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RESUMEN

La cisticercosis por Taenia crassiceps en ratones es un modelo murino que se adopto para
tratar de dilucidar los efectos que causa la infeccion por Taenia solium en el humano. En
estudios anteriores se ha observado que las secreciones/ excreciones del metacéstodo de
T. crassiceps puede causar diversos dafios en el hospedero como disminuir los niveles de
testosterona e inhibir la proliferacion de linfocitos. En el presente trabajo, el uso de
microscopia de luz y microscopia electronica de transmisibn mostraron procesos
degenerativos tanto en células germinativas como en células de Leydig en testiculo de ratén
inoculado subcutaneamente con Factor de Metacéstodo (FM) obtenido de metacéstodos
de Taenia crassiceps mantenidos en peritoneo de ratén. Metodologia: Ratones machos
BALB/c de 21 dias de edad, fueron inoculados con FM cada 4 dias durante 28 dias. Cortes
de testiculo embebido en parafina asi como cortes finos de testiculo embebido en Epon
fueron tefiidos con H/E y con citrato de plomo y observados en microscopio de luz y
microscopio electrénico respectivamente. Cortes de testiculo en parafina se tifieron con
TUNEL para estudios de ADN y apoptosis. Se incluyeron ratones testigo inoculados con
liguido peritoneal de ratones sanos. Se estudié también la actividad biolégica del FM sobre
linfocitos de bazo de ratdén. Resultados: Todos los estudios de microscopia mostraron una
completa desorganizacion de la histoarquitectura del epitelio seminifero del ratdon tratado
con FM. La tinciébn con TUNEL mostrd apoptosis generalizada tanto dentro de los tubulos
seminiferos como en células del tejido intersticial (células de Leydig). El estudio de
microscopia electronica mostré una intensa degeneracion de todas las células germinativas
y de las sométicas (células de Leydig y Sertoli). Finalmente, una gran infiltracion de
macrofagos fue observada en la luz de los tdbulos seminiferos. Los linfocitos esplénicos de
ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps se vieron significativamente
disminuidos. De la misma manera, los linfocitos CD4+ y CD19+ de ratones sanos tratados
con el FM se encontraron disminuidos y las cuentas por minuto de [*H]-Timidina bajaron de
manera significativa en comparacion a las células testigo. Estos datos sugieren que el FM
debe de estar produciendo efectos de inmunosupresién en el raton y la destruccién celular
generalizada del epitelio seminifero podria ser compatible con un estado de castracion

parasitaria.




ABSTRACT

The cisticercosis by Taenia crassiceps in mice is a murine model adopted to try to elucidate
the effects caused by Taenia solium infection in humans. In previous studies it has been
observed that the secretions/excretions of T. crassiceps metacestode can cause some
damage to the host as decrease testosterone levels and inhibit lymphocyte proliferation. In
this project, using light and transmission electron microscopy, degenerative processes were
observed either in germinative cells or somatic cells (Leydig and Sertoli cells) of mice
inoculated with Taenia crassiceps metacestode factor (FM) which was obtained from
peritoneal fluids of mice infected with T. crassiceps metacestodes. Methods: The 21 day old
mice BALB/c were inoculated with FM every 4 days during 28 days. Parafine and epon cuts
of testicle from experimental and control mice were observed under light microscope and
electron microscope respectively. For DNA and apoptosis parafine cuts with testicle tissues
were stained with TUNEL. A control group of mice was inoculated with peritoneal fluid of
healthy mice. The biological activity of FM over healthy mouse spleen lymphocytes was also
studied. Results: All microscopy studies on cross-sections of seminiferous tubules of
infected mice showed a complete disorder in its histoarquitecture. The stain with TUNEL
showed a generalized apoptosis inside of seminiferous tubules as well as in interstitial tissue
(Leyding cells). Electron microscope studies evidencied an intensive degeneration in all
germinative and somatic cells (Leyding and Sertolies cells). Finally a great number of
infiltrated microphages was observed in the lumen of the seminiferous tubules. The splenic
lymphocytes of mice infected with metacestodes of T. crassiceps were significantly
diminished. The experiments in which tritiated thimidine was used as a marker showed an
important decrease in number of healthy mice CD4+ and CD19+ lymphocytes treated with
FM with respect to control cells. The results suggested that the FM must produce effects of
immunosuppression in mice. The generalized cellular destruction of the seminiferous

epithelium could be compatible with a state of parasitic castration.




INTRODUCCION.

1. Taenia solium y Taenia crassiceps.

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria de gran importancia en nuestro
medio ocasionada por Taenia solium, parasito de la clase cestoda del Phylum
Platyhelminthes, de la familia Taenidae, causante de la taeniosis humana en su
estadio adulto y de la cisticercosis en su estadio larvario en humanos y en cerdos
(Schmidt et al. 1988). La prevalencia es elevada en paises en vias de desarrollo de
Latinoamérica, Asia y Africa, y se esta incrementando en paises industrializados
debido a la inmigracion (Evans et al. 1997), en México presenta la mayor
seroprevalencia en las regiones centro occidental y sureste del pais (Larralde et al.
1990).

La cisticercosis causada por metacéstodos de T. solium, es una infeccidén que afecta
comunmente a cerdos, humanos y con menos frecuencia a otros animales como
perros (Ito et al. 2002). El ser humano se infecta al consumir alimentos
contaminados con huevos de T. solium y desarrolla la cisticercosis. La
neurocisticercosis (NCC) la entidad clinica mas importante en el humano es mas
frecuente en las zonas rurales o conurbadas que rodean a las grandes ciudades
que existen en el pais y que generalmente implican diferentes condiciones sociales,
econOmicas, culturales y sanitarias.

La cisticercosis humana ocurre en el humano en diferentes 6rganos, como el
corazén, musculo esquelético y tejido graso subcutaneo, pero se vuelve sintomatica
casi exclusivamente en el sistema nervioso central (SNC) o en el ojo (Nash et al.
1984). Cuando el cisticerco se encuentra en el SNC es causante de la

Neurocisticercosis (NCC) que se caracteriza por diversos signos y sintomas como:




cefalea, convulsiones, trastornos en la conducta e hipertension intracraneana entre
los méas importantes. Las manifestaciones clinicas causadas por la cisticercosis
dependen del nimero, localizacién, tamafio y viabilidad o estado de degeneracion
del metacéstodo. Frecuentemente hay multiples metacéstodos en varios lugares y
estadios por lo que los sintomas clinicos pueden variar particularmente en cada
caso (Garcia et al. 2005). En el SNC los parasitos se pueden alojar en el espacio
subaracnoideo, en los ventriculos cerebrales y en el parénquima del encéfalo y
medula espinal; y pueden encontrarse en diferentes etapas: vesicular, coloidal,
nodular granular y nodular calcificada. Ademas del impacto en la salud humana,
esta enfermedad, implica también aspectos socioecondmicos a consecuencia de la
discapacidad del paciente asi como de los costos de su diagndstico y tratamiento.
En paises en donde la cisticercosis es endémica, esta afecta entre el 2y 4 % de la
poblacion (Del Brutto OH et al., 1988). En México se ha reportado que el 11% de
las consultas neurolégicas se deben a la neurocisticercosis (Vazquez et al., 1992)
por lo que, su elevada frecuencia y las graves consecuencias que ocasionan,
justifican la busqueda de estrategias que permitan conocer mejor su patogenia en
un modelo animal. Por ello, se adoptd un modelo de cisticercosis experimental
murina causada por Taenia crassiceps.

T. crassiceps pertenece al phylum Platyhelmintes, clase Cestoda, cuya fase adulta
habita en el intestino del zorro rojo (Vulpes vulpes) de Europa y Norteamérica,
aunque también se han encontrado en otros canidos como coyotes, perros y
ocasionalmente en gatos (Gourbal et al. 2001, Winschmann et al. 2003). En
diversos estudios se ha encontrado que en ratones infectados con T. crassiceps los

niveles de testosterona se encuentran disminuidos (Larralde et al., 1995), ademas,




en investigaciones recientes de nuestro grupo de trabajo se encontrd que ratones
infectados con T. crassiceps presentan un intenso dafio en el epitelio seminifero
(Zepeda et al., 2010) por lo que el avance en la investigacion de la relacién huésped

parasito en este tipo de infeccion es de gran importancia.

2. Anatomia fisiol6gica de los érganos sexuales masculinos del humano.

El testiculo estd compuesto por hasta 900 tibulos seminiferos espirales, cada uno
de mas de 0.5 metros de longitud, en los que se forman los espermatozoides. Estos
se vacian después al epididimo, otro tubo espiral de unos 6 metros de longitud. El
epididimo se abre al conducto deferente, que se ensancha para formar la ampolla
del conducto deferente inmediatamente antes de su desembocadura en el cuerpo
de la glandula prostatica. Dos vesiculas seminales, localizadas una a cada lado de
la préstata desembocan en el extremo prostatico de la ampolla y el contenido de la
prostata y de las vesiculas seminales pasa al conducto eyaculador, que atraviesa el
cuerpo de la glandula prostatica y van desde la préstata al conducto eyaculador y
desde él a la uretra prostatica. Por dltimo, la uretra es el eslabén final de la
comunicacién del testiculo con el exterior. La uretra esta provista de moco
procedente de numerosas glandulas uretrales diminutas localizadas en toda su
longitud y todavia mayor en la glandulas bulbouretrales (glandulas de Cowper)

bilaterales situadas cerca del origen de la uretra (Guyton 2006).

