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RESUMEN

Los metacéstodos de T. solium permanecen vivos durante largos periodos en los tejidos
del hospedero. En cisticercosis humana y porcina, los metacéstodos vivos se encuentran
rodeados de una escasa o nula reaccion inflamatoria (periodo asintomatico de la
enfermedad) sin embargo, cuando envejecen, la reaccion inflamatoria aumenta y destruye
al parasito (periodo sintomatico). El periodo asintomatico sugiere modulacion negativa de
la respuesta inmune por el parasito. En este sentido, se han descrito moléculas
producidas por el parasito que regulan la respuesta inmune del hospedero, el factor de
metacéstodos (FM) es una de ellas. Experimentalmente, el FM disminuye la inflamacion
alrededor del parasito, las respuestas humorales y celulares especificas y no especificas,
y la produccién de citocinas in vitro, esta constituido por una fraccion supresora (F1) y una
estimuladora (F2) de la proliferacion de linfocitos T inducida por Con A. El propésito de
este trabajo fue, determinar el efecto in vivo de la fraccién F1 y de la implantacion de
metacéstodos sobre la expresion de CD25 y la expresion y produccion de citocinas en
linfocitos murinos CD4" y CD8" durante los primeros dias de ambos tratamientos.
Adicionalmente, se correlacionaron estos resultados con la reaccién inflamatoria alrededor
de los metacéstodos implantados. La expresion de CD25 fue determinada por citometria
de flujo y la expresion y produccion de citocinas se estimaron por RT-PCR vy citometria de
flujo respectivamente, 12 dias después de la implantacion o 4 dias después de la ultima
inoculacion de la fraccién F1 (5 dosis). Los resultados del RT-PCR mostraron que las
células de los 2 grupos experimentales expresaron RNAm para IFN-y, IL-2 e IL-4. EI
andlisis de citometria de flujo mostrd que, células CD4* y CD8" de ratones implantados o
tratados con la fraccion F1 presentaron una disminucion significativa de células CD25"
(p<0.05). La estimacion de citocinas intracelulares mostrd que, la produccién de IL-2 e IL-
4 en células CD8" y de IFN-y en células CD4" de ratones implantados y la produccion de
IFN-y, IL-2 e IL-4 en células CD8" y de IL-2 en células CD4" de animales tratados con la
fraccion F1 disminuyeron significativamente (p<0.05). Los estudios de histopatologia
mostraron que, la inflamacion alrededor de los metacéstodos estaba disminuida en los
animales implantados y en los implantados y tratados con la fraccion F1 en comparacion a
la observada en ratones inmunizados con antigenos del parasito. Estos resultados
correlacionan con la disminucion significativa de la expresion de CD25 y de la produccion
de citocinas en animales implantados e implantados y tratados con la fracciéon F1, lo que
sugiere que esta fraccion o bien las secreciones/excreciones de los metacéstodos vivos

inducen inmunosupresion de la respuesta inmune in vivo.



ABSTRACT

T. solium metacestodes remained alive for long period of time in the host tissues. In
human and porcine cysticercosis, live metacestodes are surrounded by a scarse or nule
inflammatory reaction (asymptomatic period) however, when parasites grow old, the
inflammatory reaction increase destroying the parasite (symptomatic period). The
asymptomatic period suggests down-modulation of the immune response. In this sense,
immune response regulatory molecules produced by the parasite have been reported;
metacestode factor (MF) is one of them. MF diminished experimentally the inflammatory
response around parasites, the humoral and cellular specific and non-specific responses,
and the production of cytokines in vitro. MF contains two different fractions: one of them
suppresses the proliferation of lymphocytes induced by Con A (F1) and the other
stimulates this response (F2). The aim of the this work was to study in mice, the effect of
the implantation and F1 inoculation on CD25 expression and on the expression and
production of cytokines by CD4" and CD8" cells during the first days post-treatment.
Additionally, the inflammatory reactions around implanted metacestodes were correlated
to cytokines and CD25 expression. CD25 expression was determined by flow cytometry
analysis and the expression and production of cytokines were estimated by RT-PCR and
flow cytometry analysis respectively, 12 days after the implantation or 4 days after the last
inoculation of F1 (5 doses). RT-PCR results showed that cells from the both groups
expressed mRNA for IFN-y, IL-2 and IL-4. Flow cytometry analysis revealed that CD4"
and CD8" cells from implanted or F1-treated mice showed a significant decrease of CD25"
(p<0.05). IL-2 and IL-4 in CD8" cells and IFN-y in CD4" cells were decreased in implanted
mice meanwhile IFN-y, IL-2 and IL-4 in CD8" and IL-2 in CD4" cells were significant
decreased in mice treated with F1 (p<0.05). Histopathology revealed that the inflammatory
reaction around metacestodes was diminished in implanted and implanted and F1-treated
mice in comparison with the inflammatory reaction observed in mice immunized with
metacestode antigens. These results correlated well with the significant diminution of
CD25 expression and cytokines production observed in implanted or implanted and F1-
treated mice, suggesting that F1 as well as metacestode secretion/excretion products

induced down-modulation of the immune response in vivo.



INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias representan un gran problema de salud
publica en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que
aproximadamente el 50% de la poblacion mundial presenta infecciones
parasitarias (3,500 millones de personas) que son la causa de millones de muertes
al ano (Ascaris lumbricoides 60,000 defunciones; otros nematodos, en particular
Schistosoma, Ancylostoma duodenale, Necator americanus y Trichuris trichura
65,000; Entamoeba histolytica 70,000; Plasmodium 1,000,000; etc.). Segun
reportes recientes (Ximenez y col., 2002; BINASSS, 2004) la cisticercosis se
encuentra entre las parasitosis mas frecuentes en la poblacién mundial. A pesar
de que estas infecciones presentan su mayor incidencia en paises tropicales y
subtropicales en vias de desarrollo, su prevalencia en paises desarrollados es
cada vez mas importante debido a que los inmigrantes sufren frecuentemente
parasitosis intestinales y en una gran proporcion de casos, estas son multiples
(20-70%). Los nifios y jovenes constituyen la poblacion mas afectada (1 a 19
afnos), lo que genera deterioro de su estado nutricio y repercute en su crecimiento
y desarrollo (Ximenez y col., 2002; OMS Boletin, 2004).

Los parasitos son inmunogénicos y generan gran diversidad de respuestas
antiparasitarias tanto innatas como adaptativas en el hospedero, el tipo de
respuesta depende del parasito implicado y de la fase de infeccion (Roitt y col.,
2001; Abbas y Lichtman, 2004). Los parasitos presentan ciertas caracteristicas
moleculares de patogenicidad que les confieren especificidad por el hospedero
(Maizels y col., 1993; Roitt y col., 2001). La mayoria de las infecciones

parasitarias son crénicas debido a la capacidad del parasito para evadir y/o resistir



los mecanismos de defensa innatos y adaptativos. Asi, algunos helmintos
permanecen vivos por largos periodos en los tejidos, ya que han desarrollado
mecanismos de evasion complejos que les permiten resistir la accion citocida de
neutrofilos y macréfagos, neutralizar la accion de los anticuerpos y el
complemento, y modular las respuestas inmunologicas celulares y humorales
modificando el patron de secrecion de citocinas alterando asi, la proliferacién y los
mecanismos efectores de las subpoblaciones celulares que prevaleceran en el
sitio de la infeccion (Reiner y Locksley, 1995; Seder y Gazzinelli, 1998; Pearce y
MacDonald, 2002).

Entre las diferentes estrategias de evasion de la respuesta inmune por el
parasito estan: el establecimiento de infecciones intracelulares en las que, el
parasito queda protegido del ataque inmunolégico; el desprendimiento de
antigenos de su superficie; el mimetismo con las superficies celulares del
hospedero ya sea expresando moléculas similares en su membrana o
recubriéndose con proteinas del hospedero; y la variacidon antigénica de sus
moléculas de superficie por acumulacion gradual de mutaciones o por cambios
fase-especificos. Mas aun, se ha descrito la supresién selectiva de la respuesta
inmunolégica del hospedero creando asi un “estado de inmunoregulacion”

favorable para el establecimiento del parasito (Goldsby y col., 2004).

Inmunidad contra parasitos
Los helmintos presentan ciclos de vida complejos, que pueden involucrar

tanto a hospederos intermediarios como definitivos. Después de la infeccién, el



parasito puede o no migrar a diferentes 6rganos, mientras se diferencia hasta
alcanzar su forma adulta.

Los mecanismos efectores de la respuesta antiparasitaria son de gran
importancia para la eliminacién del parasito. En las fases tempranas de la
infeccion, el parasito se enfrenta a mecanismos de defensa innatos (superficies
epiteliales, sistema del complemento, procesos inflamatorios y células fagociticas).
Asi, Ancylostoma duodenale y Necator americanus, debido a sus complejos ciclos
de vida, deben enfrentarse a diversas superficies epiteliales (invasién cutanea,
llegada al tejido pulmonar y su paso al intestino donde penetran la mucosa
intestinal) que constituyen barreras mecanicas que retardan la entrada del parasito
(Loukas y Prociv, 2001). Las superficies epiteliales integras (piel, epitelio
respiratorio, epitelio digestivo, etc.) no solo constituyen una barrera fisica entre el
medio ambiente y el organismo sino que poseen numerosos mecanismos de
defensa innata. La piel cuenta con mecanismos termorreguladores, el pH (acido
3-5), condiciones de estrés oxidativo por la existencia de productos de oxidacion y
radicales libres, secreta defensinas con capacidad antibidtica y antimicética,
cuenta con linfocitos intraepiteliales T CD8"yd que reconocen antigenos asociados
a moléculas CD1, y representan una primera linea de defensa, junto a macrofagos
y polimorfonucleares, limitando la infeccion mientras se organiza una respuesta
inmune especifica. Mas aun, los queratinocitos secretan citocinas proinflamatorias
y pueden funcionar como células presentadoras de antigeno (expresan moléculas
HLA clase Il inducibles) al igual que las células de Langerhans (Kuby y col., 1997;

Roitt y col., 2001; Goldsby y col., 2004). En la mucosa de vias aéreas superiores,



los microorganismos se enfrentan a la presencia de enzimas hidroliticas (como la
lisozima), al atrapamiento por el moco y su arrastre por el movimiento mucociliar, a
los macrofagos alveolares (célula terminal), y a la barrera alveolar en las vias
aéreas inferiores. A nivel intestinal, se enfrentan a cambios en el pH, la flora
bacteriana, y al aumento en el moco intestinal que recubre al parasito y facilita su
expulsion junto con al arrastre mecanico consecuencia del aumento en el
peristaltismo (Caballero, 1998; Roitt y col., 2001).

