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Abreviaciones 

 

AR   Artritis reumatoide 

MHC Complejo principal de histocompatibilidad (del inglés Major histocompatibility 

complex)  

SE   Epítopo compartido (del inglés shared epitope) 

TNF-α y β  Factor de necrosis tumoral alfa y beta 

IL   Interleucina 

SCID Inmunodeficiencia combinada severa (del inglés severe combined 

immunodeficiency) 

Th   Célula T cooperadora (del inglés T helper) 

IFN-γ   Interferón gama 

CIA   Artritis inducida por cólagena (del inglés collagen induced arthritis) 

RANKL Ligando del Receptor activador de NFkB (del inglés receptor activator of NFkB 

ligand) 

RANK Receptor activador de NFkB (del inglés receptor activator of NFkB) 

NFkB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (del 

inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

OPG   Osteoprotegerina 

MMP    Metaloproteasas 

CFA    Adyuvante completo de Freund (del inglés complete Freund´s adyuvant) 

HAO   Ovoalbúmina agregada por calor (del inglés heat aggregated ovalbumin) 

OMS   Organización mundial de la salud 

Ig   Inmunoglobulina 

iNOS   Óxido nítrico sintetasa inducible (del inglés inducible nitric oxide synthase) 

ON   Óxido nítrico 

RM   Receptor de manosa 

MAA   Macrófagos alternativamente activados 

PDL-1 y 2 Ligandos de muerte programada 1 y 2 (del inglés programmed death ligand 1 and 

2) 

CII   Colágeno 2 
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Resumen 

  

Nuestro grupo reportó previamente que la infección con Taenia crassiceps reduce la incidencia y 

severidad de enfermedades autoinmunes e inflamatorias como diabetes tipo 1 experimental y 

encefalomielitis autoinmune experimental. El objetivo de este trabajo fue determinar si la infección con T. 

crassiceps afectaría el desarrollo de la artritis reumatoide experimental (AR). La AR fue inducida a través 

de la transferencia adoptiva de células T CD4+ transgénicas y la inmunización con un antígeno de OVA, 

en ratones BALB/c machos. Encontramos que los ratones infectados con el parásito e inducidos con AR 

experimental mostraron puntajes clínicos similares al grupo de ratones no infectados con AR 

experimental; las citocinas sistémicas no se afectaron mientras que los anticuerpos anti-colágeno II 

tuvieron títulos más altos en los grupos infectados. La evaluación histológica presentó daño en ambos 

grupos experimentales infectados y no infectados e inducidos con AR experimental. Aunque algunas 

moléculas de superficie como PDL-2 y RM, las cuales se asocian con mecanismos inmunomoduladores, 

estaban reguladas positivamente  en el grupo infectado e inducido con AR comparado con el grupo no 

infectado y con AR. Estas moléculas no ejercieron ningún cambio en  el proceso de la AR experimental. 

Por lo cual determinamos que la infección con T. crassiceps no influye en el desarrollo de la AR 

experimental. 

 

Abstract 

 

It was previously reported by our group that infection with Taenia crassiceps reduces incidence and 

severity of inflammatory and autoimmune experimental diseases such as type 1 diabetes and experimental 

autoimmune encephalomyelitis. In this research, we set out to study whether infection with T. crassiceps 

would affect the development of experimental rheumatoid arthritis (RA). RA was induced through the 

adoptive transfer of T CD4+ transgenic cells and immunization with an OVA antigen, in male BALB/c 

mice. We found that mice infected with the parasite and induced with experimental RA showed similar 

clinical scores as the non-infected experimental RA group; systemic cytokines were not affected while 

anti-CII Abs were higher in the infected group. Histological evaluation showed damage in both infected 

and non-infected experimental RA-induced groups and although some surface molecules such as PDL-2 

and MR which are associated with immunomodulatory mechanisms were up-regulated in the infected and 

RA-induced groups as compared to the uninfected RA group, they did not exert any changes in the 

outcome of experimental RA. Thus, we determined that infection with T. crassiceps does not influence the 

outcome of experimental RA. 
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Introducción 

 

Artritis Reumatoide 

 

La incidencia de las enfermedades autoinmunes inflamatorias como la esclerosis múltiple, diabetes tipo I, 

la enfermedad de Crohn y artritis reumatoide (AR), se han incrementado en países desarrollados en las 

últimas tres décadas (Zaccone P., et al. 2006). Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por el 

ataque a órganos, que  no son reconocidos por el sistema inmune como propios. La predisposición a la 

autoinmunidad está bajo control de múltiples genes, aunque los factores ambientales y nutricionales 

también podrían participar. Los países en los que ha aumentado la autoinmunidad, al mismo tiempo han 

tenido grandes mejorías en el nivel socioeconómico y de sanidad. Esto ha reducido la exposición a 

infecciones y se piensa que estas condiciones contribuyen al incremento en la autoinmunidad (Zaccone P., 

et al. 2006). 

 

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria crónica que  se caracteriza por la inflamación y 

sensibilidad de las articulaciones y la destrucción del sinovio lo cual lleva a la incapacidad física y 

mortalidad prematura; se estima que la AR tiene una prevalencia del 1% en la población mundial. La  AR 

es considerada como una enfermedad autoinmune (Aletaha D., 2010),  aunque se asocian factores 

genéticos y ambientales a la etiología  (Barberá A. y Domínguez M., 2004). La presencia de auto-

anticuerpos como el factor reumático  y proteínas citrulinadas en la sangre pueden preceder las 

manifestaciones clínicas por  muchos años (Firestein G., 2003).  

 

Dentro de los factores de riesgo reconocidos para la AR ha sido aparente el hecho de que el fondo 

genético tiene importancia en la susceptibilidad y severidad de la AR. Uno de los genes más estudiados se 

encuentra en el locus del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), en donde pacientes que 

presentan el alelo HLA-DRB1, el cual codifica para una secuencia de 5 amino ácidos (QKRAA o 

QRRAA) conocido como el epítopo compartido (SE), influye en la severidad de la enfermedad, ya que el 

riesgo de erosión y enfermedad extra-articular es mayor si los pacientes tienen el gen y aumenta aún más 

si son homocigotos (Firestein G., 2003). Otros genes asociados a la AR son PTPN22, PAD14, CTLA4, 

FCγRs, citocinas y sus receptores como TNF, IL-1β, IL-10 e IL-18 (McInnes I.B. y Schett G., 2007). 
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Patogénesis de la AR 

 

Diferentes vías efectoras y de señalización que se llevan a cabo en el sinovio en la AR, tienen como 

resultado una cascada de eventos patofisiológicos que culminan en la destrucción progresiva de la 

articulación (Muller-Ladner U., et al. 2005). El sinovio, en condiciones normales es un tejido 

relativamente acelular cubierto por una membrana  compuesta principalmente por macrófagos y 

fibroblastos sinoviales, que recubre las articulaciones.  Durante la AR esta membrana se inflama y hay 

infiltración de diversas poblaciones celulares al sinovio, incluyendo linfocitos B, linfocitos T, macrófagos 

y fibroblastos sinoviales, que a veces se agregan en estructuras parecidas a los centros germinales. Esta 

infiltración lleva a la hiperplasia del tejido y la destrucción local de estructuras articulares (Karouzakis E., 

et al. 2006; Firestein G.S., 2003). 

 

La participación de las células B en la AR no ha sido bien caracterizada pero se han encontrado infiltrados 

de este tipo en el sinovio inflamado. También se reconoce que las células B participan como células 

presentadoras de antígeno a células T CD4+, manteniendo de esta forma la producción de citocinas pro-

inflamatorias. Otra contribución importante es la producción de anticuerpos, además de auto-anticuerpos, 

pero a pesar de la investigación extensiva los auto-antígenos iniciadores del proceso de la enfermedad 

todavía no han sido identificados. Sin embargo, se ha probado la reactividad de algunos anticuerpos 

circulantes y auto-antígenos, como son colágeno de tipo II, proteoglicanos, proteínas de unión a cartílago, 

antígenos nucleares, proteínas de choque térmico, proteínas de unión a cadena pesada que pueden ser 

detectadas en pacientes con AR (Firestein G.S., 2001). 

 

Por lo contrario la participación de células T en la AR ha sido clara, ya que se han encontrado infiltrados 

de células T en el sinovio de pacientes y cuando han sido trasplantadas a ratones SCID las células T 

sinoviales transfieren la enfermedad. La participación de células T se ha corroborado ya que el tratamiento 

con anticuerpos anti-CD2 eliminó las células residentes del tejido sinovial lo cual resultó en una menor 

producción de citocinas pro-inflamatorias (Hochber M.C., et al. 2009).  

 

Las células T han sido implicadas en mediar muchos aspectos de la inflamación de las articulaciones. En 

general, las células T CD4+ son reconocidas por iniciar la respuesta inflamatoria como células efectoras 

Th1 pro-inflamatorias (Firestein G., 2003). Con el reciente descubrimiento del linaje Th-17 parece haber 

una mayor participación de las células T en la patogénesis de la AR. En la respuesta Th-17 es importante 

la participación de la IL-17 ya que induce la liberación de mediadores pro-inflamatorios en diversos tipos 



 12

de células, estimula la producción de IL-6 y prostaglandina E2 localmente y sinergiza con otras citocinas 

inflamatorias como IL-1- β, TNF-α, IFN-γ y el ligando CD40. Una respuesta aberrante Th-17 ha sido 

implicada en la patogénesis de la AR, ya que se ha demostrado que los ratones IL-17 KO no desarrollan 

artritis inducida por colágeno (CIA) y al bloquear la IL-17 con anticuerpos monoclonales, se ha observado 

la disminución de la enfermedad en modelos de AR experimental (Lubberts E., 2008). 

