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i.p.
NK
IL
TNF
IFN
Ac
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MHC
Ag
Th
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Tregs
TJs
SM
EAE
ICAM
VCAM
VLA-4
LFA-1

VEGF
GM-CSF

Sistema nervioso central

Del inglés, Blood-Brain Barrier (barrera
hematoencefacilica)

Intra peritoneal

Del inglés, natural killer (asesinas naturales)
Interleucinas

Factor de necrosis tumoral

Interferén

Anticuerpos

Célula Presentadora de antigenos

Complejo principal de histocompatibilidad
Antigeno

Del inglés, T helper (células T
colaboradoras)

Del inglés, tranforming growth factor

Células T reguladoras

Uniones estrechas

Esclerosis multiple

Encephalitis autoinmune experimental
Molécula de adhesion intracelular

Molécula de adhesién vascular

Del inglés, very late antigen

Del inglés, Lymphocyte function-associated
antigen

Factor de crecimiento endotelial vascular
Factor estimulador de colonias granulocito

macréfago



PECAM
MIP-2

CINC-1

FCE
MIF

WNV

T. crassiceps
NCC

(i.p.)

WT

CEC

Z0O-1

Molécula de adhesion celular plaquetaria
Del inglés, macrophage inflamatory protein-
2

Del inglés, cytokine induced neutrophil
chemoattractant-1

Fluido cerebro espinal

Factor inhibidor de la migracién de
macréfagos

Virus del oeste del Nilo

Taenia crassiceps

Neurocisticercosis

intraperitoneal

Del inglés, Wild-type (silvestres)

Células endoteliales cerebrales

Zonula de ocludentes-1
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Resumen

Hasta hace dos décadas el Sistema Nervioso Central (SNC) se consideraba
como inmunolégicamente privilegiado. Actualmente se cuestiona este grado de
privilegio debido a la comunicacién bidireccional entre el sistema inmune y el SNC.
La naturaleza de esta comunicacibn no se conoce en su totalidad, pero
probablemente las sefiales mas importantes son desencadenadas por un grupo de
proteinas que se conocen como citocinas, estas citocinas representan mediadores
pro-inflamatorios y anti-inflamatorios, y se les ha atribuido relevancia en patologias
y desérdenes del SNC asociados a un aumento en la permeabilidad de la BBB.
Las infecciones por parasitos helmintos favorecen la produccion de citocinas que
controlan la polarizacién de la respuesta inmune tipo Th1, en la fase aguda de la
infeccion hacia una respuesta de tipo Th2 en la fase cronica de la misma. No hay
estudios que demuestren si la presencia sistémica de las citocinas inducidas por la
infeccidn helmintica pudiera alcanzar la barrera hematoencefalica del hospedero
(BBB, del inglés Blood-Brain Barrier), permitiendo asi la instalacién del parasito en
el SNC como es el caso de la neurocisticercosis (NCC) provocada por el helminto
Taenia solium (T. solium). En este trabajo utilizamos un modelo murino de
infeccion para determinar si la presencia del helminto Taenia crasisceps (que
comparte poco mas del 90% de caracteristicas antigéticas con T solium) puede
causar alguna alteracién en la BBB del hospedero. Se utilizaron ratones & BALB/c
de 6-7 semanas de edad infectados via intraperitoneal (i.p.) con 10 metacéstodos
de T. crassiceps (cepa ORF). Los ratones fueron sacrificados a las semanas 1, 3,
5, 7, 9 y 13 post-infeccién,se determinaron los niveles de citocinas inflamatorias y
anti-inflamatorias en suero, la permeabilidad de la BBB y la expresion de las
moléculas CAM-1, VCAM-1 en la BBB. Se buscé la posible correlacion entre la
expresiéon de citocinas inflamatorias o anti-inflamatorias con cambios en la
permeabilidad de la BBB. Los resultados se muestran en dos fases; el impacto de
la fase aguda de la infeccion (fase inflamatoria) y la fase crénica de la infeccién
(fase anti-inflamatoria). La primer fase, se caracteriz6 por la presencia

incrementada de citocinas tipo Th1 (MIF, INFy, IL-1B e IL-6) y se observé una



regulacion positiva de la permeabilidad de la BBB, pero esta no se relacioné con la
expresiéon de moléculas de adhesion en al BBB (ICAM-1). La segunda fase se
caracterizd por el aumento de la citocina IL-4 caracteristica de la respuesta anti-
inflamatoria Th2, se observé una disminucion gradual en la permeabilidad de la
BBB asociada al aumento de la expresion de moléculas de adhesion (VCAM-1) y
al aumento de TGF- en la BBB. Estos resultados demuestran que el impacto de
las citocinas sistémicas inducidas por T. crassiceps en la permeabilidad de la BBB
esta relacionado con el perfil inflamatorio de la fase aguda de la infeccion,
mientras que este efecto se revierte cuando aparece el perfil anti-inflamatorio de la

fase crénica.

Palabras clave: Th1, Th2, citocina, ICAM-1, VCAM-1, BBB.



1.-Introduccion

Los organismos vertebrados poseen 2 sistemas corporales capaces de aprender y
recordar: el Sistema Nervioso Central (SNC) y el Sistema inmune, Ila
supervivencia de los organismos es altamente dependiente de ambos y la manera
en la cual estos dos dominios se sobreponen, es esencial, pero pobremente
comprendido [1-3].

El sistema inmune es el encargado de los mecanismos que confieren respuestas
protectoras, rapidas y especificas contra los invasores externos [4]. Estos
invasores, parasitos, virus y bacterias, varian desde poco peligrosos hasta los
altamente peligrosos que ponen en riesgo la vida de su hospedero, como por
ejemplo: Plasmodium, VIH e inclusio Treponema pallidum [5].

El Sistema Inmune esta constituido por diversas células, tejidos y moléculas,
todas encargados de conferir respuestas protectoras. La respuesta colectiva y
coordinada de estas células y moléculas en respuesta a la invasion de sustancias
ajenas es lo que conocemos como Respuesta Inmune, la cual se ha dividido en
dos tipos de respuestas: Respuesta inmune innata y Repuesta Inmune Adaptativa
[4].

1.1.-Respuesta Inmune Innata

La inmunidad innata se refiere a los mecanismos de defensa como barreras
fisicas, mecanismos bioquimicos y celulares. Las barreras fisicas y quimicas como
los epitelios constituyen una barrera que impide la entrada de patégenos. Mientras
gue los mecanismos bioquimicos estan constituidos por una gran variedad de
sustancias antimicrobianas sintetizadas en las superficies epiteliales; proteinas de
la sangre, que incluyen componentes del sistema del complemento y otros
mediadores de la inflamacién, citocinas que regulan y coordinan numerosas
actividades celulares. Por ultimo la participacién de diferentes tipos celulares
como fagocitos, macrofagos, neutréfilos, y células citotoxicas NK (del inglés



natural killer) y granulociticas como los eosinéfilos y baséfilos. Este tipo de
respuesta se caracteriza por estar presente aun sin un estimulo y reaccionar solo
a patégenos o sustancias ajenas. Todos en conjunto representan las primeras

lineas de defensa frente a los microorganismos [5].

Dentro de las funciones de la respuesta inmune innata esta el reclutamiento de
células fagociticas y moléculas efectoras en el sitio de la infeccidén a través de la
liberaciébn de citocinas secretadas por las células fagociticas, las cuales
constituyen una gran cantidad de sustancias mediadoras de la inflamacién entre
las que se encuentran las interleucinas (IL) IL-1, IL-6, IL-8 IL-12, asi como el factor
de necrosis tumoral (TNF) e interferones (IFNs). Por otro lado, la respuesta
inmune innata favorece diversas funciones importantes que determinan el curso

de la Respuesta Inmune Adaptativa [5].

1.2.- Respuesta Inmune Adaptativa

La Inmunidad Adaptativa recibe este nombre debido a que tiene la capacidad de
responder adaptandose al tipo de infeccién y distinguir diferentes patégenos. Se
produce con el tiempo y es especifica contra el patbgeno o antigeno que le de
origen. Es decir, se produce como una respuesta especifica teniendo como
principal caracteristica la memoria inmunolégica, debido a que después de la
eliminacion de algun antigeno, se mantiene circulante o se almacena en un grupo

de células adaptadas para dicho estimulo ya conocido [6].

Las caracteristicas de la inmunidad adaptativa son la especificidad para moléculas
diferentes, la especializacibn para responder a diferentes tipos de
microorganismos y la capacidad de recordar y responder con mayor fuerza tras

exposiciones repetidas al mismo organismo [5, 6].

La Inmunidad Adaptativa se clasifica en dos tipos. Segun la participaciéon de los
componentes que la constituyen se ha clasificado en: Respuesta Inmune Celular,



orquestada principalmente por los linfocitos T, y la Inmunidad Humoral en la que
participan linfocitos B, quienes son los encargados de la produccién de los
anticuerpos y que reconocen de manera especifica los antigenos [5].

Linfocitos B son las Unicas células capaces de producir anticuerpos (Ac) que
reconocen antigenos extracelulares y actian como mediadores especificos de la
Inmunidad Humoral. En este proceso de reconocimiento antigénico, los linfocitos B
son ayudados por las células presentadoras de antigenos (APC), como células
dendriticas y macrofagos. Optimizando esta presentacién se encuentra un grupo
de moléculas llamado complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés
Major Histocompatibilyty Complex). La especificidad del MHC para presentar el
antigeno (Ag) a linfocitos TCD8+ 6 TCD4+ los ha dividido en moléculas de clase |
(MHC-1) o de clase Il (MHC-II), respectivamente [5].

