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RESUMEN

En este trabajo se busco establecer si en ratones BALB/c una infeccion causada por el cisticerco de Taenia crassiceps
afecta la susceptibilidad a una infeccion posterior por un parasito intracelular como Trypanosoma cruzi, La infeccién por T,
crassiceps induce en estos ratones un cambio secuencial en el patron de citocinas que se prodtice, lo que se aprovecho para
explorar in vivo si estos diferentes perfiles de citocinas pudieran influir 1a respuesta inmune y la susceptibilidad a T, cruzi. Los
resultados demusstran que amboes pardmetros se alteran y que estas alteraciones varian en funcién del iempo de evolucion de ia
primera infeccion: 1) Cuando los ratones.se infectaron con T. cruzi a la segunda semana después de la infeccion por T, crassiceps
(en presencia de un patrén de citocinas de tipo Th1, generada por la primera infeccion), ef nivel de la parasitemia fue ligeramente
menor que &l de los confroles. 2) Cuando los ratones fusron retados a la cuarta semana (en presencia de un perfil mixto Th1/T h2),
el nivel de parasitemia se mantuvo por debajo de los controles, pero ademas hubo un retraso en el inicio de la misma. 3). En
contraste, cuando la segunda infeccion se inicié a las ocho y dace semanas después de la primera (en presencia de un patron de
citocinas de tipo Th2), el nivel de parasitos circulantes tuvo incrementos significativos (> del 80 %) con respecio al de los controles
desde muy temprano. Se evallo el perfil de citocinas generado por linfocitos de bazo provenientes de cada grupo. En las
coinfecciones tempranas (a las 2 y 4 semanas), fos linfocitos respondieron inicialmente con un patrén de citocinas de tipo mixto,
Th1/Th2 (altos niveles de IFN-y & IL-4), que retrasd la parasitemia mientras se mantuvo; en confecciones tardias (a las semanas 8
y 12) presentaron una respuesta de fipo Th2. La respuesta proliferativa a Con A de linfocitos de bazo provenientes de los distintos
grupos de animales coinfectados fue menor con respecio a los infectados s6lo con T. cruzi con una clara tendencia a decrecer atn
més a medida que fa infeccion con T. cruzi se hacia mas tardiamente. Por otro lado, se evalud también la cinética de la resphesta
humoral a 7. cruzi (IgG2a, 1gG2b e 1gG1). Los anticuerpos especificos se detectaron después de 10 dias de infeccion, cuando el
nimero de parasitos fue mas alto. Sin embargo el titulo maximo de anticuemos se alcanzé después de los 60 dias de infeccion y
persistio en |a fase crénica (> de 60 dias). La distribucion de los isotipos, fue en todos los casos igual, con titulos mayores de 1gG2a
y por debajo IgG2b e IgG1. En conjunto nuestros resultados demuestran que: el incremento temprano y constante en la replicacion
de T. cruzi en coinfecciones hechas a las 8 y 12 semanas puede deberse a cambios en la respuesta inmune celular generada por la
primera infeccion (T. crassiceps), lo cual se refleja en el patrén de citocinas producido como respuesta a (a segunda infeceidn, pero
no en los titufos de anticuempos. Existe la probabilidad de que los hfelmintos afecten la capacidad de sus hospederos de responder
adecuadamente a aguellos patégenos en contra de los cuales se requiere de una respuesta tipo Th1 6 mixta (Th1/Th2) para

proteger, lo cual representaria un problema de salud publica mas importante que el reconocido hasta ahora.



INTRODUCCION

1)_Respuesta inmune

Historicamente, |a pafabra inmunidad significa proteccion contra enfermedades infecciosas, aunque
actualmente una definicion mas especifica es la que se refiere a la inmunidad como una serie de reacciones
que se dan en un organismo en contra de substancias ajenas, incluyendo microbios y macromoléculas como
son proteinas y polisacaridos sin que haya consecuencias fisioldgicas o patoldgicas en el organismo. Las
diversas célufas y moléculas responsables de dichos eventos de fa inmunidad constituyen lo que conocemos
como sistema inmune, y ia respuesta colectiva y coordinada de estas células cuando hay invasién de
substancias ajenas al organismo conforman la respuesta inmune (RI) (Abbas 1994).

Las diversas células que constituyen af sistema inmune se encuentran distribuidas en todo el
organismo, aunque se acumulan de manera predominante en los érganos linforreticulares, tales como
ganglios finfaticos, bazo, médula 6sea, timo y los tejidos linfoides asociados a las mucosas de los intestinos
del sistema genito-urinario y del arbol respiratorio. Todas las células que intervienen enla Rl se originan de
células primordiales pluripotenciales y autorrenovables de la médula ésea.

Los linfocitos son las células que desempeiian la funcién central en {a respuesta inmune innata como
en la adquirida. En nimero los linfocitos predominan sobre los demés inmunocitos, como son los macréfagos,
células endoteliales, eosindfilos, baséfilos, neutréfilos y células cebadas.

Las dos grandes lineas de linfocitos reconocidas hasta ahora son las células B y las células T
(Nossal, 1993), las cuales se distinguen principalmente por sus receptores de membrana con los que
reconocen al antigeno, y por ciertos marcadores caracteristicos de la superficie celular denominados grupos
de diferenciacion (CD). Asi, las células B reconocen antigenos mediante inmunoglobulinas de superficie que
en conjunto con otras moléculas forman el receptor de antigeno de las células B, mientras que las células T
reconocen antigenos mediante una estructura de membrana ilamada TCR/CD3 (Abbas et el. 1993).

Con respecto a los linfocitos T, se sabe que existe una correlacion relativa entre {a expresién de los
antigenos de membrana y Ias actividades funcionales de estos. Las células T maduras pueden subdividirse
en dos grupos denominados CD4+y CD8-. Estas subpoblaciones de linfocitos representan, el 70 y 25 %
respectivamente de la poblacién total de células T en sangre y tejidos linfoides periféricos.

Las células T CD8* median la mayoria de la citotoxicidad antigeno-especifica (la capacidad para
matar otras células que son reconocidas como ajenas - infectadas o alogénicas -). Los linfocitos T CD4+
forman el subgrupo denominado células colaboradoras (T helper-Th) debido a su capacidad de iniciar y

regular la respuesta inmune, de mediar las respuestas efectoras antigeno-especificas (citotoxicidad mediada |
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por células) y de regular la actividad de otros leucocitos (Goodman, 1983). Algunes ejemplos de esto son la
 influencia que tienen sobre la activacion y diferenciacion de las células B, la capacidad de incrementar fa
respuesta de las células T CD8r, asi como la capacidad para activar macrofagos (Harding and Unanue, 1990)
lo cual se lieva a cabo a través de la secrecion de diferentes factores solubles, entre los cuales se incluyen el
interferon gama (IFN-v} y las interleucinas (IL) (Constant et al. , 1995). _

El reconocimiento del antigeno por las celulas T requiere de la participacion de células presentadoras,
esto es porque los linfocitos T no reaccionan con epitopes de fa proteina intacta, sino que reconocen sélo a
aquellos que son procesados y expuestos en la superficie de las células presentadoras de antigenos (ej.
macrofagos). Esta presentacion se da en forma de pequefios péptidos unidos a una estructura antigénica
llamada complejo principal de histocompatibilidad (MHC), reconocidas par las células T por medio dei TCR
(alfa-beta)/CD3. La unién TCR/CD3 en la superficie de la células T con el péptido/MHC en la célula
presentadora de antigeno forma un complejo que genera una sefial de activacién para fas células T, la cual no
es completa si en la interaccion no participan las moléculas CD4 y/o CD8 para reconocer a los antigenos de
histocompatibilidad (MHC), ya sea de clase li 6 de clase | respectivamente y otras moléculas como B7 y
CD28. Estos eventos de activacion son necesarios pero no suficientes para la induccién subsecuente de la
linfoproliferacion. Par lo general, se requiere de ofras sefiaies como son las inducidas por las citocinas
producidas por las células presentadoras de antigenos (IL-1 de los monocitos) que pueden inducir la
produccion de linfocinas y factores de crecimiento por fas células T, fos cuales, finalmente, estimulan la
proliferacion celular (Finkelman, 1995). Sin embargo, a(n no estan del todo claros los mecanismos
reguladores que pueden encender, amplificar o apagar la respuesta inmune celular. En 1984 se propuso la
existencia de céiulas T CD8 supresoras que eran capaces de inhibir especificamente la respuesta inmune
celular {Dorf and Benacerraf, 1984). Sin embargo, esta hidotesis ha sido practicamente desechada debido a
que hasta el momento no ha sido posible aislar y clonar una célula T CD8* que induzca supresion. Los
conceptos de origen y regulacion de a RI sufrieron un gran cambio a partir del descubrimiento de que las
células T CD4* virgenes activadas por un antigeno se diferenciaban en distintos subgrupos funcionales, los
cuales se caracterizan por el patron de citocinas secretado por ellas (Mossman, et al. 1986),

Una estimulacion antigénica repetida en células TCDA~ in vitro, da como resultado el desarrolio de
patrones restringidos de citocinas que permitieron clasificar a las células T en subpoblaciones. De acuerdo
con esto, entonces la poblacion de células T CD4- pudo subdividirse en los subtipos Th1y Th2 {(Mossman y
Coffman 1987).

Las células del subtipo Th1 son las que producen altos niveles de IL-2, IFN-y y linfotoxina (TNF -B) y

son las responsables de la inmunidad mediada por celulas, generan activacion de macréfagos, y promueven
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reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), activacion de células T CD8 citotoxicas, activacion de
células NK (Mossman and Coffman, 1989).

Las células del subfipoTh.’Z son las que secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, generan y mantienen la
respuesta.inmune de tipo humoral, con proliferacién y diferenciacién de linfocitos B, produccion de anticuerpos
principalmente de la case IgG1 e IgE, inmunidad de ias mucosas por células cebadas, induccion de 7
diferenciacion y proiiferacion de eosinofilos, y facilitacion de ia produccion de IgA (Mossman and Coffman,
1989; Doherty et al. 1993).

Una vez expandidas estas dos subpoblaciones celulares ienden a regularse negativamente una a
otra a través de la accién de las citocinas que producen. Asi el IFN-y inhibe [a profiferacion de las células Th2
y la secrecion de L-4 e 1L-10, la liberacion de IL-10 por macrdfagos, y el reclutamiento de eosinofilos.
Mientras que IL-4, IL-10 e IL-13 inhiben la accién de [FN-y sobre sus céiulas blanco e incfuso inhiben Ja
produccion de IFN-y por clulas Th1 (Fiorentino et al. 1981; Maggi et al. 1992

Existen varias evidencias que sugieren que los fenotipos “maduros” Th1 o Th2 no estan presentes
entre la poblacion de células T virgenes CD4+ sino que parecen diferenciarse de un antecesor coman,
después de un primer evento de activacion (Gajewski et al., 1994). Estas células que dan origen al subtipo
celular Th1 0 Th2 son conocidas como linfocitos ThQ y secretan interleucinas de ambas subpoblaciones
celulares. Sin embargo, hasta ahora, aun no esta claramente establecido in vivo qué es lo que condiciona el
estado final de diferenciacién de una poblacién de celulas T CD4+ hacia Th1 o Th2, en un organismo que
recibe un reto antigénico (Gajewski et al. 1994).



2) Mecanismos de polarizacién de los linfocitos Th (Th1/Th2)

~Enlas investigaciones enfocadas a definir qué s lo que determina la polarizacion de ias células T
hacia alguno de los subtipos celulares Th1 o Th2 después del reconocimiento def Ag, se han hecho
experimentos, tanto in vitro como in vivo, los cuales han utifizado principalmente modelos de infeccion por
bacterias, virus o parasitos. Todos estos estudios coinciden en que la participacion de las subpoblaciones Th1
y Th2 son fundamentales para el resultado final de !a infeccién. Sin embargo, todavia no se conoce bien el
mecanismo por el cual una célula ThO da origen a una respuesta fipo Th1 6 Th2 después de un estimulo
antigénico. Se cree que la diferenciacion de las células ThO es afectada, ademas de las caracteristicas

genéticas del individuo, por otros factores (Nicholson and Kuchroo 1996) come son:

e Naturaleza del antigeno: A finales de los 80's se empezaron a hacer estudios enfocados a analizar el
papel de la estructura del antigena en la generacidn de diferentes respuestas inmunes que generaran
resistencia o susceptibilidad. Uno de los primeros trabajos donde usaron péptidos modificados fue en el
modelo murino de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), en el cual se ha reconocido
universalmente como céluias autopatogénicas a las celulas Th1, Los experimentos descritos en este modelo
demuestran que el péptido de la mielina basica Ac 1-11 {(MBP Ac1-11), que genera la encefalomieliis, es
capaz de proteger contra la enfermedad con el cambio de un solo aminoacido (Wraith et al. 1989). En su
momento se creyod que este efecto era debido a un bloqueo del MHC, pero subsecuentes anéiisis
demostraron que esto no era el caso para todos los peptidos (Smilek et al., 1991; Wauben et al., 1992). La
identificacion de diferentes antigenos modificados que antagonizan (De Magistris et al., 1992) , anergizan
(Sloan ¢t al, 1993)) o parcialmente activan (Evavold, 1991)) clonas de células T, sugiere que los antigenos
modificados tienen la propiedad de afectar 1a diferenciacion de las células T hacia uno de los subtipos
celufares Th1 o Th2. Esto fue comprobado de forma parcial usando antigenos modificados con diferentes
afinidades para las molécuias del MHC; en estos experimentos se modificaron aminoécidos que afectaban su
union a fos antigenos de histocompatibilidad MHC, preservando los residuos que interaccionan con el TCR.
Resultando que la inmunizacion con péptidos de baja afinidad daban una Rl caracterizada por la produccion
de citocinas tipo Th2, mientras que los de alta afinidad incrementaba la frecuencia de las células productoras
de IFN-y “in vivo"(Kumar et al., 1995). En otro estudio analogo se encontré que los péptidos de baja afinidad
producian anticuerpos fipo IgG1 (Th2) y que los ligandos de alta afinidad inducian IgG2a (Th1) (Chaturvedi,
1996). Parece ser que la manipulacion del nivel de activacion de un complejo péptido - molécutas del MHC
reconocido por las células T puede influir en el fenotipo de las respuesta de tas célutas T. Aunque no esta
todavia definido el mecanismo por el cual ésto pudiera suceder. Existen mas trabajos (Constant, 1995;
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Hosken, 1995; Nicholson, 1995) que apoyan que ia polarizacion de fa respuesta hacia los subtipos Th1 o Th2
esta mediada por ¢ fipo de antigeno, indicando que existen antfgenos (incluso de un misma fuente) que
inducen una respuesta Th1 y ofros que inducen especificamente una respuesta tipo Th2, independientemente
de si ambas respuestas inmunes son o no protectoras (Scott, 1991).