Por otro lado, si bien no esta clara la intervencion directa del sistema de
complemento en la eliminacion de helmintos como mecanismo de inmunidad
innata, su participacion en la estimulacion de la fagocitosis, en el aumento de la
permeabilidad vascular y en la promocion de la inflamacion es definitiva (Brostoff y
col., 1994). A su vez, productos de la inflamacion como leucotrienos y otros
metabolitos producidos por la degradacién del acido araquidonico en la via de la
lipooxigenasa, influyen en la muerte dependiente de complemento de
esquistosomulas de Schistosoma mansoni por eosinéfilos, e incrementan el
numero de neutrofilos en el sitio de la infeccion. Especificamente, el leucotrieno
B4 (LTB4) promueve in vitro la locomocion celular e incrementa los receptores de
C3b constituyendo un importante mecanismo de amplificacién en la inmunidad
dependiente de IgE y complemento contra algunos helmintos (Mogbel y col.,
1983).

En diferentes infecciones parasitarias intestinales, la inflamacion es un
evento inmunoldégico comun que participa en la defensa del organismo y en la
reparacion del dafio ocasionado por el parasito. La activacién inmunolégica de

células del mesénquima y epiteliales, el reclutamiento y la circulacion de células



efectoras, y la reparacién del dafo tisular son consecuencia de un balance
complejo de citocinas que son producidas por distintas células en el intestino. Sin
embargo, en este tipo de infecciones es dificil separar los efectos benéficos de los
dafinos de la inflamacién ya que, frecuentemente, se produce dafo (enteropatia)
durante la expulsiéon de nematodos intestinales por lo que es necesario identificar
detalladamente los mediadores implicados en cada fendmeno. Por ejemplo, se ha
descrito la participacion de macrofagos y células cebadas como células
indispensables en la expulsion de N. brasiliensis, Strongyloides venezuelensis y
Trichinella spiralis (Befus y Bienenstock, 1979; Abe y Nawa, 1988; Khan y col.,
1993; Donaldson y col., 1996; Lantz y col., 1998) y el dafio intestinal que produce
la activaciéon de células cebadas que liberan aminas vasoactivas, proteasas,
citocinas proinflamatorias (IL-1p3, IL-6, IL-18 y TNF-a) y citocinas reguladoras (IL-4,
IL-10 e IL-13) (Burd y col., 1989; Lorentz y col., 2000). Entonces, la mastocitosis
en la mucosa infectada es un hallazgo inmunopatolégico mas que protector y la
ausencia de mastocitosis, TNF y oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) se asocian
a disminucion de la enteropatia (Lawrence y col., 1998; 2000).

Los neutrofilos son las células fagociticas mas eficientes y en general,
forman parte de las primeras barreras de defensa contra los microorganismos.
Estas células destruyen a los parasitos por mecanismos dependientes e
independientes de oxigeno. Su estallido respiratorio es mas intenso que el de los
macrofagos, sus granulos de secrecion contienen proteinas altamente citotoxicas

y son activados por IFN-y, TNFa y GM-CSF (Roitt y col., 2001).



Los macrofagos son eficaces contra los parasitos intracelulares utilizando
sus funciones citocidas y contra parasitos de gran tamafo participando en
mecanismos de citotoxicidad dependiente de anticuerpos. En general, los
macrofagos actuan como células efectoras, inhiben la multiplicacién parasitaria e
incluso destruyen al parasito mediante la liberacion de sustancias citotoxicas y por
accion directa del H,O2. Ademas, regulan la respuesta inflamatoria liberando IL-1,
IL-12, CSF, TNF-a y potencian la respuesta inmunoldgica al activar linfocitos
especificos. Inmediatamente después de la infeccidn, los macréfagos pueden ser
activados, aumentando su capacidad citocida, por la accion del INF-y. Esta
citocina es producida por células NK que, a su vez, han sido activadas por IL-12 o
mediante TNF-a producido por macrofagos. TNF-a e IFN-y estimulan ademas
eosindfilos y plaquetas como se ha observado en la destruccion de larvas de S.
mansoni (Roitt y col., 2001. Abbas y Lichtman, 2004). La activacion especifica de
macrofagos por los linfocitos T ocurre posteriormente y depende de la secrecidn
de IFN-y, GM-CSF, IL-3, e IL-4. Finalmente, los macrofagos también participan en
la inmunidad a parasitos mediante la presentacién de antigenos a linfocitos CD4" y
CD8" (Roitt y col., 2001).

Los eosindfilos han sido caracteristicamente asociados a infecciones por
helmintos, su principal participacion en la destruccion de estos parasitos se debe a
mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). La
actividad efectora de estas células es estimulada por citocinas (TNF-a, GM-CSF) y
su degranulacion se lleva a cabo sobre parasitos recubiertos de IgE, 1gG (S.

mansoni, T. spiralis) e IgA. Al igual que los eosindfilos, las plaquetas tienen



actividad antiparasitaria por participar en mecanismos de ADCC con anticuerpos
IgE, actividad potenciada por accidén de citocinas como IFN-y y TNF-a y por la
presencia de proteinas de fase aguda en el suero (Roitt y col., 2001).

Muchos parasitos inducen anticuerpos especificos e inespecificos durante
la infeccion, éstos ultimos probablemente debido a sustancias que actuan como
activadores policlonales de células B. Los anticuerpos especificos son utiles para
controlar algunas infecciones parasitarias, especialmente las producidas por
parasitos extracelulares, y los mecanismos por los cuales las controlan son
diversos y dependen del parasito implicado. Los anticuerpos pueden actuar
directamente dafnando al parasito por la activacion del complemento, bloqueando
la union del parasito a la célula blanco, previniendo su diseminacion a otras
células; incrementando la fagocitosis, y participando en mecanismos de (ADCC)
(Roitt y col., 2001).

La presentacion antigénica juega un papel importante en la polarizacion de
la respuesta hacia alguno de los subgrupos de células T CD4" (Th1 o Th2). Los
diferentes tipos de células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales
(macrofagos, células dendriticas y células B) inducen diferentes respuestas en los
linfocitos bajo condiciones fisiologicas distintas como la presencia de citocinas en
el microambiente. Se han descrito dos tipos de células dendriticas derivadas de
sangre periférica humana que se producen bajo condiciones de cultivo diferentes:
las células dendriticas “mieloides” llamadas DC1 que se obtienen a partir de
monocitos en presencia de IL-4 y GM-CSF y las células dendriticas “linfoides”

llamadas DC2 que provienen de células plasmocitoides cultivadas en presencia de



IL-3. Las células DC1 producen grandes cantidades de IL-12 e inducen una
respuesta Th1 mientras que, las células DC2 producen poca IL-12 e inducen una
respuesta Th2 (Rissoan y col., 1999). Por otro lado, en ensayos in vitro utilizando
células T ovoalbumina-especificas, la presentacion antigénica mediada por
macrofagos indujo una respuesta Th1 mientras que, la mediada por linfocitos B
genero una respuesta Th2 (Gajewski y col., 1991).

A nivel intestinal, las células dendriticas residentes en las placas de Peyer
del intestino delgado y en los foliculos linfoides del intestino grueso son las
encargadas de realizar la presentacion antigénica (Neutra y col.,, 1996). Las
células dendriticas, que endocitan los antigenos en el sitio de infeccion, migran a
los ganglios mesentéricos de drenaje y ahi presentan el antigeno a los linfocitos T,
posteriormente los linfocitos antigeno especificos se dirigen al sitio original de la
infeccion donde son activados por células dendriticas maduras y ejercen funciones
especificas (Springer, 1994; Mowat y Viney, 1997).

La respuesta inmune celular es primordial en las respuestas
antiparasitarias. Actualmente se sabe que la participacion de las diferentes
subpoblaciones celulares es determinante en el curso de este tipo de infecciones.
Por ejemplo, en infecciones por Plasmodium, las células CD4" son protectoras
ante la fase sanguinea de P. yoelii, y las células CD8" en la fase hepatica de la
infeccion por P. berghei. En la fase hepatica, las células CD8" producen IFN-y que
inhibe la multiplicacion intracelular del parasito y ademas ejercen su actividad

citotoxica sobre los hepatocitos infectados (Roitt y col., 2001).



La participacién de subpoblaciones de células CD4" (Th1 y Th2) en las
parasitosis ha sido ampliamente estudiada. Al inicio de muchas infecciones
parasitarias se ha descrito la presencia de una mezcla de estas subpoblaciones
celulares y la polarizacion hacia alguna de ellas determina la resolucion de la
infeccién o su paso a la cronicidad. Esta polarizacion no solamente depende del
parasito implicado y de su estadio de diferenciacion, sino también del tiempo de
evolucion de la enfermedad. En el paludismo, las células Th1 actuan durante la
fase hepatica y el IFN-y disminuye la parasitemia mientras que, para la eliminacion
del parasito en su fase intracelular, la respuesta Th2 es de gran importancia ya
que induce la produccion de anticuerpos especificos que intervienen en
reacciones de ADCC. La respuesta Th1 en infecciones por Leishmania major,
Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii es protectora debido a que el IFN-y,
producido por esta subpoblacién, activa macréfagos para que destruyan a los
parasitos intracelulares (Abbas y Lichtman, 2004). En las infecciones por
helmintos, la respuesta inmune se caracteriza por eosinofilia, elevacién de los
niveles de IgE y en algunos casos mastocitosis (Finkelman y col., 1991). Este tipo
de respuesta es inducida por citocinas que son producidas por células Th2 (IgE
por IL-4, eosinofilia por IL-5 y mastocitosis por IL-3, IL-4 e IL-10) (Finkelman y
col.,1988; Coffman y col., 1989; Madden y col., 1991; Thompson- Snipes y col.,
1991).

A pesar de que los eosindfilos y el incremento de niveles de IgE se han
considerado elementos importantes en la inmunidad protectora a helmintos

(Butterworth, 1984; Capron y col., 1987), la disminucién de eosindfilos tisulares y



circulantes con anticuerpos anti-IL-5 no siempre abate la respuesta protectora
como se ha observado en infecciones producidas por S. mansoni y
Heligmosomoides polygyrus (Finkelman y col., 1991; Sher y Coffman, 1992) y no
altera el curso de la infeccion por Nipostrongylus brasiliensis (Coffman y col.,
1989). Asimismo, la disminucion de la respuesta de IgE con anticuerpos
monoclonales anti-IL-4 no modifica la resistencia a S. mansoni en raton y rata, ni
bloquea la expulsion de N. brasiliensis en ratones infectados (Finkelman y col.,
1990; 1991; Phillips y col., 1991; Shery Coffman, 1992).