1.1.3.- Linfocitos T

Los linfocitos T son las células responsables de la inmunidad celular, reconocen
Ags, pero no sintetizan Ac, y presentan caracteristicas sobresalientes como el
reconocimiento de Ags unidos al MHC, y Ags que se expresan en la superficie de
otras células. Los linfocitos T se dividen en dos grupos: a) linfocitos T citotéxicos
que expresan en su membrana moléculas de diferenciacion tipo 8 (CD8 del inglés
cluster differentiation); este tipo de linfocitos participa activamente en la
eliminacion de las células infectadas o células tumorales. b) linfocitos T
cooperadores o linfocitos Th (Th, del inglés T helper) que se caracterizan por

expresar en su superficie moléculas de tipo CD4 (TCD4+) [4, 5].

Los linfocitos TCD4+ han sido subdivididos en base al perfil de citocinas que
sintetizan en respuesta a la estimulacion antigénica en linfocitos cooperadores tipo
1 (Th1) o linfocitos Th2. Los linfocitos Th1 se caracterizaron por la secrecion de
interleucina (IL)-2, IFN-y, TNF-a) que actuan en la generaciéon de la respuesta
inmune inflamatoria. Los linfocitos Th2 producen citocinas anti-inflamatorias como

IL-4,IL-5 IL-10 e IL-13 que actuan en las respuestas inmunes anti-inflamatorias [7].



Actualmente se ha subdividido en otro grupo la células Th17, llamados asi por la
citocina; caracteristica de este subgrupo es la IL-17 e IL-12, este subgrupo celular
es estimulado en respuesta a bacterias y hongos por las células dendriticas que
producen citocinas como la IL-6, IL-1 e IL-23 un aspecto importante es que la
citocina TGF-B promueve el desarrollo de este subgrupo cuando estan presentes
otros mediadores como la IL-6 e IL-1 [7]. Un cuarto grupo celular llamado células T
reguladoras (Tregs) generadas in-vitro a partir de la estimulacion crénica con
antigenos en presencia de la IL-10, estas células se caracterizan por secretar
niveles elevados de la IL-10 y TGF-$ con escasa produccién de la IL-12 e IL-4 [4].
En concreto estas células mantienen el orden del sistema inmunoldgico mediante

la aplicacion de una regulacion negativa dominante en otras células [8].

Estas son las armas del sistema inmune que responden rapida y eficazmente
contra los patégenos que se han detectado con anterioridad y tienen la capacidad

de la expansion de clonas de linfocitos especificos a esos antigenos [5].

Muchos de los subtipos de células Th se regulan de manera negativa entre si, por
ejemplo, la activacion del subtipo Th1 inhibe la activacién del subtipo Th2 vy
viceversa. Asi la respuesta inmune a diferentes tipos de infecciones tiende a ser
dominada por un subtipo Th sobre el otro [7]. La respuesta innata y adaptativa
trabajan coordinadamente para combatir la infeccion, preservar la energia y
ayudar a reparar el tejido afectado. Aunque cuando se produce una activacién
excesiva y/o continua puede ser incluso negativa, dafnando al hospedero. Por lo
que debe estar sujeta a finos mecanismos de regulacién[7].



1.3.- El sistema nervioso central (SNC) y la respuesta inmune.

El cerebro es uno de los 6rganos mas complejos que se conoce. Tiene un peso
promedio de 1.3 kg y esta formado de aproximadamente 100 billones de neuronas
y con 10 veces mas esta cantidad de células de la glia, las Neuronas y glia estan
organizadas en una alta complejidad tridimensional en forma de fibras
interconectadas, y aunque el cerebro solo constituye el 2% del peso del cuerpo,
utiliza el 20% del suministro de sangre. La sangre es suministrada a través de una
red singularmente compleja de vasos sanguineos que se extiende a mas de 650
km y abarca un area de superficie de aproximadamente 20m?, la distancia media
entre los capilares es de 40 uym, lo que permite el equilibrio de solutos casi
instantaneamente en todo el espacio intersticial del cerebro para moléculas

pequenas [9].

Sin embargo, a diferencia de casi todos los demas érganos del cuerpo donde hay
un libre intercambio entre la sangre y el liquido intersticial, los capilares en el
cerebro han evolucionado para limitar el movimiento de moléculas y células entre
la sangre y el cerebro. Esta caracteristica es importante ya que le provee de una
defensa natural contra téxicos y agentes infecciosos que circulan en la sangre y es
conferida por las uniones estrechas de las células endoteliales formando asi la
Barrera Hematoencefalica (BBB, del inglés Blood-Brain Barrier)[9, 10].

Hasta hace 2 décadas atras se consideraba al SNC como inmunolégicamente
privilegiado, es decir se pensaba que dificilmente ingresaban células del sistema
inmune a este sitio debido a la existencia de la BBB, la cual regula el trafico de
células inflamatorias y mediadores del torrente sanguineo al parénquima cerebral.
Actualmente se cuestiona este grado de privilegio debido a que se conoce la
existencia de la activacion del Sistema Inmune Innato y se ha descrito la presencia

de linfocitos (1/3/mm?®) en el liquido cerebroespinal de pacientes sanos [11].



En afos posteriores se ha observado que los leucocitos de todos los tipos tienen
la habilidad de entrar al SNC, asi como también se sabe que el SNC dispone de
células inflamatorias innatas, como la microglia y los macréfagos, las cuales posen

una funcién importante en la propagacion de senales inflamatorias [1, 11, 12].

La experimentacién ha revelado que el SNC presenta gran variedad de respuestas
inmunes e inflamatorias locales y que ademas ejerce un importante control sobre
el sistema inmune, en particular sobre su respuesta inmune en la fase aguda [4,
11].

Por ejemplo, el cerebro recibe senales del tejido dafado o infectado, que pueden
tener un origen nervioso (por medio de los nervios sensoriales) o humoral (por
medio de moléculas especificas en el sistema circulatorio). La naturaleza de las
sefiales que circulan por el sistema ventricular no se conoce en su totalidad, pero
parecen incluir prostaglandinas, bradicidinas, radicales libres, y las proteinas del
complemento. Aunque, probablemente las sefiales mas importantes son un grupo
de proteinas que se conocen como citocinas [13, 14].

Se han descrito diversas formas en las que pueden actuar las citocinas, se sabe
que el SNC tiene mecanismo de transporte con los cuales las citocinas
provenientes de la sangre, tales como IL-1B, IL-6, IL-2 y TNFa, pueden llevar
informacién al SNC [15]. Estas citocinas representan mediadores pro-
inflamatorios, que se les ha atribuido relevancia en patologias y desérdenes del

SNC asociados al aumento en la permeabilidad de la BBB [16].
1.4.- La Barrera Hematoencefalica (BBB)

La BBB es una asociacion de células de naturaleza poco permeable por lo que
actia como una interface funcional entre el sistema circulatorio (por lo tanto el
sistema inmune) y el cerebro. Esta mantiene la homeéstasis del microambiente del

SNC, entre sus funciones estan la proteccibn del SNC de los agentes



potencialmente neurotoxicos circulantes en la sangre, el transporte activo y
difusion de sustancias de los capilares al parénquima nervioso, asi como el

metabolismo de sustancias provenientes del encéfalo o de la sangre [17].

La BBB se localiza en el endotelio capilar del encéfalo en un 99%, exceptuando
las regiones encefdlicas denominadas 6rganos circumventriculares tales como la
eminencia media, la pituitaria, el plexo coroide, el érgano subfornical, el érgano

vaculoso, la lamina terminalis y el area del postrema fig.1[18-20].

AP drea del postrema
ChP,V3 PIN ChP Plexo coroide
ME Eminencia Media
NH neurohipofisis

OVTL drgano vaculoso y la lamina
terminalis

PVO Organo para ventricular

SCO Organo subcommissural

SFO Organo subformical

Fig1. Distribucion anatdmica de los érganos circumventriculares en mamiferos son
representados en vista sagital en el cerebro (A) El cédigo de color en negro se
muestran los 6rganos circumventriculaes y en rojo los plexos coroideos, las
comisuras axonales en gris, el liquido ventricular en azul y tejido cerebral es

mostrado en blanco [19].

Como se menciond en la parte superior, la BBB es una estructura compleja, que
esta constituida por una monocapa de células que incluyen un endotelio altamente
estrecho a través de las uniones estrechas (TJs, del inglés Tight Juctions) y el
basamento de membrana compuesto principalmente por el colageno de tipo 1V, la



lamina basal, pericitos, la microglia perivascular, proteoglicanos, diversas
glicoproteinas. Asi como la asociacion del final del pie del astrocito (fig. 2) [18, 20,
21]. Todos estos tipos celulares son indispensables para el desarrollo vy
mantenimiento de las funciones de la BBB. La cual tiene un papel regulador que
facilita la captacion de nutrientes esenciales, como vitaminas y hormonas que
mantienen el crecimiento y metabolismo cerebral, asi como el equilibrio idnico. En

ausencia de la BBB el SNC seria afectado por cambios simples [22, 23].

Unidn estrecha
Pie del astrocito

Capilar

Pericito

Célula endotelial

T®

Lamina basal

Microglia

Fig. 2. Componentes de la BBB. La asociacion celular de la BBB esta compuesta
por las TJs de las células endoteliales en donde sus margenes estan sellados por
la difusién acuosa de la ruta paracelular, los pericitos se encuentran distribuidos
discontinuamente a lo largo de la vascularizacion del cerebro, ambas células estan
encerradas en la membrana basal, a la cual forman la matriz extracelular del pie
final del astrocito, que delimita al parénquima cerebral. Los procesos de los pies
de los astrocitos forman una red compleja rodeando los capilares cerrando asi la

asociacion celular [21].