e Via de entrada del antigeno: Desde la década de los 80's ya se mencionaba que la via de exposicion al
antigeno en el hospedero era un factor importante en la determinacion de la severidad y el curso que tomaban
algunas infecciones {Van den Eerfweg et al, 1992). Un claro ejemplo de esto es un reporte donde 1a
infeccion por Leishmania tenia un amplio grado de variabilidad en la severidad de la enfermedad resultante si
la infeccion se inducia en el cojinete plantar, via nasal, dtica o en diferentes lugares de ef abdomen.
Inicialmente ésto se tratd de explicar considerando algunas variables del sitio como son la temperatura focal
de la piel, la microvasculatura linfatica, o la distribucién de las células de Langerhans, las cuales podrian
contribuir en las diferencias observadas en la severidad de la infeccion cutanea por Leishmania. Sin embargo
en un trabajo posterior'estudiaron la influencia del sitio de inoculacion del parasito (Leishmania major ) sobre
la respuesta inmune tipo Th1 y Th2 en ratones F1 (BALB/c x C57BL/6) y demostraron que los ratones que
desarroliaban la enfermedad progresiva cuando eran inoculados en la piel dorsal presentaban una respuesta
tipo Th2, mientras que los inoculades en el cojinete plantar, en los cuales la infeccidn no progresaba e incluso

era eliminada, se desarroflaba una respuesta tipo Th1, la cual provee resistencia en contra de este parasito.

Recientemente se ha dado gran importancia al ugar en que se aloja el patégeno, asi, de los trabajos
realizados con infecciones parasitarias se ha llegado a concluir que para algunos agentes infecciosos
fundamentatmente virus y parasitos intracelulares como Leishmania major (Reiner et al., 1994),
Mycobacterium tuberculosis (Martin, 1995} y Plasmodium sp (Stevenson and Tam, 1993), la respuesta inmune
provocada es dependiente de Th1, la cual ademas provee en general proteccion (esencial para eliminarlos)
(Gessnar et al., 1993; Miralles, et al. 1994; Kemp et al,, 1993), en tanto una respuesta inmune mediada por
Th2 es ineficiente y en ocasiones hasta facilitadora (Pearce, 1995). Por el contrario, para otras infecciones,
fundamentalmente aquellas causadas por ciertas bacterias y algunos parasitos extracelulares principaimente
los helmintos intraintestinales como Trichuris muris (Eise and Grencis, 1991), Trichinella spiralis (Grencis et
al.,1991) y Necator americanus (Pritchard, 1995) la respuesta observada es dependiente de Th2, que en
general es capaz de protejer. Todo parece indicar, que la polarizacién de la respuesta inmune hacia una
respuesta de ipo Th1 o Th2 puede ser influida por la via de entrada o de alojamiento de! antigeno. Los
mecanismos por los cuales ocurre ésto no estan del todo claros aunque en algunos casos como en la

administracion oral del Ag se ha demostrado que se induce tolerancia por miltiples mecanismos, incluyendo
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apoptosis y anergia de células T reactivas -antigénicas (Chen et al.,, 1994) y la induccion de células T
reguladoras del fenotipo Th2 (Chen et al., 1995).

o Dosis administrada del antigeno: Desde hace aproximadamente 20 afios se sabe que la dosis de
antigeno administrada puede determinar ia clase de respuesta inmune, ya sea hacia una inmunidad celular ¢
humoral. Estudios mas recientes sugieren que diferentes celulas T CD4+ efectoras pueden producir diferentes
citocinas dependiendo de la dosis de antigeno usada. Se ha observado que bajas dosis promueven la
respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) al estimular el desarrolio de células tipo Th1, mientras que
dosis altas inducen la produccion de anticuerpos debido a la produccion predominante de citocinas tipo Th2
(Bancroft et al.,1994). Un ejemplo de esto es el experimento donde la susceptibilidad normalmente observada
en los ratones BALB/c a la infeccién con L. major fue disminuida por Ia inyeccion inicial con un nimero
pequefic de parasitos. Estos ratones fueron resistentes a pequefios inoculos de L. major, pero ademas
también fueron resistentes cuando se les retd cuatro meses después con dosis de parésitos que deberian
normalmente ser letales. Estos ratones desarrollaron una inmunidad mediada por células caracterizada por un
predominio de IFN-y mas que la respuesta dominante de IL-4 que normalmente inician estos ratones en la
infeccién con L. major (Bretscher, 1992). Otro ejemplo es el trabajo de Bancroft y colaboradores, en 1994
mostraron que una cepa de raton (BALB/K) que normalmente desarrolla una respuesta inmune tipo Th2 que
confiere resistencia en contra de Trichuris muris se puede bioquear si se infecta con niveles bajos de este
parasito (menos de 40 huevos). En este caso observaron una baja produccion de citocinas del tipo Th2 (IL-4,
IL-5 e IL-9) y una preduccion elevada de las del tipo Th1 (IFN-v) que esta asociada a la susceptibifidad. En
ambos casos se cree que las bases inmunolégicas que explican el fendomeno estan relacionadas a una
dramatica alteracion en |a polarizacion de [a respuesta de las células CD4 dependiente de la dosis utilizada.
En los dos casos estaban involucrados principalmente antigenos complejos, por lo que podrian estar
presentes diferentes péptidos con densidades que variarian dependiendo de la dosis de antigeno
administrada. Esto es consistente con ofros autores que dicen que el nivel de activacion (dependiente de la
interaccion peptido-MHC y moléculas coestimuladoras) de las células presentadoras de Ag puede influir en el
fenotipe de la respuesta de las células T CD4+ (Nicholson y Kuchroo 1996). Las dosis bajas de Ag promueven
la diferenciacion de las células T hacia el fenotipo Th1y dosis altas hacia el fenotipo Th2 (Hosken, 1995).

o Cronicidad del estimulo: Algunas evidencias en enfermedades o infecciones crénicas sugieren que un
estimulo persistente contribuye al cambio de una respuesta tipo Th1 a una de tipo Th2 ( Gorczynsky, 1995).
En el caso de infecciones parasitarias existen algunos ejemplos, como es el de la infeccidn murina con Brugia

12

-



malayi, en la cual se ha reportado que durante las dos primeras semanas después de la inoculacion con el
pardsito hay un perfil de citocinas Th1 (niveles altos de IFN-y), pero después de 21 dias hay un incrementd
significativo de IL-4 e IL-5 con un claro decaimiento de IFN-y dependiente de IL-10 (Peariman, 1993). Otro
claro ejemplo se observa en el modelo experimental murino de cisticercosis, donde también existe un cambio
secuencial de una respuesta Th1 a una respuesta Th2 conforme la infeccion avanza (Terrazas et al., 1998).
En ambos caso esta giaro que [acronicidad del estimulo parece contribuir al cambio de una respuesta tipo

Th1 a una repuesta tipoTh2.

e El tipo de células presentadoras: Gajewski y colaboradores (1991) publicaron evidencias que afirman
que la proliferacion de los tipos celulares Th1'o Th2 es influido por ¢! tipo de célula que presenta el antigeno.,
Ellos desarrollaron clonas de Th1y Th2 especificas para OVA y usaron un panel de células presentadoras de
~ antigenos (CPA) para examinar su capacidad para estimular la proliferacion de las dos subtipos celutares. Los
resuitados obtenidos demostraron que las células adherentes (macréfagos y cel. dendriticas) inducen
eficientemente la proliferacion de las célutas Th1 pero no de las Th2. Mientras que los linfocitos B tienen
preferencia por las células Th2 pero no por las del tipo Th1. La explicacion para este hecho no es clara, sin
embargo existe la posibilidad de que las diferentes CPA expresen cofactores especializados necesarios para
la optima proliferacion de un tipo celular, pero no para el otro. Es decir que Th1 y Th2 tienen distintos

requerimientos para reconocer la sefial de proliferacion provista por las células presentadoras de Ag.

e Modulacion de los receptores celulares: En el proceso de iniciacion de la Rl las células CD4+ virgenes
entran en contacto con algan Ag y se diferencian a celulas T efectoras productoras de citocinas (T helper).
Para tal diferenciacion se requieren sefiales asociadas al TCR antigeno-especifico y de otras sefiales
coestimulatorias, en particular CD28 y su homélogo CTLA-4 que interactuan con B7-1 y B7-2
respectivamente, moléculas de superficie que son expresadas por células presentadoras de antigenos
profesionales como macréfagos y linfocitos B (Gause et al., 1997). Ulimamente, diversos estudios sugieren
gue en ciertos modelos de enfermedades autoinmunes el bloqueo de B7-1 vs B7-2 puede afectar el curso de
la enfermedad {Kuchroo et al. 1995, Racke et al. 1995, Lenschow et al. 1995), ésto es apoyado con otros
estudios que sugieren que el bloqued de moléculas como CD4, CD30 y CD2 afecta el fenotipo de las céfulas
T y en consecuencia |a susceptibilidad a infecciones o enfermedades. Por otro lado, Dubey y colaboradores
usando CPA pulsadas con péptidos para estimular a células T CD4+ demostraron que ademas de ser
necesaria la interaccion con B7 para la produccion optima de citocinas, existe una respuesta diferencial para

las sefiales coestimulatorias, es decir, la produccion de IL-2 por células T fue més dependiente de B7 que Ia

~
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produccion de IL-4 (Dubey et al. 1996). Estos hallazgos son consistentes con estudios en los que se usaron
clonas de celulas tipo Th1 y Th2 donde las células Th1 fueron més dependientes de B7 que las clonas Th2
{(McArur et al. 1993, McKnight et al. 1994, Harding et al, 1992, Lichtman et al. 1988). Por lo tanto, la via
coestimulatoria CD28/CTLA-4-B7-1/B7-2 parece ser una mas de las influencias sobre al balance de citocinas

que afecta la diferenciacion de las células T.

Existe otra hipotesis propuesta por Gajewsky y col. (1990, 1994), la cual propone Que de acuerdo ala
transduccion de la sefial asociada al reconocimiento antigénico por el TCR y a la movilizacion de Ca*
intracelular es que la célula puede diferenciarse hacia Th1 6 Th2. Ellos compararon clonas de células tipo Th1
con clonas tipo Th2 y mostraron que las células Th2 no unen Ca2+intracelular de manera “aleatoria’,
mientras que las células tipoTh? si. Sin embargo, estos experimentos tenian la desventaja de que las células
utilizadas eran de distintos organismos con distinta especificidad antigénica y que por lo tanto muchas
variables pudieron haber contribuido a estos resultados. Esto fue resuelto en un estudio posterior que hicieron
Sloan -Lancaster y colaboradores donde compararon clonas de tipo Th1y Th2 que maduraron de un
precursor comin in vitro. Para esto utilizaron células virgenes de un ratén transgénico que estimularon con
antigeno bajo condiciones que favorecieran ya fuera uno u ofro fenotipo y midieron la habilidad de las células
diferenciadas Th1 o Th2 para utilizar las vias de sefializacién de (Ca2-). Sus resultados mostraron que
ciertamente las celulas T virgenes estan acopladas a la via de Ca%, pero que la sefiaf es amplificada
significativamente por una subsecuente estimulacion antigénica bajo condiciones que generan células tipo
* Thi. En contraste, cuando las céluias maduran hacia un fenotipo Th2 pierden selectivamente la habilidad para
usar esta via de sefalizacion. Parece ser entonces que Ias células de tipo Th1 tienen diferentes
requerimientos para activarse que las células de tipo Th2,

* Microambiente de citocinas: A pesar de todos los factores antes mencionados, actualmente hay un
consenso general que reconoce que el principal estimulo para la polarizacion de la respuesta inmune hacia el
tipoTh1 0 Th2 son las citocinas. Se reconoce que las citocinas, por si mismas determinan la diferenciacion de
las células virgenes y probablemente de memoria. Aunque son varias las citocinas que intervienen en la
respuesta inmune, ya sea def tipo Th1 o Th2, hay un completo acuerdo que tanto para ratones como para
humanos la presencia de la interleucina 12 (IL-12), fa cual es sintetizada principalmente por células
presentadoras de Ag, como macréfagos, monocitos y células dendriticas (Magram et al. 1996), promueve la
diferenciacién de las células ThO hacia Th1 porque estimula la secrecién de [FN-y por las células T activadas
por un antigeno. Y que la presencia de interleucina 4 (IL-4) induce a diferenciacién hacia el tipoTh-2 (Afonso,

etal. 1894), ya que regula de manera negativa la respuesta Th1 de manera indirecta, dado que afecta la
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funcion de las celulas presentadoras de Ag (Peariman, 1993). Tanto ta IL-12 como la IL-4, parecen ser las
citocinas mas importantes que regulan la diferenciacién hacia alguno de los subtipos celutares, si es que
estan presentes tempranamente en una respuesta inmune (Nicholson y Kuchroo 1996).
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3)_Taenia crassiceps

Caracteristicas generales. La cisticercosis generada por Taenia sofium es frecuente en México y en ofros
paises en vias de desarrollo (Larralde et al 1992). En los (ltimos afios se han incrementado de manera
importante las investigaciones sobre esta enfermedad. Sin embargo, trabajar directamente con los
hospederos naturales de T. sofium (humanos y cerdos) es dificil y costoso, por lo que ha recurrido a ofras
especies de metacéstodos que infectan a hospederos de manejo facil lo cual genera modelos experimentales
que permiten estudiar mas detalladamente los factores biologicos que pudieran intervenir en la interaccién
hospedero-parasito (los mecanismos de susceptibilidad o proteccion a la cisticercosis). Se ha adoptado como
modelo de T. sofium, a la cisticercosis experimental murina causada por el metacéstodo de Taenia crassiceps

(Esquema 1).
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Esquema 1.- Ciclo de vida de Taenia crassiceps {Larralde et al, 1989)

En este modelo, el raton alberga al cisticerco en la cavidad peritoneal como una infeccion cronica
causando poca inflamacion en {a superficie intestinal, semejante a la que se presenta en el estado tardio de la

enfermedad causada por T. sofium en las meninges basales del hombre, sin causar dafio a las estructuras



vecinas del hospedero, (inicamente ocupando cierto espacio provocando escasa inflamacion (Larralde et al.
1089, 1992).