Finalmente, es claro que durante el desarrollo de una infeccion parasitaria
el organismo genera mecanismos antiparasitarios diversos y complejos, estas
respuestas logran en muchas ocasiones impedir el establecimiento de la infeccion.
Sin embargo, la respuesta inmunolégica puede ser modificada por los parasitos
favoreciendo la infeccion (mecanismos de evasion inmunoldégica) y la sobrevida de
los parasitos, produciendo en muchos casos procesos infecciosos cronicos.

Es por esto, el interés que existe de estudiar los mecanismos involucrados

en la relacion huésped-parasito en las diferentes parasitosis.



ANTECEDENTES
Neurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) constituye un problema de salud mundial ya
que se encuentra ampliamente distribuida en Africa, Asia y Latinoamérica. Los
paises que registran mas casos de la enfermedad son México, Brasil y Peru (Sarti
y Gutiérrez, 1986; Flisser, 1994). En México, los primeros trabajos que nos
orientan sobre su frecuencia estan basados en la revision de casos de autopsias
realizadas en el Hospital General de México. En estos estudios se reportaron
frecuencias de 3.6% (Costero, 1946), 3.5% (Bricefio, 1961) y 2.38% este ultimo
trabajo, es el de mayor magnitud y abarca la revision de 20,200 casos de autopsia
entre 1953 y 1984 (Villagrana y Olvera, 1988). A mediados de los anos 90, se
reportd un promedio anual de 500 casos de cisticercosis con una tasa nacional
cruda de 0.6 por cada 100 mil habitantes, aunque seguramente la tasa era mayor
debido a un subregistro. En la cisticercosis no existe susceptibilidad de género y el
mayor numero de casos se encuentra entre los 15 y 44 anos de edad (OPS,
1994). Actualmente, las enfermedades infecciosas en general constituyen un
problema de rigurosa atencion para las organizaciones mundiales de salud ya que
las vias de comunicacion y las migraciones generan su diseminacién, la
cisticercosis no es la excepcidn, y actualmente en paises desarrollados la NCC es
cada vez mas frecuente (White y col., 1992; Ximenez y col., 2002; OMS Boletin
2004).

El establecimiento de la NCC depende de diferentes factores derivados de

la relacion hospedero-parasito, por lo que el estudio de los mecanismos



inmunoldgicos involucrados en la defensa y las estrategias de evasion parasitarias
deben ser analizados cuidadosamente.

Los metacéstodos de Taenia solium presentan preferencia por el sistema
nervioso central (SNC), corazon, ojo y musculo esquelético (Villagrana y Olvera,
1988). En la NCC, las manifestaciones clinicas dependen del numero y ubicacion
del parasito (estructuras neuronales afectadas o alteracion en la circulacion del
liquido cefalorraquideo), del estado biolégico del mismo y del grado de reaccion
inflamatoria que rodea al metacéstodo (Ridaura, 1987; Villagrana y Olvera, 1988;
Sotelo y col., 1984). La NCC es la presentacion mas frecuente y la causa principal
de epilepsia de inicio tardio, ya que en la mayoria de los casos, la primera
manifestacion de la enfermedad suele ser el sindrome convulsivo. Sin embargo,
existen estudios que reportan NCC como hallazgo de autopsia y como diagnostico
secundario a la causa de muerte sugiriendo la existencia de un periodo
asintomatico de la enfermedad (Costero, 1946; Bricefio y col., 1961; Villagrana y
Olvera, 1988). Mas aun, un reporte sobre soldados que habian estado en la India
como unico lugar endémico de cisticercosis establece que la NCC clinica,
tipicamente esta precedida de un periodo de incubacién prolongado (4-5 afos)
que usualmente es asintomatico (Dixon y Lipscomb, 1961).

El metacéstodo de T. solium permanece vivo durante largos periodos en los
tejidos, lo que sugiere que cuenta con mecanismos de evasidon inmunoldgica. En
cisticercosis porcina, por ejemplo se han descrito metacéstodos viables rodeados
de una escasa reaccidon inflamatoria mientras que, cerdos parasitados e
inmunizados presentan un proceso granulomatoso intenso alrededor del parasito

(Molinari y col., 1983a; Aluja y Vargas, 1988). Mas aun, el metacéstodo induce un



estado de inmunosupresion en cerdos infectados experimentalmente con huevos
de T. solium, ya que estos animales presentan negativa la prueba de inhibicion de
la migracion de los leucocitos ante antigenos de metacéstodos, y cerdos
cisticercosos tienen deprimidas las respuestas proliferativas de sus linfocitos
cuando son estimulados con mitégenos (Molinari y col., 1986). Asi mismo, cerdos
parasitados experimentalmente con huevos de T. solium presentan disminucién de
linfocitos T totales en sangre periférica, particularmente linfocitos T (LT) CD4"
observandose una correlacion inversa entre el numero de células T CD4" y el
numero de metacéstodos encontrados en el animal (Molinari y col., 1987). Mas
aun, se ha reportado que la infeccién experimental de cerdos con huevos de T.
solium induce inestabilidad y alteraciones cromosémicas en linfocitos circulantes,
hallazgos que muestran correlacién con la reduccién de la capacidad proliferativa
de estas células cuando son estimuladas con mitogenos (Herrera y col., 1994).

En NCC humana, durante el periodo asintomatico, los metacéstodos
aparentemente vivos se encuentran rodeados de una escasa o nula reaccion
inflamatoria (Marquez, 1971; Rabiela y col., 1982; Escobar, 1983; Ridaura, 1987;
Villagran y Olvera, 1988) mientras que, en el cerebro de pacientes con NCC
clinica se ha descrito una intensa reaccion granulomatosa  asociada a
metacéstodos muertos (Restrepo y col., 2001). La relacion entre el cuadro clinico y
el grado de reaccion inflamatoria sugiere una modulacion negativa de la respuesta
inmune por el parasito.

Se han descrito diversos mecanismos por los cuales los helmintos pueden
modular la respuesta inmunoldgica, ya sea modificando la actividad del sistema

del complemento, las respuestas celulares y/o de anticuerpos.



En lo que se refiere a la modulacion del sistema del complemento se han
reportado diferentes moléculas como, la taeniastatina (9.5KD) que es un inhibidor
de proteasas de productos de excrecion y secrecion de T. taeniaeformis y que
inhibe las vias clasica y alterna del complemento in vitro (Suquet y col., 1984; Leid
y col., 1987); los polisacaridos sulfatados de T. taeniaeformis que activan y
consumen el complemento lejos del parasito (Hammerberg y Williams, 1978;
Hammerberg y col., 1980) y la paramiosina (95KD) de T. solium que se une a C1q
inhibiendo la activacién de la via clasica del complemento (Laclette y col., 1992).

Por otro lado, metacéstodos de T. solium implantados en la cavidad
peritoneal de ratones inducen una disminucién en la respuesta proliferativa a Con
A de linfocitos esplénicos (Willms y col., 1980); sobrenadantes de T. taeniaeformis
pueden disminuir la respuesta proliferativa y la produccion de IL-2 en células de
bazo de rata (Burger y col., 1986); y la infeccion peritoneal con metacéstodos de
T. crassiceps en ratones, o la inoculacion de un extracto antigénico inducen
depresion de la respuesta celular, en parte debida a la disminucion de la
produccion de IL-2 (Sciutto y col., 1995), lo que indica que los téenidos modulan
negativamente la respuesta inmune celular.

La respuesta inmune humoral también es de importancia en la cisticercosis,
ya que se han detectado anticuerpos (principalmente 1gG) en suero y liquido
cefaloraquideo de pacientes con parasitos vivos o en diferentes estados de
degeneracion y cuando los parasitos estan muertos o calcificados los anticuerpos
son escasos (Martinez-Maya y col., 2003; Lépez y col., 2004).

Por lo que se refiere a mecanismos de evasion de la respuesta inmune

humoral se ha reportado la presencia de inmunoglobulinas del huésped en el



fluido vesicular de diferentes especies de helmintos (7. taeniaeformis, T.
crassiceps, T. saginata y Echinococcus granulosus), (Hustead y Williams, 1971;
Machnicka y Grzybowski, 1986). Ademas, se ha reportado que extractos
derivados de T. solium tiene efectos mitogénicos sobre linfocitos B murinos
(Sealey y col., 1981; Judson y col., 1987), y aunque algunos anticuerpos
reconocen al quiste, la mayoria de ellos no son especificos para el parasito. Mas
aun, parasitos viables (7. solium, T. pisiformis y T. crassiceps) presentan
inmunoglobulinas en sus superficies que evitan que el sistema inmune los
reconozca (Craig, 1988; Mc Manus y Lamsam, 1990; Willms y Arcos, 1997). En
otros trabajos se ha demostrado que, T. taeniaeformis y T. solium poseen
receptores para la fraccion cristalizable de las inmunoglobulinas (FcR) (Hayunga,
1989; Mandujano y col., 1990) y que T. solium y T. crassiceps poseen la
capacidad de degradar IgG in vitro (White y col., 1992; 1997; Baig y col., 2005).
Algunos de los mecanismos de degradacion de IgG humana involucran la
participacion de la teniastatina en el interior del metacéstodo, y de cisteina
proteasas de membrana que ademas de digerir IgG humana inducen apoptosis
de linfocitos T CD4" (Tato y col., 2004).

Finalmente, la respuesta inmune también es modulada a través de la
produccion de sustancias inmunosupresoras, como los productos de secrecién de
T. taeniaeformis que inducen poblaciones de células supresoras (Burger y col.,
1986); los factores liberados por Schistosoma mansoni que inhiben la
proliferacion de linfocitos y que son termoestables, dializables, y de bajo peso
molecular (Dessaint y col.,, 1977); el factor inmunosupresor de bajo peso

molecular, termoestable y dializable producido por Oncocerca gibsoni (Yin Foo y



col., 1983); y un oligonucleopéptido de ARN (factor de metacéstodo, FM),
inmunomodulador, termoestable, dializable y de bajo peso molecular
(aproximadamente 1,450 Da) producido por T. solium (Molinari y col., 1989; Tato y
col., 1995).