 

Aunque la respuesta de células T dependientes de antígeno puede ser importante en la iniciación de la 

respuesta inflamatoria durante la artritis, hay evidencia de que la respuesta independiente de antígenos 

puede ser importante también. Las células T sinoviales pueden activar monocitos y macrófagos de manera 

dependiente de contacto para inducir la expresión de citocinas pro-inflamatorias como TNF-α. Un estudio 

demostró que las células T sinoviales inducen la producción de quimiocinas CC y CXC de manera 

dependiente de contacto. Esta función efectora también es compartida con células T activadas con un 

coctel de citocinas (IL-2, IL-6 y TNF-α). Por otra parte, también se ha reportado que células T activadas 

por IL-2, IL-6 y TNF-α inducen fibroblastos sinoviales a producir citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e 

IL-8 de manera dependiente de contacto (Andersson A.K., et al. 2008). 

 

El papel de las citocinas dentro de un sistema de regulación compleja está relacionada con procesos 

inmunológicos específicos que promueven autoinmunidad, inflamación crónica y destrucción del tejido 

(McInnes I.B. y Schett G., 2007). Los macrófagos y fibroblastos sinoviales son una fuente importante de 

citocinas pro-inflamatorias como IL-1β, TNF-α e IL-8, las cuales participan en la perpetuación de la 

enfermedad al participar en redes de señalización que activan y promueven la inflamación (Sweeney S.E y 

Firestein G.S, 2004).  

 

El TNF-α es de gran importancia en la patogénesis de la AR. Se ha encontrado en biopsias sinoviales y al 

administrar anticuerpos quiméricos específicos contra TNF-α humano, se redujeron los síntomas de la 

enfermedad y los niveles de proteína C reactiva en sangre. Estas observaciones también se han visto en 

modelos experimentales. Al administrar anticuerpos monoclonales anti-TNF-α después de la inducción de 

la AR, se observó una disminución en la inflamación y en el daño a la articulación; por otro lado la sobre-

expresión de TNF-α en un modelo transgénico induce artritis espontánea erosiva. El TNF-α está 

involucrado en una variedad de funciones relevantes asociadas a la patogénesis de la AR, como por 

ejemplo la activación del endotelio, liberación de quimiocinas, angiogénesis, activación de condrocitos y 

osteoclastos lo cual promueve la destrucción articular  principalmente por la vía de RANK/RANKL 

(Brennan F.M., y McInnes I.B, 2008).  
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El ligando del receptor activador de NFkB (RANKL) es un miembro de la súper familia de TNF-α y es 

expresado por fibroblastos sinoviales y células T activadas del sinovio. En la AR, la expresión de RANKL 

es regulada positivamente  y constituye un pre-requisito importante para la diferenciación de osteoclastos; 

su expresión es regulada por citocinas inflamatorias como TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-17. El sistema de 

retroalimentación es muy importante en la perpetuación de la osteoclastogénesis ya que TNF-α induce la 

expresión de IL-1 e IL-1R por células del mesénquima y células del linaje de osteoclastos; así como IL-17 

induce la expresión de RANKL, TNF-α e IL-1β por fibroblastos sinoviales. A su vez RANKL induce la 

diferenciación de los osteoclastos y su actividad de reabsorción de hueso. La interacción de RANKL con 

su receptor RANK es modulada por osteoprotegerina (OPG), un receptor señuelo soluble, el cual es 

expresado por células del mesénquima del sinovio; en la AR un desequilibrio entre OPG y expresión de 

RANKL promueve la pérdida de hueso (Neumann E., et al. 2005). 

 

Las células T también contribuyen a la erosión del hueso a través de la osteoclastogénesis. Se ha 

observado que al hacer co-cultivos de células T y monocitos de pacientes con AR en etapas tempranas, se 

indujo la diferenciación de osteoclastos dependientes de RANKL. Éste se expresa en células T activadas y 

fibroblastos sinoviales en la AR (Andersson A.K., et al. 2008). 

 

Además de producir citocinas pro-inflamatorias, los fibroblastos también producen metaloproteasas 

(MMP), enzimas cuya función principal es la degradación de matriz extracelular. Estas se subdividen en 

cinco grupos dependiendo de su sustrato de proteínas de matríz. Las colagenasas (MMP-1, MMP-13) y 

estromelisinas (MMP-3) son especialmente importantes en la AR. Su síntesis y activación es inducida por 

varios factores incluyendo citocinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento, proteínas de matríz como 

fibronectina, ligandos de TLR y especies reactivas de oxígeno. La exposición de fibroblastos a IL-1β y 

TNF-α rápidamente induce la expresión de genes de MMP. La IL-17 también contribuye directa o 

indirectamente al sinergizar con IL-1β y TNF-α para incrementar la producción de MMP (Bartok B. y 

Firestein G.S., 2010). 

 

Modelos animales de AR 

 

Los modelos animales son necesarios para dilucidar los mecanismos de la patogénesis en la AR, así como 

también para el desarrollo de nuevas terapias. El modelo de artritis inducida por colágeno (CIA) es el más 

conocido, el cual se basa en la generación de anticuerpos anti-colágeno por medio de la inyección de 

colágeno heterólogo de tipo II en una emulsión con adyuvante completo de Freund (CFA) en ratones 

DBA/1. La CIA se desarrolla después del día 21de la inoculación y se espera un pico entre el día 40-50. 
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Se presenta como poliartritis caracterizada por infiltración e hiperplasia del sinovio, erosión de hueso y 

cartílago (Brand D.D., et al. 2007).  

 

Otro modelo de artritis inducida por antígenos es aquel mediado por la transferencia adoptiva de células T 

con un TCR transgénico que reconoce un péptido específico de ovoalbúmina de pollo (OVA323-339), con 

fenotipo Th1 a ratones BALB/c seguido de la inmunización con OVA en CFA y un reto posterior con 

ovoalbúmina agregada por calor (HAO) en las articulaciones.  Este modelo se caracteriza por hiperplasia 

sinovial, infiltración celular, así como por una producción significativa de anticuerpos anti-colágeno, por 

lo cual este sistema logra mimetizar algunas de las características patológicas de la enfermedad dado que 

estas condiciones están presentes en la AR humana (Maffia P., et al. 2004).  

 

Debido a que la respuesta inmune de la AR es compleja y que a su vez está fuertemente influida por el 

fondo genético y el medio ambiente; el uso de modelos experimentales ha aportado ventajas. Algunas de 

estas son, el estudio puntual de mecanismos de la patogenia, así como de tipos celulares específicos 

involucrados. Por otro lado, también encontramos desventajas, como que en la mayoría de los modelos no 

se mimetiza completamente la enfermedad como se observa en humanos, y en otros casos los modelos son 

muy largos en cuanto a la duración y con una incidencia variable. 

 

Hipótesis de la higiene y helmintos 

 

Esta hipótesis inicialmente se postuló para explicar la correlación inversa entre la incidencia de 

infecciones y el aumento de las enfermedades alérgicas (Strachan D.P., 1989). Aunque en años recientes 

se ha ampliado para incorporar también a las enfermedades autoinmunes en general. Entre los diversos 

agentes infecciosos que pudieran participar en el concepto de ésta hipótesis, se ha puesto particular interés 

en las infecciones por helmintos dadas las propiedades inmuno-regulatorias de estos parásitos. El interés 

en la hipótesis de la higiene proviene de observaciones en las últimas dos décadas ya que se ha reportado 

un incremento notable en la incidencia de enfermedades inflamatorias autoinmunes en países 

desarrollados, entre las cuales sobresalen la artritis reumatoide, esclerosis múltiple, diabetes tipo 1, colitis 

y la enfermedad de Crohn. En esos países existen mejores condiciones de higiene y sanidad, por lo tanto 

hay menor exposición a agentes infecciosos como los helmintos (Zaccone P., et al. 2006).  Se piensa que 

el contacto temprano y/o constante con parásitos y sus productos puede modular la respuesta inmune 

inflamatoria de tal forma que ésta no sea excesiva.  
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Los helmintos son ampliamente estudiados y son de gran importancia médica ya que más de dos mil 

millones de personas se ven afectadas en todo el mundo (OMS).  Los helmintos comprenden un grupo 

heterogéneo de parásitos, por lo que presentan gran diversidad biológica. No obstante de presentar 

diferentes ciclos de vida, modo de infección y órganos blanco, los helmintos parásitos tienen la propiedad 

de inducir una infección crónica y en algunos casos asintomática. A pesar de sus diferencias, estos 

organismos inducen una respuesta inmune muy similar y se les reconoce por su distintiva capacidad de 

evasión y manipulación del sistema inmune del hospedero (van Riet E., et al. 2007; Harnett M.M. y 

Harnett W., 2006).  