El ¢iclo de vida de T. crassiceps es parecido al de T. sofium (Esquema 1), requiere de un hospedero
intermediario como es el ratén (cerdo para T. solium) y ofro definitivo como es el zorro (humano para T.
solium) en el cual lleva a cabo su reproduccion sexual. A diferencia de T. solium, T. crassiceps también tiene L

la capacidad de reproducirse por gemacion en el peritoneo del ratén.

Inmunologia de T. crassiceps. Los estudios que se han llevado a cabo sobre Ié respuesta inmune
en contra del metacéstodo de T. crassiceps indican que existe una clara participacion de la respuesta inmune
celular en el control de esta parasitosis. Aungue el hospedero es capaz de establecer una Ri humoral
especifica en confra de los antigenos del cisticerco de T. crassiceps (Chernin et al. ; 1977), éstaes
insuficiente para [a proteccién (Good y Miller en 1976, Sciutto y cols. 1991). Sin embargo, ia participacion de la
respuesta inmune celular es de mayor importancia. Existen estudios donde |a respuesta inmune celular fue
estimulada con ciclofosfamida lo cual indujo una carga parasitaria menor. Por el contrario, cuando los ratones
fueron timectomizados , 1a respuesta inmune celular disminuy6, mientras que la susceptibilidad al parasito
aumento significativamente. Esto fue corroborado cuando a los ratones se les transfirieron céluias esplénicas
inmunes ricas en linfocitos T y los animales tuvieron una carga parasitaria significativamente menor (Bojalil et
al., 1993). Este ultimo punto ilevo a investigar !a participacion de las subpoblaciones Th1 y Th2 en esta
parasitosis, y actualmente se sabe que en la infeccion causada por T.crassiceps existe un desplazamiento
gradual de una respuesta tipo Th1 hacia una tipo Th2. Es decir durante la infeccion temprana {una semanay
existe una alta respuesta a mitdgenos de células T (estimuladas con Concanavalina A), una alta produccion
de IL-2 e IFN-y, mientras que no existe produccion de IL-4, IL-6, ni de IL-10, lo que se considera una clasica
respuesta tipo Th1. En la cuarta semana de infeccion se han encontrado interleucinas de ambos subtipos
celulares (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e IL-10). Sin embargo, a partir de la octava semana post-infeccion, la
respuesta inmune contra T. crassiceps esta completamente dominada por interleucinas caracteristicas det
tipo Th2 y una alta produccion de anticuerpos especificos de subclase igG1{ Figura 1 ;Terrazas, et al., 1998,).
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Figura 1 - Represencién de la polarizacion de la respuesta inmune en ratones BALB/c infectados con Taenia crassiceps
(Terrazas et al. 1988).



4) Trypanosoma cruzi

Caracteristicas generales. La tripanosomiasis Americana, mejor conocida como enfermedad de
Chagas ha sido registrada desde el sur de los Estados Unidos hasta Argentina y representa un problema de
salud publica en Brasil, Argentina, Venezuela, Bolivia, Chile, Perd, Uruguay, y probablemente en México,
Paraguay, Panama, Colombia, Ecuador y el Salvador. La enfermedad es causada por Trypanosoma cruzi, un
protozoario flagelado de la familia de Trypanosomatidae, subgénero Schizotrypanum. Una parte de su ciclo
vital ocurre en artropodos y ofra parte en vertebrados (Esquema 2). Generalmente la infeccion por T. cruzi se
transmite por picadura de chinches, aundue también existerla posibilidad de infeccion por transfusion de
sangre proveniente de un donador chagasico. El Trypanosoma cruzi penetra por la piel o por la superficie de
las mucosas, frecuentemente causa una reaccion inflamatoria en el sitio de entrada, pero casi inmediatamente
invade el torrente sanguineo caracterizandose por un gran incremento en |a replicacion parasitaria (lo cual
puede ser monitoreada en la sangre de los individuos infectados). A este periodo de ia infeccion se le conoce
como fase aguda. La fase cronica viene después, cuando la infeccion esta bien establecida, puede ser
asintomatica o presentar una serie de signos y sintomas relacionados con cardiomiopatia o dilatacién

ireversible del esdfago o colon (Tarleton, 1991).
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La infeccién en murinos ha sido extensamente usada como modelo experimental de la enfermedad ya
que no existen practicamente diferencias con {a patologia presentada en humanos, ademas de que ofrece la |
ventaja de que las cepas singénicas de ratones pueden ser divididas o clasificadas como genéticamente
resistentes o susceptibles basandose en su habilidad para confrolar la infeccién, ya sea en el nivel de
parasitemia o por su letalidad. Dos claros ejemplos de esto son la cepa BALB/c y la C57BL/6 reconacidas

como susceptible y resistente para T. cruzi respectivamente.

Inmunologia de T. cruzi. La respuesta humoral parece no tener una clara participacion en el control
de esta parasitosis, los anticuerpos contra T. cruzi se han encontrado altos en todos los estados de la
infeccion y persisten a través de la fase cronica, la distribucion de los isofipos permanece invariable a io largo
de! curso de fa infeccion; se caracteriza por la predominancia de IgG2a y en menor grado de 1gG2b e IGg1, y
al parecer no hay ninguna diferencia en la distribucion entre las cepas resistentes y susceptibles. Por el
contrario se cree que la continua permanencia de células B estimuladas generadas por la infeccion de T, cruzi
puede tener importantes consecuencias en la patologia de la enfermedad de Chagas (D'Imperio Lima et al.
1985). Por ofro lado, al igual que en otras parasitosis, fa respuesta inmune celular parece participar de manera
importante en el control de esta infeccion (Hunter, 1996). A diferencia de otras infecciones parasitarias, en la
infeccién por T. cruzi no esta claramente definida la predominancia de alguno de los dos perfiles de citocinas,
ya que durante |a fase aguda de la infeccion, asi como durante la fase cronica es posible detectar citocinas de
ambos fipos (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IFN-v, o TGF—[), con excepcion de que tanto en humanos como en
animales del laboratorio infectados con T. cruzi 1a capacidad para producir IL-2 esta disminuida (Cardilio et
al., 1996). Existen algunos reportes que indican que el IFN-y es un importante mediador de la resistencia a T.
cruzi, se ha visto en modelos murinos que la administracion de IFN-y recombinante incrementa la resistencia,
migntras que la neutralizacion de la produccion endogena del IFN-y incrementa la susceptibilidad en la fase
aguda de fa infeccién (Christoph et al., 1998). Esto esta reforzado por otros estudios donde se ha visto que las
cepas de ratones susceptibles ala infeccién por T. cruzi muestran una aparente disminucién de las citocinas
tipo Th1 (IFN-y) después de 45 dias y una temprana aparicion de TNF (Zhang and Tarleton , 1996), aunado a
otros estudios que dicen que la administracién de IL-12, y el incremento de IFN-y reducen la carga parasitaria
y alargan el iempo de sobrevivencia en los ratones infectados (Hunter et ai., 1996). A pesar de que |as
evidencias demuestran que la participacién de la respuesta tipo Th1 puede ser la responsable de inducir
“proteccion”, esto no puede dogmatizarse, dado que hasta ahora no hay reportes de un solo caso donde la
induccién de una respuesta tipo Th1 haya resuelto completamente 1a infeccin.
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5) Justificacion

Las infecciones por helmintos son comunes en los paises en vias desarrollo, los individiios que
crecen en-condiciones de higiene inadecuadas estan permanentemente expuestos a este tipo de infecciones.
Ademas, no es raro que estos mismos individuos tengan también infecciones originadas por parasitos
intracelutares como Mycobacterium tubercufosis, Toxoplasma gondi, Plasmodium sp., y Trypanosoma cruzi.
Esta coexistencia natural de dos o mas infecciones implica ta posibilidad de que la presencia de una primera
infeccion pueda afectar la resistencia a infecciones subsecuentes. Esto se explicaria por ejemplo si el
ambiente inmune generado por la primera infeccion no permitiera establecer fos mecanismos protectores en
contra de una segunda infeccion, como probablemente sucede al predominar alguna de las res‘puestas
inmunes, ya sea del tipo Th1 6 Th2. Si consideramos que una de las caracteristicas de los helmintos, es que
inducen infecciones cronicas y, casi por regla general, cuando se hacen cronicas, inducen respuestas
inmunes de tipo Th2 (Actor et al, 1993; Hermanek, 1993; Svetic et al., 1993) creemos que las infecciones por
helmintos pueden tener implicaciones epidemiologicas importantes debido a que podrian modificar el patron
de citocinas de la respuesta inmune y podrian modificar la susceptibilidad a otros agentes patég;anos, enlos
cuales se requiera una respuesta protectora de tipo Th1, como es el caso para Leishmania, Toxoplasma y
Mycobacteria (Louis, 1993) ¢ disminuir la susceptibilidad a aqueflos en contra de los cuales se requiere de
una respuesta protectora tipo Th2, como es el caso para Tricuris {Bancroft, 1994). Esto es asi al menos en
experimentos con ratones donde se ha reportado que el prestablecimiento de una respuesta Th2 inducida por
una infeccién con Brugia malayi es capaz de alterar la respuesta in vitro de las células TCD4~ al PPD, que
normalmente induce una respuesta de tipo Th1 (Peariman et al.,1993), y en lainfeccion en ratones con
Schistosoma mansoni, en donde |a polarizacion de la respuesta inmune hacia Th2 afecta su capacidad de
respuesta a antigenos no relacionados como son el Ag de VIH glycoproteina 160 y la mioglobina de esperma
de ballena (Actor et al.,1993; Kullberg et al., 1992), asi como su capacidad para eliminar al virus vaccinia
(Actor et al., 1993). Por el contrario, esta misma infeccion, aumenta la resistencia de los ratones a otro
helminto (Trichuris muris) en confra del cual una respuesta dependiente de Th2 es protectora (Bancroft, 1994:
Curry et al. 1995). Estos ejemplos son algunas evidencias de que el microambiente de citocinas generado por
una infeccion previa puede modificar la respuesta inmune a un segundo reto antigénico. Sin embargo, esta
posibilidad no se habia explorado directamente ya que en ninguno de fos casos se probé in vivo como un
ambiente dinamico de citocinas puede alterar paulatinamente la Rl y la susceptibilidad a un parésito no
relacionado. El entendimiento de estos mecanismos inmunes puede ayudar al desarrolio de vacunas y ala

comprensién de la regulacion inmunolégica de infecciones crénicas.



6) Planteamiento del estudio

Ef fendmeno de pofarizacion de la respuesta inmune ha sido ampliamente estudiado, gracias al uso
de modelos animales en fa interaccion hospederc-parasito. La ventaja de utilizar parasitos para el estudio de
la regulacion de la respuesta inmune, es que éstos, al contrario de los otros patdgenos tienden a causar
infestaciones crénicas, de tal forma que el estudio de la regulacién de fa respuesta inmune ante un parasito
puede llevarse a cabo desde el inicio de la infeccion experimental, durante el transcurso de la misma, en el
momento de la eliminacion del patogeno, o bien cuando la infeccion parasitaria se ha hecho cronica.

Aprovechando el modelo murino de cisticercosis generada por T. crassiceps, donde se desarrollan de
manera secuencial los dos tipos de respuestas inmunes dependientes de CD4~ (Th1 6 Th2), se buscod
establecer si esta infeccion persistente en ratones BALB/c afecta la susceptibilidad a una infeccién posterior
por un parasito infracelular como Trypanasoma cruzi.