El efecto inmunomodulador del FM ha sido ampliamente estudiado por
nuestro grupo de trabajo y sabemos que suprime in vivo la respuesta inmune
contra antigenos de Salmonella typhimurium (Molinari y col., 1989); inhibe in vitro
la incorporacién de timidina tritiada (timidina °H ) en linfocitos humanos y de ratén
estimulados con mitégenos (Molinari y col., 1990; Tato y col., 1995); actua sobre
linfocitos T inhibiendo la incorporacién de timidina *H en cocultivo con linfocitos
previamente expuestos a diferentes dosis de FM (Tato y col., 1995); ademas
participa en la inhibicién de la inflamacion inducida en ratones por metacéstodos
implantados subcutaneamente (Tato y col., 1996); y disminuye in vitro la liberacion
de IL-2, INF-y e IL-4 por linfocitos esplénicos de raton estimulados con Con Ay de
TNFa por macrofagos de la linea IC-21 estimulados simultdneamente con LPS e
IFN-y (Arechavaleta y col.,1998).

Con base en estos antecedentes y ya que la cisticercosis es el resultado de
una compleja relacion hospedero-parasito, en este trabajo se decidié estudiar la
modulacién de la respuesta inmune celular sistémica en la cisticercosis temprana,
analizando el efecto de la implantacion de metacéstodos vivos y del FM sobre la
expresion y produccion de citocinas en células esplénicas CD4" y CD8" en un

modelo murino, con la finalidad de esclarecer la respuesta inmunolégica sistémica



que prevalece en las primeras fases de la infeccion y que permite la permanencia
del parasito.
HIPOTESIS

Si los metacéstodos de T. solium modulan negativamente la respuesta inmune del
huésped a través de la produccion de moléculas como el factor de metacéstodos
(FM), que sabemos inhibe la proliferacion de linfocitos, la inflamacion alrededor de
metacéstodos implantados y la produccion de citocinas in vitro, entonces es
posible que la fraccidn F1 (fraccidn supresora del FM) pudiera estar modulando a
nivel sistémico in vivo, la produccién de citocinas que afectan la respuesta
inflamatoria incluyendo la que se encuentra alrededor de los metacéstodos en la

fase prodréomica de la neurocisticercosis.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar la modulacién de la respuesta inmune celular sistémica en la
cisticercosis temprana en un modelo murino, analizando el efecto de la
implantacion de metacéstodos vivos y de la fraccion F1 sobre la expresion vy
produccion de citocinas en células esplénicas CD4" y CD8" y su correlacién con la
reaccion inflamatoria que se produce alrededor de metacéstodos implantados

subcutaneamente en ratones.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar el efecto de la fraccion F1 del FM sobre la reaccion
inflamatoria en metacéstodos de T. solium implantados
subcutaneamente en un modelo murino.

2. Determinar el efecto de la fraccion F1 sobre la respuesta inflamatoria
inducida por antigenos de metacéstodos alrededor de los parasitos
implantados subcutaneamente en ratones.

3. Estudiar el efecto in vivo de la fraccion F1 sobre la produccion de
citocinas Th1 y Th2 en la cisticercosis a los 12 dias después de la
implantacion.

4. Estudiar el efecto in vivo de la implantacién de metacéstodos vivos
de T. solium sobre la expresiéon de CD25 en linfocitos esplénicos
CD4"y CD8".

5. Estudiar el efecto in vivo de la fraccién F1 sobre la expresion de
CD25 en linfocitos esplénicos CD4" y CD8".

6. Analizar el efecto in vivo de la fraccién F1 o la implantacion de
metacéstodos sobre la produccion de citocinas Th1 y Th2 en
linfocitos esplénicos CD4" y CD8".



JUSTIFICACION

Se sabe que los metacéstodos de T. solium permanecen vivos durante
largos periodos en los tejidos del hospedero, lo que sugiere que el parasito modula
la respuesta inmune de éste. Al respecto, se ha reportado que metacéstodos de T.
solium implantados en la cavidad peritoneal de ratones indujeron en linfocitos
esplénicos la disminucion de la respuesta proliferativa a Con A. Por otro lado, en
cisticercosis humana y porcina mientras el parasito esta vivo, se encuentra
rodeado de una escasa o nula reaccion inflamatoria, lo que contrasta con el
intenso proceso inflamatorio que rodea a metacéstodos muertos. Mas aun, se ha
reportado en pacientes con neurocisticercosis, inmunosupresion antigeno-
especifica en células mononucleares de sangre periférica.

T. solium produce moléculas que inhiben la respuesta inmune, el factor de
metacéstodos es una de ellas y se ha relacionado con regulacion de las
respuestas humorales y celulares y la inhibicion de la inflamacion. El propdésito de
este trabajo fue estudiar la modulacion de la respuesta inmune celular sistémica
en un modelo murino, analizando el efecto in vivo de la implantacion de
metacéstodos vivos y de una fraccion del factor de metacéstodos de Taenia
solium (F1) sobre la expresion y produccion de citocinas Th1 y Th2 en células
esplénicas CD4" y CD8".

El conocimiento que se genere podria contribuir para comprender mejor la
relacion hospedero-parasito en cisticercosis. Asi como, para entender mejor otras

parasitosis cronicas.



MATERIAL Y METODOS

1. Factor de metacéstodos
1.1 Obtencién de metacéstodos de T. solium.

Los metacéstodos de T. solium se obtuvieron a partir de cerdos
naturalmente parasitados adquiridos en una zona endémica de cisticercosis en
Guerrero y en el rastro del estado de Toluca, México. Los animales se sacrificaron
mediante choque eléctrico y se disecaron metacéstodos a partir de los musculos
esqueléticos de los cerdos. La viabilidad de los metacéstodos se midié mediante el
método de evaginacion descrito por Canedo y col. (1982). Brevemente, 20
metacéstodos recientemente disecados fueron incubados en 20 ml de RPMI 1640
(Sigma) suplementado con glucosa (1 pg/ml) vy tripsina (0.5 pg/ml) a 37°C y 5% de
COg durante 4 h. Los metacéstodos viables son los que muestran evaginacion del

escolex y presentan intensa movilidad.

1.2 Obtencién del Factor de Metacéstodos.

El factor de metacéstodos (FM) se obtuvo siguiendo la metodologia
previamente descrita (Tato y col. 1995). Brevemente, los metacéstodos (1000 por
ensayo) se colocaron en 500 ml de agua desionizada estéril y se incubaron a
temperatura ambiente durante 6 h posteriormente, se centrifugaron durante 15 min
a 10,000 g en una centrifuga refrigerada (Sorval RC 5B plus. Dupont,
Instruments). El sobrenadante se liofilizd y resuspendi6 en 5 ml de agua
desionizada estéril y se dializd en una membrana Spectrapor 3 que excluye

moléculas menores de 3,500 Da (Spectrum Medical Industries, Inc.) a 4°C contra



100 ml de agua deionizada estéril durante 12 h. El material fuera de la membrana

se liofilizé y almaceno a —20°C hasta su uso.

1.3 Separacion de las fracciones del Factor de Metacéstodos.

La separacion de las fracciones se realizé en una columna de Bio-gel P-6
(Bio-rad) (70 cm de longitud/0.9 cm de diametro). Lotes del extracto crudo de FM
(100 mg peso seco) fueron resuspendidos en 2.0 ml de agua destilada estéril. El
material se eluy6 con agua desionizada estéril y el material se detectd a 260 y 280
nm con un analizador ultravioleta (UV) ISCO UAS5. Las dos fracciones principales
se recolectaron por separado y se liofilizaron y almacenaron a —20°C hasta su uso.
La cuantificacién de las fracciones se realizé midiendo la cantidad de ribosa por el

meétodo de orcinol (Ashwell 1957).

1.4 Actividad Bioldgica del Factor de Metacéstodos.

Con la finalidad de determinar la actividad biolégica de las fracciones del
FM obtenidas por cromatografia en Bio-gel P-6 (Fraccidon 1, F1 y fraccion 2, F2)
realizamos ensayos de transformacion blastoide siguiendo el método descrito por
Tato y col. (1995). Brevemente, en cajas de cultivo de 96 pozos (Costar, Co.) se
colocaron por triplicado, 5 x 10° esplenocitos /100 pl por pozo y se les agregé 100
pl de Concanavalina A (5 pg/ml) (Con A, Sigma Chemical, Co.) y 5, 10 o 20 pg de
F1 o F2 respectivamente. Se incluyeron pozos que tenian solo RPMI o Con A
como testigos. Las células se cultivaron durante 72 h a 37°C en una atmodsfera

con 5% de CO,. Después de 48 h de incubacion, las células se pulsaron con



1uCi/pozo de timidina tritiada (actividad especifica de 74 GBg/mmol ICN
Biomedicals, Inc. Irving, Calif.). A dieciséis horas del marcaje, las células se
cosecharon utilizando papel filtro (Whatman, 934-AH) y se lavaron
exhaustivamente con agua destilada. La incorporacion de timidina tritiada se
determiné en liquido de centelleo con un contador automatico (Beckman, LS

6000TA).

2. Obtencion de Antigenos de Metacéstodos.

Los antigenos de metacéstodos de T. solium se obtuvieron de acuerdo al
método descrito por Molinari y col. (1983a y 1993). Brevemente, lotes de 1500
metacéstodos se lavaron exhaustivamente con solucion salina isoténica y se
molieron en un Omni-mixter Sorvall durante 6 s a temperatura ambiente. Los
metacéstodos rotos se centrifugaron a 1,500 g por 10 min y el precipitado se moli6
con arena de vidrio durante 1 h a temperatura ambiente, en amortiguador de
fosfatos 0.02M (pH 7.2) con desoxicolato de sodio al 04% y 20 pg de
desoxirribonucleasa/ml (Sigma). El material obtenido fue centrifugado una vez mas
a 1,500 g por 20 min a 4°C y el sobrenadante se dializdé contra amortiguador de
fosfatos de sodio 0.02 M pH 7.2 durante 6 dias, en una membrana Spectrapor que
excluye moléculas menores de 12,000-14,000 Da. El material del interior de la
membrana se centrifugé a 9,000 g por 30 min y el sobrenadante se filtré
(membrana Millipore de 0.22 nm) (Bedford, Mass.), se liofilizo y se almacen6 a —
20°C. Se le determind la concentracion de proteina por el método de Bradford

(1976).



