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CLASIFICACION TAXONOMICA

Phylum: Platyhelmithes( Gegenbaur, 1859).

Clase: Cestoidea. (Rudolphi, 1808, Fuhrmann, 1931).

Subclase: Cestoda. (Van Beneden,1849; Monticelli, 1892; Fuhrmann, 1931)
Orden: Cyclophyltidea ( Braun, 1900).

Familia: Taeniidae (Ludwig, 1886).

Genero y especie: Taenia solium. (Linneo, 1758) Taenia del cerdo.



INTRODUCCION

a cisticercosis es una enfermedad producida por el metacéstodo de
L Taenia solium. la parasitosis causada por éste organismo se conoce
desde los tiempos de Hipocrates. Aristoteles y Aristofanes (384-322 AC)
observaron el estadio larvario de 7. sofium y lo describieron como semejante al
granizo.

Las primeras descripciones de cisticercosis humana se le atribuyeron a
Paranoli (1550), Gessner (1558) y a Rumler (1558) . No fue sino hasta 1809 en
que Rudolphi identifico el agente causal y creyendo que era una especie animal
bien definida le llamo Cysticercus celulosae, término con el que se le conoce en
la acrualidad al estado larvario, aunque no corresponde en nuestros dias a un
nombre cientifico, en algunos textos se le sigue llamando asi al metacéstodo de
7. sofium. Mias tarde, Kuchemmeister (1855) v Leuckart {1856), fueron los
primeros que encaminaron sus estudios en el ciclo vital de este parasito,
demostraron que el gusano vesicular de los tejidos del cerdo era el estadio
larvario infectante para el hombre.

Taenia solium es de distribucion cosmopolita, es un parasito de suma

importancia para la especie humana, y es mas comun en los paises eslavos
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(Rep. Checa, Croacia, Servios etc),aunque también se tienen reportes de casos
de taeniosis y cisticercosis en el norte de China, Manchuria, Pakistan, la India y
en varios paises de América con zonas de alta prevalencia en México. La
taeniosis es causada por el adulto de 7. solium mientras que la cisticercosis
humana y porcina por el metacéstodo de este helminto. Esta parasitosis es un
problema grave de salud publica, asi como también, es de alto impacto
economico,(Acevedo, 1982; Tsang y Wilson 1995).

En el ciclo biologico de este parasito, el hombre es el tnico hospedero
definitivo natural, ya que alberga al parésito adulto, que le causa taeniosis. En
cambio, el cerdo es hospedero intermediario, en el cual, el estadio de
metacéstodo es albergado. La taeniosis se adquire cuando se ingiere carne de
cerdo cisticercosa insuficientemente cocida. El cisticerco o metacéstodo evagina
y se fija en la pared intestinal donde se desarrolla en taenia adulto El parasito
adulto es de forma acintada y se pueden distinguir tres regiones anatomicas, un
escolex con cuatro ventosas, un rostelo con doble corona de ganchos (28 en
promedio) y el estrobilo que estd segmentado, los segmentos reciben el nombre
de proglotidos. Este parisito es hermafrodita, de tal manera que cuando llega a

ser adulto produce huevos que son fecundados en los tiltimos segmentos del
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parasito (proglotidos gravidos). Los proglétidos terminales se desprenden
frecuentemente del estrébilo y son arrastrados por la corriente intestinal,
saliendo junto con la materia fecal; el peristaltismo intestinal puede ejercer
presion sobre los proglétidos y esto causa la salida de huevos hacia la luz
intestinal, los huevos mezclados con el bolo intestinal son excretados con la
materia fecal y éstos pueden al ser ingeridos por algun cerdo o ser humano y
producir una nueva infeccién (Craig y Faust 1981).

La cisticercosis, es una enfermedad causada por el establecimiento del
metacéstodo de 7. solium en los tejidos del hombre o del cerdo. El hombre la
adquiere al ingerir alimentos contaminados con huevos de 7. solium,
expulsados en las heces de un enfermo de taeniosis. El cerdo comunmente la
adquiere al consumir directamente materia fecal de algin taenidsico, que
habitualmente defeca al aire libre (comunmente en las zonas endémicas). al
llegar al estémago los huevos son desencapsulados por la actividad acida del
jugo gastrico, y al llegar al duodeno, el jugo pancreitico y la bilis, eliminan una
capa de lipidos de la membrana externa del embrion, esto permeabiliza la
envoltura y permite la entrada de agua y alimentos al interior. Lo que estimula

al embrion a adquirir movilidad y salir de su envoltura, esto lo hace con sus 6
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ganchos y posiblemente con la produccién de enzimas liticas que excreta,
penetran a través de la pared intestinal hacia las vénulas mesentéricas y son
transportadas a diferentes tejidos del organismo, caracteristicamente entre los
musculos, tejido nervioso central, ojos, corazon, higado y pulmones, en donde
en el transcurso de 60 a 70 dias la oncosfera se desarrolla hasta alcanzar la fase
de metacéstodo(Craig y Faust 1981). El metacéstodo implantado en los tejidos
del hospedero estd cubierto por una vesicula ovoide de color blanquecino,
mide de 3 a 10 mm de largo, estd constituido por una membrana de grosor
uniforme invaginada, los metacéstodos implantados en el tejido del cerdo u
hombre pueden sobrevivir por periodos muy largos, el ciclo biolégico se
completa cuando el hombre consume carne de cerdo con cisticercos. Si el
cisticerco se instala en el Sistena Nervioso Central, se produce la enfermedad
llamada Neurocisticercosis (NCC).