Tomando en cuenta que 12 infeccion por 7. crassiceps induce durante las dos primeras semanas un
perfil tipo Th1 (IL-2 e IFN-y), que cambia paulatinamente, obsevandose alrededor de la 4a semana un perfil
mixto Th1/Th2, y posteriormente desde [a 8a semana un perfil tipo Th2 (iL-4 e IL-10) ( Fig. 1 ; Terrazas, et al.,
1998), exploramos si estas modificaciones en el perfil de cifocinas podrian influir sobre 1aRi y la
susceptibilidad a una segunda infeccion no relacionada (7. cruzi). Para esto, ratones BALB/c fueron infectados
con T. créssiceps, y dos, cuatrg, ocho y doce semanas después fueron coinfectados con T. cruzi.

El impacto de lainfeccion previa sobre la susceptibilidad a T. cruzi'y sobre la respuesta inmune
inducida por este protozoario, se estudio determinando: a) los niveles del parasito en sangre, b) la
profiferacion de tinfocitos de bazo, ¢) la produccidn de citocinas (IL-2, IFN-y, IL-12,iIL-10, e IL-4) en respuesta
a Con Ay un extracto soluble de T. cruzi, y d) ia produccion de anticuerpos especificos contra 7. cruzi de los
isotipos IgG2a (marcadores de Th1), IgG2b e 1gG1 (marcadores de Th2).

28]
(RO



HIPOTESIS

Una infeccion cronica por helmintos que genera un microambiente de citocinas tipo Th2 afecta
significativamente la capacidad de sus hospederos para responder adecuadamente a retos subsecuentes por

patégenos en contra de los cuales se requiere de una respuesta protectora tipo Th1 o mixta (Th1/Th2)

t~2
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OBJETIVOS

General
Definir si el perfil de citocinas generado en el hospedero por una infeccién inicial es capaz de

modificar la respuesta inmune en contra de otra infeccion no relacionada.

Particulares
1) Demostrar si una infeccion persistente causada por un parasito extracelular (Taenia crassiceps) en
ratones BALB/c afecta la susceptibilidad a una infeccién posterior por un parasito intracelular como

Trypanosoma cruzi.

2) Investigar la posibilidad de disminuir la susceptibilidad de una cepa murina (BALB/c) al protozoario
Trypanosoma cruzi, cuando el hospedero presenta una produccion de interleucinas pertenecientes a una

respuesta mixta tipo Th1/Th2.

3) Definir si se genera una mayor susceptibitidad a Trypanosoma cruzi en la cepa murina BALB/c,
cuando el hospedero presenta una alta produccion de citocinas caracteristicas de la subpoblacién Th2, por la

presencia previa de un parasito (7. crassiceps) que las induce.

5) Determinar in vitro si el extracto antigénico de Trypanosoma cruzi induce respuestas diferentes,
cuando las células del hospedero provienen de animales infectados con T cruzi poco tiempo después de la

infeccion con 7. crassiceps (coinfeccién temprana) 6 cuando provienen de un coinfeccion tardia.



MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratones hembras BALB/c (susceptibles a T crassiceps y T, cruzi) y C57BL/6

(susceptibles a T. crassiceps y resistentes a T. cruzi) con edades de 6-8 semanas.

Parasitos. Se utilizo el modelo experimental murino del cisticerco de Taenia crassiceps (T,
crassiceps), cepa ORF (crecimiento rapido), los cuales han sido mantenidos en ratones BALB/¢ por
subsecuentes pasajes i.p. Para la infeccion, los cisticercos fueron obtenidos de la cavidad peritoneal del ratén
y lavados cuatro veces en PBS y seleccionados para inocularlos en los ratones (2 mm de diametro, sin
gemas) . También se utilizaron tripomastigotes sanguineos del protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), cepa
Ninoa. Estos parasitos fueron obtenidos de un paciente mexicano en 1978 y se han mantenido en ratones

BALB/c por subsecuentes pases i.p.

infeccion y co-infeccion con T. crassiceps-T. cruzi. Los ratones hembras fueron
inoculados con diez cisticercos de T. crassiceps por viai.p, con jeringa de 1 ml para insulina y usando como
vehiculo 0.3-0.4 ml de PBS. Después de dos, cuatro, ocho o doce semanas de infeccion, estos mismos
animales fueron coinfectados por via i.p. con 1000 tripomastigotes sanguinecs de T. cruzi cepa Ninoa,
usando para este caso como vehiculo solucion Alsever.

Colateraimente alos grupos de animales coinfectados, como controles se usaron ratones sanos de ia
misma edad que solo fueron infectados i.p. con 1000 tripomastigotes sanguineos de T. cruzi'y fueron
mantenidos en [as mismas condiciones del bioterio. En ellos, al igual que en los coinfectados se evalud el

desarrollo de la parasitemia cada semana durante 60 dias.

Evaluacion de la cinética de parasitemia por T. cruzi. El desarrollo de la parasitemia por
T. cruzi, se evalud por un proceso que consistio en obtener 5 ul de sangre de la cola del animal infectado y
diluirlos 1:50 en una solucion de Alsever, de esta dilucion se tomaron 10 11l para contar directamente el
nimero de parasitos en una camara de Neubauer en los cuadrantes para leucocitos. El nimero de parasitos
por ml de sangre se obtuvo desarroilando fa formula.

No. de pardsitos X la dilucién (1:50) = No. Parasitos

0.1 X No. de cuadrantes contados mm?

-
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Extendidos de sangre. De cada animal se tomo una gota de sangre y se extendié sobre un
portaobjetos limpio para determinar las caracteristicas morfolégicas de cada tipo celular y evaluar la
frecuencia relativa de los distintos leucocitos, se dejo secar fa laminilla y se fijo con afcohol metilico absoluto
durante 3 minutos. Se tifid con colorante de Wright (0.0016 g/ml en alcohol metilico absoluto libre de acetona),
por tres minutos, se agregd un volumen igual de PBS por 5 minutos, se lavo el portaohjetos con agua
corriente.

Se determiné el nimero de eritrocitos, leucocitos y eosindfilos, en las diferentes muestras que fueron

tomadas alos 9, 27 y 60 dias en todos los animales.

Antigenos_ de T. cruzi. Para la obtencion de antigenos protéicos de T. cruzi, se cultivo a este
parasito in vitro en medio LIT a 36 °C sin agitacién, durante 2 semanas. Posteriormente se centrifugaron a
2500 rpm para eliminar el medio de cultivo, se lavaron 2 veces con PBS hasta que el botén de parasitos
quedo claro, El boton se resuspendié en 2ml de PBS con inhibidores de proteasas (Aprotinin, EDTA, PMSF,
Pepstatin y TLCK, Sigma) y los parasitos fueron sonicados (sonicador Biospec Products) en tres intervalos de
5 min cada uno, con una intensidad de 400 Watt. Se reviso al microscopio la destruccién del parasito. El
producto del sonicado se centrifugd a 10 000 rpm por 30 minutos para separar el sobrenadante que fue
utilizado como una mezcla de antigenos solubles. La concenfracion proteica del sobrenadante fue

determinada por el método de Lowry (Lowry et al, 1951).

Determinacion de anticuerpos en suero. Se obtuvo sangre a través del plexo retroorbital,
previa anestesié de los animales con éter. La sangre se dejé coagular a 37 °C durante 1 h, se centrifug por
10 minutos a 3000 rpm y se extrajo el suero, que se congeld a -20 °C hasta su uso. El suero de cada animal
se procesd individualmente para evaluar niveles de 19G1, [9G2a e 1gG2b especificas contra antigenos de T.
cruziy T. crassiceps por un ensayo de ELISA - indirecto. Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 pozos
{Corning) con 0.5mg de antigeno soluble {de T. cruzi 6 de T. crassiceps) en un buffer de Tris .075 M (pH 7.8),
se incubaron estas placas toda la noche a 4 °C, posteriormente se favaron dos veces con PBS-Tween (PBS-
T) y se bloquearon con PBS-BSA 3% durante dos horas. Se lavaron dos veces con PBS-T y se colocaron por
duplicado los estandares y los sueros de los distintos grupos de animales diluidos 1:100 en PBS-BSA 1%, 100
ulipozo, y se incubaron 1 h a 37 °C. Se lavaron cuatro veces las placas y se pusieron 100 pl por pozo de los

anticuerpos monoclonales diluidos en PBS-BSA al 1% 1/1000, 1/1500 y 1/1000 respectivamente contra los

26



isotipos 19G1, igG2a e 1gG2b (Zymed) marcados con peroxidasa, se incubaron las placas nuevamente 1 h a
37 °C. Por Gtimo, las placas se lavaron 6 veces y se revelaron con el sustrato ABTS (Zymed) durante 30

minutos y se leyeron en lector de placas de ELISA {Metertech, Sigma '960) a 405 nm.

Linfoproliferacion in vitro. Inmediatamente después de obtener la sangre de los ratones, estos
fueron sacrificados por distocacion cervical. En condiciones de esterilidad se obtuvo ef bazo de cada uno de
los animales, se obtuvieron las célutas linfoides por la tecnica de perfusion, inyectando 5 ml de Solucién de
Hanks fria a través del bazo; las células se depositaron sobre una caja petri, donde se dejaron reposar para
eliminar por sedimentacion posibles fragmentos de tejido. Los eritrocitos se eliminaron con un choque
osmatico con NH.Cl durante 3 minutos a 1500 rpm, posteriormente las células se lavaron tres veces con
Hanks frio por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 min. Se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI
suplementado con 10 % de suero fetal bovino/estreptomicina, 1 % de aminoacidos esenciales, 25 mM de
buffer Hepes, y 0.5 % de L- Glutamina ( todo marca Gibco). Se tomaron 20 ul de esta suspensién celuiar
para determinar el nimero total y viabilidad por exclusion del colofante vital azul fripano en cdmara de
Neubauer. Las células se ajustaron a 5,000,000/ml y se sembraron 100 ul de cada muestra por triplicado en
placas de cultivo de 96 pozos (Costar). Posteriormente, fueron estimuladas con 100ul de una solucion de 2
ug/ml de Con-A (Sigma) disuelta en una solucion saturada de NaCl, esterilizada por filtracion y cuantificada
por coeficiente de extincion con luz ultravioleta a 280 nm (6 antigeno de T. cruzi, 12.5 ug/ml). Las placas
fueron incubadas a 37 °C en 5% de CO, durante 72 h. Durante las ultimas 18 h de cuitivo las células fueron
marcadas con 0.5 pCi de timidina fritiada ([H*] TdR New England Nuciear) en 10 pl de medio RPMI
supiementado. Posteriormente, las células fueron cosechadas en papel fibra de vidrio (Whatman), y
procesadas péra determinar la incorporacion de radiactividad en |as células estimuladas y en las controles. El
nivel de estimulacion fue determinado mediante la formula : com de fas células estimuladas —menos - com de

{as células no estimuladas.

Produccidn in vitro de citocinas. Se utilizé una fraccion de las mismas células esplénicas
obtenidas para la proliferacién. Brevemente, se sembraron 5 x 108 cels/pozo en placas de 24 pozos (Costar),
fueron estimuladas con 2 pg/mi de Con A (6 con 25 pg de Ag soluble de T. cruzi). Las placas fueron
incubadas a 37 °C, 5 % CO; y 19 % de humedad. Después de 48 h de cultivo se coseché 1 ml del
sobrenadante (SN) de cada cultivo (para las células estimuladas con antigeno se cosecharon alas 72 h ).

Estos SN se centrifugaron a 3000 rpm., durante 10 min, para eliminar células de! cultivo. Una vez separadas
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las células y en condiciones de esterilidad, los sobrenadantes fueron congelados a -70 °C hastala posterior

determinacion de las citocinas.

Deteccion y evaluacion de citocinas. Interleucina-2.- Se evalud através de un bioensayo en
células dependientes de esta interleucina. Brevemente, se ufilizaron 1 x 10 4 células de la finea CTLL-2 en
100 i de RPMI suplementado. Se agregaron alicuotas de 25 pi de los sobrenadantes de cultivos. Se
incubaron durante 48 ha 37 °C, 5% de CO2 y 19% de humedad. Ocho horas antes de la finalizacion del
cultivo, fas células se marcaron con [H] TdR , se cosecharon en papel de fibra de vidrio (Whatman) y fueron
procesadas en un contador de centelleo (beta-plate) para determinar la incorporacion de radioactividad en las
célufas estimuladas y en las controles (no estimuladas). Para determinar la especificidad de la IL.-2 sobre el
crecimiento celular observado, se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-IL-2 y anti-IL-4 (Pharmingen). Los
valores fueron obtenidos en U/ml después de extrapolarlos sobre valores obtenidos de una curva dosis-
respuesta de IL-2 recombinante murina {(Pharmingen).

IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-v . Todas estas citocinas fueron evaluadas en los sobrenadantes de los
cuitivos por medio de la técnica de ELISA-Sandwich. Las placas de 96 pozos (High binding, Costar) se
sensibilizaron con 50 il por pozo del anticuerpo de captura (purifed aniti-mouse [FN-y, IL-4, IL-10, IL-12)
diluido en buffer de bicarbonato de Na 0.1 M pH 8.2, concentracion 2 11g/ml. Se dejaron incubar toda la noche
a 4 °C. Transcurrida la incubacion se lavaron dos veces con PBS-Tween 0.05 % (PBS-T). Posteriormente se
bloqued con PBS-BSA 3% (100 ul por pozo), se incubaron dos horas a temperatura ambiente. Después de
lavarse dos veces con PBS-T, se procedio a poner la curva de interleucinas {con iL recombinante murina) por
duplicado en los primeros pozos de la placa. (La curva se comenzo con una concentracion de 2000 pg/ml y se
fueron haciendo diluciones a la mitad, (ocho pozos por fo .menos), alos pozos restantes de la placa se le
pusieron 50 ul de PBS-BSA, para después agregar por duplicado 50 ul de las muestras de los sobrenadantes
(dilucidn 1:2). Se Incubaron toda la noche a 4 °C. Después de la incubacion se iavaron cuatro veces con PBS-
T. Se agrego el segundo anticuerpo (biotinilado) en PBS-BSA a una concentracion de 1 pg/iml y se agrego a
cada pozo 100 pl. Se incubaron a temperatura ambiente por 45 min. Una vez transcurrida la incubacion se
favaron seis veces con PBS-T. y se agregd a cada pozo 100 pl de streptoavidina/peroxidasa diluida 1:1500 en
PBS-BSA al 1%. Se incub6 a temperatura ambiente 30 min, se lavé ocho veces con PBS-T y se revelé por 30
minutos con el sustrato para peroxidasa (100 u por pozo). Se pard |a reaccién con 50 pl de acido sulfarico 4
N y se leyo en el lector de ELISA (Mertertech, S 960) a 490 nm.