3. Animales experimentales.
Se utilizaron 5 grupos cada uno de cuatro ratones Balb/c hembras de 8
semanas de edad y 20 a 23 gr, de peso. De una colonia del Instituto de Fisiologia

Celular, UNAM, México, alimentados con purina para raton y agua ad-libitum .

4. Disefo experimental.
Los diferentes estudios experimentales se realizaron con la fraccion
supresora F1y con el siguiente disefio experimental:

Se formaron 5 grupos experimentales

1. 4 ratones inoculados por via subcutanea con 50 ug de F1, cada 96h hasta
el dia 16.

2. 4 ratones inoculados por via subcutanea con 100 pug de antigenos de
metacéstodo, dosis unica al inicio del ensayo y solucion salina isotonica
cada 96h hasta el dia 16.

3. 4 ratones inoculados por via subcutanea con 100 pg de antigenos de
metacéstodo dosis unica al inicio de los ensayos + 50 pg de F1 cada 96h
hasta el dia 16.

4. 4 ratones testigos inoculados con solucién salina isotonica cada 96h

5. 4 ratones testigos inoculados con solucion salina isotonica cada 96h (sin
implantar)

Al 8° dia de los experimentos, los animales de todos los grupos
experimentales y de un grupo testigo, se implantaron con 8 metacéstodos de
T.solium viables e integros por via subcutanea. Al dia 20 del inicio de los
experimentos, todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se

procesaron para los diferentes estudios.



5. Implantacion de metacéstodos de T. solium.

Los metacéstodos de T. solium se obtuvieron en condiciones de asepsia a
partir de carne parasitada y se les determiné su viabilidad (mayor o igual al 90%).
Al octavo dia de inoculacion los ratones de los grupos experimentales y un grupo
testigo fueron sometidos a implantaciéon de metacéstodos integros. Brevemente,
previa tricotomia del lomo, los animales se anestesiaron con cloroformo, se les
realizd6 antisepsia de la region con isopropanol, se les practicd una incision
longitudinal de aproximadamente 8 a 10 mm en la piel, y se diseco el tejido celular
subcutaneo. Ocho metacéstodos intactos fueron implantados subcutaneamente en

cada ratén y la herida quirurgica fue suturada.

6. Expresion de CD25 y citocinas.
6.1 Obtencion de células de bazo de ratén.

Los animales fueron sacrificados al dia 20 del inicio de los experimentos y
los bazos de los ratones de todos los grupos fueron removidos y se obtuvieron
suspensiones celulares infiltrando los bazos con RPMI incompleto siguiendo el

método descrito por Tato y col. (1995).

6.2 Extraccion de RNA y ensayos de RT-PCR.

Células de bazo de ratones experimentales y controles se incubaron en
cajas de cultivo de 24 pozos con 1 ml de Con A (5ug/ml) durante 4 h a 37°C en
una atmosfera de CO; al 5% (Cook y col., 1993). Después de la incubacién se
llevd a cabo la extraccion de RNA por medio del método descrito por

Chomenzynski y Sacchi (1987).



Para la realizacion de los ensayos de RT-PCR, en todos los casos se
utilizaron 0.5 pg de RNA total. Las secuencias de los iniciadores de las citocinas
utilizadas fueron las descritas por Cook y col., (1993).

IL-2 5-ATGTACAGCATGCAGCTCGCATC-3" y
5 -GGCTTGTTGAGATGATGCTTTGACA-3"

IL-4 5 -ATGGGTCTCAACCCCCAGCTAGT-3" y
5 -GCTCTTTAGGCTTTCCAGGAAGTC-3’

IL-10 5 -CTGCTCTTACTGACTGGCATGAGG-3" y
5 -TCAAATGCTCCTTGATTTCTGGGC-3’

IFN-y 5-TGAACGCTACACACTGCATCTTGG-3" y
5-CGACTCCTTTTCCGCTTCCTGAG-3"

En todos los casos se utilizd un control de [ actina y estandares de peso

molecular (ready Load 100 bp DNA ladder, Gibco BRL, Grand Island, NY).

Tamano esperado de los productos de RT-PCR:

IL-2 502pb
IFN-y 460pb
IL-4 399pb
IL-10 301pb

B-actina 514pb

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron durante 30 ciclos en un
termociclador (MJ Research, Inc. Watertown, Mass.). El programa de ciclos para

PCR consistié en: desnaturalizacion por 1 min a 94°C seguido de un ciclo de



hibridizacién a 60°C por 2 min, extension a 72°C por 3 min y desnaturalizacién por
1 min a 94°C y una extension final de 7 min a 72°C. Los productos del PCR fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio 5
png/50 ml en 0.5 X TBE (Tris base 0.5M, acido bdérico 0.9M, EDTA 0.01) a 100 V

durante 45 min y fueron observados en un transiluminador de luz ultravioleta.

6.3 Deteccidn de la expresion de CD25 y de citocinas intracelulares.

La deteccidn de la expresion de CD25 y la concentracion de citocinas
intracelulares se realizaron segun lo descrito por Picker y col. (1995) con
modificaciones de Garrido y col. (2001). Brevemente, las células mononucleares
esplénicas fueron purificadas en un gradiente de Ficoll hypaque. Alicuotas de 2 ml
de suspension celular a una concentracién 2 x 10° fueron cultivadas por triplicado
en cajas de cultivo de 12 pozos (Costar) e incubadas con RPMI completo solo o
en presencia de ConA (2ug/ml) durante 48 h a 37°C en una atmdsfera de CO; al
5%. Después de 44 h de incubacion se agrego Brefeldina A (5ug/ml, Sigma) por
pozo. Se transfirieron 4 x 10° células a tubos de poliestireno (Falcon) y se
centrifugaron 450 g por 5 min y se resuspendieron en PBS 0.5 ml.

Se determind la expresiéon de moléculas CD4/CD25 en las células
mononucleares esplénicas por medio de inmunofluorescencia directa con
anticuerpos monoclonales (Ac.Mcs) anti-CD4 de raton marcados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) y Ac. Mcs anti-CD25 de raton marcados con ficoeritrina
(PE) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Pharmigen). Las células

CD8'CD25" fueron identificadas con Ac. Mcs anti-CD25 de ratdon marcados con



PE y corresponden a las células CD25 positivas que se localizan en el cuadrante
superior derecho de las graficas de puntos, como fue descrito por Garrido y col.
(2001). Se utilizaron como controles anticuerpos monoclonales IgG1 e 1gG2 de
especificidad irrelevante para el raton, marcados con FITC y PE respectivamente.
Para estudiar las citocinas intracelulares, las células fueron tratadas con
solucion permebilizante 500ul por prueba (fluorescence-actived cell sorting FACS
permeabilizing solution, Becton Dickinson) y tefiidas con Ac. Mcs anti  IL-2, IL-4 e
IFNy de raton marcados con PE, el analisis de citometria de flujo se realizé en un

FACSCalibur (Becton Dickinson); se adquirieron 10,000 eventos por prueba.

7. Estudios Histopatolégicos.

Los metacéstodos implantados en los ratones, fueron disecados y se fijaron
en buffer con glutaraldehido al 3%, se incluyeron en parafina, se realizaron cortes
de 5um y se tifleron con hematoxilina-eosina. Posteriormente los cortes

histolégicos fueron estudiados por microscopia de luz.

8. Analisis Estadistico.

Los resultados de la incorporacion de timidina tritiada, expresion de CD25 y
la concentracion de la citocinas intracitoplasmaticas se reportaron como las
medias + la SD. Las diferencias significativas en la expresion de CD25 y en la
concentracion intracelular de las citocinas se estimaron aplicando la prueba de
comparacion multiple Student-Newman-Keuls. Valores de p<0.05 se consideraron

significativos.



RESULTADOS

1. Actividad biolégica del factor de metacéstodos

Se obtuvieron metacéstodos de 3 cerdos naturalmente infectados que
tenian las siguientes cargas parasitarias 970 (Lote 1), 680 (Lote 2), y 545 (Lote 3)
cisticercos por kg de carne y viabilidades de 97, 92.7 y 72% respectivamente y se
obtuvieron los lotes de FM correspondientes. Posteriormente se liofilizaron por
separado y se les determind su actividad biologica sobre linfocitos de raton. Los
resultados mostraron que, los lotes 1 y 2 disminuyeron significativamente la
proliferacion de linfocitos inducidos por Con A. La capacidad inhibitoria del lote 3

fue menor (Fig. 1).
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Figura 1. Efecto de FM sobre la proliferacion de linfocitos de ratén. Comparacion de la
actividad biologica de 3 diferentes lotes de FM a distintas concen 4 nes 5, 10 y 20ug. T:
medio de cultivo; Con A: concanavalina A (0.5 ug); Lotes 1, 2 y o. rM de metacéstodos
obtenidos de diferentes cerdos.

Los cisticercos del lote 3 se observaban grandes, amarillentos y
opalescentes, tardaron en evaginar y presentan disminucion en su movilidad,
mientras que, los cisticercos de los lotes 1 y 2 eran pequefios, translucidos y

claros, evaginaron completamente y mostraron mucha movilidad.



2. Fraccionamiento del factor de metacéstodos en Bio-gel P- 6 y actividad
biolégica de las fracciones

Los experimentos se realizaron con el Lote 1, que fue el que mejor
inhibicion mostré en los ensayos de proliferaciéon celular. Se fraccionaron
alicuotas de este lote en una columna de Bio-gel P-6 y el perfil cromatografico
mostro 2 picos principales de elusion, denominados F1 y F2 (Fig. 2A). El efecto
biologico de las fracciones F1 y F2 fue estudiado en ensayos de proliferacion
celular inducida por Con A y mostré que F1 inhibe la proliferacién y F2 estimula la

proliferacion de linfocitos de raton de manera dosis-dependiente (Fig. 2B).
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Figura 2. Fraccionamiento y actividad bioldgica del lote 1 de FM. A: Perfil de elusién a 260nm del FM en una
columna de Bio-gel P-6 se obtuvieron los 2 picos principales F1 y F2. B: Ensayos de proliferacion de
esplenocitos estimulados con Con A, en presencia de diferentes concentraciones (10 y 20 pg) de las
fracciones F1 y F2. F1 indujo disminucién significativa de la incorporacion de timidina tritiada con ambas
concentraciones (P<0.001). F2 indujo estimulacién significativa de la incorporaciéon de timidita tritiada con
ambas concentraciones (P<0.001). RPMIy Con A: testigos de proliferacion.