 

Taenia crassiceps y la respuesta inmune inducida por la infección 

 

La cisticercosis es una infección causada por la larva del cestodo Taenia solium, cuyos hospederos son el 

humano y el cerdo. Esta enfermedad es un problema de salud pública en nuestro país, así como en toda 

América, África y Asia, en donde entre el 2-5% de la población son seropositivos a antígenos de 

cisticercos. La cisticercosis en humanos ocurre por la ingestión de huevos del parásito los cuales son 

excretados en las heces, que pueden contaminar el ambiente y debido a falta de higiene en el manejo de 

alimentos. La infección del sistema nervioso central causa neurocisticercosis que tiene diversas 

manifestaciones clínicas como dolores de cabeza, convulsiones, hidrocefalia, hipertensión, meningitis 

aséptica, así como estado mental alterado y en muchos casos se requiere de cirugías complicadas. La 

cisticercosis murina es causada por T. crassiceps que es el parásito usado para  modelos experimentales; el 

metacestodo de este parásito se establece fácilmente y se reproduce por gemación en la cavidad peritoneal; 

cabe mencionar que se ha reportado la infección en individuos inmunosuprimidos  (Francois A., 1998, 

Heldwein K 2006). Ambos parásitos son muy parecidos ya que tienen un ciclo de vida con dos 

hospederos, similitudes antigénicas, así como estadíos larvarios y  morfológicos semejantes. T. crassiceps 

se encuentra naturalmente en el intestino de cánidos en donde se reproduce el adulto, los huevos son 

excretados en las heces y son consumidos por roedores. El ciclo se completa cuando el roedor es comido 

por los cánidos. La cisticercosis murina experimental es un modelo útil para entender y definir factores 

biológicos que afectan la susceptibilidad y resistencia a esta enfermedad (Terrazas L.I. y Rodríguez-Sosa 

M. 2007). 

 

Después de la infección con T. crassiceps en modelos murinos, se observa una rápida respuesta Th1, la 

cual es transitoria aproximadamente durante las dos primeras semanas, después de las cuales se observa 

una polarización hacia una fuerte respuesta Th2 (Fig. A) con producción de citocinas IL-4, IL-5, IL-13, 

principalmente por células CD4+ (Terrazas L.I., et al. 1998). También se reconoce la participación de IL-
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10 clasificada como citocina anti-inflamatoria, así como altos niveles de anticuerpos como IgG1 e IgE, e 

incremento en células como eosinófilos y mastocitos. A partir de las doce semanas de infección se observa 

una respuesta mixta Th1/Th2 la cual no ha sido bien caracterizada.  

 

 

      Fig. A. Cinética de la respuesta inmune inducida por la infección intra-peritoneal con metacestodos de T. 

crassiceps en ratones BLAB/c. Se ha descrito que en la etapa aguda existe una respuesta tipo Th1 pero con el 

aumento de la carga parasitaria se observa un cambio en la respuesta con una polarización hacia una respuesta tipo 

Th2; así como un cambio en el fenotipo de los macrófagos de clásicamente activados a macrófagos alternativamente 

activados (Terrazas L.I. y Rodríguez-Sosa M. 2007).  

 

De la misma forma en que se dan los cambios en la respuesta inmune se puede observar una relación 

directa con las poblaciones de macrófagos reclutados en la cavidad peritoneal. Macrófagos F4/80+ 

obtenidos a diferentes tiempos de la infección se han usado como células presentadoras de antígeno para 

probar la activación y diferenciación de células T CD4+. Los macrófagos de infecciones agudas producen 

altos niveles de IL-12, iNOS y  ON, así como bajos niveles de IL-6 y tienen la habilidad de inducir 

proliferación de células CD4+ antígeno específicas (Rodríguez-Sosa M., et al. 2002); este estado de 

activación de los macrófagos se reconoce como  macrófagos clásicamente activados. Por otro lado los 

macrófagos de infecciones crónicas producen un patrón de citocinas y quimiocinas diferentes, asociadas 

con una baja habilidad de inducir proliferación antígeno-específica de células CD4+. La incapacidad de 

inducir proliferación no fue debido a deficiencias en la expresión de moléculas accesorias ya que MHC-II, 

CD40 y B7-2 estaban reguladas positivamente así como CD23 y CCR5 a lo largo de la infección 

(Rodríguez-Sosa M., et al. 2002). Además de estas moléculas otros marcadores que se encuentran 

elevados en macrófagos provenientes de la infección con T. crassiceps son el receptor de manosa (RM), 
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lectinas de tipo C (mMGL1 y mMGL2), Arg-1, Fizz-1, Ym1, TREM-2, además de moléculas inhibitorias 

como los ligandos de muerte programada 1 y 2 (PDL-1 y PDL-2); a este perfil de activación se le 

denomina macrófagos alternativamente activados (MAA)  (Raes G., et al. 2005; Terrazas L.I., et al. 2005) 

y como resultado neto la infección por T. crassiceps genera una respuesta inmune tipo Th2.  

 

Además de inducir una respuesta inmunológica Th2, la infección con T. crassiceps puede regular otras 

funciones de los linfocitos. La activación clásica de células T involucra la interacción entre las membranas 

de las células presentadoras de antígenos y células T, así como interacción del complejo principal de 

histocompatibilidad y moléculas co-estimuladoras. Sin embargo en presencia de los MAA, los ligandos 

PDL-1 y PDL-2 al unirse su receptor PD-1 que se expresa en células T activadas, se inhibe  la respuesta 

proliferativa de células T. Dado que estos ligandos se encuentran incrementados en esta infección se probó 

su participación en la actividad supresora; el bloqueo de PDL-1, PDL-2 y PD-1 con anticuerpos 

monoclonales en los co-cultivos de células T y macrófagos provenientes de la infección, redujo 

significativamente la actividad supresora de los MAA. Por otro lado, también se demostró la habilidad de 

los MAA en suprimir la respuesta específica de linfocitos T CD4+ DO11.10 a la estimulación del péptido 

de OVA, usando macrófagos provenientes de infección como células presentadoras de antígeno. Se 

observó que al bloquear PD-1 se re-estableció la respuesta específica de las células T CD4+ DO11.10 al 

péptido de OVA, por lo que se podría decir que los MAA actúan como células supresoras indirectas con 

capacidad anti-inflamatoria. (Terrazas L.I., et al. 2005).  

Por otra parte, estudios previos han demostrado que células T esplénicas provenientes de animales 

infectados con  T. crassiceps tenían bajas respuestas proliferativas después de ser estimuladas con anti-

CD3, concanavalina A o estimulación con antígenos específicos (Rodríguez-Sosa M., et al. 2003; Toenjes 

S.A., et al. 1999). También se demostró que la vía PD-1/PDL participa en la modulación de la respuesta 

proliferativa específica anti-Taenia, ya que de nuevo al bloquear PD-1, PDL-1/ PDL-2 en cultivos de 

esplenocitos derivados de infecciones con  T. crassiceps, los esplenocitos proliferaron más efectivamente 

a antígenos del parásito.  Estos descubrimientos  sugieren la importancia de la vía de PD-1/PDL en regular 

negativamente respuestas específicas de células T en la cisticercosis  (Terrazas L.I., et al. 2005). 
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Hipótesis 

 

La respuesta inmune tipo Th2 anti-inflamatoria generada por la infección con T. crassiceps, podría 

modular la respuesta pro-inflamatoria de la artritis reumatoide experimental, generando una disminución 

en la patogénesis de la enfermedad. 
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Objetivo General 

 

Determinar si la respuesta inmune inducida por la infección con T. crassiceps influye en el curso del 

desarrollo y patogénesis de la AR experimental. 

 

Objetivos Particulares 

 

1. Caracterizar  el desarrollo de la AR en presencia de la infección previa con T. crassiceps.  

 

2. Definir el papel de los MAA inducidos por el parásito en el posible efecto sobre el desarrollo de 

la AR. 

 

3. Determinar si los MAA pueden mediar la resistencia a la AR  por la regulación de la 

función/proliferación  de las células T y la modulación de la respuesta Th1/Th2.  
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Resultados 
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1. Introduction 

Rh.umaloid arlhriti, (RA) isa cMonic inftamrnalory di ... a ... 
with an eslimale prtvaltllee of 0.5%-1% arouod Ihe world; 
iI is characterized by intlammalioo aod lenderness of lhe 
joinl., whkh could l .. ad to phy.ka! incapocity and evon 
prernalure death dut to oomplicaliom. RA is an autoimmune 
distase, allbouBh Ibe immunopalhogentsis of RA i. very 
mmpleT lo rlefine dile 10lhe ¡art lhal, deñnitive cJI".eoflhe 
distase has not )'el b~n eJUcidaled. Furthermore, lhe genelic 
background, uposure lo en',ironmenlal faclors, and infec­
timl< .genl. eontrih"le lo ¡he ,u,eeplihiliJy, m"kins H a 
multifaclorial disease [1,1). 

