor, observamos que la ebullicidn por 10 min no
fué capaz de eliminar la actividad supresora, como lo muestra la
Figura 12, en la cual se puede observar que el valor de la
incorporacidén de timidina fué semejante al observado en el
testigo que solo tenia Concanavalina A.

La digestidn con proteinasas no tuvo efecto sobre la
supresidn inducida por el F,, es mds la digestidén del material
con tripsina y con papaina mejoraron la respuesta supresora,
dando valores de incorporacidn de timidina tritiada
significativamente (P<0.01l) mds bajos que los observados con el
factor sin digerir, con las diferentes dosis probadas. Estos
resultados se muestran en la Figura 12.

Se incluyeron controles, los cuales eran solo las
enzimas ltratadas de la misma forma que las mezclas de reaccidn,
estos controles se probaron en cultivos de células de bazo
estimulados con Con A y se encontrd que dieron lecturas de la
incorporacidn de timidina muy semejantes a las encontradas cuando

solo se ponian las células de bazo con el mitdgeno.

44



F1+PAP

INCORPORACION TIMIDINA ( H} CPM

5 1051 10561 1051 1051 1051
> DOSIS DEL FACTOR (ug)

Figura 12. Incorporacién de timidina tritiada por células de bazo
de ratones Balb/c inducida por Con A en presencia de Fi, Iy
incubado a ebullicidn 10 min,
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En otro experimento, se probd el F, digerido con

tripsina o con ARNasa en presencia de inhibidores de proteasas.

Cuando el F, se tratd con tripsina, se observd un aumentd del

efecto supresor (P<0.01) como se habia observado en el

experimento anterior mientras que, cuando se tratd con ARNasa, s
observd que la supresidén era abrogada, lo cual confirma que
actividad supresora del factor de metacéstodo reside en su

fraccidn de ARN. Los resultados se muestran en la Figura 13.

NN

-------------

Y

- i TR o o v o [, « = = ~ 1

(Miles)

INCORPORACION TIMIDINA ( H) CPM

BB AANAN

F1+RNasa
0 F1+TRIP
20 ./ =
) ’/////////////Con
SAL T 10 1 10 1
DOSIS DELF ACTOH (ug)

Figura 13. Efecto de la digestidén con ARNasa y de la tripsina en
la incorporacidén de timidina tritiada por células de bazo de
ratones Balb/c inducida por Con A en presencia de I, tratado con
tripeina o de IF, tratado con AblNa
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Egspectro de Infrarrojo del F,

—

Bl espectro de infrarrojo del factor mostrd que esta
suétancia tiene gran cantidad de grupos oxhidrilo, carbonilo y
amino, grupos que son compatibles con acidos nucleicos. El
registro del espectro se muestra en la Figura 14, donde el primer

pico corresponde a los oxhidrilos, siendo los grupos mas

abundantes en la muestra, el segundo pico a los aminos y el

-

tercero a los carbonilos.
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Figura 1l4. Espectro de infrarrojo.



DISCUSION
Se ha reportado que algunas sustancias producidas por
pardsitos tienen la capacidad de inducir supresidén de la
respuesta inmune tanto hacia antigenos relacionados como no
relacionados (Dessaint y c¢ols., 1977; Yin Foo y cols., 1983
Burger y cols., 1986; Srour y cols., 1989 vy Molinari y cols.,
1989} . Eh este trabajo probamos un factor de bajo peso molecular

producido por metacéstodos de Taenia solium que induce un efecto

depresor de la incorporacidn de timidina tanto en linfocitos
humanos como en linfocitos de bazo de ratdn estimulados con PHA
y Con A respectivamente, Este efecto se observd que es
dependiente de la dosis.

Los resultados obtenidos del espectro de absorcidn del
F, que mostraron un pico de absorbancia de los 249nm, la
presencia de ribosa determinada por andalisis bioquimicos y la
susceptibilidad de este material a la ARNasa en presencia de

inhibidores de proteasas, sugileren que el factor del metacéstodo

de Taenia solium, con el que estamos trabajando, es un
oligonucledétido de ARN. Los resultados obtenidos en el andlisis
de infrarrojo apoyan esta idea ya que el factor presenta
abundancia de oxhidrilos, carbonilos y aminos, grupos Jgue se
presentan en las moléculas que constituyen los oligonucledtidos.
Sin embargo, para conocer la estructura gquimica seria necesario
realizar un estudio de difraccidon de rayos X, por lo que se
tendria que purificar F, para poder realizar este estudio. Por

otro ladn, el hecho de que este factor se salga de una membrana
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de didlisis que excluye moléculas con pesos moleculares menores
de 3.5 Kd vy que este material pueda ser cromatografiado en un
Bio-gel P-6 cue excluye moléculas mayores de 6 Kd, nos sugiere
que el F, debe tener un peso molecular menor de 3.5 Kd. El peso
molecular aproximado estimado por electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencla de SDS es de 2.9 Kd.