La BBB también limita la infiltraciéon celular, ya que la permeabilidad de ésta es
mas baja comparada con los otros érganos periféricos la capa de células

endoteliales provee de una superficie tromborresistente que previene la adhesién
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plaquetaria, leucocitaria, y la activacion de la cascada de coagulacién, sin
embargo cuando la inflamacion se presenta en enfermedades tales como SM o
Encefalitis, un gran nimero de leucocitos migran dentro del cerebro, se considera
que el aumento en la permeabilidad se debe a una apertura de las uniones
estrechas y por el aumento de la actividad pinocitica asi como la formacién de
canales trans-endoteliales [21].

La BBB por si misma juega un papel activo en la mediacion de la respuesta
neuroinmune tanto por la produccién de mediadores inflamatorios como por la

expresion de moléculas de adhesion [21].

1.5.-La inflamacion y el sistema nervioso central

La respuesta inflamatoria dentro del SNC se caracteriza por la activacion de la
microglia, astrocitos y por la expresion de mediadores inflamatorios, asi como

también por la infiltracién de células inflamatorias circulantes [11].

El SNC posee células inflamatorias como la microglia y los macréfagos, los cuales
poseen una funcidon importante en la recepcidon y propagacion de senales
inflamatorias, la microglia es una poblacién celular altamente receptiva con un
importante papel de vigilancia inmune en el SNC, constituye cerca del 5 al 15% de
la poblacion celular total del cerebro y forma una red diseminada en el SNC capaz
de detectar y reaccionar ante las modificaciones del ambiente. Se halla en reposo
y posee una morfologia ramificada capaz de monitorear el ambiente cerebral
compartiendo muchas propiedades con los macrofagos, como la produccion de
citocinas inflamatorias y la capacidad fagocitica [11].

El infiltrado celular que puede darse en el SNC esta claramente documentado en
ciertas patologias como en la isquemia, donde los leucocitos procedentes de la
sangre periférica son las células inflamatorias que se acumulan en el tejido
cerebral. Esta infiltracion se lleva a cabo a través de varios pasos: la activacion
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endotelial, rodamiento, adhesién y migracion endotelial, que conduce a la
acumulacion de dichas células en el tejido cerebral [11, 24]. La union de los
leucocitos a las células endoteliales, a través de moléculas de adhesidén con sus
respectivos ligandos, puede activar vias de senalizacién en ambas células que
inducen la amplificacién de la respuesta inflamatoria [11, 24]

1.6.- Moléculas de Adhesion

Después de la amplificacién de la respuesta inflamatoria la liberacién de los
mediadores inflamatorios como las citocinas induce al reclutamiento de células
inmunes, para ejemplificar, el primer tipo de leucocitos que se infiltran en el SNC
isquémico son los neutrdéfilos, esto generalmente ocurre entre 6-12 horas post
trauma los monocitos se acumulan en el area de dafno entre 12-24 horas después
del inicio de la isquemia, transformandose rapidamente en macréfagos capaces de
fagocitar toda materia organica muerta, mientras que los linfocitos llegan al
parénquima cerebral en periodos mas tardios, sin embargo, se ha descrito en el
modelo de EAE que la entrada de linfocitos se da entre 6 a 9 horas [25] . Este
infiltrado es posible por la presencia de tres familias de moléculas de adhesién
homologas que son responsables de la adhesion y migracion de los leucocitos al

area inflamada: y son las inmunoglobulinas, las integrinas y las selectinas [5].

La super-familia de las inmunoglobulinas comprende un gran grupo de moléculas
que se caracteriza por la presencia de una o mas unidades de homologia Ig. En
las células endoteliales este grupo es representado por ICAM-1 e ICAM-2 (del
inglés, Intracelular Adhesion Molecule) y VCAM-1 (del inglés, Vascular Cell
Adhesion Molecule). Estas moléculas reconocen su ligando en los leucocitos y
permiten la adhesién y migracion de estas células fuera del torrente sanguineo.

Las células endoteliales del cerebro son capaces de expresar diversas moléculas
de adhesién, se ha observado que en cultivos de células endoteliales de cerebro
la expresion de estas moléculas es altamente regulada por IFN-y, TNF-a, e IL-13
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por lo que la migracién de los leucocitos a través de la monocapa de células
endoteliales podria ser observada después del tratamiento con IFNF-y o TNF-q,
ademas, ha sido también demostrada la participacion de VLA-4 (del inglés Very
Late Antigen) y VCAM-1 en la adhesion de linfocitos a las células endoteliales
cerebrales estimuladas in vitro con LPS, IL-1 e IL-6. El fomento de adhesion de los
leucocitos en el endotelio cerebral podria ser mediado a través de la ruta LFA-
1(del inglesLymphocyte Function-associated antigen/ICAM-1 asi como la VLA-
4/NVCAM-1 durante las enfermedades inflamatorias cerebrales. Estas moléculas de
adhesién son de gran importancia para permitir la migracién de los linfocitos a
través de la BBB [20].

1.6.1 Transmigracion de células sanguineas y aumento de la permeabilidad
en la BBB

Se sabe que el tréfico de leucocitos dentro del SNC es limitado, sin embargo
durante la inflamacién los leucocitos pueden infiltrarse al parénquima cerebral por
la via BBB. Se ha descrito que en enfermedades como la esclerosis multiple (SM),
encefalitis viral y especialmente en la encefalomielitis autoinmune experimental

(EAE) hay aumento en la expresion de moléculas de adhesién [12] .

ICAM se expresa en las células endoteliales durante las enfermedades
inflamatorias, se sabe que actua en el pegado molecular de linfocitos circulantes.
ICAM no solo participa en este proceso, también es activado por la extravasacion
a través de la BBB. Esto incluye la fosforilacion de la tirosinacinasa de adhesién
focal, este complejo molecular hace que ICAM induzca una ruptura en la BBB [22]

Por otro lado, la permeabilidad de la BBB se ha visto acompariada al mismo
tiempo con su pérdida en enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias tales
como: SM, encefalitis, enfermedad de Alzheimer y accidentes vasculares
cerebrales, los cuales muestran un decaimiento o debilitamiento de la BBB
asociado a la migracion de los leucocitos causando la inflamacion [26]. El aumento
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de la permeabilidad esta asociado con la alteracibn concomitante de varios
factores a nivel estructural, molecular y la regulacién al alza de varios factores
vaso-activos que actuan en diferentes momentos después de una lesion [22]. En
un modelo de dafno causado por frio se observd debilitamiento en la permeabilidad
de la BBB asociado con el aumento de varios factores como la bradicinina,
poliaminas, radicales de oxigeno, éxido nitrico y el VEGF (del inglés Vascular
Endothelial Growth Factor ) [22].

1.7.- Citocinas y otros mediadores inflamatorios

La citocinas son proteinas pequefias de bajo peso molecular que normalmente se
producen en pequenas cantidades. Sin embargo, esta produccién se exacerba
rapidamente como respuesta al dafno y a la enfermedad. Entre ellas se incluyen
interferones, interleucinas, factores de necrosis tumoral y quimiocinas. Muchas de
ellas son producidas de forma local en los tejidos dafados y actuan sobre las
células vecinas, aunque, algunas entran en el flujo sanguineo alcanzando 6rganos
distantes, incluyendo el cerebro. Son las citocinas las responsables de activar la
mayoria de las respuestas inmunes en las enfermedades e infecciones [7, 27].

La mayoria de las citocinas estimulan el sistema inmune, y son diversos los
componentes clave de los procesos inflamatorios que favorecen los cambios
locales en el flujo sanguineo y la liberacion de la segunda ola de moléculas
inflamatorias. Aunque las citocinas comparten muchas de sus acciones y
funciones, también varian de forma significativa entre ellas. Algunas tienen
caracteristicas de pro-inflamatorias mientras que otras inhiben los procesos
inflamatorios). Las principales citocinas que actuan en los procesos de inflamacién
son: IL 1, IL-6, TNFa [11, 20, 28], mientras que las principales citocinas anti-

inflamatorias son IL-10 e IL-4 [7, 11].

Investigaciones recientes han demostrado que muchas citocinas contribuyen de

manera importante en el desarrollo y dafno neuronal en ciertas enfermedades del
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cerebro, tales como la esclerosis multiple, infarto y Alzheimer. Ademas, las
citocinas pueden favorecer la apertura de la BBB lo cual podria tener influencia en
el transporte de sustancias dafinas dentro del cerebro, asi, la producciéon en
exceso de algunas citocinas en el cerebro o a nivel sistémico, que logren atravesar

la BBB podrian ser potencialmente dafinas a las neuronas [11, 17, 21, 27].

Por otro lado, las citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL1B, IL-6 y GM-CSF
producidas y secretadas por la microvasculatura endotelial de las células del
cerebro tienen un papel importante para iniciar el cambio en moléculas de
adhesién en las células endoteliales como PECAM-E-Selectina e |ICAM-1
permitiendo que células inmunes puedan infiltrarse en el SNC causando

anomalias en la BBB [22].

Varios estudios han reportado un aumento marcado en la permeabilidad de
células endoteliales cultivadas después de la exposicion al TNF-a, IL-18, IL-6, IFN-
v e histamina [22]. La produccién de IL-13 en el cerebro da como resultado una
rapida induccidén de quimio-atrayentes de neutrofilos MIP-2 (del inglés Macrophage
Inflamatory Protein 2) y CINC-1 (del inglés Cytokine Induced Neutrophil
Chemoattractant-1) [22]. Estas observaciones no dejan lugar a dudas de la
influencia de las citocinas en la modificacién de la barrera hematoencefalica y su
influencia sobre el SNC.