lJitferem signalingand efeclor pathways uke placein lhe 
'o/novium in RA, ard.-, a re,uh a co.eade Of p~lhophy.,io_ 

logiea] events leads lo the protressi.ve deslruclion of lbe 
join!. In normal eonditiOl\slhe synovium is aeelluJar, and lhe 

membrane is mainJy eom]Xlsed of maeropbages and synoYial 
libroblasl Ihal surround alJ ot the joinls, bUI in RA Ihe 
"l'novi:ll membr:ln. io infihr:llOO by m""rophag .. , synovial 
fibroblaSlS, T cells, and B ,ells. Chronk inllamrnalion and 
the hyperplaslk synovial membrane lead lO arlicular destrue· 
tion. Macrophageo and "l'novi~l fbrobl~SI ~re import>m 
sources of proinflammalory cylOkints like TNF-a and IL-I Jl; 
these c)'lokines are involved in various meehanisms mal 
perpetuale Ihe intl.mmalory mili"" [3) ,~, lhey up ,esu/ale 
NFKB which in lurns lJigger tht reltase of more pro-inflam­
mllor7 e)'lokines and chen:okines (e.g., IL-6, IL-S); in addi­
tion, Ihesecyto1dn .. inducelheexpression ofmatrix desnd­
ingenlymes, lbe melalloproleinases (MMP) MMPI, MMP3, 
MMP5, ,\1MP13, a1.d MMPI4 (4). Furthermore TNt'-1t and 
"r 1 ~ .1'0 up"S" lale (.ecerlor .elivalor of n"de .. faclor_o: R 
(RANK) ligand IU.NKL), which is nectsSary for the differ­
entialion of osteoclasls~ lhese eells are responsible for bone 
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remodeling, bul in RA Ihe constan! up reguJation of RANKL 
leads lo bone destruction. lbe involvement of T cells in RA 
has been very dear, since T cells have been found in RA 
patients synovium (S); dassicaJly RA as welJ as other auto­
immune diseases was dassified as being one of a Th- l phe­
notype base<! on Ihe cytokine milieu found in experimental 
models of RA [2]. Bu! wilh Ihe re.:ent disoovery of ¡Ir!7 
producing lb!7 cells., new evidence seems lo implicate even 
more Ihis phenotype Iha! may synergize with TNF-a: and IIr 
lp,although wecannot rule out ¡he participation ofThI cells 
[6]. 

Most orlhe insight Iha! have been gained in Ihe develop­
men! in Ihe field of immunology have been made possible 
by Ihe use of experimental murine models; Ihe gold standard 
model for Ihe induction ofRA has been ¡he coHagen induced 
artbritis (CIA) model, tbat is based on tbe induction of 
type n coHagen (CII) antibodies by immunization of OBA/I 
miee witb beterologous cn in Complete Freund's Adjuvant 
(CFA), witb onset oftbe disease around day 40- 50 postino­
culation of tbe cn, resulting in infiltrating and byperpla­
sie synovium witb erosion of bone and cartilage. Among 
other models of experimental RA, one tbat is able to break 
self-tolerance by inducins cn Abs production without the 
immunization ofCn, is an experimental model of adoptive T 
cell transfer, in wbieb 0011.10 CN' T cells (wbieb specifi­
cally recosnize a small ovalbumin peptide, OVAm _H9) are 
skewed to a Th-I pbenotype by IL-12 and after culture 
are Lv. transferred followed by immunization of OVA in 
CFA and challensed with beat aggregated OVA (HAO). This 
experimental model is characterized by synovial infiltration 
and cn antibody produclion (7). 

In the last two decades there has been a marked increase 
in inflammatory autoimmune diseases including multiple 
sclerosis (MS), type 1 diabetes (TlO), inflammatory bowel 
diseases (IBO: chron's disease and ulcerative colitis), rbeuma­
toid arthritis (RA), as weH as allergy, especially in developed 
countries. The observation that early and constant contact 
witb patbogens reduced allersy was introduced by Oavid 
Strachan, wbieb led to the now known bysiene hypotbesis, 
whicb was later modified to include autoimmune diseases (S). 
The increase in hygiene, use of antibiotics, and less contact 
witb infectious agents like helminthes and tbeir products 
appear to be factors in tbe raise of allergic and autoimmune 
diseases (9). Helmintb parasites are known to modulate 
exacerbated immune responses; evidence ofthis comes from 
the observations that tbe incidence of allergy and autoim­
mune diseases is lower in underdeveloped countries where 
contact with belmintbs is constant (9). 

The growing reports on experimental models of 
belmintb-based therapy for relieving symptoms of 
inflammatory autoimmune diseases bave sbowed promising 
results (10), recentlyour grouphas proven that infection with 
Taenia cra5Siceps reduced incidence and severity to TlO (11) 
and experimental autoimmune encepbalomyelitis (EAE, a 
model for MS) (12), and protection was associated with the 
immune-regulatory mechanisms induced by tbe parasite. 
Thus, tbe focus of this research was to characterize the 
immune response induced by tbe infection witb T. crtlssiceps 
on the outcome of experimental RA. 
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2. Material and Methods 

2.1. MiC/!. Six-to seven-week-old male BALB/cAnN miee 
were purchased from Harlan Laboratories (Mexieo) and 
were used as adoptive transfer recipients. len-to twelve­
week-old male 0011.10 BALB/c TCR Tg miel' that con­
tain C04' T cells e.xpressing a TCR that recognizes the 
cbieken OVAm _H9 peptide complexed witb the MHC dass 
n molecule I_Ad (detected by the donotypie mAb KIl.16) 
were obtained from The lackson Laboratories (Bar Harbor, 
Maine USA); all animals were housed in a patbogen-free 
environment at the FES-Iztacala, U.N.A.M. animal facility in 
accordance with Institutional and National guidelines. 

2.2. Parasites and Inftction. Metacestodes of Taenia crassiceps 
were barvested in sterile conditions from the peritoneal 
cavity of female BALB/c miee afier 1- 4 months of infection. 
The cysticerci were washed four times in sterile phosphate 
buffered saline IX (PBS IX; 0.15 M NaCL, 0.01 M sodium 
pbosphate buffer, pH 7.1) and used for mouse infection. Miee 
were infected with an intraperitoneal (i.p.) injection of 20 
small, nonbuddins cysticerci of T. crllssiceps suspended in 
0.3 mL of sterile PBS IX. 

2.3. Induction oi Experimental RA. Afier 0011.10 BALB/c 
TCR Tg miel' were humanly sacrificed, spleens were extracted 
and CD4' T cells were purified by positive selection with 
anti -CD4' mAbs bound by anti -IgG MACS beads (Militenyi 
Biotee, Auburn, CA), according to manufacturer's instruc­
tions. APCs were obtained from the peritoneal cavity and 
cultured for 1 h in supplemented RPMI medium, then 
wasbed twiee witb RPMI to discard nonadberent cells from 
the plates (Costar, MA. USA). Thl cell differentiation was 
carried out culturing 2 x IOs/mL C04' T cells witb 1 x 
lOó/mLAPC, 0.3¡,M OVAm _m , and 5 nglmL IL-12 (Pepro­
tecb RockyHill, NI, USA) and 10¡,glmLanti-IL-4 mAb. Afier 
72 hours of culture, cells were wasbed and harvested for cell 
transfer. A total of 1 x lOó 0011.10 C04' cells was injected 
Lv. via the taH vein into BALB/c recipient miee, and control 
miee received sterile PBS IX only. One day after adoptive 
transfer, miel' were immunized (subcutaneous, s.c.) with 
100¡,sofOVA in CFA (7). 

2.4. Assessmenl oi Experimental RA. Ten days after immuni­
zation with OVA in CFA, all animals were injected s.c. dose to 
botb rear anide joints witb 100l'g ofHAO. Mice were moni­
tored for sign of arthritis, and disease was scored base<! on 
erythema and swelling in each paw on a scale or O- 3, giving a 
maximum score of 6 per mouse. Paw tbiekness was measured 
for seven days witb a dial caliper (Mitutoyo, lapan). 

2.5. HistoIogy. Miel' were sacrificed, and hind paws were 
removed and fixed in paraformaldebyde. TIssue was, then, 
processed and embedded in paraffin; 7¡,m sections were cut 
for bistological analysis and stained with H&E. 

2.6. Antico/lagen Specific IgGI and IgG2 Abs Detection. Brief­
ly, 96 well mieroplates (Nunc, Denmark) were ooated with cn 
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diluted in 0,1 M de NaHCOJ (pH 9.6) loa final concenlration 
o( iOl'g/mL; lool'l of Ihe Kllulion was added lo each 
weU and stored overnlghl al 4°C, lhen pble were washed 
lwiee in PBS IX 0.05910 Tween 20 (USa Corporation. USA. 
washing buffer). Plales \Vere blockt>d in PBS IX in 1':Ib BSA 
(blocking buffer) by adding 2OOl'l of the solulion 10 each 
well lnd incubatOO 1 h al 37"C. Ihen washed Ihree limes 
in washing buffer. Serum samples were dilulOO in series 
¡tarting at 1 : 50 in blocklng buffer. and 100 I'L ofthe diluted 
samples was added to the microplate and incubated 1 h al 
37' C, Ihen washed four limes In washing buffer. Peroxidase 
conjugaled antlmouse IgGI and IgG2a (Zymed. USA) was 
diluled al a concenlratlon of 1: 1000 in blocking buffer. 
lOO¡IL were added to each well. and they were incubated 
45 minules at 3te. Mlcroplates were washed four times 
in waslling buffer. lOO f'l of hydrogen peroxide (3910 H¡ü¡) 
in 11 mlof2,2' _azlno-bls()_elllilbenzlhiazoline_6-sulphonic 
acid) was prepared. and lOOI'L oflhe solution was added as 
subst rale 10 each well: 00 valuu were measured at 40S nm 
using lhe Mu!tlskan Aseenl lhermo Lab Syslems (AlE. USA) 
microplale rcader. 