Deteccion de oxido nitrico (NO). La deteccion de 6xido nitrico se realizd en todos los
sobrenadantes de las células de bazo que se probaron para las interleucinas. El ensayo consiste en preparar
dos soluciones por separado, sol. Ay sol. B. (Sol. A 0.1 % naphthylethyienediamine dihydrochloride en agua
destilada y Sol. B sulphanilamide en 5 % en H3PO4 concentrado al 5%). Poco antes de realizar en ensayo,
se mezclaron la sol. Ay B aigual volumen, para tener el reactivo de Griess. En una placa de 96 pozos se
colocd una curva de nitrito de sodic dxido {NaNO2) como control y referencia para extrapolar las
concentraciones, se agregaron 100 pl por cada pozo por duplicado de las diferentes concentraciones que van
diluidas al doble ( 0.01, 0.005, 0.0025, 0.00125, 0.000625, 0.000315 M), para las muestras también se colocan
100 ! del sobrenadante celular y 70 pl del reactivo de Griess. Se incubé a temperatura ambiente por 10 min.
Se midié a 550 nm-620 nm en un lector de ELISA (Metertech S 960).

Analisis estadistico. Las comparaciones entre los diferentes grupos considerados en este trabajo
se llevaron a cabo mediante U de Mann-Whitney. Se consideraron significativas las comparaciones con

valores de p < 0.05.



RESULTADOS

Modificacion de la parasitemia. Con el propésito de estudiar si el estado inmune generado por una infeccién
persistente causada per un helminto puede modificar la susceptibilidad a otro parasito no relacionado, se
infectaron intraperitonealmente ratones de [a cepa BALB/c con 10 cisticercos de Taenia crassiceps (helminto),
después de 2, 4, 8 12 semanas de iniciada esta infeccion se determiné la evolucion de la parasitemia
(nimero de cisticercos), la capacidad de proliferar y el perfil de citocinas de las células de bazo en respuesta a
Con A y los niveles séricos de anticuerpos especificos generados por ia infeccion. En la tabla 1 pueden _
observarse estos resultados, dos semanas después de lainfeccion se observo una respuesta inmune con un
perfil de tipo Th1, niveles altos de IL-2, de IFN-y, y de igG2a. A las cuatro semanas4 de infeccién el perfit no
esta claramente definido, pareciera una respuesta de tipo mixto {presencia similar de citocinas de ipo Th1y
Th2), pero a las semanas ocho y doce se obsefvé una clara polarizacion de la respuesta inmune hacia un perfil
de tipo Th2 con niveles incrementados de IL-4 y de 19G1 y niveles bajos de iL-2, de IFN-y y de 1gG2a. La

semana de infeccion 0 representa al grupo control de ratones que no fueron infectados.

A Respuesta a Con-A Produccion de citocinas (pg/mi) Produccion de anticuerpos
Sem infec. No. parasitos (cpm) {L-2 IFN-y L-4 1gG2a IgG1
0 - 118165+ 15466 964 + 243 1430 + 280 420 + 24 0.003 0.013
5 42+18  U4522+7442 1047 +64 1126 + 138 421+21 0.435 0.131
4 153.3+53 59015 + 6358 568 + 87 464 +28 468 + 18 0.164 0.346
8 440.2 + 117 10818 + 1567 200+22 . 539+49 641 +72 0.093 1.500
12 1308 + 327 4892 + 1259 72+22 254 +38 1104 + 98 0.028 2.260

Tabla 1.- Estado inmune en los ratones infectados con Taenia crassiceps. La produccion de citocinas en respuestaa Con Ay la
produccion de anticuerpos especificos & T. crassiceps se hizo por ELISA, en sobrenadante de células de bazo y en suero
respectivamente. Los valores representan el promedio y el SE; n=al menos 6 ratones por grupo. El SE en la produccion de
anticuerpos fue menor al 10%.

Los mismos animales fueron coinfectados intraperitoneaimente con 1000 tripomastigotes de 7. cruzi de
la cepa Ninoa, alas 2, 4, 8 y 12 semanas de iniciada [a infeccion con T. crassiceps, es decir, cuando se
observo una respuesta inmune de tipo Th1, mixta (Th1/Th2) y tipo Th2 inducida por la presencia previa de T.
crassiceps. La evolucion de la segunda infeccion (T. cruzi) se evalud semanalmente durante 60 dias. En lafig.2
se observa como la susceptibilidad a 7. cruzi se modifica por (a presencia de la infeccién previa con el



cisticerco de T, crassiceps. La modificacion en la susceptibilidad a T. cruzi varié en funcion de la cronicidad de
la primera infeccién. Cuando ta coinfeccion con T. cruzi se efectu6 alas 2 y 4 semanas después de ia primera
infeccion (7. crassiceps), la curva de parasitos de 7. cruzituvo un retraso de una semana en su inicio, pero
ésta alcanzo niveles maximos indistinguibles de ta de los ratones controf al dia 27 {s6lo infectados con T
cruzb. Cuando la infeccion por T. cruzi se efectué alas 8 y 12 semanas después de la infeccion por T,
crassiceps, los ratones tuvieron un dramatico incremento en la susceptibifidad a T. cruzi, que resulto
significativo desde el dia 14 hasta el dia 32 de la parasitemia. En el dia 24 por ejemplo, las diferencias tienen
p=0.004 y p=0.005 respectivamente con respecio ai control. '
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Figura 2.- Cinética de la parasitemia por T. cruzi. La curva indicada como control —o— comesponde a los animales infectados
Unicamente con T. cruzi y es ef punto de referencia o comparacién para cada uno de los tiempos de coinfeccion estudiados. Cuando
la infeccidn de T. cruzi se inici¢ a la segunda semana —{1— ; 2 la cuarta semana —A—: a la octava semana —{J— yala
decjmosegunda semana —-A — después de la infeccion con T. crassiceps. Los datos ilustrados aqui representan el promedio +-
ES de al menos 9 ratones por grupo en cada punto de la cinética, *p< a 0.05 con respecto al control.



Respuesta proliferativa de los linfocitos de bazo a Con A. Con el fin de examinar la respuesta inmune
celular en los distintos grupos de animales, linfocitos obtenidos de bazo en 3 momentos importantes de ia
parasitemia por T. cruzi (a los dias 9, 27 y 60) fueron estimulados con concanavalina A (Con A} y un extracto
anﬁgénico-so!ubie de T. cruzi, para posteriormente medir fa respuesta proliferativa por incorporacion de
[HITdR.

A
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Figura 3.- La respuesta proliferativa (A ) Con A ; (B) Ag soluble de T. cruzi . Se aislaron los linfocitos de bazo de ratones sanos, N:
infectados Unicamente con T. cruzi Controf ; infectados con 7. crassiceps y coinfectades con T. cruzia la 2sem ; 4sem ; 8sem y
12sem . Las bamas representan el momento en el que se efectio la determinacion con respecto alainfeccion de T, cruzi, alos 9
(1,27 T ;yalos60dias . La tasa de proliteracion se evalud por incorporacion de [HATdR, Las barras representa el promedio y €f
ES de al menos 9 animales par grupo, * p< 0.05 con respecto a N, ™ p< 0.05 con respecto al Control,
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En [afigura 3 A se observa que fos linfocitos de ratones infectados Gnicamente con T. cr_u;zi (control),
asi como los esplenocitos de los animales coinfectados con T. crassiceps y T. cruzi, presentaron
proliferaciones significativamente menores (p<0.05) que fos linfocitos de los ratones sanos, medidos durante el
curso de la parasitemia.

Si comparamos 1a proliferacion del grupo control con respecto a los ratones coinfectados en tiempos
tempranos (2 y 4 semanas), se observa que estos presentaron en el dia 9 una respuesta similar, aunque en fos

dias 27 y 60, larespuesta a Con A disminuyo.

Por otro lado, la respuesta proliferativa de las células de ratones coinfectados tardiamente (a las
semanas 8 y12) fue menor desde el inicio de la parasitemia, con una tendencia a decrecer a medida que Ia
determinacion se hacia mas tarde. En ambos casos de coinfeccion (femprana y tardia) la respuesta proliferativa

fue significativamente menor en los dias 27 y 60 que la de los controles.

La respuesta proliferativa de las células en respuesta al extracto total de T. cruzi (Ag), presenté un
patrén de distribucion muy similar al observado en respuesta a Con A. Las células de los ratones que fueron
infectados (nicamente con T. cruzi {control) presentaron una disminucion estadisticamente significativa en
tiempos de infeccién avanzados (figura 3B, dia 27 y 60), pero en fas coinfecciones tempranas y tardias la
disminucion en la respuesta proliferativa fue estadisticamente significativa con respecto al control desde

tiempos tempranos (figura 3B, dia 9y 27).

Medicién de citocinas. Se midié la produccion de citocinas por células de bazo estimuladas por Con Ay por
 un extracto soluble de T, cruzi de: a) ratones normales (N), b) infectados sélo con T. cruzi (control), ¢} de
ratones infectados con T. crassiceps y 2 6 4 semanas después coinfectados con T. cruzi, d) infectados con T.
crassiceps y 8 ¢ 12 semanas después coinfectados con T. cruzi. De todos l0s grupos se hicieron las
mediciones de citocinas al inicio (9 dias), en el pico (27 dias) y al final (60 dias) con respecto ala curva de
parasitemia de T. cruzi. Los resultados de los ratones con coinfectados a fas 2 y 4 semanas por un lado y los
coinfectados 8 y 12 fueron muy similares, razén por la cual se decidié agruparlos y denoniinarlos como
coinfecciones tempranas y coinfecciones tardias, respectivamente.

Citocinas de una respuesta tipo Th1:

IL-2. Los resuitados obtenidos en la medicion de esta citocina en los ratones infectados Gnicamente
con T. cruzi {control) coinciden con reportes previos (Kierzenbaum et al., 1994). En la figura 4 puede
observarse que Ios linfocitos de [os ratones confrol produjeron menos IL-2 en respuesta a Con Aenlos 3

momentos medidos del curso de la parasitemia (p< 0.05) que los animales normales. Cabe hacer notar que el
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punto minimo de la produccién de esta citocina coincidié con uno de los niveles mas altos de parasitos en la
curva de parasitemia (Fig.2, control, dia 27) y que fa aparente recuperacion en la produccién de esta citocina
en el dia 60 coincide con el final de la curva de parasitos, es decir cuando practicamente desaparecen los
fripanosomas de circulacion (Fig.2, control, dia 60).Los linfocitos de los animales coinfectados, en general,
secretaron cantidades atin menores de IL-2 (casi indetectables) que los ratones sélo infectados con T, cruzi
(p<0.05, figd).
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Figura 4.- Produccion de IL-2. Se aislaron los linfocitos de bazo de ratones sanos (N) ; ratones infectados Unicamente con T, cruzi
(Control) ; infectados con 7. crassiceps y posteriormente coinfectados con 7. cruzi (Coinfectados). Cada barra representa el
momento en el que se efectlic la determinacion con respecto a la curva de parasitemia de 7. cruzi, alos 9 dias O ; alos 27 dias O :
alos 60 dias _. La determinacion se hizo por bicensayo con células CTLL-2 a partir de los sobrenadantes de las células de bazo
estimuladas con Con A, * p< 0.05 con respecto a N, ** p< 0,05 con respecto ai Control.

Por ofro lado, no se detectd produccion de IL-2 por las células de bazo en ninguno de los grupos

estudiados al estimular con antigeno de T. cruzi.

IL-12. Los resultados presentados en la figura 5 muestran que los finfocitos estimulados con Con A, de los
animales controles comparados con los ratones normales presentaron una produccién disminuida de esta
citocina al dia 9 y disminuyo aun mas al dia 27 (p<0.05) de la infeccion, lo cuat coincide con uno de los puntos
maximos de la parasitemia (Fig. 2, control dia 27). Al dia 60 hubo un aumento significativo (p<0.05) con
respecto a la produccion de esta citocina en ratones normales, es por demds interesante, que se observe una
produccién mayor de IL-12 en estos animales una vez que los parésitos desaparecieron de la circufacion (Fig.5
control, dia 60).