1.7.1.-Citocinas con influencia en el SNC

La IL-1 es producida en grandes cantidades como respuesta a infecciones o
cualquier tipo de lesion o estrés, principalmente por macréfagos, monocitos y
células dendriticas. La IL-1B se sintetiza en respuesta al TNF-a [11]. Se conocen
varias isoformas de las cuales la IL-1B es la que se encuentra predominante
dentro del SNC, ésta es sintetizada por varios tipos celulares como la microglia,
astrocitos, neuronas y células endoteliales. La expresién de IL-1B aumenta
rapidamente después de diferentes estimulos neurotéxicos o después de un
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proceso isquémico. La IL-1B es un potente pirbgeno, que media la temperatura
corporal, diferentes estudios han demostrado que la inyeccion interventricular de
IL-1B aumenta la formacién del edema cerebral, el tamafio de la zona infartada asi

como el aumento de la permeabilidad de la BBB [11, 21].

La IL-6 es una glicoproteina segregada por los macréfagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Su liberacidn esta inducida por la IL-18 y se incrementa
en respuesta al TNFa. Entre otras funciones, activa la formacién de
inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B. La IL-6 puede contribuir al dafo
provocado por la inflamacion en el cerebro y estd implicada en la regulacion de la
apoptosis neuronal, es asi que los niveles plasmaticos de IL-6 pueden ser un
indicador del deterioro neurologico temprano, ademas se ha reportado que en el
trauma cerebral la liberacion de IL-6 por los astrocitos induce la apertura de la
BBB[11, 19, 21].

El TNFa es liberado principalmente por macréfagos. En el SNC constituye el
principal mediador de la inflamacion, induce una cascada de eventos celulares que
culminan con la muerte neuronal. El analisis de la expresion temporal del RNAm
de esta citocina en ratas isquémicas ha revelado que la sobreexpresion del TNF-a
es proporcional a la sobreexpresion de IL-1 e IL-6. Inicialmente se observa
aumento en la expresion entre 1-3 hrs. después de la induccién de la isquemia
cerebral y posteriormente vuelve a haber un segundo pico de expresion entre las
24-36 horas. Ademas la administracion interventricular de esta citocina incrementa
el nimero de células inmunes en el Fluido Cerebro Espinal (FCE) y aumento en
los niveles de albumina, lo que sugiere que favorece la disrupcién de la BBB [20],
[11].

El TGF-B (del inglés Transforing Growth Factor beta) es una citocina
multifuncional con una distribucién generalizada, regula procesos como la
proliferacién, diferenciaciéon celular asi como un papel importante en la inmunidad

[11]; en el cerebro TGF-B tiene una produccién local y presenta un importante
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papel en la vigilancia inmunol6gica disminuyendo la expresion de moléculas de
adhesién, también se halla presente en niveles demostrables en el FCE. El TGF-8
tiene la habilidad de suprimir la proliferacion de linfocitos T asi como también para
suprimir la expresion de moléculas quimiotrayentes producidas por los astrocitos.
Se ha demostrado que puede regular negativamente las moléculas de adhesién
un efecto contrario alas IL-1B y IFN-y[1].

El MIF, originalmente identificado como una citocina de células T es considerado
como un mediador critico de la cascada inflamatoria y por tanto de la respuesta
inmune innata. El MIF induce la produccion de citocinas inflamatorias que a su
vez estimulan aun mas la produccion de MIF formando un circuito de
retroalimentacion positiva durante las etapas iniciales de la cascada
inflamatoria[29]. Se ha encontrado que MIF presenta un papel esencial en la
respuesta inmune en enfermedades por virus como la del Virus del Oeste del Nilo
(WNV del inglés west Nile Virus) agente causal de la encefalitis por el WNV. En
esta patologia se ha experimentado con ratones deficientes al MIF, y se ha
observado que estos ratones presentan reduccion en el nimero de infiltracion de
leucocitos infectados por WNV en todas las regiones del cerebro, por lo tanto se
considera que su accion esta implicada en el reclutamiento de células inmunes
[30]

1.8 Parasitos Helmintos.

Los parasitos helmintos son organismos complejos algunos con la habilidad de
vivir por décadas en sus hospederos. Estos infectan mas de dos billones de
personas alrededor del mundo y causan una marcada morbilidad y en algunos
casos discapacidad [31]. Los helmintos son un grupo evolutivamente muy antiguo
y diverso, sin embargo, hay una convergencia notable en las formas en que
modulan el sistema inmune por medio de “la supresién inmunopatolégica”, donde

estan implicados diversos tipos celulares como las células TCD4+, células T
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reguladoras (Treg), TCD8+ y células Th 17 que responden a TGF@, IL-10 vy
citocinas del perfil Th2 [32].

En los individuos infectados, el parasitismo puede conducir a graves
complicaciones inmunopatoldgicas, tales como las enfermedades granulomatosas
y falla de érganos. Sin embargo, es mas comun cierta interaccion harmonica,
hospedero-parasito y pareciera ser que clinicamente pasan desapercibidos por el

sistema inmune [31].

1.8.1 Inmunomodulacién por helmintos

Las infecciones por parasitos helmintos son uno de las enfermedades endémicas
de muchos de paises con economias emergentes como México. Particularmente,
los parasitos helmintos generan una gran variedad de enfermedades dado que
pueden alojarse en diferentes tejidos y 6rganos como el tracto gastrointestinal,
piel, vejiga, musculos, higado, ojos, pulmones y cerebro [33].

Los efectos inmunomoduladores de los helmintos estan enmarcados de manera
general por la supresion del sistema inmune-antigeno especifica. Por ejemplo,
pacientes con tejidos infectados con helmintos, tales como schistosomiasis y
filariasis, han dado una concepcidén de que estas infecciones estan asociadas con
una baja modulacion de la Respuesta Inmune; en algunos casos con una

atenuacién medible de las respuestas a los antigenos del parasito [31].

La respuesta inmune de éstos se caracterizan porque en la fase aguda inducen
altas concentraciones de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a) mientras que
en la fase cronica presentan una respuesta asociada a citocinas anti-inflamatorias
(IL4, e IL-10) [31, 34]

En las infecciones crdnicas por helmintos se inducen fuertes respuestas inmunes
que pueden modular subsecuentes retos a otros patégenos no relacionados [35].
Esta respuesta ha dejado claro el cambio de una respuesta tipo Th1 inicial a una
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respuesta Th2 en la fase cronica que es mucho mas permisible para el
establecimiento definitivo del parasito dentro del hospedero. A esta modulacion se
le han reportado efectos benéficos en enfermedades del sistema inmune [31]. Se
asume que los productos liberados por los parasitos vivos en el sitio de infeccién
pueden colectarse, estos productos excretados/secretados tienen efectos sobre la
activacién diferencial de las células del sistema inmune o indirectamente sobre los

mecanismos de regulacion negativa del sistema inmune [32].

Las citocinas del perfil Th2 favorecidas por la infeccién tienen influencia directa
sobre los tejidos, al cambiar el microambiente que, junto con las quimiocinas
atraen a ciertas poblaciones celulares bloqueando la expresién de moléculas de
adhesion sobre las monocapas endoteliales, e inhibir asi la migraciéon de las
células del sistema inmune hacia el sitio local de la infeccién [31].

Una de las helmintiasis de distribucién universal es la cisticercosis, que es una
enfermedad presente de manera importante en paises de bajo nivel
socioeconémico en los que el cerdo es una fuente importante de alimentacion [33].

El parasito Taenia solium es el céstodo responsable de la cisticercosis humana,
causada por la forma larvaria de este parasito, de gravedad variable segun la
localizacion, este puede albergarse en tejidos y 6rganos. El alojamiento de
cisticercos en el SNC, patologia conocia como la neurocisticercosis NCC es con

mayor frecuencia motivo de consulta médica [36].

En los ultimos afos el modelo experimental murino de cisticercosis causada por
Taenia crassiceps (T. crassiceps) ha sido Util para estudiar los diferentes factores
bioldgicos e inmunoldgicos que participan en la resistencia 6 susceptibilidad en
esta parasitosis. Los resultados experimentales obtenidos con este modelo se ha
extrapolado a la cisticercosis humana, ya que con este modelo se ha avanzado en
la sustitucién de antigenos de T. solium por antigenos de T. crassiceps para el
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inmuno-diagnéstico de la nuerocisticercosis (NCC) humana, debido a la gran
similitud antigénica que presentan ambos parasitos [37, 38].

T. crassiceps, es un céstodo parasito que durante su ciclo de vida requiere de un
hospedero intermediario (roedor) en la fase de metacéstodo y de un hospedero
definitivo (canidos) en la fase adulta (fig. 3). El ciclo comienza por la ingestion de
cisticercos vivos presentes en roedores silvestres por los canidos, luego los
huevecillos de los adultos son liberados al ambiente, estos al ser liberados pueden
contaminar granos (cereales) de los cuales se alimentan los hospederos
intermediarios y al ser presas son consumidos por los huéspedes definitivos con
lo que el ciclo se reinicia [33].

La respuesta inmune contra T. crassiceps, estudiada en el modelo murino de
infeccion, se ha caracterizado por una respuesta inicial tipo Th1, con presencia de
IL-1, TNFa, e IFN-y que restringe el crecimiento del parasito. Pero se mantiene
solo por un periodo mas o menos de 4 semanas, después se da una polarizacién
hacia una respuesta de tipo Th2 caracterizada por citocinas como IL-4, IL-10 e IL-
6 que permite el establecimiento del parasito. Esta polarizacién de la respuesta

Th1 a Th2 se ha sugerido esta regulada por la presencia del helminto [39].

Por otro lado, la respuesta de tipo Th2 se ha visto que tiene un efecto
sobresaliente sobre una de las subpoblaciones de macréfagos, que son atraidos
por este perfil de citocinas, estos son los Macréfagos Alternativamente Activados
(MoAA). Recientemente se describidé que la infeccion con T. crassiceps reclutan
MoAA en un microambiente tipo Th2 y que estos parecen ser necesarios para el
establecimiento de este parasito [40].