2.7. Cy/oklne Dt/«flort. Ptripheral blood wuoollecled froro 
la1l snips al day 2. 5. and 15 poslchaUenge with HAO. 
Serum cytoltine Ilrl fj, I .... N-y and 1l...4levels \Vere measured 
by s.andwieh EUSA us[ng commercial kilS purchased froro 
PeproTech (Melleo) following manufacturer inslructions. 
BTiefly. C3plured anlibody 2/'g/ml \VaS diluled in 10 ml of 
PBS IX. lool'l \VaS added 10 eaeh weU in 96 ",eU Maxisorb 
microplale (Nune. Denmark). and was ineubalOO overnight al 
4·C. Mieroplales were Ihen washOO lwiee with washing buffer. 
and plales were Ihen blocked by adding 200I'L of blocking 
buffer 10 each weJl and Incubaled for 2 h al )7°C. Plales were 
Ihen washed Ihree limes in washing buffer. Recombinanl 
mouse cylokines \Vere used for standard curves starting at 
a concenlrnlion of 50 ng 10 0.01 ng. Serum samples were 
diluled al a coneenlrnllon of 1:5 in lOO¡,L of blocking 
buffer, plales \Vere Ineubaled Iwo hours at 3:te. Plales were 
washed four limes In washlng buffer. biotinylaled anlibody 
final concenlrallon II'g/ml was diluled in blocking buffer. 
and 100 I'L of Ihe solullon \Vas added lo each well. plales 
were incubaled one hour al )7' C, Ihen washed four times 
in washing buffer. Avldln (PeproTeeh Ine, USA) was diluled 
I : 4000 in blocklng buffer; 100 I'L ofthe solulion was added 
lo each well.and Ihe plal~t wer~ineubaled 30 minutes at 37'C 
and Ihen washed five times in \Vaslllng buffer. lOOI'L of Ihe 
sam~ substrnle wn ustd as abov~. 00 values \Vere measured 
al 40S nm u,lng Ih~ Multlskan Aseenl Thermo Lab Syslems 
(AlE, USA) micropbl~ read~r. 

2.8. fwlation cf PtritQflttU Macmph~. After mice were 
sacrificed al Ihe 1.'00 of Ihe experimenl ptr1loneal erodales 
cells (PECs) were obtalned uslng 5 mlofice cold sterile PBS 
IX, and Ihe red bIood eells were Iysed by resuspending the 
ce1 ls in Boylt't soIulion. FoIlowing IWO washes, the viable 
cells were counled by Irypan blue exclusion with a Neubauer 
hemocytomeler. PEO were adjUSIOO I )( 106/ml in modified 
RPMI medium. 

3 

2.9. Anrigen Sp«ifie Slimlllation. SpIC'l'ns were removed 15 
days pml-HAO injeclion, and 100al cdls were counted by 
Irypan blue exclusion and adjusted 10 3 )( uf and Ihen 

plaled lo a final coneenlrallon of 3 )( lOS eells/well Then. 
cells were cullured wllh SO,'g/ml of OVA pePlide for 72 h. 
supernallnls were Ihen collected and slored until eytokine 
delerminalion. 

2.10. Analysis o/ Cell SlIrfact Mllrkers in Macrophllges. 
lhe Fc receplors in periloneal macrophages were blocked 
wilh anti-mouse CD I6/C032 (Blolegend. CA. USA) and 
Ihen slained wilh an FITC-eonjugaled monoclonal antibody 
againsl F4/80, PE-conjugaled anlibodies asainsl PO_L! and 
PO-L2, and APC-eonjugaled anllmannose reeeptor anlibody 
(all oblained from Biolegend).lhestalned eellswereanalyzed 
on a .... ACS Calibur !low cytomeler uslng Cell Quesl software 
(Beclon Dickinson). 

3_ Res uhs 

J.I. 7h1 ~ariUltjon Wm fndllud in lile DOll.lO CD4+ 
T Ce/k CD4' T ceUs from 'pleens of 0011.10 mice were 
purified by positiw lIeIection wilh anli·CD4' mAbs (97~ 
were CD4" Figure I(a)) and 91.S891o wer~ KII.26+ CD4+ 
(Figure I(b)). aOO so more Ihan ~ of th~ CD4+ ce1ls were 
posili"e fOl"lheOVA TCR. Th I polarlution was then induced 
in IMse purified ceHs by coculture of 0011.10 CD4+ l' 
cells and mlcroplllges plus Ilrl2 and OVA m-m peptide. 
IFN-¡' levels were mellSured In th~ suptrnalanlS 10 verify 
Ihe phenotype, Ind ceUs "imulatOO wjlh OVA plus Ilrl2 
produced significanlly higher l("Vels of IFN-y Ii eompared 
lo Ihe cells Ihal rtceived no stlmull (Figure I(e)). Therefore. 
0011.10 CD4' T c ... lIs were polarlzed 10 a Thl phenotype. 

J.2. Assessmenl o/ Experimental "rllrr/lis. Experimenlal RA 
was induced by Ihe Iransfer oflhl-Iype DOII.IO CD4+ T 
cells in recipienl BALB/c miel.' (RA). and añer 6 weeks of 
infeclion wilh T. crasslctps (Te + RA). conlrol miel' received 
unpolarized ceUs (Control). as well as Ihe Infected group (Tc): 
all groups were immunized wllh OVA in CFA followed by a 
periartieular injcelion near Ihe ankle joinl$ wilh HAO in bolh 
rear pa\Vs. RA was Ihen evalu31ed in the four experimenlal 
groups based on erythema and s\Velling In eaeh paw on a scale 
of 0-3, giving a maximum ,core of 6 ptr mouse for se\'en 
days. The nol-Inruferred 001 \.10 CD4+ T eeU Control and 
Te groups showed min imum dinlC31 scores oompared lo 
Ihe lransfer red RA and Tc + AA groups. The RA_indueed 
group reached a peak In clln lcal slgns around day 3 wilh a 
dinical score around) (Figure 2(a»): lhereañer. dinical signs 
were rOOuced. Similarly, infecled RA-Induced mice (Te + RA) 
reached a peak betwten day' 2-4 wilh a maxlmum seOn.' of 
around 2. Tc+ AA grouphad sUghtlylowerdinical scoreslhan 
uninfected RA group, bul differenees were nO{ significanl 
among 1M lWO groups, Signlficanl dltrerences were found 
among Ihe RA venus Control group on days 2-5. as well 
as wilh Tc + RA wrsus Te groop on days 2-4 . .... urlhermore. 
measuremenlS o{ paw Ihlekness sbowed similar resuils wilhin 
groups (FIgure 2(b»). again the Control and Te groups 
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M«lium 0011 Mediwn + lL-12 + OVAo. ...... 

FIGURE 1: KJ1.26+ CD4+T ccJJ purificatioll and lbl poJarizatiOll ofDOll.1O C~U,. CD4+ T coll, from 'pletn. of DOll.10 BALB/c TeR Tg 
mice"'''''''puri~d: (a)97.88% """,cm+ and{b) 91.88% "",rr K/I.26+ CD4+. lbl polarization, ¡ben, ,,",1S induced;1I purifiedcdls, (el lFN-y 
l~, ... \:o; ....-re m.asura! in Ihe ,u~rnatant of cocultures of DO 11.10 cm+ T alls, and macrophagcos, 1[,] 2, alld OVAm-m ~ptid~ ""'" uscd . 
• P <: 0.05, T-te5t. 
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FIGURE 2: Clinkal asscssm~nt or c~perim~ntal arthriti •. (al ClinicaJ oror ..... as evaJual~d b,¡~d on erythetrul atxl,wdling in ""eh pawon a 
sale of 0- 3, 8;';n8 a maximum seo", of 6 per mouse. (b) Paw thidrnrs, wa. m~ ... ured on both reo, paw. and "'as added lo oblain lIn a..erage 
mea.u, .. for cach mouse; th .. m~,um; "' .. ro tak~n .~ ... en day' afier HAO cnalJenge. StatisticaJ anal)"li,. two-way ANOVA,' P < 0.05. 
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FIGURE 3: HisloIOj\ical ..... :uation. H and E staining , ... ., p<rformed on , ecHons oflhe distal phalanges joints. (a) Control: (b) RA: (e) Tc: (d) 
Tc + RA. Arrow, showemplychondrocytes as w"ll as isos,nic bodie, on canitage. MagnificaHon showed is 4OX. /: joint cavity, A: articular 
canitaS"', F: fibrous joint capsule , B: bone, C: cakified canilage, and M: bone marro...-. Ar"",,"S show.mptychondrocytes as wdl as isogonic 
bodies on artilage. 

displayed minimum paw Ihickness. The RA group showed 
greater paw swelling Iban Ihe Tc + RA group, whieh seem 
to have a slighl tendency to decrease, bUI was nOI enough 
to show stalistieally significant differences belween these 
groups. In contrast, Ih. Control group showed significant 
differenees with bOlh transferred groups, on days 1- 5 wilh 
the RA group and on days 1- 4 with Ihe Te + RA group. 
These similar results obtained from Ihe dinieal &Cores and 
measurements of Ihe paw Ihiekness showed Ihal infection 
with T. cmssiceps does IlOt seem 10 influenee the out come of 
experimental RA. 