3. Espermatogénesis.
Cerca de 250 m de tubulos seminiferos productores de espermatozoides estan

empacados en los testiculos. Dos tipos de células funcionalmente importantes se




encuentran presentes en estos tlbulos: las células germinales, que se encuentran
en varios estados de desarrollo, y las células de Sertoli, que proveen el apoyo crucial
para la espermatogénesis (Guyton 2006).

Las espermatogonias, células inmaduras que contienen una poblacion de células
madre, proliferan varias veces y luego se diferencian en espermatocitos meioticos.
Después de la meiosis, las células secuencialmente se convierten en espermatides
redondas, luego espermatides alargadas y finalmente en espermatozoides que se
liberan al lumen de los tubulos. Durante la espermatogénesis, las células germinales
en diferentes etapas de desarrollo forman grupos que se diferencian
sincrénicamente. Existen tres estados principales: proliferacion mitética, meiosis y
empaquetamiento.

3.1. Proliferacién mitotica.

Las espermatogonias ubicadas en la capa externa del tubulo se dividen
mitéticamente de forma continua y todas las células nuevas llevan un juego
completo de cromosomas (40 cromosomas en los ratones) idénticos a las células
parentales. Después, una de las células hijas permanece en el borde externo del
tubulo como una espermatogonia indiferenciada, manteniendo la linea de las
células germinales. Las otras células hijas comenzaran a moverse hacia el lumen.
Las células hijas formadoras de espermatozoides se dividen mitéticamente dos
veces para formar cuatro espermatocitos primarios, los cuales entran a una fase de
reposo durante la cual se duplican los cromosomas y las croméatidas dobles
permanecen juntas para la preparacion de la primera division meidtica (Guyton

2006) (Fig. 1).




3.2. Meiosis

Durante la meiosis, cada espermatocito primario (40 cromosomas) forma dos
espermatocitos secundarios (20 cromosomas dobles) durante la primera divisién
meiotica, creando cuatro espermatides (20 cromosomas sencillos) como resultado

de la segunda division meidtica (Fig. 1).

Figura 1. Representacion del proceso de mitosis y meiosis sufrida por las células germinales
masculinas. Modificado de http://dc345.4shared.com/doc/PkYErN8r/preview.html|

3.3. Empaguetamiento o Espermiogénesis.

Cuando las espermétides se forman por primera vez, tienen todavia las
caracteristicas habituales de las células epiteliales, pero pronto cada espermétide
comienza a alargarse para formar los espermatozoides, cada uno compuesto por
cabeza y cola. La cabeza esta formada por el nucleo celular condensado revestido
tan so6lo de una fina capa de citoplasma y de membrana celular en torno a su
superficie. En la parte extrema de los dos tercios anteriores de la cabeza existe una

capa gruesa denominada acrosoma que contiene enzimas similares a las que se



http://dc345.4shared.com/doc/PkYErN8r/preview.html

encuentran en los lisosomas de las células tipicas, incluida la hialuronidasa y
poderosas enzimas proteoliticas. Estas enzimas desempefan funciones
importantes, pues permiten al espermatozoide entrar en el 6vulo fecundado.

La cola del espermatozoide denominada flagelo, tiene tres componentes
principales: 1) un esqueleto central constituido por 11 microtibulos denominados en
conjunto axonema, 2) una fina membrana celular que reviste el axonema y 3) una
serie de mitocondrias que rodean el axonema de la porcién proximal de la cola

(denominada cuerpo de la cola) (Fig. 2).

Figura 2. Representacion de las partes de un espermatozoide después de haber pasado por el
proceso de empaquetamiento y espermiogénesis. Tomado de
http://www7.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMlval8.2.3.1.html

En el raton, los espermatozoides tienen una cabeza en forma falciforme que esta
compuesta por cuatro partes principales: el nucleo, el sistema acrosémico, la teca
perinuclear y la membrana plasmatica (Clermont et al. 1993, Eddy E. et al. 2006).

El nucleo ocupa la mayor parte del volumen de la cabeza cuyo genoma haploide



http://www7.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMIval8.2.3.1.html

contiene una gran cantidad de protaminas. El sistema acrosémico consiste de dos
distintas regiones, la capa acrosomal (también conocida como el propio acrosoma
0 acrosoma anterior) y el casquillo de la cabeza (también conocida como segmento
ecuatorial o0 acrosoma posterior). La capa acrosomal contiene enzimas digestivas
que facilitan el paso de los espermatozoides a través de los cimulos de capas de
células en la zona peldcida durante la fertilizacion (Jin et al. 2011). El casquillo de
la cabeza es mucho mas delgado y cubre gran parte de la superficie lateral de la
cabeza (Lalli. et al. 1981). La teca perinuclear es una estructura del citoesqueleto
que cubre la mayor parte del nucleo e incluye la region subacrososmal (también
conocido como perforador) y la vaina postacrosomal (también conocida como
lamina densa postacrosomal). En los ratones, el perforador es en forma de barra

triangular curveada en el &pice de la cabeza de los espermatozoides (Lin et al 2013).

4. Células de Sertoli.

La espermatogénesis esta influenciada por muchos factores como las hormonas,
las interacciones célula-célula, el medio ambiente y muchos otros factores. Uno de
los mas importantes son las células de Sertoli (CS), las cuales juegan un papel
importante en el soporte de las espermatogonias. Se ha demostrado que la
comunicacién entre las células germinales y las CS garantizan la produccion de
espermatozoides saludables (Monses et al. 2000)

Sin el soporte fisico y metabdlico de las CS, la diferenciacion, la meiosis y la
transformacion de los espermatozoides no ocurriria (Sharpe et al. 1994). Ademas
facilitan el progreso de la espermatogeénesis y son responsables de la fagocitosis de

las células germinales degeneradas y sus restos (Murk y Cheng 2004).




Las CS son células epiteliales que forman un anillo que se extiende de la superficie
exterior del tibulo hacia el lumen del tubulo seminifero (Monses et al. 2000; Hua
Zang et al. 2013). Cada CS cubre toda la distancia de la membrana superficial
externa del tibulo seminifero hacia el lumen lleno de liquido. Estdn conectadas por
uniones estrechas debajo de la membrana externa. Los espermatozoides en
desarrollo estan entre las CS adyacentes con las espermatogoénias yaciendo en el
perimetro externo del tubulo, fuera de las uniones estrechas. Estas células solo se
replican durante la etapa fetal, neonatal y la vida prepuberal. La proliferacién esta
controlada por la hormona foliculo estimulante (FSH) y termina con la maduracién
de las CS en la etapa de la pubertad (Ichihara et al., 1993). Durante la
espermatogénesis, los espermatozoides en desarrollo que surgen de la actividad
mitotica espermatogonial pasan a través de las uniones estrechas que los separan
transitoriamente para crear un camino para ellas; después migran hacia el lumen en
asociacion cercana con las CS adyacentes (Fig. 4). Las CS realizan las siguientes
funciones: 1) Evitan que las sustancias de la sangre pasen entre las células debido
a las uniones tipo gap que hay entre la CS forman una barrera hematotesticular. 2)
Proveen de nutrientes a los espermatozoides en desarrollo. 3) Fagocitan el
citoplasma de las espermatides durante su remodelacion y destruyen células
germinales defectuosas que no maduran. 4) Secretan una proteina de unién a
testosterona manteniendo un alto nivel de esta hormona dentro del lumen del tubulo
seminifero, en donde la concentracibn es mas alta que en la sangre ya que es
esencial para mantener la produccion de espermatozoides. 5) Son el sitio de accion
para el control de la espermatogénesis tanto por la testosterona como por la FSH;

ademas liberan otra hormona, inhibina, que regula negativamente la secrecion de
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la FSH. 7) Durante el desarrollo fetal, también secretan el factor inhibidor del

conducto de Muller (Guyton 2006).

5. Células de Leydig.

El desarrollo de las células de Leydig (CL) es critico para el desarrollo del género
masculino a través de la vida, para la diferenciacion sexual secundaria y para la
espermatogénesis. Durante el desarrollo fetal, la poblacién de las CL es vital para
iniciar la virilizacion de los embriones para la formacion del epididimo y las vias
deferentes y para el patron de los genitales externos masculinos (De Falco et al.
2013). Las CL se encuentran en el tejido conjuntivo (tejido intersticial) entre los
tubulos seminifieros (Fig. 3). Estas células se encargan de producir testosterona, la
cual es una hormona esteroidea derivada del colesterol. Una vez producida, parte
de la testosterona es secretada en la sangre y otra porcion significativa se va hacia
el lumen de los tubulos seminiferos. Para ejercer sus efectos, se unen con los
receptores para andrégenos en el citoplasma de las células blanco y activa diversos
factores de transcripcién de genes que dirigen la sintesis de nuevas proteinas que
llevan a cabo la respuesta celular deseada. La testosterona tiene diversos efectos
sobre el sistema reproductivo antes de nacer: sobre tejidos sexuales, promueve el
crecimiento y la maduracion del sistema reproductivo en la pubertad; otros efectos
estan relacionados con la reproduccion desarrollando la conducta sexual en la
pubertad y la secrecion de la hormona gonadotrofina; ademas de acciones no
reproductoras como el cierre de placas epifisiarias después de haber sido convertida

a estrogeno por la aromatasa (Guyton 2006).
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Figura 3. Representacidn grafica de la estructura de un tdbulo seminifero y el tejido intersticial que
lo circunda. http://aprenderbiologiacomapaulaeasuzi.blogspot.mx/2009/10/sistema-reprodutor-
masculino-este.html

6. Hormona Luteinizante y Hormona Foliculoestimulante.

Los testiculos estan controlados por dos hormonas gonadotroéficas secretadas por
la hipofisis anterior: la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) y la
hormona foliculoestimulante (FSH, por sus siglas en inglés) ambas producidas por
el mismo tipo celular, el gonadétrofo. Estas hormonas actlan sobre las gonadas al
activar el AMPc, esto ocurre en ambos sexos.