20



Huésped Definitivo

Liberacion
Predador Castody sdulo an of
Q irdesting
Huésped Intermediario Cisticerco
f’;f—u
I""\-'.E_:‘ —_—
Depositados por ef depredador
f iy
Ingestion

Ciclo de vida de Taenia crassiceps

Fig. 3.-ciclo de vida de Taenia crassiceps. El ciclo principia con el adulto dentro
del intestino de hospedero definitivo (canidos), donde se producen huevecillos, los
cuales son liberados al ambiente en las heces, estos son ingeridos por los
hospederos intermediarios (roedores), En la naturaleza estos intermediarios son
presas de canidos como zorros, lobos y en algunos casos por perros de

domésticos, con lo que el ciclo se reinicia [30].
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2. Justificacion

El SNC es un sitio considerado inmunolégicamente privilegiado, donde la BBB
controla la entrada de leucocitos bajo condiciones fisiolégicas normales. Mientras
que, durante las enfermedades inflamatorias del SNC como, la SM, EAE, la
meningitis bacteriana, asi como procesos infecciosos o inflamatorios, la BBB
muestra un decaimiento que favorece la entrada de los leucocitos al SNC por
medio de moléculas que controlan el trafico especifico a través de la BBB, como lo
son las moléculas VCAM-1 e ICAM-1 [21].

Tanto estudios in vitro como in vivo han reportado que la expresién de moléculas
de adhesién como VCAM-1 e ICAM-1 en el endotelio del cerebro, en condiciones
normales, es excepcionalmente baja. Sin embargo, estos se incrementan con la
exposicion a citocinas tales como TNF-a, IFN-y e IL-1B asi como a
lipopolisacaridos (LPS). El incremento en la expresion de estas moléculas se da
relativamente rapido después del reto. Por ejemplo se ha observado su sobre-
expresion desde las 5 horas después de la administracion i.p. de la molécula pro-
inflamatoria TNF-a y se mantienen 24 horas después, lo que sugiere que la
exposicidon a un microambiente inflamatorio podria influir en la expresiéon de
moléculas de adhesion y afectar la permeabilidad de la BBB. Por otro lado, se ha
observado que citocinas anti-inflamatorias, como TGB-B, reduce la adhesion de
las células T a la BBB [12, 41].

Otros estudios han observado que la inyeccion intracraneal de TNF-a e IL-13
incrementan la permeabilidad de la BBB [42]. La presencia de otras citocinas
como la IL-6 en patologias implicada en diferentes desérdenes inflamatorios
neurologicos sugiere que la IL-6 tiene un papel critico en la BBB. Ratones que
sobre-expresan IL-6 en los astrocitos muestran anormalidades neuropatoldgicas
con una decaimiento de la BBB. Ratones inducidos con Meningitis bacteriana,
deficientes de IL-6 muestran un incremento en la permeabilidad a diferencia de los
ratones Wild-type (WT) [43].
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En infecciones por helmintos, que muestran una respuesta inmune tipo Th1 en la
fase aguda de la infeccién y una fuerte respuesta inmune tipo Th2 en la fase
cronica se podria ver afectada la BBB por la presencia sistémica de citocinas,
permitiendo asi la instalacion del parasito en el SNC como es el caso de la NCC
provocada por T. solium. Asi, la presencia de citocinas inflamatorias (Th1) o anti-
inflamatorias (Th2) y los niveles incrementados de las moléculas de adhesién
podrian afectar la transmigracion de células inmunes al SNC [44]. Por lo que, en
este trabajo de tesis estudiamos en el modelo murino de infeccion por T.
crassiceps si el ambiente de citocinas en diferentes etapas de la infeccion pueden
modificar la BBB alterando la permeabilidad de la misma.
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3. Hipétesis

La infeccion con cisticercos de Taenia crassiceps modifica la permeabilidad de la
BBB, debido a una respuesta inmune inflamatoria caracterizada por citocinas de
tipo Thien la fase aguda de la infeccion.
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4. Objetivo general

e Analizar si la infeccion por Taenia crassiceps en la fase aguda y en la fase

cronica induce cambios en la BBB en un modelo murino.

4.1. Objetivos particulares

e Determinar en ratones 4 BALB/c infectados con 10 o 20 cisticercos de T.
crassiceps el crecimiento parasitario en la cavidad peritoneal a lo largo de

13 semanas.

e Cuantificar la produccién de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
en suero de ratones infectados con T. crassiceps, en las fases aguda y

cronica de la infeccién.
e Medir la permeabilidad de la BBB en ratones infectados con T. crassiceps a
lo largo de 13 semanas, que comprende las fases aguda y crénica de la

infeccion.

e Determinar la expresién de las moléculas de adhesion ICAM y VCAM en el
cerebro de los ratones infectados con T. crassiceps.
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5. Material y Métodos

5.1 Ratones e Infeccion. Se Utilizaron ratones BALB/c 4 de 6-7 semanas de
edad, proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala. 14 ratones fueron infectados con 10 metacestodos de T. crassiceps (cepa
ORF) via i.p y 8 ratones se mantuvieron sin infeccidn como controles. Todos los
grupos estuvieron en las mismas condiciones dentro del Bioterio de la Universidad

con libre acceso a alimento y agua con 12 horas de luz y obscuridad.

5.2 Evaluacion de la carga parasita de la cavidad peritoneal. Los ratones
infectados fueron sacrificados con el fin de contabilizar los metacestodos se
inyectaron 5 ml de solucién salina via intraperitoneal para lavar la cavidad
peritoneal, la extraccion de los parasitos se hizo mediante una incisién en la
cavidad y son fueron con una jeringa, estos fueron lavados con solucién salina y

colocados en una caja Petri para su contabilizacion.

5.3 Cuantificacion de citocinas. Para el andlisis de citocinas se obtuvo el suero
de los ratones sacrificados en camara de CO2 en las semanas 1, 3, 5,7, 9, 11,y
13 siguiendo la norma nacional NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Los desechos
biolégicos fueron manejados de acuerdo a la norma de Bioseguridad de nuestra
facultad. De cada ratén se obtuvo sangre periférica para la obtencién de suero y
se determind, por medio de la técnica ELISA sandwich, la produccién de TNF-a,
IFN-y, IL-6, e IL-4 (controles e infectados), siguiendo las recomendaciones del
proveedor (Peprotech, México). Se utilizaron placas para ELISA de 96 pozos
(NUNC Maxisorp), estas fueron sensibilizadas con el anticuerpo de captura diluido
en PBS a una concentracion de 2ug/ml especifico para cada citocina (purified
antimause IFNy, IL-1B, IL-6, IL-4 y MIF). Se sensibilizaron con 100 pyL por pozo
utilizando una micropipeta multicanal. Se dejaron incubar toda la noche a 4°C.
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5.3.1 ELISA. Bloqueo, curva y muestras. Después de la incubacién se lavo la
placa 4 veces con PBS-tween 0.05%. Posteriormente la placa fue secada y se
bloqued la placa con 200 ul de buffer de bloqueo PBS-BSA 1% esto para evitar el
pegado inespecifico (200 uL POR POZO) y se dej6é incubar a temperatura
ambiente durante dos horas. Transcurrido el tiempo se lavé de nuevo 4 veces
(PBS-Tween) y se procedié a hacer la curva de citocina recombinante murina por
duplicado en las dos primeras hileras de pozos de la placa, cada punto de la curva
se hizo por duplicado empezando con una concentracion de 12500 pg/ml
realizandose diluciones a la mitad, hasta el pozo 11, el pozo 12 solo se agregé
PBS-BSA al 1%. A los pozos restantes se agregaron 50 pl de las muestras de los
sueros y se incubaron a 4° C durante toda la noche.

5.3.2 Revelado. Se sacé la placa de incubacion y se llevé a temperatura
ambiente, se lavd 4 veces y se secO por aspiracion para adicionar el anticuerpo
biotinilado correspondiente a cada citocina a una concentracién de 1 uL/mL y se
agregaron 100ul por pozo, se incubé por una hora a temperatura ambiente.
Terminado el tiempo de incubacion se lavo cuatro veces la placa y se sec6 por
aspiracion, seguido a esto se agregé a cada pozo 100 pl de streptoavidina
peroxidasa diluida 1:4000 en PBS-BSA 1% y se incubdé de 30 a 45 min a
temperatura ambiente, se lavo la placa 5 veces con PSB-Tween, por ultimo se
preparé una soluciéon de revelado con 100ul de H.O> en 11 mL. De ABTS y
posteriormente se agregaron 100 uL por pozo, y se dej6 incubando a temperatura
ambiente por 15 min y se procedié a leer la placa en un lector de ELISA
(Thermo LabSystems) a 405 nm. Nota: para la citocina MIF la solucién de bloqueo
consiste en una mezcla de PBS+BSA AL 1% +1.5 gr de sucrosa+0.05 gr de azida
de sodio (NaN3), la curva de la recombinante para MIF comienza a una
concentracion de 10000 pg/ml.

5.4 Permeabilidad de Barrera Hematoencefalica. Para el analisis de la
permeabilidad de la BBB en las semanas 1, 3, 5, 7,9, 11, y 13 post-infeccién se
decidio formar grupos de tres, en los cual estaba conformado por un ratén control

27



y 2 ratones infectados que recibieron por via intravenosa colorante azul de Evans
(250um de colorante por cada 30 g de peso)[45] (Dos horas después fueron
sacrificados por medio de dislocacion cervical. Se obtuvieron los cerebros de los
ratones y se colocaron en tubos de 15 ml con tapdn de rosca (Falcon) que
contenian 1400ul de acetona y 600ul de PBS. Se trituraron y se dejaron perfundir
por 24 hrs para el andlisis posterior del sobrenadante tenido. Los sobrenadantes
fueron analizados con un espectrofotometro (Thermo, Biomate 3) a una longitud
de onda de 620 nm[45].