Los linfocitos de animales coinfectados tempranamente (a las 2 y 4 semanas) produjeron niveles
significativamente menores de IL-12 en comparacion con los animales normales durante fos dias 9 y 27
(p<0.05), pero tienden & recuperarse al dia 60, una vez que el fripanosoma no esta en circulacién. Atn asi,
cabe mencionar, que esta recuperacion no alcanza los niveles del dia 60 de los ratones control. La produccién
de IL-12 en los linfocitos de los animales coinfectados tardiamente (a las semanas 8 y 12) es similar ala de los
normales durante el inicio de fa infeccion (Fig. 5, dia 9). Sin embargo disminuye en los tiempos mas avanzados
de lainfeccion, enlos dias 27 y 60. Es interesante que al final de la parasitemia, en el dia 60, practicamente

desaparece esta cifocina (p<0.05 vs normales, p< 0.001 vs control).
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Figura 5.- La secrecitn de [L-12 esta disminuida en las coinfecciones. Se aislaron los linfocitos de bazo de ratones sanos (N);
infectados con T. cruzi (Control}, infectados con T. crassiceps y posteriommente coinfectados con T. cruzi en etapas tempranas
{2,4sem) y en etapas tardias (8,12sem.). Las bairas representan el momento en el que se efectiio la determinacién con respecto a la
curva de parasitemia de T. cruzi. La cuantificacion de los niveles de IL-12 se hizo por ELISA a partir de los sobrenadantes de las
células de bazo estimuladas con Con A. * p< 0.05 con respecto a N, ** p< 0.05 con respecto al Control.

IFN-y. Como se muestra en la figura 8A, la produccion de IFN-y por las céfulas de los ratones infectados solo
con T. cruzi (control), en respuesta a Con A, se increment significativamente desde temprano (al dia 9 post-
infeccion, p< 0.05), en el dia 27 se observé una ligera disminucion en esta citocina, sin embargo hay una
recuperacion en la produccion de IFN-y al dia 60 (p<0.05; fig. 6A). Nuevamente, al igual que la {L-12 el nivel
mas bajo de IFN-y coincide con uno de los puntos altos de parasitos en la curva (Fig. 2, curva control dia 27 y
fig.6 A, dia 27).

Los niveles de IFN-y de las células provenientes de los ratones coinfectados tempranamente tuvieron
un patrén de produccion y de distribucion similares a los observados en las células provenientes de los ratones

control (sin diferencias estadisticamente significativas).
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En las céluias provenientes de ratones con coinfecciones tardias se observd que producen niveles
altos de IFN-y a los 9 dias post-infeccion, pero para et dia 60 se observé un decremento de éste con respecto

al control.
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Figura 6.- La produccién de |FN-y en respuesta (A) Con A no presenta diferencias significativas en las coinfecciones tempranas pero
esta disminuida hacia el final de las coinfecciones tardias. En respuesta (B) Ag soluble de T, cruzi esta disminuida en las
coinfecciones tardias. Se aislaron los linfocitos de ratones sanos (N) ; ratones infectados Gnicamente con T. cruzi (Control) ;
infectados con T. crassiceps y posteriormente coinfectados con T. cruzi en etapas tempranas (2,4sem) y en etapas tardias
(8,12sem). Las barmas para cada caso tienen el mismo significado que en las figuras anteriores. La cuantificacion de os niveles de
IFN-y se hizo por ELISA a partir de los sobrenadantes de las células de bazo estimuladas con Con A, o Ag saluble de T, cruzi. * p<
0.05 conrespecto a N, ** p< 0.08 con respecto af Control.

Por otro Iado, la produccion de IFN-y por las células de bazo de los ratones infectados sélo con T.

cruzi. al ser estimuladas con antigeno de T. cruzi produjeron escasamente esta citocina al dia 9 post-infeccién,'
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pero para los dias 27 y 60 se detectaron niveles alfos. Las células de los ratones coinfectados tempranamente
en presencia de Ag de T. cruzi produjeron niveles altos de IFN-y todo el tiempo (9, 27 y 60 dias). Sin embargo
las células provenientes de los ratones coinfectados tardiamente tuvieron una produccion disminuida de |FN-v,

si se compara tanto con el control como con las de coinfecciones tempranas.

Produccion de Oxido nitrico. Actualmente se sabe que existe una alta correlacion entre los niveles de IFN-y y
los niveles de NO que se producen (Holscher et al. 1998). Por lo cual se decidio medir este parametro en los
sobrenadantes de las células de bazo de los mismos grupos de células estudiadas para IFN-y estimuladas con
Con A.
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Figura?.- La produccion de NO esta disminuida en ef dia 60 de la infeccidn por T. cruzi tanto en los controles como en fos
coinfectados. Se aislaror: los linfocitos de bazo de los diferentes grupos de animales, de ratones sanos (N) ; ratones infectados
dnicamente con T. cruzi {Centrol) ; infectados con T, crassiceps y posteriormente coinfectados con T. cruzi alas 2,4, 8y 12
semanas despues de la primera infeccion (coinfectados). Las barras tienen el mismo significado que en la figura anterior. La
cuantificacion de los niveles de NO se hizo por el método colorimétrico descrito por Migfiorini (1991) a partir de los sobrenadantes de
las células de bazo estimuladas con Con A. " p< 0.05 con regpecta a M. ** p<0.05 con respecto a los controles.

Enlafigura 7 puede observarse que la produccion de 6xido nitrico de los ratones infectados solo con T,
cruzi no tuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control, aunque hay una clara
tendencia a disminuir cuando la infeccién por T. cruzi se va haciendo cronica. Por otro lada los niveles de oxido
nitrico en los animales coinfectados tempranamente no tuvieron diferencias estadisticamente significativas ni
con N, ni con los controles. Sin embargo los niveles de oxido nitrico en el sobrenadante de las células de los
ratones infectados tardiamente tienen niveles disminuidos al dia 60 de la coinfeccion (p< 0.05), aungue ya

desde el dia 27 se observa una disminucion no significativa,



Citocinas de una respuesta tipo Th2 :
IL-4. En respuesta a Con A las células de los ratones infectados sdio con T. cruzi (control) produjeron
al dia 9 y 60 niveles de IL-4 cercanos al nivel de los normales, aunque resulté interesante observar un

incremento significativo (p<0.05) en el dfa 27 cuando fa parasitemia fue mayor (Fig.8A).
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Figura 8.- La secrecion de -4 en respuesta a con A {A), en respuesta a Ag soluble de T. cruzi (B) . Se aislaron los linfocitos de
bazo de los diferentes grupos de animales, de ratones sanos (N) ; ratones infectados Unicamente con 7. cruzi (Control) ; infectados
con T. crassiceps y posteriormente coinfectados con T. cruzi en etapas tempranas después de fa primera infeccion(2,4sem } y en
etapas tardias (8,12sem.) Cada bara representa el momento en el que se efectlio la determinacion con respecto a la curva de
parasitemia de T. cruzi, alos 9 dias T ; alos 27 dias [0 ; a los 60 dias . La cuantificacion de los niveles de IL-4 se hizo por ELISA
a partir de los sobrenadantes de las células de bazo estimuiadas Con A o con Ag de 7. cruzi. * p< 0.05 con respecto a N, ** p< 0.05
con respecto al Control.



Los sobrenadantes de los linfocitos de animales coinfectados tempranamente, mostraron niveles de
IL-4 similares a los de los ratones normales durante todo ef curso de la parasitemia. Por otro lado, en franco
contraste con los infectados tempranamente, los animales coinfectados tardiamente tuvieron un aumento
sostenidc; y significativo (p<0.05) en la produccion de IL-4 desde el dia 9 de la infeccion, con una ligera
disminucion en el dia 27 (nivel alto de parasitos en circulacion) y una cfara recuperacién en el dia 60 (final de
la parasitemia). '

En respuesta al antigeno especifico de T. cruzi (Fig. 8 B) la produccion de IL-4 en los animales control
se mantuvo en niveles basales durante los dias 9y 27, pero al dia 60 tuvo un aumentd significativo (p< 0.05).

En los animales coinfectados a las semanas 2y 4 llama la atencion un aumento en ia produccion de
IL.-4 durante los dias 9 y 60 y una produccion disminuida (basal) en el dia 27. ‘

En los animales coinfectados a las semanas 8 y 12 produjeron menores niveles de IL-4, semejantes al de los
normales, durante toda la infeccion.

IL-10. En la figura 9A se observa la produccién de IL-10 en respuesta a Con A. Las células de los
ratones control produjeron en el dia 9 y en ¢l dia 60 niveles de IL-10 indistinguibles estadisticamente de log
producidos por los ratones normales. Sin embargo, en el dia 27 tuvieron un nivel mas bajo (p<0.05), lo que
vuelve a coincidir con uno de los puntos de mas altos de la parasitemia.

Los linfocitos de fos animales coinfectados tempranamente tuvieron niveles de IL-10 altos al inicio ‘de
la coinfeccion (dia 9, p<0.05}, pero posteriormente los niveles fueron parecidos alos de los ratones control
(dia 27 y 60).

En los animales con coinfecciones tardias se observo una produccion aita de iL-10 al dia 9 con
respecto a los normales y al control, sin embargo en la determinacion al dia 27 Ia coinfeccion, hubo una
disminucion que alcanzo diferencias significativas {p<0.65). Al dia 60 hubo una ligera recuperacion aunque
no alcanzo niveles significativos. Cabe sefialar que en los tres casos, control, coinfeccién temprana ¥
coinfeccion tardia, se observé que la produccion de IL-10 sigue un patron de produccion simitar durante todo
el curso de la parasitemia, es decir, con el nivel mas bajo en el dia 27.

Por otro lado, la produccién de IL-10 en respuesta al antigeno de T. cruzi (Fig. 9B) en los controles se
mantuvo similar a los niveles basales durante el dia 9, aumenté en el dia 27 y aumenté aln mas al dia 60
(p<0.05). En los animales coinfectados temprana como tardiamente, la produccion de IL-10 fue similar al de
los animales control, al dia 9 tuvo niveles basales, pero al dia 27 y 60 el aumento fue significativo comparado
con los niveles de los ratones normales (p<0.05). Cabe hacer notar sin embargo que al dia 60 Ja produccion
de II-10 en los coinfectados tardiamente no es tan alta como en la de los ofros dos grupos, control y

coinfectados tempranamente.
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Figura 9.- Secrecion de IL-10 por linfocitos de bazo de los diferentes grupos de ratones ; sanos (N) ; ratones infectados
Unicamente con T, cruzi (Control} ; infectados con T. crassiceps y posteriormente coinfectados con T. cruzi en etapas tempranas
después de la primera infeccion (2,4sem } y en etapas tardias (8,12sem.). Las barras tienen el mismo significado que las figuras
anteriores. La determinacion de #L-10 se hizo por ELISA a partic de los sobrenadantes de 'as células de bazo estimuladas con Con
A (A) 6 Ag solubte de T. cruz (B)i. * p< 0.05 con respecto a N, ** p< 0.05 con respecto al Control.

40



Anticuerpos anti-T. cruzi. Con el fin de explorar la respuesta inmune humoral contra T, cruzi, y si ésta es
alterada por la infeccion previacon T. créssiceps, se analizé la presencia de tres isotipos de los anticuerpos
especificos contra antigeno de T. cruzi. Actualmente se considera a IgG2a como marcador de respuesta Th1,
y algG1 e 1gG2b como marcadores de una respuesta tipo Th2 (Figura 10 A- D).

Enlafigura 10 A en lineas punteadas se observan los tituios de 19G2a, 1gG2b e IgG1 de los ratones
infectados solo con T. cruzi (control). Los tres isotipos fueron detectados hasta después de 10 dias de ia
infeccion, cuando la parasitemia empieza a alcanzar titulos mayores, y fue en incremento a medida que
avanzo la parasitemia alcanzando el nivel maximoe a los 60 dias de la infeccién, este tiitulo de anticuerpos
persistio después de 60 dias, alin cuando ya no se observan parasitos circulantes (datos no mostrados). La
distribucion de los isotipos coincidié con reportes previos de ofras cepas de T. cruzi, titulos mayores de lgG2a,
por debajo lgG2b y un poco mas abajo IgG1(D imperio Lima, 1985; Spinella, 1990).

Los isotipos de los anticuerpos de los ratones coinfectados ala 2a, 43, 8a, 12a semanas se muestran
con lineas continuas en las figuras 10A, 10B, 10C y 10D respectivamente, y en cada caso estan comparados
con los anticuerpos producidos por el control (lineas punteadas). No se observaron diferencias en ninguno de
los casos con respecto al momento de aparicion de los isotipos ni con |a distribucion, aunque‘ si en los titulos
alcanzados, ya que siempre fueron un poco por debajo de {os niveles del control, aungue no fueron
estadisticamente significativos, 1o cual demuestra que ia respuesta inmune humoral contra T. cruzi no se

modifico por la presencia previa del cisticerco de T. crassiceps, alin en etapas tardias de la coinfeccion.
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Figura10.- Praduccién de anticuerpos especificos a T. cruzi. La cuantificacion se hizo en suero a una dilucion de 1 :50 en animales
infectados con T. cruzi (iineas punteadas) y coinfectados {lineas continuas). Las lineas azules representan la cuantificacion de
IgG2a, las rojas de 1gG2h y las verdes de 19G1. Los determinacion se hizo mediante la técnica de ELISA, los resultados estan
expresados en unidades de densidad dptica (405nm).
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Eosindfilos y linfocitos circulantes (sangre periférica). La respuesta inmune a las infecciones parasitarias
por heimintos se ha caracterizado con altos niveles de IgE, mastocitos y eosinailia localizada y periférica, todo
esto dependiente de las citocinas tipo Th2 (Finkeiman et al., 1997), razén por la cual se decidio cuantificar la

presencia de eosindfilos en sangre periférica de los diversos grupos experimentales antes mencionados.
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Figura 11. Se determind el nimero de eosindfilos (A) y de linfocitos de sangre periférica de ratones sanos (N) ; ratones infectados
Unicamente con 7. cruzi (Control); infectados con T. crassiceps y posteriormente coinfectados con T, cuzi, Para simplificar la
figura se juntaron los coinfectados. Cada barra representa el momento en el que se efectlo la determinacion con respecto a la
curva de parasiteria de T. cruzi, a los 9 dias = ; alos 27 dias . ; alos 60 dias . La determinacion se hizo por un frotis de sangre
periférica y el nimero de células observados es sobre 100. * p< 0.05 con respecta a N, ™ p<0.05 con respecto al control.
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En la figura 11A puede observarse la determinacion del numero de eosindfilos por cada 100 células del frotis
sanguineo, debido a que no se observaron diferencias entre el grupo de coinfectados temprano como los
coinfectados tardiamente y para simplificar los resuitados se decidié juntar estos dos grupos, llamandolo para
esta ocasion Gnicamente coinfectados. En los ratones infectados con T. cruzi se observo que hubo un ligero
incrementaron con respecto al control, sin embargo el incremento no fue estadisticamente significativo.