| El hecho de que polirribonucledtidos puedan inducir
supresidn, es similar a lo reportado por Odean y cols. (1991), en
un trabajo calhel que indujeron supresidén de la sintesis de
anticuerpos en ratones con polirribonucledtidos sintéticos (poly
A:poly U y poly A:poly C) inoculados en ratones 1-6 dias antes
del estimulo antigénico. Se encontrd que células adherentes
estaban implicadas en la supresidn. Cuando probaron los
sobrenadantes de estas células tratadas con poly A:poly U
encontraron que contenian gran cantidad de prostaglandina E y que
inducian un decremento significativo en la produccidn de
anticuerpos cuando eran adicionados a cultivos de células de bazo

in vitro.

La depresidn en la incorporacioén de timidina tritiada,
observada tanto en linfocitos humanos como en células de bhazo de
ratén, suglieren que la produccidén de esta sustancia por los

metacéstodos de Taenia solium pudiera modular la respuesta inmune

del cerdo hacia el pardsito, permitiendo asi su permanencia en el
huésped por largos periodos. Estos resultados son consistentes
con la inhibicidn de la proliferacidn de linfocitos por factores

Fand

produsidos por $. mansoni reportada por Dessaint y cola., (1977)



y por la supresidn de blastogenesis de linfocitos de bovinos
inducida por Con A y de humanos inducida por PHA por factores de

bajo peso molecular producidos in vitro por microfilarias de

Onchocerca gibsoni (Yin Foo y cols., 1983). También productos de

excresion y secresidn de Anicgakis simplex y Terranova sp. han

mostrado ser inhibidores potentes de transformacidn blastoide de
linfocitos de roedores inducida tanto por Con A como por

lipopolisacarido (Raybourne y cols., 1983). Letonja y cols.

(1987) sugieren que productos similares producidos por Taenia

taeniaeformis pudieran ser los responsables del decremento de la

habilidad de las células de bazo de ratones susceptibles C3H/He
infectados para responder a la Con A.

Se observd que el F, mientras mds reciente sea, produce
una depresién de las respuestas proliferativas inducidas por
mitdgenos mayor y que su potencia va disminuyendo conforme pasa
el tiempo, esto se puede observar en los resultades de los
experimentos donde probamos diferentes lotes y también ha sido
reportado en los experimentos que se han realizado de su

actividad bioldgica in vivo (Molinari y cols., 1989). Esta

disminucidén en la potencia podria probablemente deberse a
degradacidn del material.

La idea de la modulacidn de la respuesta inmune por
sustancias excretadas por helmintos ha sido apoyada con gran
cantidad de datos experimentales. Leid y cols. (1984) vy Suquet
y cols. (1984) encontraron una sustancia producida por Taenia

taceniacformis  (un inhibidor de proteinasa) que ticene un peso
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molecular de 19.% Kd por electroforesis y de 9.5 Kd por
cromatografia y que es capaz de suprimir la proliferacidn de
esplenocitos de rata inducida por mitdgeno. Burger y cols.

(1986) probaron un producto secretado in vitro por T.

taeniaeformis, que contiene glucosaminoglicano, que induce

+

inhibicidn de la proliferacidn inducida por Fitohemaglutinina y
Concanavalina "A" en esplenocitos de ratas normales y que inhibe
la produccidn de interleucina 2 (IL-2), estos investigadores
suglieren que esta sustancia induce una poblacidn de células
supresoras que pudieran estar inhibiendo la produccidn de IL-2,
la cual pudiera conducir a la inhibicidén de la diferenciacidn y
proliferacidn de linfocitos T citotdxicos especificos, los cuales
pudieran participar en la respuesta inmune contra el metacéstodo
de este pardsito.