Como se observa en la figura 4, la LH actta sobre las células de Leydig para regular
la secresion de la testosterona y la FSH actia sobre las CS para promover la
espermatogénesis. La secrecion de LH y FSH es inducida por una hormona
hipotalamica, la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH, por sus siglas en
inglés), sin embargo son secretadas en cantidades diferentes debido a dos factores:
1) La testosterona actla a manera de retroalimentacion negativa para inhibir su
secrecion disminuyendo la liberacion de GnRH en el hipotadlamo y por lo tanto inhibe
indirectamente la liberacion de LH y FSH. Ademas tiene un efecto directo sobre la

hipdfisis anterior que reduce selectivamente la secrecion de la LH. 2) La inhibina B
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es una hormona secretada por las CS y actla directamente sobre la hipofisis

anterior para inhibir selectivamente la secrecion de FSH.

Figura 4. Representacién esquematica de los componentes de eje hipotalamo-hipdfisis-testicular y
la regulacién endocrina de la espermatogénesis (Modificado de Fraietta R et al. 2013)

En los ratones, los tdbulos seminiferos miden 200 mm de didmetro
aproximadamente y se estima que existen de 15 a 20 tabulos en cada testiculo con
una longitud total de 2 metros (Guzman et al. 2005). Un ciclo espermatico completo
dura 35 dias (Franca, et al 1998). El proceso de espermatogénesis es muy
productivo, ya que tedricamente una espermatogonia es capaz de producir 4096
espermatozoides maduros en ratas (Rusell, et al.1990). Sin embargo, la muerte

celular durante el proceso de maduracion reduce sustancialmente la produccién
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final. En el testiculo de ratén han sido identificadas 12 asociaciones de células
germinales conocidas como estadios epiteliales seminiferos I-XIl y estan dispuestos
en orden a lo largo de los tubulos donde muestran continuidad espacial basada en
los pasos de diferenciacion (Hasegawa y Saga 2012). En la figura 5 se muestra las
fases de maduracion de las células germinales murinas desde la espermatogonia

hasta el espermatozoide
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Figura 5. Fases por las que a traviesan las células germinales masculinas de un ratén (Franca, et

al. 1998)

7. Linfocitos B.
El proceso de desarrollo que tiene como resultado la produccién de Linfocitos B

(LB), células plasmaticas y de memoria puede dividirse en tres amplias etapas:
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generacion de LB maduros inmunocompetentes (maduracién), activaciéon de los LB
maduros cuando interactian con el antigeno y diferenciacién de los LB activados
en plasmaticas y de memoria. En muchos vertebrados, incluidos los ratones, la
médula Osea genera LB. Este proceso es una secuencia ordenada de
reordenamientos del gen Ig que progresa en ausencia de antigenos. Esta es la fase
Independiente de antigeno en el desarrollo de los LB.

El desarrollo de los LB se inicia cuando las células madre linfoides se diferencian
hacia el linaje de LB distintivo, célula B progenitora (pro-B), que expresa una
fosfatasa de tirosina transmembranal denominada CD45R (B220 en ratones). La
maduracion del LB depende del reordenamiento del ADN de la inmunoglobulina en
células madres linfoides. Lo primero que ocurre en la etapa de célula pro-B es el
reordenamiento génicos de los 3 segmentos que constituyen la region variable de
la cadena pesada un segmento Dn se recombina con un Ju y luego DnJH se
recombinan con un segmento Vx para formar la region variable VDJ. Una vez que
termina el reordenamiento de la cadena pesada, la célula se clasifica como célula
pre-B. La continuacion del desarrollo de una célula pre-B a un LB inmaduro requiere
un reordenamiento génico productivo de la cadena ligera, éste compromete al LB
ahora inmaduro con una especificidad antigénica particular determinada por la
secuencia VDJ de la cadena pesada de la célula y la VJ de la cadena ligera. Los LB
inmaduros expresan migM (IgM de membrana) en la superficie celular junto el
heterodimero Ig-a Ig-B, de modo que generan un receptor de célula B (BCR)
completamente capaz para iniciar la sefalizacion después de la fijacion de antigeno.
La fase del desarrollo del LB en la médula 6sea culmina con la produccion de una

célula B inmadura que porta inmunoglobulina M. Una vez que los LB abandonan la
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medula 6sea, ocurren la activacion, proliferacion y diferenciaciéon en la periferiay se

requiere antigeno.

8. Linfocitos T.

Las células T progenitoras comienza a migrar de los sitios iniciales de la
hematopoyesis al timo alrededor del dia 11 de la gestacion en ratones. La
maduracién de la célula T incluye reordenamiento de los genes de TCR de la linea
germinal y la expresion de diversos marcadores de membrana. El desarrollo de las
células T comienza con la llegada de pequefias cantidades de precursores linfoides
gue migran desde la sangre hacia el timo, donde proliferan, se diferencian y
experimentan procesos de seleccion que dan por resultado el desarrollo de células
T maduras. Las células T CD4* y CD8* salen del timo y pasan a la circulaciéon como
células en reposo en la etapa GO del ciclo celular y se denominan células T virgenes.
Hay casi el doble de células T CD4* en comparacion con células T CD8* en la
periferia. Cuando una célula T virgen reconoce un complejo de antigeno y MHC en
una ceélula presentadora de antigeno, dicho linfocito se activa y precipita una
respuesta primaria. Unas 48 horas después de la activacion, la célula T virgen crece
hasta convertirse en un blastocito y comienza a experimentar ciclos repetidos de
division celular. La activacion de las células estimulan la entrada de la célula T en
la fase G1 del ciclo celular y al mismo tiempo provocan la transcripcion del gen para
IL-2 y la cadena alfa del receptor IL-2 de alta afinidad (CD25). Esto induce a la célula
T virgen activada a proliferar y diferenciarse. Las células T activadas de este modo

se dividen dos a tres veces por dia durante cuatro a cinco dias, lo que crea una
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extensa clona de células progenitoras, que se diferencian en poblaciones de células

T de memoria o efectoras

9. Apoptosis

La muerte celular es una caracteristica importante del desarrollo en todos los
organismos multicelulares. Aunque la induccion de apoptosis incluye diferentes
sefales que dependen de los tipos celulares implicados, la muerte real de la célula
es un proceso muy conservado entre vertebrados e invertebrados. La muerte de la
célula comprende la activacién de un grupo especializado de proteasas conocidas
como caspasas. Se sabe que en los mamiferos hay cuando menos 14 proteasas de
cisteina o caspasas, y todas las muertes celulares requieren la actividad de cuando
menos un subconjunto de estas moléculas (Kindt et al. 2007)

La apoptosis puede proceder mediante dos vias distintas: intrinseca y extinseca
(Tait et al. 2010). La via extrinseca es en donde se activan los receptores de muerte
en la superficie de la célula. La via intrinseca o mitocondrial esta controlada por
proteinas pro y antiapoptoticas de la familia BCI-2 dividida en 3 categorias (Chipuk
et al. 2010). La primera incluye proteinas antiapoptéticas BCL-2, BCL-w, MCL-1,
BFL-1 y BCL-XI; estas proteinas previenen la apoptosis uniéndose y secuestrando
las partes proapoptéticas. La segunda categoria incluye a las proteinas
proapoptoticas (es decir que activan la apoptosis) como PUMA, Bim, Bid, Bad, Bik,
Noxa y BMF. Y la tercera, son las efectoras como BAX y BAK y solo pueden ser
activadas por las proteinas de la segunda categoria (Leshchiner et al. 2013)

La via intrinseca es activada por estrés y otras sefiales que provocan la

translocacion de miembros pro-apoptoticos de la familia bcl-2, como Bax, a la
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mitocondria, lo que provoca la liberacién de factores mitocondriales, pérdida de
potencial de membrana mitocondrial y desestabilizacién de la membrana externa de
la mitocondria. El citocromo C junto con Apaf-1 y la procaspasa 9 forman el
apoptosoma. Este ultimo facilita el procesamiento de la procaspasa 9, la cual inicia
la activacion de las caspasas efectoras, entre las mas importantes se encuentra la
caspasa 3. También hay liberacion de la proteina que antagoniza a las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP) denominada Smac/DIABLO (Labedzka et al.
2006). La irradiacion, los glucocorticoides y ciertos quimioterapicos pueden inducir
la apoptosis de células diana por el mismo mecanismo bioquimico (Abbas et al.
2004).

La via extrinseca es desencadenada por una sefial pro-apoptética que involucra los
receptores de muerte de la superficie celular como TNF y FAS. Los receptores
inductores de muerte mejor definidos pertenecen a la familia de las proteinas con
dominios extracelulares homologos ricos en cisteina (Singh et al. 1998).