3.3. Hislological EYalu~tion. Afier e.xperimenlal RA was 
induced, 15 days posl-HAO injection, all groups of miee 
were saerificed; hind limbs were e.xtraded, embedded in 
paraffin and sections ofthe distal phalanges joint were slained 
with H and E. The Control group (Figure 3(a)) and Ihe 
Te group (Figure 3(e)) showed normal arrangement of Ihe 
joint cartilage, unlike ¡he RA group (Figure 3(b)) whkh 
displayed empty ehondrocytes whkh are eharacteristks of 
cartilage erosion; isogenie bodies were also found whkh are 
also commonly found in RA hislology due 10 Ihe fact Ihal 
chondroeytes are in division Irying 10 replace the lo .. of 
these ceHs in Ihe cartilage oflhe joints; the same hislological 

observations were seen in the Te+RA group as weH (Figure 
3(d)). Sinee we found the same type of damage in the Tc 
+ RA group as in the noninfeded RA group, these results 
also indkaled that infection wilh the parasile did not seem 
to modulate experimental RA. 

3.4. Infecled- and Experimental RA-Induced Mice Produce 
Higher l..eve/s oi Anti-CII IgGI and IgG2a Antibodies. Anli­
cn anlibodies are palhogenk delerminants of arthritis, 
therefore, IgGI and IgGla Abs were measured; Ihe Control 
group produced irrelevant levels of anti-Cn IgGI and 19G2 
Abs (Figures 4(a) and 4(b)). InterestingIy, both infected 
groups Tc and Tc + RA produced higher levels of anti-cn 
IgGI Ahs even than Ihe RA group. A similar finding was 
observed with anti -Cn IgG2a. Labeling experiments have 
showed tha! many helminths possess a surfaee rkh in coHa­
gen (13], so our dala showing higher levels of antkollagen 
antibodies in the infected groups may be associaled with 
this fealure of the helminths surface. Significant differences 
were also observed in Ihe IgGI antibodies between the RA 
versus Te + RA in Ihe 1: lO dilulion, whereas in the Control 
versus Te + RA groups Ihe difference was observed also 
in 1 : 10 dilution. In the IgGla Ahs Control versus RA and 
Control versus Te + RA showed significant differences in Ihe 
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FrGIJRB 4: lnfected .nd RA-induCM mic~ produco high<1" [.-vd. of 
SCrwll ¡nll-ell IgGl . nd IgG2 ~ntjbQdi ••. Levd. of (a) onti-e ll 
IgGl: .nd (b) 19G2. Ab. were mUIUrM in an of ¡ti .. group' ..,ra 
w~re ublahlnl ]S ,Jay~ JIOSI-HAO ¡njnli"". Sill"ifi~a"l IIBI.""",,,,, 
were observro In thelgGl Abs Ixt~n ¡h. RA " ... u. Te + RA .nd 
Te .... TI", Te + RA in 1: 10 diluli<m .nd Control ver.", Te + RA in 
1"" L: 10.00 L:20 dllut;oos. In th.lgG2a Ab. Control "' ..... RA 
.00 Control Vtr;W Te + RA 5howN Jignifu::.nl ditfer.nces in 1M 
1: LO daution. SUlistkal analysil, IWQ-wly ANOVA, ' P < 0.05. 

1 : 10 dilutlon. l hese r .. t ulu are .Iso in agreement wilb the 
data from Ihe clinkal 5core .nd measuremenls, sinee again 
infeetion wi¡h 1: (l'Ilssiups did l'K)l reduce anli -ClIlgGl .nd 
IgG2a Aba, on Ihe cOnlrary boI:h specific .n1i-01 anlibodies 
were augmenttd 

J5. Jn/tetum MIli 1: C1lUSlup$ Doa Not Modify Sy>/nnic 
Xrum Cyrokine Levtls. Sera from an npmmental ~roups 
were obtalned 5 days posl-HAO injection; Thl-type cyto­
kines IL-Ip (Figure 5(a)). lFN-y (Figure 5{b)) and lhl-lype 
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.-
~ .-, 
~ , 
~ -

• 
,.) -

i-
i .~ 

FIGURi 5: [nl'ection with r. m'l$ictpl doa nOl n>Odify sy>temk 
serum cytokine [ .... ell. Sml WC"{' oblJinro 5 day' post_HAO injee_ 
tion, IL-[jI, [FN·y. and IL.-4 qtokiM kveh wtre m ....... rm. No 
significant diffi:KTlCfl ~I\' obKrYtd within the groups. 

cytokine lL-4 (F¡gure 5(c)) leve1s were measured. We did nOI 
obstrw significant differencu within Ihe groups. Although 
"'-e did ol)J.I~rve a lendency 10 decrelSe the Ievels in lhe pro­
inflammalory cylokines IL-I,8 .nd IFN-y in Ihe infected 
groups and ewn more in Ihe Te + RA group, however, such 
dilfereneH did nOI reach slgnificanl values. Also the Te + RA 
group displayed higher leveltorI L-4lhan Te groop; thui, mis 
elfect oould be attribuled 10 me plrasllt. The Conlrol groop 
hld higher levels of lL-l,8 Ind lFN-y than upecled; mis 
could have b-een Ihe resull of Ihe sl rong Thl_type respons.e 
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_ Control 
_ AA - ,< _ RA + Tc 

FIGURE6: Amigen spcdfic IFN-y prodoclion. s¡>1.ens ,,"e .. ulract ­
ed and (ultured "ilh medium alone or wilh OVA lo determi"" IFN­
y 1 ..... ls. Significam diffor<T.c,s " .. ~ onIy ob"' .... ed in tb. Comrol 
versus ].A group aflor stimulation. Slatislkal analy.i., I ...... -' .... ay 
ANOVI.., • P < 0.05. 

induced by Ihe immuniz.¡¡ion with OVA in CFA followed by 
Ihe injKtion of the joinls witb HAO. 

3.6. Antigetl Spedfic lFN_y Producr;otl. In order to del .. rmine 
ifthe antigen specific response ~ modified by Ihepresence 
of T. crassiceps infection, lotal splenocytes were .xtracled 
and cultured wirh medium alone or stimubte<! with OVA lo 
determine IFN-y levels in the supernatants. Significant dif­
ferences were observed in the Control versus RA group after 
sUmul, UuH witb OVA, as ""r~~lt<I afl~r RA imlu~tiun with 
OVA miel' produeed significant amounts of lhe lbl cytokine 
(Figure 6). In agreement with provious works [14[, T. cras­
sieeps infection suppresses Ihe antigen specific response of 
C04+cells; thus, culture of splenocytes from T. crllssieeps­
infected groups did nol produced !ignificant amounts ofIFN­
y afler they wero slimulated with OVA peptide. 

3.7. AAM Surfme AfurkcrJArc Upregulalcdin lhe llA-induccd 
T. Cmssiceps-Infecled Mice. Flow cytometry was porformed 
in order 10 analpe Ihe presence of AAM during RA in 
Hlk~- ¡"'arinK T. ~ru,,·i<;~ps. MFl .... a. aHalyL~u UH th~ AAM 
markels PO-U (Figure 7(a)), PO-L2 (Figure 7(b)), and MR 
(Figure 7(e)), and we found that the Tc + RA group had 
signifieantly increased expression ofrUL-2 and MRon AAM 
than tbe noninfected groups; but in comparison with Ihe 
Te group, Ihe differences were not statisticaHy significam, 
although in both cases again it seems 10 be a pattern to 
inerease in Ihe Te + RA group in conlraSI 10 the Tc group. 
AAM are knOl'<lI for their supprtssive capacity; PD-ligands 
down-regulale r cell proliferation Ihrougb direel comact 
with Ibei r receptor 1'0-1, usuallr expressed in T-activaled 
cells (14). lbe higher upres.sion of pOL-2 and MR in Te + 
RA could be an effect oflhe immunomodulalory mechanisms 
turnedon for llis parasile 10 down regulate the inflammatory 
re'pon,e from the RA. 

7 

4, Discussion 

In recent years Ihere has been development of the now­
caHed "helminth Iherapy· whieh basically slales that infection 
wilh helminths or their prodncto could potentially "Uevi.te 
and improve inflammatory autoimmune disea¡es, due to 
the faet that helminths induce lb2 type phenotype Ihal is 
able to anlagoniu the Th! type phenotype of inOammalory 
autoimmune diseases lS weH as induce a se ries of regulatory 
cells such as AAMs, Tregs, and myeloid suppressor eells 
(10). Proofoflhls comes from fptdemlo:ogJeal observatlons, 
dinieal studits as weH as by experimemal models and recem 
revitws(15). 

Our grou? has recemly demonslrated Ihal intection wilh 
T. crassiceps reduces Ihe incidence and severity 10 TIO 
[11]. EAE [12], and colitis (unpublished observations) in 
murine models, and such protection has been associated wilh 
immunoregulalory mechanism5 induce<! by Ihis parasite. In 
contrast, Ihe results .howed by this study indicaled Ibal 
infection with T. crllS!iceps metacestodes does nO! alter the 
out come of experimental RA. 