5.5Cuantificacion por RT-PCR de VCAM, ICAM y TGF-B. Se utilizaron cerebros
de ratones controles, y de ratones con infecciones de 1, 3, 5, 7, 9, 11, y 13
semanas para determinar la expresion de las moléculas de adhesion VCAM, ICAM
y TGF-B. Se obtuvo el RNA con trizol (Sigma-Aldrich, México) utilizando la
técnica sugerida por el proveedor.

5.5.1 Extraccion de RNA. Se obtuvieron los cerebros de ratones tanto
infectados como de los controles y se colocaron en 1ml de trizol (SIGMA-Aldrich)
por cada 50-100 mg de tejido dentro de un tubo ependorft para almacenarlos a -
70°C, posteriormente se descongelaron las muestras y se agregaron 200 pL de
cloroformo grado molecular (J. T. BAKER 9180-02) por cada ml de trizol agregado
(40 uL si se agregaron 200 uL de trizol) y se agit6é vigorosamente en un vortex y
se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Despues se centrifugarén
las muestras a 14000 rpm durante 10 min. Después de centrifugar las muestras
quedan tres fases: una superior transparente, una ligera natita blanca y en la parte
inferior queda el trizol, se toma solamente la parte transparente evitando tocar
alguna de las otras dos. Se tomé el sobrenadante y se le agregd 500ul de
isopropanol por cada ml de trizol utilizando (50 pL si se utilizaron 200 uL de trizol).
Se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a 14000 rpm
durante 15 min a temperatura ambiente. Se decanté y resuspendio6 la pastilla, se
lavé con etanol al 70 % minimo 2 veces y se centrifugé a 14000 rpm durante 5

min. La pastilla se dejé secar a temperatura ambiente durante 30 min, finalmente
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se resuspendié en 20 uL de agua grado molecular. EI cDNA fue preparado
utilizando el Kit First strand sythesis superscript Il (Invitrogen) a partir de 5 ug de
RNA total. Las muestras de cDNA fueron estandarizadas basandose en el
contenido de cDNA de GAPDH. Los oligonucleétidos fueron para GAPDH F-
TCGGTGTGAACGGATTTGGC 'y R-CTCTTGCTGAGTGTCCTTGC  [46],
intraceullar adhesién molecule-1 ICAM-1 F-CAACTGGAAGCTGTTTGAGCTG R-
TAGCTGGAAGATCGAAAGTCCG[47], Vascular adhesién molecule VCAM-1 F-
CAAGGGTGACCAGTCATGA, R-TGTGCAGCCACCTGAGATCCI47], TGF-B F-
GCCCTTCCTGCTCCTCAT, R-TTGCATGGTAGCCCTTG[48]

El PCR se realiz6 en un volumen total de 50 ul de buffer PCR en presencia de
DNTPs 0.2 M, 0.2 Mm de cada primer y 2.5 U de Taq Polimerasa platinium
(invitrogen) utilizando un termociclador (Corvett Research,). Después de 40 ciclos
de amplificacion, los productos de PCR fueron separados por electroforesis (50 V)
en un gel de agarosa al 1.5% y visualizados con tincion de bromuro de etidio
(0.5pg/ml) en el sistema de documentador de geles Biosens SC 645; el andlisis se
realiz6 con el programa PSRemote.

5.6 Analisis Estadistico. Se analiz6 una n=60 ratones, 20 controles y 40
infectados (3 experimentos independientes, cada uno con una n=20) con la prueba
t de student considerando significativa una P<0.05, se utiliz6 el programa
GraphPad Prism 5.
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6. Resultados

6.1 Carga parasitaria.

Para evaluar la evolucion de la infeccion por T. crassiceps se cuantificd la carga
parasitaria, para lo cual se contabilizaron los cisticercos de la cavidad peritoneal
en las semanas 1, 3, 5, 7, 9, 11 y 13 post-infeccién. En la figura 4 se puede
observar el incremento de la carga parasitaria a partir de la semana 7, en la

semana 9 en adelante el incremento se dio de manera exponencial.

Carga parasitaria
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Fig.4. Numero de cisticiercos de T. crassiceps. La grafica muestra el curso de la
replicacion de los cisticercos en cavidad peritoneal, después de la infeccién i.p.
con 10 metacestodos de T. crassiceps en ratones & BALB/c. La media representa
el promedio de cisticercos obtenidos por raton. n= 60; * p< a 0.05 respecto a la
semana 1, 3, 5y 7. GraphPad Prism 5.

6.2 Cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias

6.2.1Citocinas pro-inflamatorias

Recientemente se ha propuesto que las citocinas pro-inflamatorias tienen un papel
importante en el cambio de la permeabilidad de la BBB, por lo que en este trabajo
de tesis determinamos en suero (a nivel sistémico) las concentraciones delas
citocinas IL-1B, IFN-y, IL-6 y MIF durante el transcurso de la infeccion con T.
crassiceps hasta la semana 13 post-infeccion.
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Como se puede observar en la figura 5, en las primeras semanas pos-infeccién
hubo incremento de las citocinas pro-inflamatorias MIF, IL-1 B e IFN-y p <0.05 (fig.
5 a, by d). Sin embargo, al hacerse crénica la infeccién sus niveles empezaron a
decaer. Para las citocinas IFN-y e IL-13 a partir de la semana 7, se observo esta
disminucion, mientras que para el MIF se observé en tiempos mas tempranos,
alrededor de la semana 3, sin embargo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en los niveles de la IL-6.
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Fig.5 Concentracién de citocinas pro inflamatorias en suero de ratones BALB/c
infectados con T. crassiceps, a) MIF, b) IL-1p ¢) IL-6 y d) IFN-y. Los resultados
representados de 3 cinéticas independientes n=20 con resultados similares, *
estadisticamente diferentes con respecto al tiempo 0. Prueba U de Mann-Whitney
P< 0.05 GraphPad Prism 5.
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6.2.2 Citocina anti-inflamatoria

Las infecciones causadas por Helmintos presentan un cambio de citocinas Th1 a
una de tipo Th2, se ha demostrado que el incremento de la IL-4 es caracteristico
de una respuesta tipo Th2; aqui observamos cémo el incremento se dio a partir
de la semana 11 figura 6 en esta semana las citocinas Th1 comenzaron a tener

una tendencia negativa véase figura 5
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Fig.6. Concentracion de citocinas anti-inflamatorias en suero de ratones BALB/c
infectados con T crassiceps via i.p. cuantificacion de la citocina anti-infamatoria
IL-4 para el analisis se utilizé la técnica de ELISA sandwich. Los resultados de 3
cinéticas independientes n=60 con resultados similares * representan diferencias
estadisticamente significativas con respecto al tiempo 0. p< 0.05 prueba U de
Mann-Whitney P< 0.05 GraphPad Prism 5.

En la figura 7 se resume de forma esquematizada la cinética de los perfiles de
citocinas Th1 y Th2 observados a nivel sistémico en los ratones infectados con T.
crassiceps a lo largo de 13 semanas de infeccién. Esto nos da una idea de cémo
se va regulando la respuesta de tipo Th1 a una de tipo Th2 en los ratones &
infectados con T. crassiceps. Con este esquema se puede apreciar que la
respuesta tipo Th1-inflamatoria restringe la replicacion del cisticerco, pero cuando
cambia a una respuesta tipo Th2 anti-inflamatoria la replicacion del cisticerco se

vuelve exponencial, de acuerdo a lo reportado previamente por Terrazas y col [39].
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Fig. 7. Esquema simplificado de la respuesta inmune durante la infeccion
murina de T. crassiceps. La linea azul sélida representa la respuesta inicial tipo
Th1, la linea negra soélida representa la respuesta inmune tipo Th2 y la linea
punteada representa la carga parasitaria y su crecimiento a través de 13 semanas

de infeccion.

6.3 permeabilidad de la Barrera Hematoencefalica.
Debido a la homologia antigénica que presenta T. crassiceps con T. soliumy esta
ultima presenta tropismo por el SNC, se decidié medir la permeabilidad de la BBB

durante el transcurso de la infeccion

6.3.1 Permeabilidad de la BBB en los ratones infectados

En la figura 8 se observa el incremento de la permeabilidad de la BBB en las
primeras semanas de infeccidon hasta la semana 7. La mayor permeabilidad se
observd en la semana 5, de manera interesante la permeabilidad a partir de la
semana 7comenzé a disminuir. Hasta casi llegar al tiempo cero en la semana 13
post-infeccion. Esto nos sugirié que quiza el perfil de la respuesta inmune
inflamatoria observada en la fase aguda de la infeccion por T. crassiceps estuviera
influyendo en la mayor permeabilidad observada en la BBB, afectando quizas la
expresion de moléculas de adhesién e incluso directamente sobre las uniones

estrechas de la vasculatura del SNC.
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Fig. 8. Cinética de la permeabilidad de la BBB en cerebros de ratones BALB/c
infectados con 10 cisticercos de T crassiceps. A) Densidad oOptica (620nm) de la
permeabilidad del azul de Evans en la BBB. Los resultados obtenidos representan
3 cinéticas independientes, de izquierda a derecha el primer cerebro representa un
control, el segundo 5 semanas, tercero 11 semanas. n=60 *representa diferencias
significativas con respecto al tiempo 0. Prueba U de Mann-Whitney P< 0.05

GraphPad Prism 5. B) Fotos representativas de la permeabilidad del azul de
Evans en los cerebros.

6.4 Asociacion citocinas permeabilidad de la Barrera Hematoencefalica

Para relacionar el perfil de citocinas con la permeabilidad de la BBB comparamos
el perfil de las citocinas IL-1B3, MIF, IFN-y e IL-4 con la permeabilidad de la BBB
observada.