Un ejemplo de la via extrinseca es cuando Fas se une a su ligando Fas (FasL) lo
cual provoca la trimerizacion de Fas. Esta unién conduce al reclutamiento del
complejo DISC (death inducing signaling complex). Este complejo cuenta con
proteinas adaptadoras que permiten la unién de la procaspasa 8 favoreciendo su
activacion y a su vez la activacion de las caspasas 3, 6 y 7 (Hengartner, 2000 y
Thompson, 1995). La caspasa 8 también puede activar Bid (miembro pro-apoptotico
de la familia Bcl-2) e inducir la liberacion del citocromo C y Apaf-1 para activar la via
intrinseca (Thompson, 1995). Con los métodos actuales de biologia molecular,

inmunohistoquimica y microscopia electronica es posible diferenciar las dos vias de
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la apoptosis y con ello estudiar el papel que desempeian en los procesos normales
y patologicos (Majno et al. 1995).

Las células T utilizan dos vias diferentes para activar caspasas. En células T
preriféricas, la estimulacion por antigeno da lugar a la proliferacion de células T
estimuladas y la produccién de varias citocinas que incluyen IL-2. Una vez que se
activan, las células aumentan la expresion de dos proteinas de superficie celular
fundamentales relacionadas con la muerte de células T, Fas y FasL. Cuando Fas
se une a su ligando, FasL, se recluta FADD (proteina relacionada con Fas con
dominio de muerte) y se une a Fas, a lo que sigue la incorporacién de procaspasa
8, una forma inactiva de caspasa 8. La vinculacion de FADD y procascapas 8
ocasiona el rompimiento proteolitico de procaspasa 8 hasta su forma activa; luego
la caspasa 8 inicia una cascada proteolitica que lleva a la muerte de la célula (Kindt
et al. 2007). Fas y Fas L son miembros de una familia de receptor/ligando
relacionada que incluye el factor de necrosis tumoral (TNF) y su ligando TNFR. Al
igual que Fas y FasL, TNFR unido a membrana interactiia con TNF para inducir
apoptosis activando la caspasa 8 seguida de la activacién de caspasas efectoras

como la caspasa 3.
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ANTECEDENTES

Se sabe que en infecciones experimentales murinas con cisticercos de Taeniidae
se alteran funciones estructurales y reproductivas del hospedero. Rikihisa et al.,
(1985) reportaron que una sustancia de excrecion/secrecion de Taenia
taeniaeformis redujo de manera significativa la produccion de testosterona, in vitro,
en las células de Leydig de ratas. Mas tarde, estudios con T. taeniaeformis o T.
crassiceps reportaron que los niveles de testosterona en suero y testicular
disminuyeron significativamente en ratas y ratones infectados, respectivamente (Lin
et al., 1990; Larralde et al., 1995). En estudios histopatol6gicos de ratones
infectados con metacéstodos de T. crassiceps se encontrd atrofia testicular y una
gran cantidad de células inflamatorias infiltradas (Morales-Montor et al., 1999;
Rodriguez-Dorantes et al., 2010). Recientemente se han hecho estudios del epitelio
de los tubulos seminiferos en testiculos de ratones infectados con metacéstodos de
T. crassiceps en donde se encontré un dafio intenso en la histoarquitectura y una
apoptosis generalizada en la células de los tubulos seminiferos, acompafado de
una infiltracién de macr6fagos al lumen del tibulo (Zepeda et al., 2011). Con
respecto a los productos de excrecion/secreciéon de T. solium que afectan la
proliferacion de linfocitos y dafian el ADN de linfocitos (Molinari et al., 1990; Tato et
al., 1995), se aislé una sustancia de bajo peso molecular (<3500d) secretada por
metacéstodos de T. solium llamado “factor de metacéstodos”. Esta sustancia
disminuyo la proliferacion de los linfocitos esplénicos humanos y murinos
estimulados con lectinas, ademas de que redujo la reaccion inflamatoria que habia
alrededor de metacéstodos de T. solium implantados subcutdneamente en ratones

(Tato et al., 1996). Mas tarde, Arrechavaleta et al., (1998) reportaron que este factor
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de metacéstodos de T. solium produjo una reduccion en la produccion de IL-2, INFy,
IL-4 y TNFa, in vitro. Finalmente, Herrera et al., (2003) encontraron que el factor de
metacéstodos indujo dafios en el ADN en linfocitos humanos in vitro. Por otro lado,
Spolski et al., (2001) reporté que las excreciones/secreciones producidas en una
infeccion temprana por los metacéstodos de T. crassiceps suprimen la respuesta
proliferativa de las células T y la reduccion en la produccién de INFy e IL—4 in vitro.
Estos datos sugieren que los Taeniidae producen sustancias que pueden afectar la
respuesta inmune del hospedero e inducir, in vivo, dafios estructurales y funcionales
en tejidos de ambos sexos. En este proyecto de investigacion se aislé una sustancia
del liguido inflamatorio peritoneal de ratones infectados con metacéstodos de T.
crassiceps, mediante una columna de Sephadex G-50 para saber si esta sustancia
es la responsable de afectar la proliferacién de linfocitos esplénicos, como se ha
reportado en el caso de los productos de metacéstodos de T.solium (Molinari et al.,
1990) y si produce la misma patologia en los testiculos del raton, como la inducida
por la infeccién de ratones machos con metacestodos de T. crassiceps reportado
por Zepeda et al., (2011).

En estudios anteriores en el laboratorio se encontro la actividad de serin y cistein
proteasas en el pico I. Al enfrentar linfocitos esplénicos de ratdn sano con cisticercos
de T. crassiceps se observé un aumento significativo de la apoptosis, la cual
disminuyo significativamente cuando los cisticercos se incubaron con E-64
(inhibidor de la cistein-proteasa). Esto sugiere que las proteasas que se encontraron
en el pico | provocan un intenso dafo en las células que se encuentran en el sitio
de infeccién. Sin embargo se encontré que la infeccion con metacéstodos de T.

crassiceps afecta el epitelio seminifero de los ratones lo que sugirié que lo que debia
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estar causando este efecto tendria que ser una molécula de un peso molecular
inferior al de las proteasas, capaz de llegar al epitelio seminifero. Por esta razon se
escogieron y analizaron las fracciones del pico Il. Los efectos de las fracciones del

pico | se analizaran detalladamente en estudios posteriores.
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HIPOTESIS

Si el factor de metacéstodos de T. solium afecta la proliferacion in vitro e in vivo de
linfocitos esplénicos y el epitelio seminifero testicular de ratones infectados con
metacéstodos de T. crassiceps se encuentra dafiado y con apoptosis, entonces una
sustancia secretada por los metacéstodos de T. crassiceps, debe ser la responsable
de afectar tanto la proliferacion de los linfocitos como la histoarquitectura del

testiculo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el factor de metacéstodo secretado por los metacéstodos de T.
crassiceps induce dafio en el epitelio seminifero testicular de raton asi como
apoptosis de las células del mismo y conocer si la sustancia afecta la proliferacion

de linfocitos esplénicos in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar sustancias de bajo peso molecular de secreciones de metacéstodos de T.
crassiceps.

2. Determinar la concentracion de carbohidratos del FM y conocer su absorbancia
en un espectro de 230 a 300 nm de longitud de onda.

3. Hacer cortes histologicos de los testiculos de los ratones tratados con el FM y
tefiirlos con diferentes técnicas para conocer el estado del epitelio seminifero
tanto en ratones controles como experimentales, asi como conocer la presencia
de células apopéticas mediante el ensayo de TUNEL.

4. Analizar el dafio en las células del epitelio seminifero por microscopia electronica

5. Conocer si el FM afecta su proliferacion de linfocitos esplénicos in vivo e in vitro.
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METODOLOGIA

1. Animales, parasitos y liquidos peritoneales.

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 28 dias de edad (20-22 g) que se
mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento con acceso a comida y agua
ad libitum, siempre bajo los principios de los cuidados de animales de laboratorio y
las leyes sobre el uso de animales (Bankowski y Hower-Jones, 1986).

Se utilizaron metacéstodos de T. crassiceps de la cepa WFU, mantenidos
intraperitonealmente en ratones hembras BALB/c por pases sucesivos cada 45 dias
post-infeccion. Se infectaron 12 ratones hembras BALB/c por via intraperitoneal con
40 metacestodos de T. crassiceps (de 1 a 2 mm) suspendidos en 200 pl de PBS.
Después de 9 dias de la infeccion, los ratones fueron sacrificados y se les lavo el
peritoneo con 10 ml de PBS 0.01M estéril. Como controles se obtuvieron lavados
peritoneales de 6 ratones hembras BALB/c sanas. Los lavados (controles e
infectados) se recuperaron en tubos conicos estériles de 15 ml. Todos los tubos se
centrifugaron a 1300 rpm por 10 minutos (Centrifuga DAMON/IEC DIVISION). Los
sobrenadantes de cada grupo de ratones se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

2. Cromatografia de ultrafiltracion en Sephadex G-50.

Los sobrenadantes liofilizados de ambos grupos (controles e infectados), se
resuspendieron en 15 ml de PBS y se ajustaron a 2.0 mg/ml. Se filtraron a través de
una membrana de 0.45 ul (Milipore) y se cargaron en una columna (95 X 1.5 cm) de
Sephadex G-50 (Pharmacia) que fue previamente equilibrada con 0.15 M de PBS y

se recolectaron fracciones de 4 ml. El material eluido se monitore6 mediante un
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analizador ultravioleta ISCO modelo UA5 a una longitud de onda de 280 nm. Se
seleccionaron y mezclaron las fracciones correspondientes al pico Il (34-44) de
ambos grupos, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C. La columna de Sephadex
G-50 se calibré previamente usando pesos moleculares estdndares (BioRad). Al
pico Il de los ratones sanos se le llamé Liquido Peritonal G-50 Sano (LpG-50s) y al

pico Il de los ratones infectados se le llamé Factor de Metacéstodos (FM).