Es de Ilamar la atencion que los eosinofilos de los ratones coinfectados tuvieron un incremento mayor
en los dias 27 y 60 de ia determinacion, que resulto estadisticamente significativo con respecto aN; y en el
dia 60 también fue significativo para los infectados con T. cruzi (control).

Por otro lado, se aprovecho el mismo frotis de sangre periférica utilizado para observar los eosinéfilos
para determinar el nimero de linfocitos. En la figura 11 B puede verse que no hubo diferencias en el nimero

de éstas células en ninguno de los casos estudiados.
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DISCUSION

Actualmente se sabe gue in vitro el microambiente de citocinas presente al momento del reto
antigénico. influye sobre la diferenciacion de las células precursoras hacia alguna de las subpoblaciones de
linfocitos TCD4~. La presencia de IL-12 o IFN-y favorece la diferenciacion de fas células ThO hacia Th1;
mientras que la presencia de IL-4 favorece el desarrollo de células Th2 (Bradley et al., 1995; Kamogawa et al.,
1993; Maggi et al., 1992; Magram et al., 1996; Trinchieri, 1995; Wynn et al., 1995). Este fenémeno observado
in vitro abre |a posibilidad de que lo mismo pueda suceder in vivo, esto seria que un ambiente de citocinas
establecido previamente podria influir sobre la poblacion de células que responde a un ﬁuevo reto antigénico.
Es decir, el microambiente de citocinas generado en respuesta a una infeccidn podria modificar r'_adicalmente
|la respuesta inmune y por lo tanto la susceptibilidad a infecciones subsecuentes no relacionadas con la
primera.

In vivo este microambiente de citocinas se genera en respuesta a diferentes estimulos antigénicos, si
éstos perduran el iempo suficiente pueden generar ambientes de citocinas mas o menos estables que
pueden en su momento influir sobre el desarrollo de una respuesta inmune subsecuente.

Dentro de este contexto han sido utiles algunos modelos de enfermedades parasitarias
(especialmente las causadas por helmintos) que pueden generar en el huésped respuesta inmunoldgicas con
diferentes caracteristicas. Las infecciones por helmintos son ampliamente conocidas por inducir respuestas
inmunes altamente polarizadas hacia Th2, sobre todo al hacerse crénicas (Kullberg et al., 1996; Lawrence et
al.,, 1995; Terrazas et al., 1998). Esta caracteristica ha sido aprovechada por algunos investigadores para
estudiar como dicho ambiente de citocinas generado por un parasito puede alterar o modificar la respuesta
inmune contra un antigeno no relacionado. Los pocos ejemplos que existen en la literatura son coinfecciones
entre dos ﬁelmintos como es el caso en la coinfeccién S. mansoni-T. muris (Curry et al., 1995), donde la
infeccion primaria con S. mansoni protege contra ef establecimiento de T. muris debido a que la respuesta
protectora contra este Ultimo es de tipo Th2. Pero si la proteccién dependiera de una respuesta tipoTh1, como
en los casos de L. major (Reiner et al.,, 1995), M. tuberculosis (Martin et al., 1995), Plasmodium sp (Stevenson,
1993) y posiblemente HIV (Cleirici et al., 1993) la presencia de helmintos podria generar una mayor
susceptibilidad.

En otros casos se ha demostrado que fa presencia de helmintos puede alterar la respuesta a un
antigeno no viable y no relacionado, hasta ahora sélo existen reportes para la infeccién con Brugia malayiy la
respuesta al PPD (Pearman, 1993), y para Schistosoma mansoni y esperma de ballena. En ambos casos la

presencia del parasito afecta la respuesta al antigeno no relacionado. En otro trabajo se ha demostrado que la’
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infeccion con S. mansoni altera la resistencia al virus de vaccinia (Actor et al., 1993). Sin embargo, en ninguno
de estos trabajos se ha considerado fa cronicidad de {a primera infeccion como un factor determinante que.
influye en la respuesta subsecuente, y la mayoria de los mismos solo han propuesto como posible
mecanismos de estas alteraciones a la inmunosupresion.

Ahora en este estudio se describe como la cronicidad de una infeccién previa con un helminto (T,
crassiceps) puede alterar diferencialmente fa respuesta inmune y la susceptibilidad a un parasito
filogenéticamente no relacionado y con el que ademas no compite por algiin nicho dentro del huésped, como
es el caso de T. cruzi.

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que : a)la infeccion por el cisticerco de T. crassiceps
afecta diferencialmente la “susceptibilidad” de los ratones BALB/c a una infeccion subsecuente por el parasito
intracelular Trypanosoma cruzi, b) la sola presencia del cisticerco de T. crassiceps no es el Uinico factor que
modifica la respuesta inmune en contra de la infeccion posterior por T. cruzi, sino que es muy importante el
momento en que se lleve a cabo la segunda infeccion. Esto se sostiene porque cuando los ratones BALB/c se
infectaron con T. cruzi dos o cuatro semanas después de la infeccién por T. crassiceps hubo un retraso en el
inicio de la parasitemia y niveles significativamente menores de parasitos en circulacion durante las primeras
semanas. En contraste, cuando la segunda infeccion se inicié a las oche o doce semanas después de la
primera, la parasitemia tuvo incrementos notables y estadisticamente significativos desde etapas muy
tempranas, alcanzando durante el pico de la misma incrementos de mas del 100% sobre los niveles de
parasitos de los animales infectados solo con T. cruzi, lo que indica que la “susceptibilidad varié en funcién del
tiempo de evolucion de la primera infeccién (Fig.2).

En la coinfeccién de dos semanas, cuando un ambiente de citocinas con predominio tipo Th1 inducido
por la primera infeccion de T. crassiceps estaba presente (Tabla1), se esperaba encontrar cierta resistencia
inmune en contra de T. cruz/ {disminucion de los niveles de parasitos), esto basado en reportes previos sobre
lainmunologia de T. cruzi que indican que una repuesta Th1 es protectora en contra de este parasito (Golden
y Tarleton, 1991; Christoph et al., 1998). Sin embargo, la disminucion en el nivel de parasitos que se observo
no fue como se hubiera esperado si la respuesta inmune protectora fuera totalmente dependiente de Th1.
Aunqgue si hubo un retraso de una semana en el inicio de la parasitemia y el nimero de parasitos se mantuvo
significativamente menor durante cinco semanas mas (Fig. 2, hasta el dia 36), finalmente el nimero maximo
total alcanzado de parasitos en sangre fue similar al de los ratones sélo infectados con T. cruzi (Fig. 2). Esta
“proteccion” parcial y transitoria observada podria tener dos explicaciones: primero, podria deberse a que aun
cuando una respuesta de tipo Th1 fuera protectora en contra de este parasito (Cardillo, 1996; Golden, 1991;
Hunter. 1996: Silva, 1992; Torrico, 1991 Christoph et al., 1998), el microambiente de citocinas tipo Th1 '
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inducido por la infeccion previa con T. crassiceps, particularmente los niveles alcanzados de IFN-y, no fueron
lo suficientemente altos o persistentes para lograr la eliminacion total de T. cruzi; segundo, podria deberse a
que la respuesta inmune de tipo Th1 no fuera a protectora en contra de T. cruzi, 6 que ademas de una
respuesta tipo Th1 se requieran de otros elementos para lograr la desaparicion del parasito, como se ha
sugerido recientemente (Zhang and Tarleton, 1996).

Cuando se hizo fa coinfeccion a las cuatro semanas tampoco se observo una franca proteccion en
contra de T. cruzi, como se hubiera esperado si la respuesta inmune protectora fuera dependiente de una
respuesta de tipo mixta (Th1/Th2), ya que en ¢l momento de la coinfeccion se estaba dando el
desplazamiento de una respuesta tipo Th1 a una Th2 debido a la presencia de T. crassiceps, o aun cuando
una respuesta de tipo mixta fuese protectora en contra de 7. cruzi, es posible que no se haya mantenido lo
suficiente y antes de lograr la eliminacion del parasito se hubiese dado el predominio de Th2, mas adelante se
muestra que los resultados de citocinas son compatibles con esta explicacion.

En los dos casos de coinfecciones tempranas { 2 y 4 semanas), a pesar de que se observé un retraso
en el inicio de la parasitemia de T. cruzi, no se logro la resolucién de la infeccion, lo cual deja abierta la
posibilidad de seguir explorando el tipo de respuesta inmune necesaria que se requiere en contra de T, cruzi,
si bien la respuesta inmune tipe Th1 indujo cierta resistencia, parece que no es el tnico elemento requerido
para reducir significativamente el numero de parasitos circulantes o incluso para la eliminacion del mismo, tal
vez se requiera de mattiples componentes tanto de la respuesta inmune innata como adquirida para logrario.

Por el contrario, al hacer la coinfeccion a las ocho y doce semanas, con un ambiente de citocinas con
predominantemente de tipo Th2, generado por la presencia de T. crassiceps, fa parasitemia se incrementd
significativamente, lo cual esta en concordancia con la interpretacion inicial dada: el microambiente de
citocinas tipo Th2, generado en respuesta a la infeccion por T. crassiceps, modific la susceptibilidad a |a
infeccién subsecuente por T. cruzi. Los bajos niveles de IFN-y e IL-2 iniciales se asociaron a una mayor
susceptibilidad a T. cruzi. Esto pudo observarse cuando se hizo la coinfeccion a las ocho semanas, pero
resultd mas impresionante cuando la coinfeccion se realizo alas 12 semanas, en el momento en que e
ambiente inmune generado por la presencia previa de T. crassiceps estaba francamente polarizado hacia una
respuesta de tipo Th2.

Por otro lado, los resultados que se discuten mas adelante de como influye el ambiente inmune
generado por T. crassiceps sobre la inmunologia de T. cruzi también apoyan la posibilidad de que el ambiente
de citocinas generado por T. crassiceps participd en la alteracidn de la respuesta inmune a T. cruzi tanto en
las coinfecciones tempranas como en las tardias. Para hacer mas sencilla la discusion de éstos datos, se
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retomaron y agruparon los resultados de citocinas, tratando de resumirlos de alguna manera practicaenla

tabla 2 incluida en esta seccion.

ESTADO INMUNOLQGICO EN LAS COINFECCIONES T. crassiceps-T. cruzi.

Una vez que se observé que la infeccion previa con 7. crassiceps modifico la susceptibilidad a T,
cruzi, se procedio a estudiar como influia el ambiente inmune generado inicialmente por T. crassiceps sobre
la gvolucion posterior de la respuesta inmune a T. cruzi. Como confroles se utilizaron ratones infectados
anicamente con T. cruzi. A Ambos grupos, controles y coinfectados, se les midié ia produccion de
anticuerpos especificos a T. cruzi de los subtipos 1gGH, ngZa e 1gG2b, se les extrajeron linfocitos de bazo y
se probo su capacidad para proliferar y para producir citocinas tras la estimulacion in vitro con Ag soluble de
T. cruzi y Con A. '

La respuesta inmune de los ratones Balb/c infectados dnicamente con T. cruzi (cepa Ninoa) son
resultados adicionales por demés interesantes. Se obtuvieron datos que concuerdan con otros reportes
inmunoldgicos sobre la infeccién aguda con T. cruzi, en ofros modelos murihos y con diferentes cepas del
parasito (Bradley et al., 1995 ; Kierzenbaum et al., 1994 ; Zhang y Tarleton, 1996). Conestacepade T cruzi
se encontrd que ios linfocitos de ios ratones infectados presentaron una proliferacion celutar disminuida, los
niveles de IL-2 inicial también se encontraron disminuidos y tendian a disminuir mas conforme la infeccion se
hacia cronica. Se observé también una produccién de IFN-y elevada y sostenida, no se observo incremento
en los niveles de IL-4 al inicio de la infeccion, pero si en etapas tardias de la misma, sin que hubieran bajado
los niveles de IFN-y . El patrén de produccién de IL-10 fue diferente al de IL-4, ya que la IL-10 se detectd
ligeramente incrementada en etapas tempranas de la infeccién con una tendencia a incrementarse conforme
el tiempo de la infeccion era mayor. Por otro lado, se encontraron anticuerpos especificos después de 10 dias
de infeccion, cuando la parasitemia empezaba a tener titulos ligeramente altos, estos anticuerpos alcanzaron
el titulo maximo despues de 60 dias de la infeccion, persistiendo en |2 fase crénica (> de 60 dias, datos no
mostrados). La distribucion de los isofipos, fue en todos los casos igual , con niveles de IgG2a por arriba de
lgG2b e 1gG1.