Como ya se menciond, se observo un importante aumento en la permeabilidad de
la BBB desde la semana 1 hasta la 7 p.i., este periodo coincide con las citocinas
inflamatorias IL-13, MIF e IFNy presentaron sus niveles mas altos a nivel sistémico
(hasta la semana 7 p.i.) (figura. 9).
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De manera interesante, cuando las citocinas pro-inflamatorias van en descenso,
posterior a la semana 7, la permeabilidad presenté el mismo comportamiento,
disminuy6. Este fendmeno estuvo acomparnado del incremento posterior a la
semana 7 p.i. de la concentracion sistémica de la citocina anti-inflamatoria IL-4

(figura.10).
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Fig. 9. Asociacién de citocinas pro-inflamatorias-permeabilidad BBB. Comparacién
de la permeabilidad de la BBB con citocinas pro-inflamatorias en cerebros de
ratones BALB/c infectados con 10 cisticercos de T. crassiceps via i.p. a) IFN-y
permeabilidad; b) IL-1B e IL-6 los resultados obtenidos representan 3 cinéticas
independientes n=60 *representa la diferencia estadistica con respecto al tiempo 0
prueba U de Mann-Whitney. P< 0.05 Graph Pad Prism 5.
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Fig. 10. Asociacion de la permeabilidad de la BBB con IL-4 anti-inflamatorias en
cerebros de ratones BALB/c infectados con 10 cisticercos de T. crassiceps via i.p.
los resultados obtenidos representan 3 cinéticas independientes n=60 *representa
la diferencia estadistica con respecto al tiempo 0 prueba U de Mann-Whitney P
0.05 Graph Pad Prism 5.

6.5.- Cuantificacion por RT-PCR de los transcritos de VCAM e ICAM.

Ademas de las citocinas, las moléculas de adhesion y union también tienen una
importante funcién en la apertura de las uniones estrechas, alteraciones en su
expresion basal pueden causar aumento en la permeabilidad de los tejidos, de ahi
la importancia de saber si la infeccion podria actuar sobre estas moléculas, para
los cual determinamos en el cerebro de los ratones infectados la expresion por
RT-PCR de las moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, asi como la expresion
in situ de TGF-B tiene un papel regulador en las moléculas de adhesién (figura
11a-b).
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Fig.11. Cinética de la expresidn relativa de los transcritos para ICAM-1, VCAM-1 y
TGF-B. La determinacién se realizé en cDNA obtenido de los cerebros de ratones
BALB/c infectados via i.p. con 10 cisticercos de T. crassiceps y como controles
positivos se utilizaron cerebros de ratones infectados con Toxoplasma gondii. a)
Electroforesis en geles de Agarosa de los transcritos analizados. b) relacién de la
expresion relativa VCAM-1, ICAM-1 y TGF—B/GAPDH. Los resultados obtenidos
representan 3 cinéticas independientes n=3. Prueba f de student. P< 0.05 Graph
Pad Prism 5.
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Los resultados obtenidos mostraron que no hubo influencia sobre ICAM-1 pero si
sobre VCAM-1 al igual que TGF-B. La expresion de VCAM-1 se dio en las
semanas 5, 9 y 13; alcanzando la maxima expresién en la semana 9. La expresiéon
del RNAm de TGF- se observé en las semanas 5 y 13. Es de llamar la atencion
que en la semana 9, cuando hubo mayor expresion de VCAM-1, el transcrito de
TGF-B no tuvo expresion. Por el contrario, cuando estuvo presente TGF-B los
niveles de expresion de VCAM-1 no fueron tan altos, esto se observd en la
semana 5 y 13 (fig.11b). Esto podria sugerir que hay una regulacién de TGF-$
sobre VCAM-1.

6.5.1.- Asociacion moléculas de adhesion y permeabilidad.

Para demostrar si las moléculas de adhesién presentan una relacién con la
permeabilidad de la BBB se comparoé la expresién de VCAM-1, ICAM-1 y TGF-B y
la permeabilidad de la BBB. Se encontr6 que no hay correlacién directa, solo en la
semana 5 en la cual se presentd la mayor permeabilidad, lo anterior esta
probablemente asociado al primer pico de expresion de VCAM-1, sin embargo en
la semana 7, a pesar de que no se presentaron las moléculas de adhesion ni de
TGF-B la permeabilidad de la BBB continu6 siendo mayor que el grupo control, al
aumentar la expresion de VCAM-1 la permeabilidad de la BBB comenz6 a
disminuir (figura 12).
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Figura 12. Asociacion de la expresiéon de VCAM-1, ICAM-1 y TGF-B en cerebro y
la (densidad Optica (permeabilidad de la BBB) de cerebros de ratones BALB/c
infectados con 10 cisticercos de T. crassiceps via i.p. los resultados obtenidos

representan 2 cinéticas independientes.

6.5.2.- Asociacion de la expresion de moléculas de adhesion (VCAM-1) y
citocinas sistémicas.

Con la finalidad de establecer si existe alguna relacién entre la expresiéon de las
citocinas sistémicas generadas por la infeccién de T. crassiceps y la expresion en
el SNC de VCAM-1 se trat6 de correlacionar en cinética de tiempo la expresion de
la citocina pro-inflamatoria mas representativa, la IFN-y y la anti-inflamatoria IL-4
con el patrén de expresion de VCAM-1 (fig 13a). No se encontrdé una asociacién
directa con ninguna de estas dos citocinas.

Esta misma asociacion se traté de hacer con la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias MIF e IL-13 con la expresién de VCAM-1. Se observé que cuando los
niveles de MIF e IL-1B estaban incrementados no se expreso6 la VCAM-1 (fig 13b).
Se sabe que estas citocinas presentan una regulacién negativa de VCAM sin
embargo, aun falta por indagar mas sobre esta aparente correlacién.
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Fig. 13. Asociacién de la expresién de VCAM-1 en cerebro y la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias séricas. La cinética de citocinas se
representa en lineas continuas (pg/ml), la expresién de VCA-1 en barras (unidades
relativas LAU). La permeabilidad esta representada en la linea punteada y solo
representa la tendencia de ésta.
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7.- Discusion.

La BBB es un tejido compuesto por células epiteliales especializadas que protegen
al SNC de los cambios eventuales de un organismo. Dicho tejido presenta
caracteristicas muy peculiares que lo hace diferir de los demas epitelios como son
la presencia de las uniones estrechas (TJs) [17, 21], debido a esto, el SNC se ha
considerado un 6rgano inmunolégicamente privilegiado. A pesar de ello, diversos
estudios demuestran que el SNC presenta una vigilancia inmune donde participan
muchos mediadores, los cuales se ha descrito que pueden influenciar sobre la
permeabilidad de la BBB [1, 20, 22, 49].

Es muy variada la manera en la cual las citocinas provenientes del torrente
sanguineo pueden acceder y proveer informacién al SNC. Unos de los posibles
mecanismos podria ser que actldan a nivel de los érganos circunventriculares, otro
a nivel del nervio vagal y/o a través de los nervios aferentes, alterando asi la
permeabilidad de la BBB con lo cual permitiria a otras moléculas y células acceder
al SNC y como consecuencia promover patologias o agravarlas [9, 12, 28].

Se conoce que el cerebro lesionado tiene cierta comunicaciéon con los 6rganos
periféricos a través del sistema nervioso autonomo, y muchas de las sefiales que
son enviadas no sélo activan las células inmunes residentes en el cerebro,
también las células inmunes en la periferia. Estas células inmunes migran hacia el
sitio de la lesién y liberan citocinas, quimiocinas y otras moléculas, causando
efectos perturbadores o protectores en el cerebro lesionado. Esta comunicacién
bidireccional que mantiene al cerebro lesionado y el sistema inmunitario periférico
regulan la progresién de la patologia, asi como la reparacién de los tejidos [50] Por
lo tanto, la respuesta inmune periférica podrian alterar la permeabilidad de la BBB

debido a esta comunicacién.

En esta tesis los resultados muestran dos fases; la fase inflamatoria y la fase anti-
inflamatoria caracteristico de las infecciones por parasitos helmintos [31, 36]. La
primera fase, que corresponde a las semanas 1, 3, 5y 7, se caracterizé por la
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produccién de citocinas tipo Th1 (MIF, IFN-y, IL-1B, ) estas muestran un aumento
hasta la semana 7 (véase fig. 5). Las citocinas con mayor relacién fueron IL-1,
IFN-y, y MIF. Previamente se ha reportado que las citocinas inflamatorias juegan
un papel importante en la adhesién y trafico de los leucocitos sobre los epitelios
aumentando su permeabilidad [11, 12, 20, 24, 26-28]. Nosotros encontramos una
relacion “directa” entre esta fase aguda de inflamacion con la permeabilidad,
detectando un comportamiento similar en la cinética de produccion de citocinas

inflamatorias y el aumento en la permeabilidad de |la BBB.

La segunda fase, semanas 9, 11 y 13 se caracteriz6 por el aumento de la citocina
tipo Th2 (IL-4). En esta fase se pudo apreciar una disminucién gradual en la

permeabilidad de la BBB (véase fig.6).

Las citocinas que son moléculas de bajo peso molecular pueden presentar una
produccién exacerbada como respuesta al dafio y a enfermedad, son mensajeros
importantes del sistema inmune y afectan en muchos aspectos al SNC. Asi, los
resultados obtenidos en esta tesis podrian explicarse tomando en cuenta que se
ha propuesto que las citocinas tienen un efecto dosis-dependiente en la funcion de
la BBB, es decir, altas concentraciones de citocinas pueden hacer susceptibles a
las Células Endoteliales Cerebrales (CEC) a apoptosis mediada por caspasas.
Mientras que muy bajas concentraciones de citocinas promueven la disminucién
de la BBB por la induccidn de alteraciones en la organizacién de los complejos de
unién [51].