3. Determinacion de carbohidratos.

Para conocer la composicion quimica del FM, se determiné su absorbancia en un
rango de longitudes de onda de 230 a 300 nm en un espectrometro Milton Roy
Spectronic 1001 plus. Se escogié este rango de longitud de onda porque la
medicion se hizo mediante luz ultravioleta cuyo rango de absorbancia es entre 195
y 400nm, sin embargo el rango de radiacién UV es mas util por encima de los 230
nm. Se utilizaron cubetas de cuarzo las cuales transmiten eficazmente la radiacion
UV. La concentracion de carbohidratos se determindé mediante la prueba de orcinol
usando una curva patron de ribosa (Sigma). Se resuspendié FeCls en HCl al 0.1%
y se prepardé orcinol al 95% en etanol (100 mg/ml). Se agreg6 el mismo volumen de
HCL-FeClz a cada dilucion, ribosa y FM, ademas de 0.3 ml de solucién de orcinol.
Los tubos se calentaron en bafio maria en agua hirviendo durante 40 minutos.

Después se enfriaron a temperatura ambiente y se hicieron lecturas a 670 nm.
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Ribosa [mg/ml ] | H20 (ul)
1000 0
900 100
700 300
500 500
300 700
100 900

Tabla I. Diluciones para la curva patrén de ribosa

Para el FM de T. crassiceps se tomaron diferentes volimenes del mismo y se

diluyeron como lo marca la tabla Il.

FM () | H20 (ul)
0 500
50 450
100 400
200 300
300 200
500 0

Tabla Il. Diluciones para determinar concentracion en diferentes volimenes del FM

4. Electroforesis.

El pico Iy Il tanto de los liquidos peritoneales de ratones sanos como los infectados,
se sometieron a una electroforesis en presencia de SDS PAGE al 12 % de
acrilamida. Para el pico | de ambos casos se pusieron 10 ug y para los picos Il se
puseron 20 pug. Como marcador de pesos moleculares se utilizé el Broad Range
(Bio Rad). La precorrida fue a 90 V y corrida a 120 V durante 1 hora en una camara
vertical de electroforesis (Bio-Rad). Por ultimo se tifio con azul de Coomassie (Bio-

Rad) al 0.05%.




5. Tratamientos de los animales con el FM y con LpG-50s.

Tanto el FM como el LpG-50s se ajustaron a una concentracion a 2.5 mg/ml de
proteina usando un espectrofotometro Spectronic 1001 plus (Milton Roy). Se
inocularon 5 ratones machos BALB/c sanos con 0.1 ml de FM y 5 ratones machos
BALB/c con 0.1 ml de LpG-50s; ambos grupos fueron inoculados cada 4 dias
durante 28 dias. Dos dias después de la ultima inoculacién (30 dias), los ratones
fueron sacrificados y se extrajeron cuidadosamente sus testiculos. Los testiculos
derechos de cada grupo (control y experimental) se fijaron con formalina durante 12
horas a temperatura ambiente; posteriormente se deshidrataron usando diferentes
concentraciones de alcohol (desde 70% al 100%). Los testiculos izquierdos
(controles y experimentales) se fijaron con glutaraldehido al 2.5% y se procesaron

para su estudio en microscopia electronica.

6. Tincién con Hematoxilina-Eosina.

Los testiculos fijados con formalina y deshidratados se incluyeron en parafina. Se
hicieron 20 cortes de 3 um, de cada testiculo (control y experimental), en un
microtomo 1130/Biocut (Reichert-Jung). Se escogieron 10 cortes alternadamente,
se tifieron mediante la técnica de hematoxilina-eosina y se analizaron en un

microscopio 6ptico IX71 Olympus.

7. Tincién de TUNEL.
Se utilizé el In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche) para esta tincion.
Se escogieron 10 cortes alternadamente; depués de desparafinar y rehidratar los

cortes, se incubaron 30 minutos a 37 °C en una solucion de trabajo de proteinasa K




(15 pg/ml en Tris HCL 10 mM, pH 7.4). Se lavaron 2 veces con PBS, se seco el
area alrededor de la muestra y se afiadié 50 ul del mix de reaccién de TUNEL (como
lo indica el Kit). Los cortes se cubrieron con parafilm con el fin de que la solucion se
distribuyera uniformemente y se incubaron en una camara hiumeda durante 1 hora
a 37 °C en oscuridad. Por ultimo los cortes se lavaron 2 veces con PBS y se
analizaron en un microscopio confocal invertido FV 1000 Olympus Yy se obtuvieron
fotografias a 60 X. Estos fotos se analizaron usando el progama ImagePro V 6.2

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

8. Tincion con azul de toluidina y microscopia electrénica.

Los testiculos izquierdos se fijaron en tetroxido de osmio y se embebieron en Epon.
Se realizaron cortes de 1 um en un ultramicrotomo (Reichert-Jung, 1130/Biocut), se
tineron con azul de toluidina y se examinaron usando un microscopio de campo
claro con un lente objetivo de 40X. Para analizar las ultraestructuras, se realizaron
cortes ultrafinos con una navaja de diamante, se tifieron con citrato de plomo y se

examinaron con un microscopio de transmision electronica Jeol 100 S.

9. Obtencién de linfocitos esplénicos

A cada raton se le realizé una esplenectomia en condiciones de esterilidad, el bazo
se perfundié con 15 ml de RPMI 1640 (SIGMA®) con L-Glutamina 200mM-Penicilina
(10000V)-Estreptomicina 10mg (SIGMA®) (RPMI incompleto), en una caja petri
para posteriormente recolectarlo en un tubo conico de 15 ml, el material se dejo
reposar en hielo durante 5 minutos para eliminar los detritus gruesos y se decanto

a otro tubo. Los tubos con células se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10 minutos
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(Centrifuga clinica SOL-BAT Mod. J-12). El sobrenadante se desech6 y el
sedimento se resuspendié en 1 ml de RPMI con L-Glutamina 200 mM-Penicilina
(10000V)-Estreptomicina 10 mg (SIGMA®) y 10% de Suero Bobino Fetal (SBF)
(Gibco, Grand Island, N.Y.) (RPMI completo). Los linfocitos esplénicos se obtuvieron
mediante un gradiente de histopaque 1077 (SIGMA®) por centrifugacion a 1300 rpm
por 30 minutos en una centrifuga DAMON/IEC DIVISION. La interfase se recuperd
y se coloco en 15 ml RPMI incompleto. Las células se centrifugaron a 1,500 rpm por
10 minutos, el sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en 1 ml de
RPMI completo, se tifileron con azul de tripano para determinar viabilidad y se
contaron en hemocitometro. Dependiendo del tratamiento se incubaron el nUmero
de células requeridas en placas de 96 pozos (Nunclon™) bajo las condiciones

necesarias.

10. Determinacion de linfocitos esplénicos

Se infectaron 9 ratones hembras BALB/c a los 9, 18 y 27 dias se sacrificaron 3
ratones. Asi mismo se sacrificaron 2 ratones hembras BALB/C sanos de la misma
edad que los ratones infectados. Tras purificar los linfocitos esplénicos se tomaron
3 tubos de citémetro (Falcon®, BD) para cada ratdén y en cada uno se agregaron
1x10° células. Las células se tifieron con 2 ul de anticuerpo anti-CD4 PE, anti-CD8
PE y anti-CD19 PE (BD Pharmingen™) (un anticuerpo por tubo) hechos en rata, se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion y en oscuridad. Las
células se lavaron centrifugando a 1500 rpm, se desecho el sobrenadante y se

resuspendieron en PBS. Los resultados se analizaron en un citbmetro de flujo
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FACScalibur (Becton Dickinson San José, Ca. EUA), para lo cual se adquirieron

10000 células por experimento.

11. Ensayos de proliferacion.

Se purificaron linfocitos esplénicos de un ratdbn hembra BALB/c sano. En una placa
de 96 pozos se incubaron 5x10° células por pozo y por triplicado se les agreg 160,
80y 8 ug de FM de metacéstodos, 0.25 pug de Concanavalina A (Con A) (SIGMA®)
y RPMI completo hasta obtener un volumen final de 200 pl. Como controles, se
cultivaron células sin Con Ay células con Con A. Se incubaron por 48 horas a 37°C
y 5% COz2. Al cabo de este tiempo, se agregé 1 pci/pozo de [*H]-Timidina (74
GBg/mmol;ICN, Irvine, Calif.) a todos los pozos (Cortes | et al., 2003) y se incubaron
18 horas mas. Se cosecharon las células en un cosechador (Nunc, Denmark)
mediante discos de papel absorbente (Whatman 934-AH), los discos de papel
obtenidos se sumergieron en frascos con liquido de centelleo (un frasco por cada
disco), se agitaron vigorosamente y se midi6 la incorporacién de [?H]-Timidina en
un contador de centelleo (Packard Tri-carb 300). Los resultados se expresaron en

cuentas por minuto para cada condicion.

12. Ensayo de proliferacion de linfocitos esplénicos tratados con FM.

Para saber qué clase de linfocitos fueron susceptibles al efecto del FM, se
purificaron linfocitos esplénicos de 1 raton hembra BALB/c sano. En una placa de
96 pozos se incubaron 5x10° células por pozo y por triplicado se les agregé 160 g
de FM, 0.25 ug de Con A y RPMI completo hasta obtener un volumen final de 200

pl. Se cultivaron células con Con A, sin FM, como controles. Los linfocitos se
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incubaron por 48 horas a 37°C y 5% CO02. Al cabo de este tiempo se cosecharon los
linfocitos juntando los triplicados en tubos de citometro (Falcon®, BD) y se tifieron
con anticuerpos anti-CD4 PE, anti CD8-PE y anti CD19-PE (BD Pharmingen™). Los
experimentos se analizaron en un citbmetro de flujo FACScalibur (BD), para lo cual

se adquirieron 10,000 células por experimento.