En los cocultivos, encontramos consistentemente que las
células responsables de la depresidén de la incorporacidn de
timidina tritiada inducida por Con A en células normales de bhazo
de ratbnes singénicos eran los linfocitos, ya que en los
cocultivos de células adherentes tratadas con F, y linfocitos
depletados de células adherentes no se observd depresidn de la
respuesta a la Con A, mientras que, cuando se cocultivaron
linfocitos depletados de c¢élulas adherentes con linfocitos

normales, se encontrd supresidn de las respuestas proliferativas

inducidas por la Con A. Estos resultados son apovados por los
reportados por Letonja vy cols. (1987), quienes reportaron

evidencias de cque la falte de respuesta de linfocitos de bazo de
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animales infectados con metacéstodos de Taenia taeniaeformis a un

mitdgeno de c¢élulas T, se debe a una poblacion de células no

adherentes. Mas aun, Baltar y cols. (1991) reportaron que

ratones infectados con larvas enquistadas de Trichinella spiralis

mostraban respuestas inmunes deprimidas a antigenos del parasito;
en experimentos de transferencia adoptiva de células usando
ratoﬁes receptores letalmente irradiados, ellos encontraron que
la funcidén de los linfocitos se encontraba alterada en los
animales infectados, pero que esta alteracidn no era permanente.
Estos investigadores sostienen la hipdtesis de que esta depresidn
especifica de antigeno es debida a un agente soluble producido

por Trichinella, y la apoyan con experimentos en los que la

depresidn puede ser inducida en ratones no infectados por la
inyeccidn de suero de ratones infectados. Por otro lado, Kizaki
y cols. (1991) encontraron que las respuestas proliferativas y la
produccidén de IL-2 inducida por Con A en células de bazo de
ratones Balb/c¢ fueron significativamente deprimidas en estados

tempranos de la infeccidn con protoescolices de Echinococcus

multilocularis. Por andlisis de citometria de flujo encontraron

incrementadas las células CD8MY (células supresoras, citotdxicas)
en ratones infectados, la adicidén de estas células a células de
bazo normales resultd en una marcada supresidn de las respuestas
a Con A.

En este trabajo, se realizaron también experimentos de
transformacidén blastoide con linfocitos de sangre periférica,

separados por Histopague, como se ha cesorito en matoriales y



métodos, de cerdos masivamente parasitados con metacéstodos de T,
solium con la finalidad de conocer si los animales cisticercosos
eséaban inmunodeprimidos. Se 1ncluyeron experimentos con
linfocitos de sangre periférica de 6 cerdos sanos.

Los experimentos nos mostraron que los linfocitos de
cerdos parasitados presentan respuestas deprimidas de la
incorporacién de timidina tritiada inducida por Con A en
comparacidén con los linfocitos de sangre periférica de animales
normales. Observamos también que la supresidn era dependiente de
la carga parasitaria, es decir, a mayor carga parasitaria mayor
supresidn., Los resultados de estos experimentos se muestran en
la Figura 15, donde la primera barra es el promedio de la
incorporacidén de timidina tritiada de los linfocitos de cerdos

normales, mientras que los cerdos cisticercosos estdn expresados

individualmente.
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Figura 15. Proliferacién de linfocitos de sangre periférica de
cerdos parasitados con metacéstodos de Taenia solium vy de cerdos
sanos inducida por Con A. Las barras negras correspenden a los
cerdos cisticercosos, mientras que la barra punteada es el
promedio de la incorporacidn de timidina tritiada de 6 cerdos
controles.

Estos resultados son congruentes con lo descrito en
reportes previos donde observamos que cerdos naturalmente

parasitados con metacéstodos de Taenia solium tienen porcentajes
]

de células T por debajo de los valores normales y que ese
decremento es inverso a la intensidad de la carga parasitaria

(Moliutari y cols., 1787 v Tatc v aola., 1997)
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El estado de inmunosupresidn que encontramos in vivo en
los cerdos puede ser en parte debido a la presencia del factor de
cisticercos que reportamos en este trabajo, va que, en
experimentos Previos realizados en nuestro laboratorio,

encontramos que al inocular ratones con vacuna tifoidica y F,

previamente al desafio con Salmonella typhimurium, se alteraba la

respuesta inmune hacia los antigenos de la Salmonella. Mas aun,

los animales gue solo habian sido inoculados con F,, presentaban
mayor mortalidad que los animales testigos. Estos resultados se
pueden observar en la siguiente grafica, donde se ve que los
animales inmunizados con 2 dosis de 40 Hg cada una de vacuna
tifoidica tuvieron una sobrevida del 100%, mientras que los
animales inmunizados e inoculados con 2 dosis de 100 pg cada una
de F,, tuvieron una sobrevida del 30%. También podemos observar
que los animales testigo tuvieron una sobrevida del 50%, en
comparacidén con los animales que antes de la infeccidén fueron
inoculados con 2 dosis de 100 lg de F, cada una y que tuvieron

una sobrevida del 20%.
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Molinari, J.L., y cols., Rev. Lat-amer. Microbiol. 31:327-333,
1989.