Los resuitados de citocinas observados en fa infeccion de T. cruzi parecen ser una evidencia de que
las respuestas inmunes de tipo Th1y Th2 no son totalmente excluyentes una de la otra, debido a que se
detectaron niveles altos de IFN-y e IL-12 en presencia de IL-10 e IL-4, asi estos resultados muestran que Ias
respuestas inmunes de tipo Th1 y Th2 pueden coexistir, al menos durante algin tiempo, en este caso hasta el
dia 60 de lainfeccion por T. cruzi.
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Por otro lado, cabe hacer notar que la presencia de niveles altos y constantes de IFN-v con niveles
bajos de IL-2 son una evidencia de que Ia prodhccién de estas dos citocinas podria regularse
independientemente Lina de la ofra.

Estos datos obtenidos de los animales infectados Unicamente con T._cruzi se utilizaron para comparar
fos mismos parametros cuantificados en los grupos de coinfectados. Asi, pudo observarse que fa produccion
de anticuerpos especificos a T. cruzi, Ja respuesta proliferativa y la produccion de IL-2 ¢ IL-10, presentaron un
patrén similar al del grupo control. Sin embargo, la respuesta proliferativa a Con-A y Ag, y la produccién de IL-
2 fueron marcadamente disminuidas tanto en las coinfecciones tempranas como en las tardias. Los niveles de
IL-10 no fueron substancialmente diferentes a los observados en los ratones infectados con T. cruzi .El hecho
de que no se hayan encontrado diferencias significativas, en estos parametros, parece indicar que éstos no
son en general los responsables de los cambios observados en la respuesta inmune a 7. cruzi en las
coinfecciones tempranas y mucho menos en las coinfecciones tardias, donde ef incremento del nimero de
parasitos fue del 100%. '

Por otré lado, el IFN-y si parece tener una participacion importante sobre los cambios en la
susceptibilidad a T. cruzi. Ya que la produccién de IFN-y en etapas tempranas de coinfeccién, donde hubo un
menor namero de tripanosomas en circulacion se observd un nivel alto y sostenido de esta citocina. En
cambio, en las coinfecciones tardias, cuando la susceptibilidad a 7. cruzi fue mayor, se observaron bajos
niveles de IFN-y en el dia 60, en respuesta a Con A, mientras que, en respuesta al Ag de T. cruzino se
observo produccion especifica de esta citocina en ningiin momento {fig. 6B). Lo cual sugiere que et IFN-y
juega un papel importante en el control de la parasitemia por T. cruzi. Resulto un fenémeno interesante que la
produccién de IFN-y en respuesta a Con A, tanto en el grupo control como en las coinfecciones tempranas,
estaba disminuida en el dia 27, sin embargo, esta aparen.te caida puede explicarse si se considera que
coincide con el mayor nimero de parasitos observado en circulacion, esta observacion refuerza la idea de
que la produccion de IFN-y parece ser importante para controlar ef desarrollo de T. cruzi (Tarleton, 1991:
Zhang and Tarleton, 1996; Christoph H et al., 1998).

En lo que se refiere a la produccion de IL-4 cabe destacar que los animales coinfectados en etapas
tempranas no produjeron Il.-4 en respuesta a Con A, sin embargo si hubo una produccion especifica de esta
citocina. Lo que sugiere que en las coinfecciones tempranas no se logré mantener del todo polarizada la
respuesta inmune de tipo Th1, como se hubiera esperado debido & |a presencia previa de 7. crassiceps. Es
decir, las células de los ratones coinfectados en etapas tempranas produjeron [FN-y pero también produjeron

IL-4 en respuesta a antigeno especifico.
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En coinfecciones tempranas, la presencia elevada y constante de IFN-v pudo influir en el retraso del
inicio de la parasitemia de T. cruzi, pero la produccion de IL-4 especifica pudo refiejarse en la escasa
proteccion que se dio en estos grupos. Esto aunado a que a pesar del microambiente de citocinas de tipo Th1
inducido por la presencia de T. crassiceps, no se observé un incremento significativo de IFN-y con respecto a
los s6io infectados con T. cruzi, por io que tal vez 1a produccion de IFN-y fue insuficiente para lograr la
resolucion de {a infeccion con T. cruzi. ‘

Por otro lado, cabe destacar que las céluias, estimuladas con Con A, de los animales coinfectados en
etapas tardias tuvieron un incremento significativo en la produccion de IL-4. Asi lalos niveleé altos de iL-4y
los niveles bajos de IFN-v observados en estos grupos, permiten especutar sobre las razones del incremento
en el nimero de parasitos observado. Niveles altos de IL-4 y diminuidos de IFN-y correlacionan
perfectamente con la idea de que una respuesta inmune de tipo Th2 podria ser faciitadora para T. cruzi.

Esto esta apoyado por evidencias claras que indican que las citocinas de tipo Th2, sobre todo la IL-4
parece ser un potente modulador de la actividad de los macrofagos. La IL-4 es capaz de regular
negativamente la capacidad inflamatoria y la capacidad citotoxica de los mismos, al parecer porque se reduce
la produccion de 6xido nitrico (NO) de los macrofagos activados (Oswald et al., 1992),

La produccidn de NO por macrofagos puede tener importantes implicaciones para la resistencia a
infecciones parasitarias, puesto que ha sido implicado como un factor crucial en la muerte de muchos
parasitos intracelulares (Doherty et al., 1993). Por ofro lado se sabe que existe un alto grado de correlacion
entre niveles altos de IFN-y y la produccidn de 6xido nitrico (NO) por macrofagos (Migliorini y
colaboradores1991). Ademas, se sabe que en la infeccion por T. cruzi los macréfagos activados por el IFN-y
son la fuente principal de éxido nitrico, el cual es producido durante la fase aguda de la infeccion y se le ha
reconocido actividad citotoxica en contra del tripanosomé. Se ha observado que en ratones infectados con T
cruzi el tratamiento con inhibidores de 6xido nitrico sintetasa exacerba la infeccion (Christoph H et al. 1998).
La determinacion de oxido nitrico en los sobrenadantes utilizados para la cuantificacion de citocinas de los
grupos de coinfectados concuerdan con los niveles de IFN-y encontrados en los diferentes grupos; en las
coinfecciones tempranas fos niveles de NO no fueron diferentes a los detectados en los cultivos celutares de
los ratones infectados unicamente con T. cruzi. En cambio, en las en las coinfecciones tardias se detectd una
disminucién estadisticamente significativa de NO en el dia 60. Los niveles bajos de NO aunados a los niveles
disminuidos de IL-12 y de IFN-y (Tabla 2) observados en las confecciones tardias podria ser una razén mas

para explicar el mayor nimero de tripanosomas encontrados en circulacién en estos animales.
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Tabla 2.- Resultados esquematizados de |a produccion de citocinas por células de bazo provenientes de fos diferentes grupos

experimentales.
ConA Diasdeinfec.{ IL-Z 12 {FN-y I-10 L4 Balance .
0 XXX XXX XX XX X
Infeccion 9 XX XX XXXXX XXX XX Th1 Th2
T. cruzi 27 X X XXX X XXX —_—
&0 X XXX XXX XX XX
0 XXX XXX XX XX X
COinfec__ 9 - X X000 XXXX X Th1 Th2
2-4 sem. 27 X XX XXX XX X R
60 - XXX XX XX X
0 XXX XXX XX XX X
Coi;fec. 52) X XX;((X W ;((XX XXXX Th2
8-12 sem 7 . XXX A Thl
60 - - XX xx xxxxx /
Ag Dias de infec.{| IL-2 IL-12 IFN-y IL-10 IL-4 Balance
T.cruzi
0 . ND . - .

Infeccion 9 - ND - X - Th1 Th2
T. cruzi 27 - ND XXX XX - ——
60 - ND XXX XXXX XXXX

0 - ND - - -
Coinfec. 9 - ND XXX - XX Thl Th2
2-4 sem. 27 - .ND XXXXX XXX X

60 ND XX XXXX XXX

0 R ND . - - -
Coinfec. 37 - I':llg X XXX - Th2
8-12 sem - - Thi

80 |- ND X XXX X M

Retomando todos nuestros resultados (tabla 2), parece claro entonces, que el aumento en la

susceptibilidad en los ratones infectados con T. cruzi, 8y 12 semanas después de una infeccion previa con T.

crassiceps, coincide mas con una insuficiente produccion de citocinas tipo Th1 que con un claro predominio

de una respuésta inmune tipo Th2.

Las claras diferencias observadas en ef numero de parasitos de 7. cruzi en las coinfecciones hechas

alas 8-12 semanas en la susceptibilidad a T. cruzi estan en funcién del tiempo de desarrollo de la infeccion

inicial de T. crassiceps, por lo cual podria argumentarse que estas variaciones en la susceptibilidad pueden

estar relacionadas a otros mecanismos inducidos por la infeccién persistente del céstodo, ademas del claro

cambio en el microambiente de citocinas. Algunas posibilidades podrian ser, que |a presencia crénica de T.

crassiceps puede ser potenciaimente desgastante para ef huésped, y la inhibicion de la proliferacion celular y

la baja produccion de IL-2 e IFN-y especificos observados en estos casos podrian deberse a una posible

inmunosupresion generalizada, o bien a un posible factor hipotético producido por el céstodo podria actuar
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sobre el tripanosomay estimular a éste para un mayor crecimiento, o bien a la posibilidad de que las
variaciones en la susceptibilidad observadas pudieran deberse a estados de desnutricion severa. Sin
embargo, existen varios argumentos en contra de lo anterior, como son, que no se observo perdida de peso,
linfopenia o anemia en los ratones crénicamente parasitados por lo que la desnutricion severa puede
descartarse, en cuanto ala inmunosupresion, se puede decir que hubo produccion elevada de anticuerpos
especificos, asi como de ciertas citocinas como IL-10 e IL-4, pdr 10 que esta posibilidad pierde fuerza. Esto
ultimo contrasta con lo que sucede en ofras coinfecciones, en donde como una consecuencia de la infeccion
por VIH (Rosenthal et al., 1996) se observa un aumento en la incidencia de otras enfermedades, esto si puede
explicarse por la inmunosupresion concomitante inducida por ef virus. Con respecto a un posible “factor”
liberado por el cisticerco y que facilite el crecimiento de T. cruzi, queda en duda, sin embargo si esto fuera
relevante entonces el incremento en la parasitemia deberia haberse observado desde las coinfecciones
tempranas. Por Ultimo una posibilidad méas es que los ratones cronicamente infectados pudieran considerarse
en estado de estrés por la presencia constante dei parasito, lo cual podria generar un aumento en los niveles
de glucocorticoides y estos a su vez inducir una inhibicion de la respuesta inmune. Sin embargo, como se
explico arriba, no existe tal inmunosupresion.

Por todo lo anterior, es importante entonces remarcar que ios resultados de este trabajo indican due
no es necesario que exista una inmunosupresion para que aumente en el huésped la susceptibilidad a otro
patogeno, sino que basta la capacidad que tiene una infeccion inicial de influir sobre la produccion de
citocinas (de tipoTh1 ¢ Th2) para que se modifique ia resistencia o susceptibilidad, asi como la respuesta
inmune generada a un reto antigénico subsecuénte. En tal caso la modificacion de la capacidad inmune de un
individuo crénicamente infectado, como sucede en los paises y en las pobiaciones en donde las infecciones
por helmintos son frecuentes, podria tener repercusiones epidemioldgicas trascendentes e incluso podria
representar un problema de salud publica mas importante que el reconocido hasta ahora,



CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos de este trabajo de tesis se puede concluir o siguiente

e Lainfeccién aguda con Trypanosoma cruzi (cepa Ninoa) en ratones Balb/c se caracteriza por una
proliferacion celular disminuida, niveles bajos de IL-2, niveles elevados y constantes de tFN-y, y
produccion tardia de IL-4.

» Lainfeccion aguda con Trypanosoma cruzies un ejemplo de que pueden coexistir, al menos por algin
tiempo, los dos tipos de respuestas (Th1/Th2), y que no son excluyentes una de ia otra como ha sido
dogmatizado.

« Lapresencia de un parasito no relacionado (7. crassiceps, helminto) modifica {a susceptibilidad a la
infeccion posterior por T. cruzi.

» Lacoinfeccion con T. cruzi en etapas tempranas, 2-4 semanas después de la infeccion de T. crassiceps,
provoca un retraso en el inicio de la parasitemia.

 Lacoinfeccién con T. cruzi en etapas tardias, 8-12 semanas después de la infeccion de T, crassiceps,
provoca un aumento significativo en la susceptibilidad a T. cruzi,

» Los cambios inmunolégicos generados por la infeccion cronica por T. crassiceps modifican la respuesta
inmune en contra de T. cruzi : la coinfeccion a las 8-12 semanas genera una respuesta inmune especifica
diferente a la de la coinfeccion a las 2-4 semanas, fundamentalmente con niveles disminuidos de IL-12, de
{FN-v y de dxido nitrico.

» Silarespuesta inmune tipo Th1 es la protectora en contra de T. cruzi queda alin por definirse.

« Los mecanismos que generan el incremento en la susceptibilidad a T, cruzi durante las coinfecciones
tardias no estan del todo establecidos, pero es obviala participacion del microambiente de citocinas
establecido previamente : una respuesta inmune de fipo Th2 (bajos niveles de IFN-y y altos de IL-4) facilita
la infeccién por T. cruzi.

» Los niveles de anticuerpos de los isotipos 1gG1, IgG2a e IgG2b fueron independientes del incremento de |a
suscepfibilidad observada en las coinfecciones tardias.

» El microambiente de citocinas presente in vivo es un factor determinante para el tipo de respuesta inmune
gue se montara en contra de diferentes microorganismos.

« Laprincipal implicacion de estos hallazgos es que las infecciones cronicas por helmintos podrian afectar
de manera significativa la capacidad de respuesta de los individuos en contra de otros patégenos.
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