13. Ensayo de proliferacion de linfocitos de ratones inoculados con FM.

Se obtuvieron linfocitos esplénicos de 3 ratones hembras BALB/c inoculadas con 80
pug de FM cada 4 dias y 3 ratones inoculados con 80 pg de Lp G-50 de ratones
sanos cada 4 dias por 30 dias y 2 dias después de la ultima inoculacién se realizd
una esplenectomia en cada ratén, se obtuvieron linfocitos como se describié en el
punto 9 de la metodologia. Se cultivaron 5x10° células por pozo en una placa de 96
pozos. Se hicieron 2 triplicados por cada ratén; a un triplicado se le agreg6 0.25 g
de Con A por pozo y al otro triplicado se le agreg6 100 pl de RPMI (SIGMA®) con
10% de SBF (Gibco, Grand) como controles. Las placas se cultivaron 72 horas a
37°C y 5% de COs2. Se cosecharon los linfocitos reuniendo las células de tres tubos
para citometria (BD) y se tifieron con anticuerpos anti-CD4 PE, anti-CD8 PE y anti-
CD19 PE. Se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y en
agitacion. Al final se lavaron las células y se analizaron los experimentos en un

citometro de flujo FACScalibur.

14. Analisis por Citometria de Flujo.
El citometro de flujo FACSCalibur permite analizar de forma simultanea diversas

caracteristicas celulares, lo que proporciona informacion de varios parametros de
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cada una de células que se analizan. Los valores de calibracién fueron: FSC — 1.60,
SSC - 389, FL1 - 579, FL2 — 462, FL3 — 465. Compensacion: FL1-FL2 — 0.6, FL2-
FL1 - 163, FL2-FL3 — 15.4 y FL3-FL2 — 9.1. Se analizaron 10,000 células por cada
experimento, se obtuvieron gréficos FSC (tamafio) y la SSC (granularidad), asi
como también para conocer el porcentaje de células de cada estirpe mediante

fluorescencia.

15. Andlisis estadisticos.

Las medias+DE fueron calculadas para representar nimeros y porcentaje de
diversos tipos de células peritoneales de ratones sanos o experimentales. Se utilizé
la prueba de Xi-cuadrada con correccion Yate. Se considero significativo el valor de

P menor a 0.05. Se utilizo el programa Graph Pad Instat
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RESULTADOS

1. Ultrafiltracion Sephadex G-50.

Después de concentrar los liquidos peritoneales de los ratones infectados y de los
ratones sanos, el material se sometié a cromatografia de ultrafiltracion en una
columna de sephadex G-50. En la figura 1 se puede observar que el liquido
peritoneal del raton infectado, genera dos picos. El pico nimero | esta constituido
por proteinas, mientras que el pico Il, abarca las fracciones de elucién 34 a la 44
llamado de ahora en adelante “factor de metacéstodo (FM)”. Por otro lado, el liquido
peritoneal de los ratones sanos generod solo el pico | aungue en menor proporcion

que el de los ratones infectados (Fig. 6).

35 - W \’ v
105.92 36.86 9.2 13 KDa
3 - |
2.5 - —®—sano

—a— Infectado

N

ABS 280nm
[EEY
U

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52

Fracciones

Figura 6. Perfil elucion de los liquidos peritoneales de ratones infectados con metacéstodos de T.
crassiceps y ratones sanos, ultrafiltracion por Sephadex G-50. Las flechas sefialan los PM
expresados en KDa. I=pico | de ratones infectados con metacéstodos de T. crassiceps y de ratones
sanos. lI=pico Il de ratones infectados.
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2. Determinacion de carbohidratos del FM.

Para caracterizar la composicién quimica del FM y asi saber que biomoléculas lo
conformaban, se midié su absorbancia a diferentes longitudes de onda. Se encontré
una maxima absorbancia a 260 nm, sin embargo también tiene una lectura menor
a 280 nm. Esto indica la presencia de compuestos aromaticos. Por el contrario en
las fracciones correspondientes al raton sano (LpG-50s) no hubo diferencia en la
absorbancia a ninguna longitud de onda por lo que sugiere que no hay ninguna
molécula compleja (Fig. 7). Aunque hay una lectura considerable a 230 nm esto no

indica la presencia de alguna biomolécula.

1.4 4 —e—LpG50s

1.2 —&—FM

0.8 -

ABS

230 240 250 260 270 280 290 300
Longitud de Onda

Figura 7. Espectro de absorbancia del FM y del LpG-50s.

En estudios anteriores se confirmé la presencia de carbohidratos en el FM mediante
una resonancia magnética (datos no mostrados). Para conocer la concentracion de
carbohidratos se utilizo una curva patron de ribosa la cual sirvié para determinar la

presencia de pentosas especificamente. Con esta curva se determino que hay 0.03

pg/ul (Fig. 8).

34



IS

w
(051

PERRL 2
£ 25 * 7
o
s 2 ¢ //
2 ~
< 15 Pt
L 4
1 //
0.5 1+
*

=

-30 -20 -10 0 5 101520 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentracion (pg)

D

Figura 8. Curva patrén de ribosa y la extrapolacién de la absorbancia de diferentes volimenes del
FM.

3. Electroforesis.

El ensayo de electroforesis con SDS del material correspondiente al pico | del liquido
peritoneal de ratones sanos muestran tres bandas de 97.4 y de 66.3 kDa y una mas
abundante de 55.5 kDa (carril 2) mientras que el material correspondiente al pico |
del liquido peritoneal de ratones infectados mostr6 mas de ocho bandas de
proteinas en un rango de 36.5 a 200 kDa, las mas abundantes de 116.3,97.4y55.4
kDa (carril 3). EI material correspondiente al LpG-50s como el FM no mostraron
banda alguna (carril 4 y 5 respctivamente) (Fig. 9). Sin embargo, en el caso del FM,
en el perfil de elucién (Fig. 6) se observa que hay absorcion a 280 nm esto sugiere
la presencia de algun pequefio péptido por lo que el FM podria estar conformado

por un péptido ligado a un carbohidrato.
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Figura 9. Ensayo de electroforesis de los picos | y Il productos del Sephadex G-50. PM: pesos
moleculares estandar. 2: pico | sano, 3: pico | infectados, 4: LpG-50s, 5: FM. Tincién con
Coomassie

4. Evaluacion del dafio al epitelio seminifero en ratones inoculados con FM.

Para conocer si el FM causo algun dafio en el epitelio seminifero de los ratones, los
cortes seleccionados se tifieron mediante la técnica de Hematoxilina/Eosina. Los
testiculos de los ratones inoculados con el LpG-50s, mostraron una histologia bien
organizada del epitelio seminifero. Las células dentro de los tabulos seminiferos
estan arregladas concéntricamente. Las células intratubulares (CS y germinales) y
las células de Leydig en el tejido intersticial se encontraron bien organizadas

mediante uniones estrechas (GJ) (Fig.10 A). En contraste, los cortes de los
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testiculos de ratones tratados con el FM mostraron un dafio intenso de las células
de los tdbulos seminiferos, adema&s mostraron destruccibn de sus uniones
estrechas. Algunas espermatogoniasy SC se desprendieron de la ldmina basal. Se
observo un alto nivel de picnosis en los nacleos de las células de Leydig del tejido
intersticial. Muchas células estaban destruidas y los desechos se acumularon en la
zona adluminal. Por ultimo, se encontrd una gran infiltracién de macrofagos al lumen
de los tabulos (Fig. 10 B). Estos datos sugieren que el FM afecta la histologia del
epitelio seminifero murino dejando incomunicadas las células germinales las cuales

mueren y en consecuencia no hay produccién de espermatozoides.

Figura 10. Micrografias representativas del dafio inducido en los tibulos seminiferos por el FM.
(A) Corte de un testiculo de ratén inoculado LpG-50s tefiido con H/E. Células de Leydig (LC),
células de Sertoli (SC) flechas blancas delgadas y uniones estrechas flechas blancas gruesas.
Corte de ratones inoculados con FM tefiidos con H/E. Células de Leydig (LC), macrofagos (M) y
lamina basal asterisgos blancos.

5. Ensayo de apoptosis por TUNEL.

Para saber si el FM inducia apoptosis en el epitelio seminifero, algunos cortes de
testiculos (controles y experimentales) fueron teflidos mediante la técnica de TUNEL
los cortes de los testiculos de los ratones control no mostraron células fluorescentes,

es decir no se observaron células apoptéticas (Fig.11 A). Por el contrario, los cortes
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de los ratones experimentales mostraron una gran cantidad de células
fluorescentes. Se encontr6 apoptosis tanto en células del interior de los tubulos
seminiferos, células de Sertoli, espermatogonias y espermatozoides (Fig. 11 B);
como en células del tejido intersticial, células de Leydig (Fig. 11 C). Esto sugiere
que el FM activa la apoptosis en la células de Leydig lo que explicaria los bajos
niveles de testosterona reportados por Larralde et al., 1995. Sin embargo la
apoptosis dentro de los tubulos seminiferos podria deberse tanto a la falta de

testosterona como a la presencia del FM.