3. Estudio histopatolégico

Al octavo dia del inicio de los experimentos, los ratones de los diferentes
grupos experimentales (tratados con F1; vacunados con antigenos de
metacéstodos; vacunados y tratados con F1; y testigos) fueron sometidos a la
implantacion de 8 metacéstodos vivos, y 12 dias después fueron procesados vy
estudiados histologicamente por microscopia de luz. El estudio histopatoldgico
demostrd que, en los animales testigo, se desarrolld6 una extensa reaccion
inflamatoria de tipo cuerpo extrafio alrededor de los metacéstodos, que estaba
compuesta principalmente por neutréfilos aunque se observaban algunos
eosindfilos, células plasmaticas y linfocitos, neutrofilos y eosindéfilos degenerados
se encontraron infiltrando los remanentes caseosos de la reaccion granulomatosa
(Fig. 3 A, By C). A pesar de la extensa reaccion inflamatoria, las estructuras
parasitarias eran reconocibles como se puede observar en la Figura 3, donde se
identifican perfectamente las ventosas y el rostelo con sus ganchos bien definidos
en un metacéstodo. Sin embargo, la vesicula se observa infiltrada por gran
cantidad de células inflamatorias. En contraste, los metacéstodos provenientes de
ratones tratados con F1, aunque estaban rodeados de una reaccion inflamatoria
también de tipo cuerpo extrano, ésta fue de menor magnitud a la encontrada en el
grupo testigo (Figs. 4A y 4B). Por otro lado, metacéstodos de animales
inmunizados con antigenos de metacéstodo de T. solium (100 pg dosis unica al
inicio del experimento) presentaron, en un periodo tan corto como 12 dias después
de la implantacion, una intensa reaccion inflamatoria que invadio las estructuras
parasitarias y que, a diferencia de la reaccién desarrollada en los animales testigo,
estaba compuesta principalmente por eosinéfilos, aunque también por linfocitos,
macrofagos y escasos neutrofilos (Figs. 5A y 5B). Finalmente, en las figuras 6A y
6B se pueden observar metacéstodos provenientes de ratones inmunizados con
antigenos de metacéstodo y tratados con F1 (antigenos de metacéstodo 100 ug
dosis unica y F1 5 dosis 50 pug cada 96 h), donde se observa que la reaccion
inflamatoria es mucho menos intensa que en los animales vacunados, pero no se

eliminé por completo.



Figura 3. Cortes histopatologicos de metacéstodos de Taenia solium implantados en ratones
testigo. [: reaccion inflamatoria. P: parasito. V: ventosa. R: rostelo. N: neutrofilo. L: linfocito.
M: macroéfago; C: material caseoso. A: 40X; B:100X; C:1000X



Figura 4. Cortes histopatolégicos de metacéstodos de Taenia solium provenientes de
ratones tratados con F1. I: reaccién inflamatoria; CE: canal espiral; P: parasito;

Eo: eosindfilo; N: neutrdfilo. A: Corte en el que se observan 3 parasitos (40X). B:
Ampliaciéon de uno de los parasitos. C: 1000X



Figura 5. Cortes histolégicos de metacéstodos de Taenia solium provenientes de ratones
inmunizados con antigenos de metacéstodos. I: reaccion inflamatoria; V: ventosa;
G: ganchos; C: material caseoso; Eo: eosindfilos. A 100X; B: 1000X.



Figura 6. Cortes histologicos de metacéstodos de Taenia solium implantados en
animales inmunizados con antigenos de metacéstodos y tratados con F1. P: parasito;
I:reaccion inflamatoria; R: rostelo; Eo: eosindfilo A: 40X; B: 200X; C: 600X.



4. Determinacion de mensajeros de citocinas

Se determind el perfil de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10) en células
esplénicas de ratones implantados con metacéstodos de T. solium o tratados con
F1 y estimuladas con Con A, por RT-PCR. No obstante, que a simple vista
parecen existir diferencias en los niveles de expresion de las diferentes citocinas
estudiadas, la metodologia de PCR utilizada no fue cuantitativa, por lo que los
resultados fueron interpretados como positivos o negativos. Las células de
animales testigos expresaron RNAm para IFN-y, IL-2 e IL-4. Resultados similares
fueron obtenidos en esplenocitos de ratones implantados o tratados con F1. El

RNAm para IL-10 no se expreso en ningun animal (Fig. 7).
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Figura 7. Determinacion del perfil de RNAm de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10) por RT-
PCR. Las células esplénicas de ratones implantados con metacéstodos de T. solium o
tratados con F1 fueron estimuladas con Con A ex vivo. Los productos de la RT-PCR
fueron analizados en geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio. Carril 1:
esplenocitos de ratones sin tratamiento; carril 2 células de bazo de ratones implantados
con metacéstodos; carril 3: esplenocitos de ratones tratados con F1 y carril 4: testigo
positivo de IL-10 (esplenocitos incubados con F2, que es la fraccion estimuladora del FM).
Peso molecular de los productos de PCR: B-actina = 514 pb; IL-2 = 502 pb; IFN-y = 460
pb; IL-4 = 399 pb e IL-10 = 301 pb.



5. Expresion de CD25.

Se estudio, por citometria de flujo, la expresion de CD25 en linfocitos T
CD4" y CD8" obtenidos de animales implantados con metacéstodos o tratados con
F1 y estimulados con Con A ex vivo. En las graficas de la figura 8 A, se observan
las células CD4" marcadas con FITC en el cuadrante inferior derecho, las células
CD4'CD25" marcadas con PE y FITC en el cuadrante superior derecho, y las
células CD8'CD25" marcadas con PE en el cuadrante superior izquierdo. El
analisis de citometria de flujo no mostr6 diferencias significativas entre los valores
iniciales de células CD4" en los bazos de ratones experimentales comparados con
los del grupo control (33.16%£1.11); ratones implantados con metacéstodos
(36.25+1.7); ratones tratados con F1 (33+2.0). Sin embargo, la expresion de CD25
tanto en células CD4" como en CD8" de los bazos de ratones implantados con
metacéstodos de T. solium y estimulados con Con A ex vivo, disminuyd
significativamente en comparacion con células de animales testigo, (p=0.01 y p=

0.006 respectivamente) (Fig. 8B y C).
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Figura 8. Efecto de la implantacién de metacéstodos de T. solium sobre la expresion de
CD25 en linfocitos de bazo CD4" y CD8". Linfocitos de ratones testigo e implantados
fueron estimulados ex vivo con Con A. A: Grafica de los linfocitos de ratones testigo
(RPMI 'y Con A) y de ratones implantados con metacéstodos (I e I/Con A). Los resultados
se expresan como el porcentaje de células positivas a anti-CD4 marcadas con FITC y/o
anti-CD25 marcadas con PE. Cada grafica es representativa de cuatro experimentos. Las
graficas muestran la expresion de B: CD25 en células CD4" y C: CD25 en células CD8".
RPMI, linfocitos de ratones testigo; I, linfocitos de ratones implantados con metacéstodos
incubados en medio RPMI; ConA, linfocitos de bazo de ratones estimulados con Con A;
I/Con A linfocitos de ratones implantados con metacéstodos estimulados con Con A. Las
barras representan la media de los valores de cuatro animales + SEM. Los asteriscos
muestran la significancia estadistica.



Gated % CD25

Resultados similares se encontraron al comparar la expresion de CD25" por
linfocitos CD4" y CD8" de ratones tratados con F1 con sus testigos. Tanto las
células CD4" como las CD8" mostraron una disminucién significativa de la

expresion de CD25 (p=0.001 y p= 0.003, respectivamente) (Fig. 9B y C).
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Figura 9. Efecto del tratamiento de ratones con F1 sobre la expresion de CD25 en
linfocitos CD4" y CD8" de bazo. Linfocitos de ratones testigo y tratados con F1 fueron
estimulados ex vivo con Con A. A: Graficas de linfocitos de ratones testigo (RPMI y Con
A) y de ratones tratados con F1 (F1 y F!/Con A). ). Los resultados se expresan como el
porcentaje de células positivas a anti-CD4 marcadas con FITC y/o anti-CD25 marcadas
con PE. Cada gréfica es representativa de cuatro experimentos. Las graficas muestran la
expresion de: B, CD25 en células CD4" y C, CD25 en células CD8". RPMI, linfocitos de
ratones testigo; F1, linfocitos de ratones tratados con F1 e incubados en medio RPMI;
Con A, linfocitos de bazo de ratones estimulados con Con A; F1/Con A linfocitos de
ratones tratados con F1 y estimulados con Con A. Las barras representan la media de los
valores de cuatro animales + SEM. Los asteriscos muestran la significancia estadistica.



6. Produccion de citocinas intracelulares

Ya que, el analisis de RNAm por RT-PCR no fue cuantitativo y no nos
permitid observar diferencias en el perfil de citocinas entre los diferentes grupos
experimentales, se realizaron estudios de determinacion de citocinas intracelulares
por citometria de flujo. Los resultados demuestran que, los linfocitos CD4" de
ratones implantados con metacéstodos, presentaron una disminucion
estadisticamente significativa de la produccién IFN-y al compararse con la
produccion de esta citocina en linfocitos de los ratones testigo (p=0.005, Fig. 10A),
mientras que, IL-2 e IL-4 disminuyen aunque no significativamente (Fig. 10B y
10C). En células CD8" se observa una disminucion significativa en la produccion
de IL-2 e IL-4 con respecto a células control (p=0.009 y p=0.034 respectivamente,
Fig. 10E y 10F).

El analisis de la produccion de citocinas intracelulares en linfocitos de bazo
de ratones tratados con F1 y estimulados con Con A ex vivo (F1/Con A) muestra
disminucion en la produccion de IFN-y aunque no significativamente y disminucién
significativa de IL-2 en células CD4" (Fig. 11A y 11B). La produccion de IL-4 en
estas células no se alter6 (Fig. 11C). Por otro lado, las concentraciones de IFN-y,
IL-2 e IL-4 en células CD8" disminuyeron en comparacién con los valores
encontrados para células testigo (RPMI) Fig. 11D, (p=0.053; Fig. 8E p=0.001 y Fig.