El mecanismo por el cual los linfocitos tratados con el

factor obtenido de metacéstodos de Taenia solium inducen

supresidén sobre otras células pudieran ser de diferentes tipos:
a través de mediadores solubles o bien produciendo alteraciones
cromosémicas en las células.

El papel de las citocinas en la regulacidén de la
respuesta Iinmune en parasitosis esta bien documentado. En

infecciones por Trypanosoma cruzi, el estudio se ha centrado en

la IL-2 no solo por ser un factor de crecimiento de células T
sino también debido a que su produccidn es severamente suprimida

56



suprimen la expresidn de receptores para IL-2 de alta afinidad en

células humanas, cuando éstas son cocultivadas in vitro con el

parasito y activadas por PHA (Kierszenbaum y cols., 1989 y 1991
y Beltz y cols., 1989). Sin embargo, en experimentos de

infeccidén in vivo, Pakianathan y XKuhn (1992) no han encontrado

diferencias significativas en el porcentaje de c¢élulas que
expresan.receptores para IL-2, ni que las células T presenten
supresidn en su habilidad para expresar receptores para IL-2, lo
que encontraron en el suero de los ratones infectados con T.
cruzi fueron niveles incrementados de receptores para IL-2
solubles. A nivel celular, las células T CD8 tienen la
principal influencia en la produccidn de IL-2 en este sistema
(Tarleton, 1990). Todos estos i1nvestigadores sugieren que la
participacidén de la IL-2 y de la expresidén de sus recepltores
puede ser importante en la inmunosupresidn observada en
enfermedad de Chagas aguda vy en la enfermedad del suefio. Para
investigar si, en nuestro modelo, el factor estd afectando la
produccidén de IL-2 tendriamos al menos que probar los
sobrenadantes de la 1incubacidén de linfocitos con el F, para
buscar la actividad de esta interleucina, asi como determinar su
presencia en los sobrenadantes.

Parece ser que en infecciones por helmintos vy
protozoarios las células CD4' llevan a cabo la mayoria de las
funciones regulatorias, aunque también participan en las
efectoras. La reciente subdivisidén de las c¢élulas CD4' en 2

subpoblaciones Thl vy '"h2 de acuerdo a las diferencias en la

0/



expresidn de citocinas ha sentado bases importantes para el
entendimiento de las miltiples funciones de estas células (Sher
y Coffman, 1992). Hay evidencia substancial que apoya que las
respuestas de resistencia o cronicidad de ratones Balb/c

infectados con Leishmania major representan el desarrollo de

respuestas de Thl y Th2 respectivamente. Por ejemplo, los

linfocitos CD4*' de ratones Balb/c¢ con infeccidn crdnica por

Leishmania contienen niveles significativos de ARNm para IL-4
(Th2) pero poco ARNm para interferon-t (IFN-t) (Thl), mientras
que células de ratones infectados de una cepa resistente
(C57/BL6) o Balb/c tratados con anti-CD4' contienen niveles mds
altos de ARNm para IFN-T pero no ARNm para IL-4 (Heinzel y cols.,
1989, 1991). Lbs tipos de respuestas inmunes prominentes en los
ratones infectados que se curan y los que no, apoyan esta
conclusidén; los animales que controlan su infeccidn tienen
fuertes respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado y
pobres respuestas de anticuerpos (Liew, 1989), mientras que los
que desarrollan enfermedad crdnica, tienen fuertes respuestas de
anticuerpos y niveles muy altos de IgE (Heinzel vy cols., 1989),
pero no hay respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado
(Liew, 1989). Entonces, parece existir una regulaciédn cruzada de
las subpoblaciones mediante sus citocinas, va que los ratones que
eliminan la infeccidn tienen una fuerte respuesta de células Thil
y los que presentan enfermedad crdnica tienen una fuerte
respuesta de células Th2; de tal forma que los macrdfagos que son

capaces de matar a las  leishm ajas  son  estimulados més



efectivamente por interferdn T in vivo @ in vitro, mientras que

IL-3 e IL-4 pueden inhibir esta activacidn y la IL-10 inclusive
puéde ser un inhibidor de la produccidén de IFN-T por las células
Thl (Sher y Coffman, 1992).