B C
Figura 11. Corte transversal de testiculo de un raton control y de un ratdn experimental tefiidos con TUNEL. A)
Corte transversal de testiculo de un ratdén control (400X). B) Corte transversal de testiculo de un ratén
experimental (400X). C) Porcion amplificada de B que muestra células Leydig apoptéticas.
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6. Andlisis del epitelio seminifero tefiido con azul de tolouidina.

Los cortes semifinos del testiculo de ratén que se tifieron con azul de toluidina
revelaron un dafio intenso en la histologia de los tubulos seminiferos de los ratones
experimentales mostrando células germinales degeneradas, cabezas de
espermatozoides amorfas y una gran cantidad de macrofagos infiltrados (Fig.12 B).
Por el contrario, los ratones control mostraron células de Leydig intactas y la
histologia de los tubulos seminiferos bien organizada (Fig. 12 A). Estos datos
refuerzan los observados en los cortes tefiidos con H/E, es decir, el FM afecta al
epitelio seminifero murino. Como ya se mencioné antes, las células germinales
pierden la comunicacién con las células de Sertoli lo que las deja desprovistas de
alimento y mueren por apoptosis. Esto explica también, la presencia de macré6fagos
en el lumen de los tubulos seminiferos ya que estos se encargan de fagocitar los

restos de las células apoptéticas.
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B

Figura 12. Micrografias representativas de los dafios inducidos en los tabulos seminiferos de los
ratones tratados con FM. A) Corte transversal de un testiculo de un ratén control tefiido con azul de
toluidina donde se muestran células de Sertoli (SC), células germinales (GC) y cabezas de
espermatozoides (Sh) dentro de los tubulos seminiferos y células de Leydig en el tejido intersticial
(LC). B) Corte transversal de un testiculo de un raton experimental tefiido con azul de toluidina
donde se muestran células germinales degeneradas, cabezas de espermatozoides y macréfagos
dentro de los tibulos seminiferos (M). (400X).

7. Estudio de las célula del epitelio seminifero por microscopia electronica.

Los cortes transversales de los ratones controles mostraron células de Sertoli y
células germinales normales, se observan los acrosomas en diferentes estadios de
desarrollo (Fig. 13 Ay C). Por el contrario, los cortes transversales de los ratones
experimentales revelaron una serie de signos patologicos. Las células de Sertoli

mostraron una cromatina mas laxa conteniendo en su citoplasma espermatides
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degenerada (ED), asi como, como restos de cromatina y de mitocondrias (Fig. 13
B). Asi mismo, alrededor de las células de Sertoli, se encontraron esperméatides
estructural y morfolégicamente dafiadas y con la membrana acrosomal anormal

(Fig. 13 D).

Crs AT e
Figura 13. Estudio por microscopia electrénica de transmisién de los testiculos de ratones controles
y experimentales. A) Micrografia de un testiculo de un ratén control mostrando células de Sertoli
(SC) (2500X). B) Micrografia de un testiculo de ratén experimental mostrando células de Sertoli
(SC) con espermatides degeneradas dentro su citoplasma (ED) y restos de cromatina (asterisgos)
(2500X). C) Micrografia de un testiculo de un raton control mostrando espermatides (RS) con
acrosoma en desarrollo (flecha blanca) (5000X). D) Micrografia de un testiculo de raton

experimental mostrando esperméatides deformadas (ED) (8000X).
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En el lumen de los testiculos de los ratones testigo se encontraron espermatozoides
con la cabeza elongada mostrando una morfologia normal (Fig. 14 A). Por el
contrario, los espermatozoides de los ratones experimentales mostraron diversas
anormalidades en la forma de sus cabezas, ademas de un gran nimero residuos

de células germinales (Fig. 14 By C).

Figura 14 Estudlo por microscopia de electrénica transm|S|on de testlculo de raton control y
experimental. A) Micrografia de un testiculo de una ratén control mostrando espermatozoides
normales (S) y mitocondrias asociadas con la pieza media del flagelo (M) (5000X). B) Micrografia
de un testiculo de un raton experimental mostrando formas anormales de cabezas de
espermatozoides y residuos celulares (rc) (5000X). C) Micrografia de un testiculo de un raton
experimental mostrando dos macréfagos (M) en el espacio luminal cuyo citoplasma se encuentra
lleno de detritus celulares (1500X).
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8. Determinacion del porcentaje de linfocitos esplénicos de ratones infectados con
metacéstodos de T. crassiceps.
Con el objetivo de conocer si las lineas celulares esplénicas de los ratones
infectados con metacéstodos de T. crassiceps estaban afectadas, se determiné el
porcentaje de linfocitos CD4*, CD8" y CD19* a los 9, 18 y 27 dias post infeccién
(dpi). Los linfocitos CD4* de ratones infectados disminuyeron significativamente a
los 9 dias post infeccion (dpi) en comparacion a los ratones sanos (P<0.05). A los
18 y 27 dpi el porcentaje de linfocitos aumentd pero no alcanzé el nivel observado
en los ratones sanos (Fig. 15 A). Algo similar ocurrio con los linfocitos CD8* a los 9
y 18 dpi, el nimero de células se encontraron disminuidas con respecto al control,
sin embargo a los 27 dpi el porcentaje de células CD8* estaban por encima de los
niveles que se observaron en los ratones sanos (Fig. 15 B). Sin embargo, el nUmero
de linfocitos CD19* no presento diferencia significativa con respecto al nimero de
linfocitos de ratdén sano. Incluso a los 18 dpi el numero de linfocitos CD19* fue mayor

al porcentaje de linfocitos de ratones sanos (Fig. 15 C).
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Figura 15. Andlisis por citomertria de flujo del porcentaje de células esplénicas T y B de ratones
infectados con metacéstodos de T. crassiceps de diferentes dias post-infeccién. A) Células CD4
+. *P<0.05. B) Células CD8+. C) Células CD19+

9. Proliferacion de linfocitos esplénicos de ratones inoculados con 80 ug de FM.

Como se describi6 en la figura 15, el porcentaje de linfocitos esplénicos se encontrd
disminuido en los ratones infectados con metacéstodos de T. crassiceps. Para saber
si el FM es el responsable de provocar esa disminucion, se inocularon 3 ratones

hembras con 80 pg de FM cada 4 dias durante 28 dias y se sacrificaron 2 dias
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después de la ultima inoculacién. Tras purificar los linfocitos esplénicos las células
se cultivaron con Con A durante 72 horas para conocer si estas células eran
capaces de proliferar. Como controles se inocularon 3 ratones hembras BALB/C con
80 pug de LpG-50s durante el mismo tiempo y los linfocitos se trataron de la misma
manera. Después de cosechar los linfocitos se marcaron con los anticuerpos
correspondientes y los resultados se analizaron en el citbmetro. El nUmero de CD4*,
CD8* y CD19* de los ratones experimentales se encontraron disminuidos con
respecto al nimero de células de los ratones testigo, sin embargo esta diferencia
no fue estadisticamente significativa (Fig. 16 A, B y C). Esto sugiere que el FM
disminuye la capacidad de estos linfocitos, sin embargo fue necesario hacer un

ensayo de proliferacion medido por [*H]-Timidina para confirmar estos datos.
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Figura 16. Andlisis por citometria de flujo del porcentaje de células esplénicas de ratones
inoculadas con 80ug de FM. Se cultivaron las 72h con Con-A. A) Células CD4+. B) Células CD8+.
C) Células CD19+.

10. Incorporacion de [3H]-Timidina por linfocitos esplénicos tratados con FM.

Para reforzar los datos anteriores, se midié la incorporacion de [?H]-Timidina en
linfocitos esplénicos, de raton sano, incubados con ConA vy diferentes dosis de FM.
Al medir la incorporacion de [*H]-Timidina se observé que con 160 y 80 ug de FM
las cuentas por minuto disminuyeron significativamente con respecto a las cuentas

por minuto en células controles. Con 8 pg de FM también se observo disminucion
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de las cuentas por minuto pero la diferencia no fue estadisticamente significativa
(Fig. 17). Estos datos sugieren que el FM inhibe la proliferacion de linfocitos

esplénicos y esta reaccidn es dosis-dependiente.
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Figura 17. Incorporacion de [3H]-Timidina por linfocitos esplénicos cultivados con 160pg, 80ug
y 8ug de FM y Con-A. *P<0.05.

11. Proliferaciéon de linfocitos esplénicos incubados con 160ug de FM.

Una vez que se sabia que el FM inhibia la proliferacién de los linfocitos T, quisimos
saber qué tipo de linfocito estaba afectado por el FM, por lo que se cultivaron
linfocitos esplénicos de un raton sano con la dosis mas alta (160 pg) de FM y ConA
durante 48 horas y se analizaron las células CD4*, CD8* Y CD19". En la figura 18
se puede observar que tanto los linfocitos CD4* como los CD19* se encontraron
disminuidos con respecto a sus controles pero esta diferencia no fue significativa.
Sin embargo, los linfocitos CD8* no disminuyeron. Por lo tanto, estos datos sugieren

gue el FM inhibe la proliferacién de los linfocitos T CD4* y no la de los CD8*.
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DISCUSION

La cisticercosis por T. solium es una enfermedad que afecta a los paises en vias de
desarrollo y recientemente, debido a la migracion, también afecta a los paises
desarrollados (Evans et al., 1997). Para conocer los efectos de esta parasitosis se
ha recurrido a un modelo murino causado por T. crassiceps. Recientes estudios
revelaron que las excresiones/secresiones de este parasito afectan la produccién
de algunas citocinas y la proliferacion de linfocitos (Spolski et al., 2001), ademas se
encontraron bajos niveles de testosterona en ratones infectados con metacéstodos
de T. crassiceps (Larralde et al., 1995). En este trabajo se realizd la semi-
caracterizacion de una sustancia secretada por los metacéstodos de T. crassiceps
al que se llamo Factor de Metacéstodos (FM).