11F p=0.059, respectivamente).
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Figura 10. Efecto de la implantacion de metacéstodos de Taenia solium sobre la produccion de
citocinas por linfocitos T CD4" y CD8". Linfocitos esplénicos de ratones implantados con metacéstodos
fueron estimulados ex vivo Con A. IFN-y, IL-2 e IL-4 intracelulares fueron detectadas por citometria de
flujo en células T CD4" y CD8" respectivamente. RPMI: linfocitos de ratones control incubados en
medio RPMI; I: células T esplénicas de ratones implantados con metacéstodos e incubadas en medio
RPMI; Con A: linfocitos de ratones control estimulados con Con A; I/Con A: células T esplénicas de
ratones implantados con metacéstodos y estimuladas con Con A. A y D produccion de IFN-y ; By E
produccion de IL-2; C y F produccién de IL-4. Las barras representan la media de los valores de cuatro
animales + SEM. Los asteriscos muestran la significancia estadistica.
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Figura 11. Efecto del tratamiento de ratones con F1 sobre la produccion de citocinas por células
T CD4" y CD8". Linfocitos esplénicos de ratones tratados con F1 (cuatro dosis de 50 pg cada
una) fueron estimulados ex vivo con Con A. IFN-y, IL-2 e IL-4 intracelulares fueron detectadas
por citometria de flujo en células T CD4" y CD8" respectivamente. RPMI: linfocitos de ratones
testigo incubados en medio RPMI; F1: células T esplénicas de ratones tratados con F1 e
incubadas en medio RPMI; Con A: linfocitos de ratones control estimulados con Con A;
F1/Con A: células T esplénicas de ratones tratados con F1 y estimuladas con Con A. Ay D
produccion de IFN-y ; B y E produccién de IL-2; C y F produccién de IL-4. Las barras
representan la media de los valores de cuatro animales + SEM. Los asteriscos muestran la
sianificancia estadistica.



DISCUSION

En el presente trabajo, se encontr6 que la fraccion F1 del factor de
metacéstodo disminuyo la intensidad del proceso inflamatorio alrededor de los
metacéstodos implantados comparada con la inflamacion observada con solo
metacéstodos implantados. Lo que sugiere inmunomodulacion negativa de la
respuesta inflamatoria mediada por este producto del parasito.

Esplenocitos de ratones implantados con metacéstodos de T. solium y de
ratones inoculados con factor supresor de metacéstodos (F1) fueron estimulados
con Con A ex vivo, para determinar la expresion de CD25 y la produccién de
citocinas (IFN-y, IL-2 e IL-4) en células CD4" y CD8". Ademas, se realizd un
estudio histopatolégico de metacéstodos implantados subcutaneamente en
ratones (tratados con F1; vacunados con antigenos de metacéstodos; vacunados
y tratados con F1; y testigos) con la finalidad de correlacionar la inflamacion con la
produccion de citocinas. Este estudio fue llevado a cabo para entender las
interacciones hospedero-parasito en neurocisticercosis humana en su fase
temprana (prodrémica) utilizando un modelo murino.

Se obtuvieron 3 lotes de FM a partir de metacéstodos de cerdos
naturalmente parasitados que presentaban diferentes cargas parasitarias. Los
resultados mostraron que, la capacidad inhibitoria del factor de metacéstodo esta
relacionada con la viabilidad de los metacéstodos, ya que disminuye cuando la
infeccidn es vieja y los metacéstodos se observan con signos degenerativos. Esto
puede deberse a que, con el tiempo de infeccion, los metacéstodos producen

factor de menor calidad funcional, por lo que, para nuestros experimentos,



utilizamos solamente lotes de infecciones recientes. Los resultados de la actividad
biologica de las fracciones F1 y F2 del factor de metacéstodos fueron semejantes
a lo reportado en trabajos previos. La fraccion F1 disminuy6 la capacidad de
proliferacion de esplenocitos de ratones y la fraccidn F2, la aumenta tanto in vivo
como in vitro (Molinari y col., 1990; 1996; Tato y col., 1995; Garrido y col., 2001).
Si bien la actividad biolégica de la fraccion F2 no fue objeto de este estudio, se ha
reportado que esta fraccion incrementa la produccion de IFN-y en células CD4" y
CD8" en forma dosis-dependiente tanto in vivo como in vitro e induce una
restauracion significativa del numero de células CD4" en ratones a los que se les
habia eliminado estas células (Garrido y col., 2001).

El estudio histopatolégico de los metacéstodos de T. solium implantados
subcutaneamente en los diferentes grupos experimentales, revelo diferencias en la
intensidad y la composicion celular del proceso inflamatorio que rodeaba a los
parasitos. En el grupo testigo se demostrd la presencia de una intensa reaccion
inflamatoria de tipo cuerpo extrano, la cual probablemente se debid a que el ratdon
no es el hospedero natural de este parasito. Resultados similares se observaron
en los metacéstodos implantados en ratones del grupo tratado con la fraccién F1,
los cuales también estaban rodeados de una reaccién inflamatoria de tipo cuerpo
extrafio aunque de mucho menor intensidad. La diferencia en la intensidad de la
inflamacion puede deberse, a que el FM inhibe tanto la inflamacion como Ila
respuesta celular y humoral en ratones y disminuye la produccion de citocinas,

algunas de ellas pro-inflamatorias como se observo ex vivo en este trabajo y



previamente in vitro (Molinari y col., 1996; Tato y col., 1996, Arechavaleta y col.,
1998).

En el presente estudio se observo también que metacéstodos procedentes
de animales inmunizados con antigenos de metacéstodos estaban rodeados por
un proceso inflamatorio intenso que infiltr6 de manera muy importante las
estructuras parasitarias y que, a diferencia de la inflamacion en los animales
testigo, estaba principalmente compuesto por eosindéfilos aunque también por
linfocitos, macrofagos y escasos neutrdfilos. Esta reaccion inflamatoria sugiere
una respuesta inmune adaptativa en comparacion, con la que presentaron
metacéstodos procedentes de animales inmunizados con antigenos de
metacéstodos y tratados con F1, en donde se observo que el proceso inflamatorio
disminuyo6 considerablemente. Estos resultados sugieren que la respuesta inmune
a los antigenos de metacéstodo estaba disminuida por la accion inhibitoria del
factor liberado por los metacéstodos implantados o por la accion sistémica del F1.

Si bien las estructuras parasitarias se encontraban infiltradas por células
inflamatorias, en ninguno de los grupos estudiados se observo destruccion total de
los parasitos probablemente debido a que los parasitos fueron estudiados a
tiempos cortos (12 dias después de la implantacién). Sin embargo, nosotros
consideramos que eventualmente, los parasitos podrian ser destruidos por la
inflamacion como se ha reportado en cerdos naturalmente parasitados en los que,
se observo que la inmunidad inducida por los antigenos fue capaz de causar la
muerte y destruccion de parasitos que hasta entonces habian establecido una
relacion con el huésped que les permitia permanecer viables (Molinari y col.,

1993a; 1997).



Los resultados del analisis de RT-PCR mostraron el mismo patron de
expresion de RNA mensajeros de citocinas en células de bazo de ratones
implantados con metacéstodos, en esplenocitos de ratones tratados con la
fraccion F1 y en células de animales testigos. Debido a que nuestra metodologia
fue cualitativa (PCR) y no nos permiti6 detectar diferencias entre las
concentraciones de RNA mensajeros para citocinas que se expresaron en los
diferentes grupos experimentales ni las subpoblaciones de células T que los
expresaban, se realizaron analisis de la produccién de citocinas intracelulares por
citometria de flujo. Los resultados mostraron que células CD4" y CD8", tanto de
ratones implantados con metacéstodos (12 dias post-implantacion) como de
ratones tratados con la fraccion F1, presentaron una disminucion de la produccion
de IFN-y, IL-2 e IL-4 cuando se compararon con las células de animales testigo.
Este efecto fue mas pronunciado en células CD8*. Se determind también la
activacion de linfocitos CD4" y CD8" midiendo la expresion de CD25 en la
superficie de estas células, lo que permitié determinar que los linfocitos de ratones
implantados o tratados estaban inmunodeprimidos.

Aunque en el analisis de citometria de flujo solo se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-CD4 de raton marcados con FITC y anticuerpos monoclonales
anti-CD25 de raton marcados con PE, consideramos que la poblacién de células
en el cuadrante superior izquierdo de las graficas de puntos (dot plots) eran
CD8'CD25" ya que, en estudios previos utilizando anticuerpos anti-CD8 de raton
marcados con FITC y anti-CD25 marcados con PE, se demostré que la poblacién

que se localizaba en este cuadrante tenia ese fenotipo (Garrido y col., 2001).



En este trabajo se encontraron células CD4°CD25" y CD8'CD25"
disminuidas significativamente en bazos de ratones implantados con
metacéstodos o tratados con la fraccion F1, y estimulados con Con A ex vivo. En
particular, este fenotipo se asocia a células reguladoras que bloquean la activacion
y la funcion de linfocitos T efectores. Estas células CD4°CD25" han sido
implicadas en los procesos de inmunomodulacién observados en ofras
helmintiasis (Hoerauf et al., 2005), las cuales ademas de expresar niveles
elevados de la cadena alfa del receptor de IL-2 (CD25), producen IL-10 y TGF-p3.
El reconocimiento del antigeno asi como la senalizacién a través de moléculas
accesorias y citocinas como IL-2 y TGF-3 controlan su activacion y modulan su
actividad supresora (Hortwitz y col., 2003; Sakaguchi, 2004). Mas aun, han sido
encontradas en seres humanos y ratones y se han implicado en la induccién de
tolerancia a antigenos propios (Annunziato y col., 2002; Shevach, 2000) y en la
perpetuacion de enfermedades infecciosas indolentes por micobacteria (Bloom y
col., 1992) o por parasitos como Leishmania (Belkaid y col., 2001). Nuestros datos
no son suficientes para determinar que las células CD4"CD25" y CD8'CD25"
encontradas en este estudio en bazos de ratones implantados con metacétodos o
tratados con la fraccion F1, y estimulados con Con A ex vivo sean reguladoras y
participen en la modulacién negativa de la respuesta inmune en cisticercosis, pero
seria interesante realizar estudios que permitieran determinar si este tipo de
células estan participando en la inhibicion inducida por la fraccion F1.