En infecciones de ratones con helmintos como S. mansoni

o Nippostrongilus brasiliensilis, Ctambién se ha observado esta

diferencia en la produccidn de citocinas por las subpoblaciones
de células T cooperadoras. Estudios realizados en ratones
infectados c¢on estos helmintos, para ver la respuesta de
citocinas de sus células CD4' han revelado que hay altos niveles
de IL-4, IL-5 e IL-10 en ausencia de produccidn apreciable de IL-
2 e IFN-T. Proporciones similares de citocinas se han observado
cuando las mismas células son estimuladas con mitdgenos, lo cual
sugiere que hay una alteracidn generalizada en la funcidn de los
linfocitos en los animales infectados (Finkelman y cols., 1991).
Es posible que los pardsitos modulen mediante sus
secresiones la‘diferenciacién o la funcidén de las células T, en

este sentido, Olsson y cols. (1992) han reportado que Trypanosoma

brucei libera una molécula difusible que induce a las células
CD8' a producir IFN-T y sugieren que esta citocina pudiera
modular eventos en la respuesta inmune del hospedero.

Por otro lado, Sztein and Kierszenbaum (1991) han
reportado un factor soluble, no dializable obtenido de

Trypanosoma brucel rodhesiense que suprime la linfoproliferacidn

y la expraesidn del receptor para IL-2, encontraron que este

factor rvita la progresidn de linfocitos humanos activadoes a

ESTROTESIS HE  BERE
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través del ciclo celular, sugiriendo que esta alteracidn de los
linfocitos inducida por el parasito pudiera estar asociada con la
inmunosupresidén observada en pacientes con enfermedad del suefio.
En un estudio disefiado para evaluar la genotoxicidad
de una droga usada para el tratamiento de cisticercosis, Flisser
Yy cols. (1990) observaron la presencia de dafilo genético
(poliploidia v rompimientos de cromosomas) en linfocitos
cultivados de pacientes y de cerdos cisticercosos, asi como un
decremento en la proliferacidén de los linfocitos humanos. Los
autores sugieren que la parasitosis estda promoviendo dafio
genético en los linfocitos del hospedero, lo cual en parte podria
explicar el retardo en la proliferacién de los linfocitos
observada en pacientes con cisticercocis. En experimentos
realizados en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, se ha
observado que el factor de metacéstodo que en esta tesis se
reporta ha transformado fibroblastos de embridén de hamster sirio
en cultivo (Herrera y cols., 1993, datos no publicados), lo cual
sugiere que el pardsito pudiera estar produciendo inestabilidad
genética en las células del hospedero a Lravés de productos de
secresidn, lo que pudiera resultar en efectos de inmunosupresidn
y de transformacidn maligna de las células hlanco. De hecho se ha
sugerido una posible correlacidn entre cisticercosis y cancer, ya
que en un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria
en México, Ridaura (1987) encontrdé que en autopsias realizadas a
18 nifios con neurocisticercosis, el 22% habia desarrollado

leucemias o linfomas. Mas aun, Villagran y Olvera {(1988) on un
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estudio realizado en el Hospital General de México, reportaron
gque en 481 autopsias de casos de cisticercosis, e1‘20.9% estaba
asociado con neoplasmas malignos. No s sorprendente que
oligonucledtidos de ARN puedan transformar células de embridn de
hamster en cultivo, yva que Hamada y cols.“(1989) y Hamada vy
Mizuno, (1992) han observado transformacidén y formacidn de

aberraciones cromosdmicas en células de roedores inducidas por

moléculas de ARN pequerias in vitro.

Para saber a nivel molecular, los efectos que el factor

de metacéstodo de Taenia solium ejerce sobre los linfocitos es

necesario en primer lugar hacer un estudio sobre las poblaciones
de linfocitos en que actia y si induce produccidn de linfocinas
gque pudieran estar modulando la respuesta del hospedero. Es
necesario también investigar, si este factor es responsable de la
inmunosupresidén observada in vivo y del dafio genético observado
en linfocitos de animales infectados. Por lo gque conocemos hasta
ahora, el factor es un buen candidato como participante en la
modulacién de la respuesta inmune del hospedero hacia el

pardsito.



VII. CONCLUSIONES

a) Se observd que el factor del metacéstodo de Taenia
solium tiene la capacidad de inhibir la proliferacidn de
linfocitos tanto humanos como de ratones Balb/c.

b) Se observd que la célula que participa en la
supresidn inducida por el F, es el linfocito,.

c) Todas las evidencias que se encontraron en este

trabajo apoyan la idea de gue el F, es una ARN pequefio.
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