Por otro lado, el SNC presenta diversos receptores para las citocinas,
particularmente se conoce la expresion de receptores a lo largo de todo el cerebro
para la citocina IL-1B. También se sabe que las células residentes del SNC
pueden sintetizar IL-1 B y que esta molécula tiene un papel central sobre la
activacion de las moléculas de adhesion, asi como una clara sinergia con las
citocinas TNFa e IFNy en los procesos inflamatorios del SNC [11, 51, 52]. En
algunas enfermedades como la SM la presencia de IL-1B se relaciona con la
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actividad de la enfermedad, ademas esta citocinas también tiene relacién con la
edad y ciertamente tiene una fuerte influencia sobre las uniones estrechas

participando activamente en su remodelacién.

En linea con lo anterior, el IFN-y, otra citocina del perfil inflamatorio, también ha
sido reconocida como una molécula con una gran influencia sobre el reacomodo
de las uniones estrechas y sobre el citoesqueleto de las células epiteliales [53]. Se
ha propuesto que el IFN-y tiene senalizacién interna, y como resultado aumenta la
permeabilidad de la BBB e induce la apoptosis [11, 51]. Un dato interesante, en
este trabajo de tesis es que el IFN-y tuvo una cinética de expresion similar al de la
permeabilidad.

En las células epiteliales, el IFN-y presenta una redistribucién en la expresiéon de
las proteinas de las uniones estrechas, por ejemplo, en ratones se ha demostrado
qgue inhibe la produccién de ZO-1 y las claudinas, que son moléculas importantes
de las uniones estrechas [51, 53]. En la SM la deficiencia en estas moléculas es
causa de dafo a la BBB y en consecuencia se da un aumento en la permeabilidad
de la BBB. Ademas, el aumento del TNFa y del IFN-y se ha relacionado con el
incremento de los efectores de las caspasas JNK y PKC, que inducen a su vez la

muerte celular y por consiguiente la disfuncién de la BBB [51, 53].

La IL-6 es otra citocina del perfil inflamatorio evaluada en esta tesis. Aunque en
este trabajo no tuvo un impacto importante, se sabe que esta citocina puede estar

involucrada en la apertura de las uniones estrechas [21]

El MIF, que es una citocina inflamatoria preformada, también tuvo poca influencia
sobre la permeabilidad, aunque en ratones genéticamente deficientes para el MIF
se reportd que su ausencia disminuye la infiliracion de células infectadas con el
WNV, con lo que se podria sugerir que esta citocina afecta la permeabilidad de la
BBB, sin embargo, aun falta mas por evaluar esta cuestion [30]
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El perfil anti-inflamatorio observado después de la semana 7 post-infeccién con T.
crassiceps estuvo asociado a la disminucién de las citocinas inflamatorias y al
incremento de la IL-4, y éste correlacion6 con la disminucion de la permeabilidad
de la BBB. La IL-4 es una de las citocinas que se ha propuesto que esta
involucrada en el reclutamiento de poblaciones celulares encargadas de la
reparacion del tejido. Se ha observado que IL-4 tiene influencia sobre VCAM-1,
por consiguiente podrian ayudar sobre la reparacion del tejido danado. Adicional a
esto, la experimentacién de IL-10 (citocina caracteristica de las linfecciones por
helmintos) sobre cultivos de células de los 6rganos circunventriculares inhiben la
liberacion de citocinas pro e inflamatorias como son la IL-6 y el TNF-a de las

células epiteliales y por tanto inhibe la inflamacién del SNC [54].

El SNC presenta barreras tanto quimicas como fisicas, la principal barrera fisica
es la BBB, la cual se ve afectada en ciertas patologias. Cuando el SNC llega a
presentar inflamacién, ésta pierde sus propiedades de Barrera (didlogos entre el
sistema inmune y el sistema nervioso). Las citocinas caracteristicas de dicha
inflamacion corresponden a un perfil inflamatorio tipo Th1 (TNFa, IL-1B e IL-6),
gue son las responsables de regular el reclutamiento de las células inmunes
dentro del cerebro aumentando la vigilancia inmunoldgica. La vigilancia
inmunolégica del SNC es modulada por moléculas de adhesion, citocinas y
algunos receptores presentes en el epitelio de los capilares cerebrales [22]. Estas
moléculas de adhesion, citocinas y receptores influyen directamente sobre la
permeabilidad de la BBB y en el inicio de las patologias como son la SM y EAE.
Estas patologias se han caracterizado por aumentar la expresién de moléculas de
adhesién, entre ellas la VCAM-1 y la ICAM-1, por lo tanto, se ha sugerido que el
aumento en las moléculas de adhesion puede significar el inicio de una
encefalopatia o encefalitis [49]. En la experimentacién se ha encontrado que la
administracion intraperitoneal de LPS y citocinas inflamatorias como el TNFa
favorecen la expresion de citocinas periféricas que pueden influenciar
directamente sobre la expresién de moléculas de adhesion en los diferentes

organos y el SNC [41].
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En este trabajo la influencia de las citocinas (tanto inflamatorias como la IL-4 anti-
inflamatoria) sobre la ICAM-1 no tuvo efecto; a este respecto se ha reportado que
ciertas cepas de ratones son mas susceptibles a presentar anomalias en el SNC.
La cepa BALB/c estd adecuada a un perfil de tipo Th2, por lo tanto la ICAM-1, que
es positivamente regulada por las citocinas tipo Th1, presenté niveles muy bajos
de expresion aun cuando hubo citocinas pro-inflamatorias incrementadas en la
fase aguda de la infeccion. Esta condicién Th2 de los ratones BALB/c ha explicado

la resistencia de esta cepa para desarrollar la EAE [52].

Sin embargo, las citocinas del perfil Th1, como se ha mencionado, si pueden
influenciar sobre el citoesqueleto y sobre las uniones estrechas de las células
epiteliales de la vasculatura cerebral y ademas pueden acceder al SNC por las
diferentes vias pudiendo modificar la permeabilidad de la BBB [9, 12, 28, 51]. Por
estas razones a pesar de que en la primera fase no se presentd la expresion de la
ICAM-1 no significa que no haya un impacto sobre las células endoteliales que

conforman la BBB.

La IL-4 tiene influencia en la regulacién positiva de la VCAM-1; existe un reporte
que menciona que la VCAM-1 podria ser el resultado del cambio de linfocitos Th1
y de macréfagos a linfocitos Th2 en el infiltrado leucocitario durante la EAE [52].
Por lo que no se descarta la posibilidad de que la VCAM-1 ayude en el
reclutamiento de la células Th2 que pudieran estar involucradas en la reparacion
del tejido, debido a la disminucién en la permeabilidad observada en la fase
cronica de la infecciéon por T. crassiceps. Se ha reportado que en el cerebro
isquémico la reparacion del tejido se favorece por la produccién de factores
angiogénicos tales como TGB-B, ademas de la presencia de citocinas anti-
inflamatorias tales como IL-4, IL-10 e IL-3 [51, 54]

Finalmente, en la infeccién crénica con T. crassiceps se ha comprobado que la

severidad en la EAE se disminuye significativamente [55] lo que llevé a pensar que
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la infeccidén por este helminto puede contribuir a la reparacion del tejido de la BBB
como consecuencia del ambiente anti-inflamatorio generado por la infeccion

crénica.
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8. Conclusiones

El modelo murino de infeccién con cisticercos por Taenia crassiceps si modifica la
permeabilidad de la BBB. Esta modificacién se establece en dos fases: La primera
fase se caracteriz6 por el aumento de la permeabilidad en relacion con las
citocinas inflamatorias generadas en la fase aguda de la infeccion. La segunda
fase se caracterizd por un restablecimiento de la resistencia a la permeabilidad

relacionada con las citocinas anti-inflamatorias.

Las citocinas IL-1B, MIF e IFN-y estadn involucradas en el aumento de la
permeabilidad de la BBB.

La citocina IL-4 esta relacionada con la disminucién de la permeabilidad de la
BBB.

Los cerebros de los ratones BALB/c infectados no exhiben la produccion de ICAM-
1 pero si de VCAM-1.

Probablemente la expresion de VCAM-1 y TGF- en el cerebro estan relacionados

en la reparacion del fenotipo de la BBB.
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Apéndice

Reactivos y soluciones

Buffer de Fosfatos(PBS) para 10 Litros. A un pH 7.4
80 gr. NaCl (J.T. Baker)

11.6 gr Na,PO4 (J.T Baker)

2 gr KH,PO4 (J.T.Barker)

2 gr KCL (J.T. Barker.)

Azul de Evans al 1%
Por cada 10 ml de solucién salina se coloca 0.1 g de azul de Evans (Hycel de

México)

Paraformaldehido al 4%

Agregar 50gr paraformaldehido en 1000 ml de agua destilada y mantener en
agitancion y calendar hasta llegar a una temperature de 60°C al haber alcanzado
esta temperature adicionar una gota de NaOH al 1M acuosi hasta que se disuelva.

Solucion de lavado (ELISA)
1000 ml de PBS mas 0.4% de Tween (SIGMA.)

Solucion de bloqueo (ELISA)
100 ml de PBS mas 1% de albumina serica bovina (.USBiological)

Sustrato ABTS para revelado (ELISA)
Adiccionar 150 mg. de ABTS, en 5 L. de acido citrico (tecsiquim al 0.1 M en Agua
destilada y con NaOH (REASOL) llevar a pH 4.53 realizar alicuotas de 11ml. en

tubos y mantener en congelacion a -70 °C hasta su uso.
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Bromuro de Etidio
Stock 1000x solucion 0.5 mg/ml
50 mg de Bromuro de etidio en 100 ml de agua, Diluir 1:1000 para tefir geles y

proteger de la luz
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