Por otro lado, los resultados actuales sugieren que los metacéstodos

implantados liberan in vivo FM, el cual puede ser responsable, junto con otras



moléculas como la paramiosina (Laclette y col.,, 1992) y las cistein proteasas
(White y col., 1992; Molinari y col., 2000; Tato y col., 2004) de modular la
respuesta inmune del hospedero, ya que se ha descrito que el FM de T. solium
inhibe, in vitro, la proliferacion de linfocitos medida por incorporacion de timidina
tritiada y la produccion in vitro de IFN-y, IL-2 e IL-4 (Molinari y col., 1990; Tato y
col., 1995; Arechavaleta y col., 1998), e inhibe la reaccion inflamatoria alrededor
de metacéstodos implantados (Tato y col., 1996; Molinari y col., 1996; resultados
actuales). Ademas, en cisticercosis porcina se ha reportado, la disminucion de
células T, particularmente de la poblacion CD4" (Tato y col., 1987; Molinari y col.,
1987) y la supresion de respuestas proliferativas de células T (Molinari y col.,
1983a).

Nuestros resultados apoyan que la inmunomodulacion negativa inducida
por F1 no se debe a la estimulacion de una subpoblacién de células Th1 o Th2 e
particular, ya que no se observa disminucion de un patron de citocinas vy
predominio de otro, sino que todas las citocinas estan disminuidas, lo que pudiera
ser apoyado por el hallazgo de apoptosis de linfocitos en la reaccién inflamatoria
que rodea a metacéstodos de T. solium en cisticercosis porcina (Solano et al.,
2006). Por otro lado, se ha reportado que factores de bajo peso molecular de otros
parasitos disminuyen la respuesta proliferativa de células T (Dessaint y col., 1977;
Yin Foo y col., 1983). Mas aun, Letonja y su grupo (1987) observaron que larvas
de T. taeniaeformis disminuyeron la capacidad proliferativa de células de bazo a
los 2 dias post-infeccion, alcanzando un maximo a los 12 dias y recuperandose

21 dias después de la infeccion. Ellos también encontraron que el plasma de



ratones infectados suprime la respuesta proliferativa a Con A en esplenocitos de
ratones no infectados, sugiriendo la presencia de factores supresores en el plasma
de esos animales.

Igualmente, factores liberados in vitro por T. crassiceps obtenidos de
infecciones a corto plazo (10 a 30 dias) tienen la capacidad de regular
negativamente la respuesta proliferativa de células T y la produccion de IFN-y e IL-
4, pero no de IL-10, la cual se incrementd a diferentes niveles durante el periodo
de observacion (Spolski y col., 2000). Por otro lado, granulomas removidos de
ratones infectados con T. crassiceps 3 a 5 meses después de la infeccion
producen IFN-y e IL-2 (Robinson y col., 1997). En este trabajo se observo que la
proliferacion de linfocitos y la produccién de citocinas (IL-2, IFN-y e IL-4) disminuy6
12 dias después de la implantacion de los metacéstodos de T. solium en ratén,
estos resultados son apoyados por los reportados por Terrazas y col., (1998),
quienes observaron una disminucion de la respuesta proliferativa de células T de
ratones infectados con T. crassiceps, asi como una disminucion significativa de IL-
2 e IFN-y 14 dias después de la infeccion. Interesantemente, los mismos autores
también encuentran un aumento significativo de IL-10 tan pronto como 2 a 4
semanas y hasta las 16 semanas después de la infeccion. En nuestro trabajo, la
IL-10 no se expreso en los linfocitos de ninguno de los grupos estudiados a los 12
dias después de la implantacion de metacéstodos sin embargo, esta citocina
pudiera inducirse mas tarde durante la infeccion, como se ha reportado en
infecciones por T. crassiceps (Tarazas y col., 1998) y T. solium (Evans y col.,

1998; Rodrigues y col., 2000).



Resultados recientes muestran un aumento de la produccién de IL-4 a 24 h
de la infeccion con T. crassiceps en esplenocitos estimulados con Con A de un
modelo murino y un predominio de la produccion de citocinas Th2 a los 7 dias
postinfecciéon. En contraste, la estimulacion de las células de ganglios
mesentéricos, esplenocitos y células de exudado peritoneal con antigenos de
larvas inducen la produccién de una mezcla de citocinas Th1/Th2 con incremento
de IL-4, IL-10 e IFN-y. La respuesta inicial fue mediada por IFN-y y rapidamente
seguida por un incremento en la produccion de IL-10 y la subsecuente reduccién
en la cantidad de IFN-y (Toenjes y Kuhn, 2003).

Por otro lado, las concentraciones de IL-5 e IL-10 aumentaron en suero y en
liquido cefalorraquideo de pacientes con neurocisticercosis activa (Evans y col.,
1998; Rodrigues y col., 2000; Chavarria y col., 2005). Los valores de IFN-y en el
espacio subaracnoideo fueron similares en pacientes y testigos (Ostrosky-
Zeichner y col.,, 1996). En contraste, en células mononucleares de sangre
periférica, estimuladas con antigenos de cisticerco se encontré elevacion de IL-2 e
IFN-y (Grewal y col., 2000). Finalmente, granulomas cerebrales de pacientes con
neurocisticercosis se asociaron con respuestas Th1y Th2 (IFN-y e IL-4) (Restrepo
y col., 2001).

La secuencia de eventos en la NCC de acuerdo a la clasificacion de Carpio
y col. (1998) inicia con parasitos vivos e inmunosupresion del hospedero, y
culmina con parasitos rodeados por reacciones granulomatosas e
inmunoestimulacion del hospedero. Cuando las lesiones calcificadas coexisten

con uno o dos de los estadios previos (NCC mixta) la respuesta del hospedero



puede ser mixta. Si bien queda mucho por entender, una posibilidad de la
respuesta inmune del hospedero a la infeccion por T. solium en relacion con el
estadio biolégico del parasito puede ser la siguiente: después de la infeccion inicial
con huevos de Taenia se producen anticuerpos protectores contra antigenos
oncosferales (Molinari y col., 1993b), pero cuando los parasitos cambian a estados
postoncosferales, estos anticuerpos ya no juegan un papel protector. En general,
en estados de cisticercosis temprana, cuando los parasitos vivos estan en proceso
de desarrollo (de oncosferas a metacéstodos) secretan sustancias y modulan
negativamente la respuesta inmune del hospedero (Spolski y col., 2000). El
resultado de esta modulacion es inmunosupresion, ya que las respuestas Th1/Th2
estan reguladas negativamente. Esto fue observado desde los 2 primeros dias
(Letonja y col., 1987) y hasta 4 semanas después de la infeccion (Terrazas y col.,
1998; Spolski y col., 2000) lo que concuerda con nuestros resultados. En un
estado intermedio, cuando el parasito muere, se estimulan respuestas Th2
mientras que las células Th1 continuan siendo reguladas negativamente (Villa y
Kuhn, 1996; Toenjes y col., 1999). Finalmente cuando los parasitos estan
granulomatosos o calcificados y el hospedero ya no esta regulado negativamente
se encuentran mezclas de respuestas Th1/Th2 (IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-5) (Robinson
y col.,, 1997; Evans y col., 1998; Rodrigues y col., 2000; Grewal y col., 2000;
Restrepo y col., 2001).

En cisticercosis humana son bien conocidos casos de NCC en los que diferentes
estadios bioldgicos del parasito coexisten y el paciente presenta mezclas de

respuestas Th1/Th2 (Evans y col., 1998). Por otro lado, el estado de la respuesta



del hospedero en los diferentes estadios depende de los antigenos que estan
siendo secretados activamente o que estan siendo presentados o0 que empiezan a
liberarse por la destruccién del parasito, ocasionada por la respuesta inmune que
se genera ante el envejecimiento y/o muerte del metacéstodo.

En este estudio, utilizando un modelo raton-metacéstodo de T. solium y
analisis de citometria de flujo, reportamos que el parasito fue capaz,
probablemente por medio de la fraccion F1 y otras moléculas, de modular
negativamente la activacion de células CD4" y CD8" asi como, la produccién de
citocinas (IL-2, IL-4 e IFN-y) favoreciendo su desarrollo en el hospedero ya que, al
inhibirse el proceso inflamatorio y la produccién de citocinas, el parasito se
encontraria protegido tanto de los mecanismos de inmunidad innata (inflamacion)
como de la induccién de la respuesta inmune por lo menos en lo que respecta a la

activacion celular por linfocinas.



1.

CONCLUSIONES

Este trabajo nos permitio establecer que la fraccion F1 del factor de
metacéstodo disminuye la intensidad del proceso inflamatorio alrededor de
metacéstodos implantados en raton, sugiriendo que esta fraccion es
responsable en parte, de la inmunomodulacion negativa de la respuesta

inflamatoria que rodea al parasito.

El estudio histopatolégico comparativo de los metacéstodos de T. solium
implantados subcutaneamente en los diferentes grupos experimentales,
reveld diferencias no solo en la intensidad sino también en la composicion
celular del proceso inflamatorio que rodeaba a los parasitos implantados. La
reaccion inflamatoria fue menos intensa en los ratones tratados con la
fraccion F1 y estaba constituida principalmente por eosindfilos mientras
que, en los ratones solamente implantados, la inflamacién fue mas intensa
y rica en neutrofilos. Estas diferencias pueden deberse, a que la fraccion
F1 inhibié in vivo, como se observd ex vivo, la produccion de citocinas,

algunas de ellas pro-inflamatorias.

La activacion de linfocitos CD4" y CD8" medida a través de la expresion de
CD25 en la superficie de estas células, permiti6 determinar que los
linfocitos de ratones implantados o tratados con la fraccion F1 estaban

inmunodeprimidos. Sugiriendo que, los metacéstodos implantados liberan in



vivo la fraccion F1, la cual puede ser responsable, junto con otras

moléculas, de la modulacion de la respuesta inmune del hospedero.

. Nuestros resultados mostraron que la modulacién negativa inducida por F1
no se debe a la estimulacion de una subpoblacién de células Th1 o Th2 en
particular, ya que se observé disminucion tanto de citocinas Th1 como Th2
(IL-2, IFN-y e IL-4). IL-10 no se expresO en el tiempo experimental

estudiado en ninguno de los grupos.

. Finalmente, concluimos que el parasito fue capaz, probablemente por
medio de la fraccion F1 y otras moléculas, de modular negativamente la
activacion de células CD4" y CD8" asi como, la produccién de citocinas (IL-
2, IL-4 e IFN-y) favoreciendo su desarrollo en el hospedero ya que, al
inhibirse el proceso inflamatorio y la produccion de citocinas, el parasito se
encuentra protegido contra los mecanismos de inmunidad innata
(inflamacién) y de la induccion de la respuesta inmune mediada por

linfocinas.
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