OUT data revealed that '1,,~nliñcati"n "f IgC,2a anti _nl 
antibodies which are used as an indication of RA, showed,as 
expected, in tbe Contol group almosl no produetion of anti­
cn Ab., and the RA group did MOW significan! ~moun!& of 
antibodies in aecordance with the disease, bul unexpeeledly 
the Te + RA group had higher levels of IgG2a Ab. eompared 
lo Ihe RA group; appuemly Ihi. =uld be due lo Ihe =01-
posilion of Ihe parasite itself (13) sinee the helmimh own 
coHagen could be inkrfering with Ihe aclual levels of cn 
antibodies dile 10 Ibe disease; tbis is an imeresting facI Ibal 
has not been reported before. !l.lso the level of pro-inflam­
malory syslemic eytokines showed similar re.wts as the 
aSSeMment of arthriti>, where a lenden')' 10 deCJease in the 
Te + RA group was observe<!, but Ihe olher groups had 
similar amounls ofIL-I,6 and IFN-y; Ihi. could be due 10 the 
stroog effects of the immuniution witb CFA plus OVA as 
well as the ,haHenge injection with HAO. Infection with 
T. cr~ssiceps increased expression ofpOL-2 and MR which are 
mar~ers of AAM in the Te + RA compared to Ibe RA nO/l­
infected group; it has been showed that infectiOll with tbis 
pU:lSite incre:¡sed ouprenion of PDL-1 and POL·l on AAM 
[14]; these ligands are involved in Ihe pDr:s palbway whieh 
is responsible for the inhibition of proliferative response of 
T cell. in a conlact-dependenl manner. Thu., Ihe inc~ue of 
POL-2 oupre!sion could be an mempl 10 inhibit the inflam­
malory response from arthritis, bul, in tbis case the parasite 
Immune modulatlon ls JUSI nO! enoup! lO ovtrcome the 
imense inflammatory responseoflhe uperimental RA. 

The gold ¡Iandard model for Ihe indllction of uperimen­
tal RA has been Ihe colJagen-incluced arthritis (CIA) model, 
withonsel oflhe disease around day 40-50 afler inoculation 
oflbe cn, resulting in infiltrating and hyperplask synoviwn, 
eros:on ofbone and caftilage, thus, disp~ying a very simEar 
patoology as in humans (16). Amelioralion of ClA has been 
proven succeMful in infection with SchislOsom<l mansoni (17) 
and S. japonicum where is suge-dependem [13); in bOlh 
case. proinflammatory eytokines were down-regulated in 
infecte<! mico as cotT.pared 10 noninfecled. On Ihe olher 
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FIGURE 7: Flow c)'Iomdry analr';' fo. altemativdy .ctivaud macrophag. (AAM) surfac. markors. AAM ma,k..,...", u¡>-rqrul.ted in tlt. 
aperimetJ:al rheumatoid arthriti, ;nd~ced on T. cnu!ictp.- infected mke. Analy,j¡of medium flJOl"oS«floCO immsity (MAl ro AA.'vl markm; 
PD-Ll, PD-Ll, and M.\l R was done. Slatistkal analyli .. one- way ANOVA, . p < 0.05. 

hand, Osada and Kanazawa trie<! s<:histosomeworm antigem 
(SWAP) or egg anUgen, (SEA), andeltheroftbem hadetrects 

on CIA (IS). SpomaDeous arthritis is also aoother modeJ 
used for studying Ihls inflammatory disease; here jI has 
be<'n demoDstrated that a gastrointestinal helminth such as 
Nippostrotlgylus brasil:el1sis (19J was able 10 d01\lJl -modulate 
experimmtal arthritis. However, il is dearlhat one can upecl 
thal nOI all ¡he helmimh infectioDS as weH as ¡he same 
helminth parasite would be able 10 cure or amelioralf every 
single inflammatory disease; in line with this idea, thtre has 
be<'n occasions where infection with helminth parasites can 
turn out a whol~ range of possibilities as is the case in infec­
tion with HymUlo/epJS diminuta, where the infectio:l with 
this parasite has augmented oxawlone-induced colitis in 
mice [20]; also this infeclion did nO! show any effects in 
acetic acid -induced ukeralion in rats [21[; but, intereslingly, 
infeclion with H. diminuta can be protected in dinitroben­
zer.e sulfonic acid (DNBS)-induced colitis [22[. Therefore, 
<'V~n when infe::tion io ~arried mil with th. ",m~ p. ra<i1~, 

the outcome of the diseases can greatly vary, as in the case 

of H. d:milluta even when in theory the same disnse was 
b~lng reproduce<!, although dllferent methods of lnductlon 
of the disease were used the results reflected an ample 
spectrwn of possibilities. \.1oreover, anolher disease where 
any effoct of a helminth infeclion was not detected was in 
EAE deveJoped in rnice carrying a gastrointestinal inleclion 
with Slrrmgyloides venezue/wsis [23[. Taken together aH these 
data accumulated on helminth therapy, we s~est that more 
d~tailed studi~s are necessary before "generalize" mat any 
single helminth parasite or their derivatives would be useful 
for any inflammatory or autoimmune disease. 

5. Condusions 

Based on the different outcomts of me many studies on 
"helmimh Ihempy· anrl "".n tho1lgh 011' gm1lp h ,,"~ pr,.,.-i _ 
oasly proven Ihat infection with T. crassiceps reduces ind­
denee and o<'Verity of other inflammatory and auto:mmune 
diseases, it is feasible that I crasslCepS, or any other t.elminth 
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¡nfeClion, does noe affe<:l!he developmenl oí 50Tle di$Orders 
lite u!X'rtmemal RA sln ce mostoflnnamrnatory or autolrn ­
mune diseasts h¡r,'e many dltr~re;11 romponenlS mvolved Ihal 
llliIy De nOI .ffe<:!td brt these paraliles. Thus, inthe ronlal 
oí lhe polenll al u# of helminlhs or !heir rnolecules as a 
way \0 treal or Improve Ihe OUlcorne of inftamrnalory or 
IUIOimmune distues, ;\ deserves larger and dK'Jler studies 
hdor", giving Ihp Ihlp nf ~ ·dn~ rp.~lity· In Ih~ U"" of ""eh 
ser.ltegy. 
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Discusión 

 

Basados en la hipótesis de la higiene, recientemente se ha desarrollado la idea de la ¨terapia de helmintos¨.  

La cual postula  que la infección con helmintos o sus productos puede potencialmente aliviar y mejorar los 

síntomas de enfermedades inflamatorias autoinmunes; debido a que los helmintos inducen un fenotipo 

Th2 el cual puede antagonizar el fenotipo Th1/Th17 de las enfermedades autoinmunes inflamatorias 

(McKay D.M., 2009). Prueba de esto viene de observaciones epidemiológicas, estudios clínicos así como 

también de modelos experimentales como fue revisado recientemente por Osada y Kanasawa en el 2010, y 

por McKay en el 2009. 

 

Existe una creciente evidencia epidemiológica en cuanto a los efectos protectores de la infección con 

helmintos en enfermedades alérgicas y autoinmunes; se ha visto en individuos infectados con 

Schistosoma, en los cuales se han reducido las enfermedades atópicas (Araujo M.I, et al. 2004). En Japón, 

se demostró una correlación inversa entre enfermedades autoinmunes del hígado y la infección con 

Strongyloides stercoralis (Aoyama H., et al. 2007). En una revisión de estudios transversales se observó la 

relación entre la respuesta a la reacción atópica y las infecciones con helmintos. Se observó un gran 

número de estudios con efectos protectores a la respuesta de la prueba cutánea de alergias relacionado a la 

infección con helmintos. Cabe resaltar que algunos estudios no fueron significativos y se reportó una 

asociación positiva a la atopía en la infección con Ascaris lumbricoides  (Flohr C., et al. 2009). Este 

mismo efecto también se ha demostrado con otras enfermedades ya que se encontró una relación inversa 

entre la infección con geohelmintos (principalmente N. americanus) y el asthma. Aunque en un estudio se 

encontró que, A. lumbricoides aumenta el riesgo de asthma (Leonardi-Bee J., et al. 2006), a su vez  la 

infección con T. trichiura no tuvo ningún efecto significativo en esta enfermedad (Flohr C., et al. 2009). 

 

Por otro lado, en modelos experimentales se ha demostrado una mejoría en enfermedades alérgicas y 

autoinmunes; como el asthma, hipersensibilidad en las vías respiratorias, encefalomielitis autoinmune 

experimental, diabetes tipo I y colitis; por la infección con diversos helmintos, como Schistosoma mansoni 

y S. japonicum, Acanthocheilonema vitae, Fasciola hepatica, Litomosoides sigmodontis, Heligmosoides 

polygyrus, Hymenolepis diminuta, T. suis y A. summ o sus productos (Zaccone P., et al. 2006; McKay 

D.M., 2009; Osada Y. y Kanazawa T., 2010).  

 

Particularmente en el caso de T. crassiceps, nuestro grupo demostró recientemente que la infección con 

este parásito reduce la incidencia y severidad de DT1 (Espinoza-Jiménez A. et al., 2010), EAE (Reyes J.L. 
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et al., 2011)  y colitis (observaciones  no publicadas) en modelos murinos; la protección fue asociada con 

mecanismos inmunoreguladores inducidos por el parásito. 