Los datos revelados por el ensayo de electroforesis no mostraron ninguna banda
producida por el FM, esto podria interpretarse como que el FM no esta constituido
por alguna proteina, sin embargo el perfil de elucion revel6 una absorbancia a
280nm, ademas, al medir la absorbancia del FM a diferentes longitudes de onda, se
confirma su lectura a 280nm. Por otro lado, se encontré una méaxima absorbancia a
260nm lo que evidencié la presencia de carbohidratos aromaticos como los de los
acidos nucleicos. Lo anterior sugiere que el FM podria estar conformado por algin
péptido de bajo peso molecular unido a algin carbohidrato aroméatico. En estudios
subsecuentes se tendra que analizar la estructura del FM por métodos mas
especificos como la espectrometria de masas. Estos datos coinciden con los
reportados por Molinari et al., 1990 en donde se describe una sustancia similar,

secretada por metacéstodos de T. solium.
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Al estudiar el efecto del FM sobre la histologia del testiculo de raton encontramos
un intenso dafio en el epitelio seminifero. Dentro de los tubulos se observo la
perdida de la “comunicacion intercelular”, es decir que habian perdido sus uniones
estrechas. Es bien sabido que para que haya una buena produccién de
espermatozoides, las células germinales tienen que estar comunicadas con las
células de Sertoli (Hasegawa y Saga, 2012). El tejido intersticial también se encontré
con dafios importantes, las células de Leydig mostraron signos de apoptosis como
cromatina compacta y cuerpos apoptoéticos, ademas de perder la comunicacion con
las demas células. En el lumen de los tdbulos se encontraron espermatozoides con
alteraciones morfoldgicas y una intensa infiltracion de macréfagos en cuyo interior
habia restos de células incluyendo porciones de flagelos de los espermatozoides.
Se ha reportado que cuando hay una alta tasa de mortandad de las células en los
tubulos seminiferos se puede provocar la activacion de macréfagos y estos se
infiltran en el epitelio seminifero, como lo descrito por Frungieri et al. (2002) que
encontr6 macréfagos CD68* en el lumen de testiculos de hombres infértiles que
solo tenian células de Sertoli o con sindrome de células germinales arrestadas en
la fase Go. En contraste, los ratones inoculados con el LpG-50s, no mostraron
ningun dafo estructural. Tanto en el tejido intersticial como dentro de los tabulos
seminiferos las células conservaron su histologia intacta y todas sus uniones
estrechas. Esto refuerza la idea de que el FM es secretado por el parasito y que es
el causante de la patologia observada en los ratones infectados con metacéstodos
de T. crassiceps (Zepeda et al., 2011).

Los cortes tefiidos con TUNEL evidenciaron un gran namero de células apoptoticas,

tanto en el tejido intersticial como en el interior de los tubulos seminiferos. Se sabe

50



gue la apoptosis de las células germinales es normal a lo largo de la vida como un
mecanismo fisioldgico para limitar el nimero de células germinales (Bartke, 1995;
Billig et al., 1995). Ademas, las células germinales pueden caer en apoptosis en
muchas situaciones como la exposicion a sustancias toxicas (Blanchard et al., 1996;
Richbug y Boekelbeide, 1996) o por alteraciones del soporte hormonal (Russell et
al., 1987; Sinha Hikim et al., 1995). Lee et al. (1997) demostraron un aumento de la
expresion de Fas y FasL después de la exposicion a dos toxinas de las células de
Sertoli (MEHP y 2,5-HD), esto indujo la apoptosis a las células germinales.

Mas aun, Rikihisa et al., (1985) reportaron bajos niveles de testosterona in vitro
debido a una sustancia de excresién/secresion de Taenia taeniaeformis. Esto pudo
deberse a que las células de Leydig estaban afectadas por algin producto de las
secreciones y por lo tanto la produccion de testosterona estaba disminuida. La
patologia observada al interior de los tubulos seminiferos pudo deberse a la
infiltracion del FM al interior de los tubulos produciendo el dafio ya mencionado o a
que el FM dafié directamente el tejido intersticial y por lo tanto a las células de Leydig
provocando la pérdida de la funcion de las mismas y la falta de testosterona. El
papel fisioldgico de los altos niveles de testosterona en los testiculos no se ha
entendido completamente. Sin embargo, se ha establecido que la produccion de
esperma disminuye exponencialmente un vez que los niveles de testosterona en los
testiculos disminuye por debajo de 70 mM (Zirkin et al., 1989). El efecto de los
androgenos esta mediado por receptores de androgenos localizados en el nicleo o
en el citoplasma. Las células germinales no tienen receptores de androgenos (Wang
et al., 2009; Tsai et al., 2006), por lo que la testosterona que es difundida dentro de

los tabulos seminiferos se une al nacleo y al citoplasma de las células de Sertoli
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guienes son encargadas de iniciar la respuesta funcional requerida para mantener
la espermatogénisis (Smith y Walker, 2014).

Al medir el porcentaje de linfocitos esplénicos a diferentes dias post infeccion, se
observo que la proporcion de los linfocitos CD4* y CD8* estaban significativamente
disminuidos. Lo mismo ocurrié con los linfocitos de ratones inoculados con FM.
Cuando se midié la incorporacién de [*H]-Timidina en linfocitos esplénicos
cultivados con diferentes dosis de FM, se encontré alteracion de la proliferacion de
estas células. Asimismo las pruebas por citometria de flujo revelaron que los
linfocitos CD4+ y CD19+ se encontraban drasticamente disminuidos tras haberlos
cultivado con 160ug de FM y Con-A durante 72 horas. Estos atributos sugieren que
ambos factores (T. solium y T. crassiceps) deben de estar produciendo efectos en
el sistema inmunolégico del hospedero. La habilidad del FM de T. solium de reducir
la produccion in vitro de IL-2, IFN-y, TNF-a (Arrechavaleta et al., 1998) y la habilidad
del FM de T. crassiceps de disminuir la proliferacion de linfocitos, reportados aqui,
deben de estar relacionados con los resultados obtenidos por Rubio et al. (1998) en
donde la infecciébn de ratones con metacéstodos de T. crassiceps disminuyo
significativamente la respuesta humoral ante los antigenos de Salmonella

typhimurium.
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CONCLUSIONES

-Dentro de las sustancias que secreta el metacéstodo de T. crassiceps dentro del
hospedero se encuentra una sustancia de bajo peso molecular a la que se le llamo
Factor de Metacéstodos (FM).

- Se determiné que hay 0.03 g/ ul de carbohidratos en el FM. EI FM absorbe a 260
y 280 nm lo que sugiere que podria estar conformado por algun péptido unido a un
carbohidrato aromatico.

-El FM produce apoptosis tanto en el tejido intersticial como en el interior de los
tubulos seminiferos de ratdén y provoco un intenso dafio en la histologia del epitelio
seminifero.

-La infeccion de ratones con metacéstodos de T. crassiceps disminuye la
proporcién de linfocitos esplénicos, la cual puede ser provocado por el FM.

- ElI FM disminuye el porcentaje de linfocitos esplénicos in vivo e in vitro. Ademas de

gue afecta la proliferacion de los mismos.
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ABREVIATURAS
°C

3H

ADN
Apaf-1
BALB/c
Bcl-2
BCR
Caspasa
CL

Con A
Cs
DIABLO
DISC
E-64
E/S
FADD
FAS
FAS L
FeCls
FITC
FL1

FL2

FL3

Grados centigrados

Tritiada

Acido desoxiribonucleico

Factor activador de proteasas-1
Bagg ALBIinos

Linfoma de células B 2

Receptor de la célula B

Citosolic aspartate specific proteasas
Células de Leydig

Concanavalina A

Células de Sertoli

Direct IAP-binding protein with low PI
Death inducing signaling complex
N-[N-(L-3-Trans-carboxirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-agamatine
Escrecion/Secrecion

Proteina relacionada con Fas con dominio de muerte
Citocina CD95

Ligando de la citocina CD95

Cloruro férrico

Fluoresceina

Fluorescencia 1

Fluorescencia 2

Fluorescencia 3
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FM
FSC
FSH
GnRH
H/E
HCL

IAP

IL-2
IL-4
INFy
kDa
LB

LH
LpG-50s
MHC
NCC
PBS
PE
RPMI
SDS
Smac
SNC

SSC

Factor de Metacéstodos

Forward scattered

Hormona foliculo estimulante
Hormona liberadora de gonadotropinas
Hematoxilina/Eosina

Acido clorhidrico

Proteinas inhibidoras de apoptosis
Inmunoglobulina M

Interleucina 2

Interleucina 4

Interferon gamma

Kilo Daltons

Linfocitos B

Hormona leutinizante

Liquido peritoneal G-50 sano
Complejo mayor de hitocompatibilidad
Neurocisticercosis

Phosphate buffered saline

Ficoeritrina

Roswell Park Memorial Institute
Sodium dodecyl sulfate

Second mitocondria-drived activator of casases
Sistema nervioso central

Side scattered
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TCR

TNFR

TNFa

TUNEL

uv

WFU

Receptor de la célula T

Receptor del factor de necrosis tumoral

Factor de necrosis tumoral alfa

Deoxynuclotidyl transferase-mediated dUTP nic-end labelling
Ultravioleta

Wake Forest University
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