 

Por lo cual, en el presente trabajo se estudió el impacto de la infección con T. crassiceps en el desarrollo 

de la AR experimental inducida por un antígeno. La AR se valoró por la puntuación clínica, que se basa en 

la evaluación del eritema e inflamación de las extremidades. Observamos que el grupo de AR (inducido 

con AR) obtuvo el mayor puntaje comparado con el grupo  de Tc + AR (infectado con T. crassiceps e 

inducido con AR), aunque se observo una ligera disminución, no se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas. De igual forma la medición directa de las articulaciones presentó el mismo 

patrón. La valoración nos reveló que la infección con T. crassiceps no influyó en la disminución de la 

inflamación y eritema de las articulaciones. Estas observaciones, coincidieron con los cortes histológicos 

los cuales mostraron que ambos grupos de ratones AR yTc +AR manifestaban las mismas características 

de daño por la erosión del hueso.  

 

Además, al llevar a cabo la cuantificación de anticuerpos anti-CII, los cuales son usados como una 

indicación de la AR. Los datos revelaron que, como se esperaba el grupo Control tuvo una producción 

insignificante de anticuerpos anti-CII,  el grupo de AR sí presentó valores significativos de anticuerpos, 

pero inesperadamente el grupo de Tc +AR mostró niveles más altos de anticuerpos IgG2a comparado con 

el grupo de AR. Lo anterior podría ser debido a la composición de la cutícula del parásito ya que 

experimentos de marcaje han demostrado que la superficie de los helmintos es rica en colágena (Maizels 

R.M., 2009). Por lo cual, la colágena del propio helminto podría estar interfiriendo con los niveles de 

anticuerpos de CII que son debidos propiamente a la AR; este es un dato interesante ya que no ha sido 

reportado antes. 

 

Asimismo, el nivel de citocinas sistémicas pro-inflamatorias mostró resultados similares a la evaluación 

clínica. Se observó una tendencia a disminuir en el grupo de AR + Tc pero el resto de los grupos 

presentaron niveles similares y más elevados de IL-1β e IFN-γ. Lo anterior podría ser debido a los fuertes 

efectos de la inmunización con CFA y OVA, así como por la inyección de HAO a nivel sistémico. 

 

La infección con T. crassiceps aumentó la expresión de PDL-2 y MR, los cuales son marcadores de MAA, 

en el grupo de AR+Tc comparado con el grupo de AR no infectado. Se ha demostrado que la infección 

con el parásito incrementa la expresión de PDL-1 y PDL-2 en MAA (Terrazas L.I., 2005). Estos ligandos 

están involucrados en la vía de los PDL la cual es responsable de la inhibición de la respuesta proliferativa 

de células T de manera contacto dependiente. El incremento de PDL-2 podría ser un intento de inhibir la 
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respuesta inflamatoria de la artritis, pero los mecanismos de inmunomodulación no son suficientes para 

contrarrestar la respuesta inflamatoria de la AR. Otra posibilidad es que, en el presente trabajo los MAA 

fueron obtenidos después de la semana 12 post-infección y hemos observado que la expresión de estos 

ligandos, no es tan marcada en etapas tan crónicas de la infección. Esto podría explicaría la no tan 

marcada diferencia en la expresión de los PDL en ambos grupos de ratones infectados.  

 

Dentro de los modelos experimentales de AR, el modelo estándar es el de artritis inducida por colágeno 

(CIA). En esté, la artritis se desarrolla aproximadamente alrededordel día 21de la inmunización con una 

emulsión compuesta por colágeno de tipo II heterólogo y CFA;  después se alcanza un punto máximo en 

la inflamación entre el día 40-50 post inmunización. La cepa de ratones que se utiliza en la CIA es la cepa 

DBA/1, aunque ahora se reconoce la susceptibilidad en otras cepas de ratón que tengan haplotipos MHC II 

H-2q, H-2r o H-2b. La patogénesis de este modelo resulta en infiltración e hiperplasia del sinovio, erosión 

del cartílago y hueso reflejando una patología similar a los humanos (Asqith D.L., et al. 2009). Debido a 

que el modelo de CIA es el modelo estándar en la inducción de AR, se han  realizado ya  estudios de 

inducción de CIA e infección con helmintos. Se ha demostrado una mejora en la CIA por la infección con 

S. mansoni (Osada Y., et al. 2008) y en etapas agudas de la infección con S. japonicum (He Y., et al 

2010), en ambos casos las citocinas pro-inflamatorias fueron reguladas negativamente en los ratones 

DBA/1 infectados comparados con los no infectados .El mismo fenómeno se ha observado con A. summ 

(Castro Rocha F.A. et al. 2008) y la glicoproteína ES-62 de A. vitae (McInnes I.B.et al. 2003). Por otro 

lado, Osada y Kanazawa usaron antígeno del gusano adulto de  Schistosoma spp. (SWAP) o antígeno de 

huevo (SEA) y ninguno de los dos antígenos tuvo efectos en la CIA (observaciones no publicadas). A 

diferencia de la CIA, hasta la fecha no se han llevado a cabo estudios de inducción de AR por 

transferencia de células T CD4+ transgénicas e inmunización con antígeno de OVA e infección con algún 

helminto. 

 

Por otra parte el modelo de AR inducida por antígeno tiene la ventaja de ser más corto en cuanto al 

tiempo, lo cual lo hace un buen modelo para la investigación de la AR en etapas agudas de la enfermedad. 

Aunque también puede ser una desventaja, ya que se induce una inflamación transitoria, con un pico en la 

inflamación entre el día 2-3, que para el día 7 está drásticamente disminuida. Comparado con el modelo de 

CIA, en el cuál se observa un aumento de la inflamación alrededor del día 21después de la inmunización 

con CII. La cinética puede variar pero se observa un aumento progresivo que a veces se puede ver hasta el 

día 60 post-inmunización de la CII. Es también importante considerar la cepa de ratón que se usa, en el 

modelo de CIA la cepa más usada es DBA/1 ya que es una cepa susceptible a la AR. En el modelo de AR 

inducida por la transferencia de células T CD4+ transgénicas e inmunización con un antígeno de OVA, la 
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cepa de ratón utilizada fue BALB/c, la cual es resistente a la AR. Aunque al utilizar el modelo antes 

mencionado no es necesario utilizar una cepa susceptible, el posible impacto podría verse reflejado en la 

corta duración de la cinética de la inflamación (Brand. D.D., et al. 2007). 

 

En ocasiones la infección con helmintos puede generar múltiples resultados cuando se utiliza como un 

posible modulador de enfermedades inflamatorias, como es el caso de H. diminuta. La infección con el 

parásito aumenta los síntomas de la colitis inducida por oxazolona en ratones (Hunter M.M., et al, 2007), 

ahora en el caso de la ulceración inducida por ácido acético en ratas no mostro ningún efecto la infección 

(McKay D.M. y Wallace J.L., 2009) y por lo contrario si se encontró protección en colitis inducida por 

dinitrobenzeno sulfónico (Hunter M.M., et al. 2005). A pesar de que la enfermedad inflamatoria intestinal 

se puede inducir usando diferentes modelos, la inflamación crónica del intestino es la base común. Sin 

embargo, aunque la infección se llevó a cabo con el mismo parásito los resultados reflejan un amplio 

espectro de posibilidades. 

 

Son muchas las variables que se tienen que considerar para entender por qué la infección con T. crassiceps 

no influyó en el desarrollo de la AR experimental con el modelo de AR inducida por la transferencia de 

células T CD4+ transgénicas e inmunización con un antígeno de OVA. Desde el modelo de la AR, la cepa 

de ratón, infección con el parásito o sus productos, inducción de la AR en diferentes etapas del curso de la 

infección, determinación de citocinas a nivel sistémico o in situ.  

 

Nuestro grupo ha demostrado previamente que la infección con T. crassiceps reduce la incidencia y 

severidad de otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes. En el presente trabajo se comprobó que, la 

infección con T. crassiceps no modula el desarrollo de la AR experimental inducida por la transferencia de 

células T CD4+ transgénicas e inmunización con un antígeno de OVA.                                                                                                                                                                                                              
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Conclusiones   

 

� La infección con T. crassiceps no disminuyó la inflamación y eritema de las articulaciones en 

ratones BALB/c con AR experimental inducida por un antígeno. 

 

� La evaluación histológica demostró que los ratones infectados con  T. crassiceps e inducidos con 

AR y el grupo de ratones no infectados y con AR, manifestaban las mismas características de 

daño por la erosión del hueso. 

 

� Los niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti-colágeno son mayores en el grupo de ratones 

infectados con T. crassiceps e inducidos con AR que los no infectados con AR. 

 

� Los niveles de citocinas IL-1β, IFN-γ e IL-4 no tuvieron diferencias significativas entre los grupos 

de ratones infectados con T. crassiceps e inducidos con AR y los no infectados con AR. 

 

� Los marcadores PDL-2 y RM de MAA se encontraron regulados positivamente en el grupo de 

ratones infectados e inducidos con AR. 

 

� La infección con Taenia crassiceps no modula el desarrollo de la artritis reumatoide con el 

modelo experimental de artritis inducida por un antígeno. 
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