A pesar de que los estudios epidemiologicos no han sido sistematicos, los datos
disponibles en publicaciones cientificas indican que la frecuencia de taeniosis
en nuestro pais en las Gltimas décadas varian entre 0.2 y el 3.4% (Sarti, 1997)

y los datos de la Secretaria de Salud notificé un promedio anual de 13,000
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casos entre 1986 y 1990, y de 8000 casos en 1991 (Boletin de Epidemiclogia.

Secretaria de Salud 1986).

En la cisticercosis humana las estadisticas oficiales disponibles reportan
500 casos anuales como promedio, variando la seroprevalencia entre el 0.1 al

12% dependiendo de la region estudiada y la técnica de diagnéstico empleada
(Sarti 1998b) .

La NCC es la forma de cisticercosis mas grave en el humano, la cual depende
de la localizacion, numero y estado de los cisticercos. La NCC puede ser
asintomdtica ¢ causar varios transtornos que pueden llevar a la muerte al
paciente (Zenteno, 1982; Del Bruto y Sotelo 1988). De acuerdo a datos
epidemiolégicos, la prevalencia de neurocisticercosis es limitada debido a que
el diagnéstico de certeza se realiza con estudios de Tomografia Computarizada
(TC) y de Imagen de Resonancia Magnética (IRM). El hallazgo del parasito en
autopsias es mas preciso en cuanto a datos epidemiolégicos (Sotelo 1988;
Villagran 1988, Rabiela et al, 1982). Finalmente, como procedimientos
alternativos de diagnéstico, se utilizan técnicas inmunolégicas como ELISA e
inmunoelectrotransferencia (IEF) comiinmente conocida esta ultima como

Western Blot para determinar anticuerpos anticisticerco en el liquido
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cefalorraquideo (Suryanarayana,1993; Ng v Ko 1994). Estudios en cisticercosis
porcina han detectado antigenos en productos de excrecion secrecion (E/S)
del cisticerco por el método de ELISA (Souza y Haffez, 1999), mediante esta
prueba, se han logrado detectar infecciones en ganado vacuno por cisticercos
de T. saginata (Harrison y Sewell, 1981), Taenia ovis en ganado bovino (Heath
et al,, 1985) y triquinosis en cerdos (Gamble et al. 1983), La desventaja del
humano ante esta parasitosis es que, la mayoria de las veces, el curso de la
infeccion es asintomatica, por lo que el cisticerco vive por afios modulando la
respuesta inmune del hospedador. Los sintomas asociados a esta parasitosis se

presentan  cuando el cisticerco muere y como resultado, se presenta una

reaccion inflamatoria intensa alrededor del cisticerco ( White et al. 1992 a,

1997 b).

La interaccion del sistema inmunitario contra los cisticercos es un intercambio
dindmico entre los mecanismos del hospedero dirigidos a la eliminacién de la
infeccion y a la estrategia del parasito para sobrevivir. La presencia del
metacéstodo provoca una secuencia tipica de reacciones celulares locales,

incluyendo infiltracion de neutréfilos, eosinéfilos,linfocitos, células plasmaticas
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y a veces células gigantes seguidas por fibrosis y necrosis con desintegracion o
calcificacion eventual del cisticerco (Rabiela et al., 1982).

La eliminacion del cisticerco en el hospedero obedece principalmente a la
respuesta inmune mediada por células (Molinari et al. 1983a, 1983b,
Robinson et al 1997). Las células T cooperadoras CD4* (Tc) juegan un papel
importante en la regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, debido a
que éstas tienen la capacidad de secretar citocinas que actuan principalmente
en la activacion, proliferacién, diferenciacién linfocitaria y regulacion de las
células inflamatorias, fundamentalmente de eosinéfilos, ademads, las citocinas
también son las responsables de [a comunicacion entre las células del sistema
@nmunitario {Scott. et al., 1989; Rojas,W. et al., 1999).

La interaccion de parasitos con el hospedador provoca la destruccién de
oncosferas en animales inmunes, mediante la activacion de la via clasica de
complemento. Molinari et al. (1992) han mostrado que oncosferas de T.
sofium mueren in vitro cuando se cultivan con sueros de pacientes cisticercosos
en presencia de complemento; de la misma forma oncosferas de 7.
taeniformis en ratones requieren la presencia de moléculas del complemento

para ser eliminadas (Davis 1988 ).
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Davis y Hammerberg et al. (1998) han mostrado el déposito de moléculas C3b
en la superficie de oncosferas de 7. taeniformis cultivadas in vitro. Estudios con
metacéstodos de T. taeniformis sugieren que los productos de excrecién
secrecion (E/S) activan y consumen complemento alrededor del cisticerco
(Hammerberg and Williams 1978). No obstante, la Paramiosina secretada por
cisticercos de 7. solfum se une a C 1 (molécula de complemento) y de esta
forma inhibe la via clasica de activacion del complemento (Laclette. 1992).
Mientras que la Taeniaestatina purificada de E/S de metacéstodos de 7.
taeniformis es un potente inhibidor de proteasas (tripsina y quimiotripsina)
ademds de que inhibe la via clésica y alterna de acrivacién de complemento
(Leid, 1987). Los parssitos han desarrollado estrategias, mediante las cuales,
evaden la respuesta inmune del hospedero. Infecciones con huevos de Taenia
estan asociadas con depresion del sistema inmune del hospedador, por
ejemplo, cerdos infectados con huevos de 7. solium exhiben disminucion en
el numero de células T CD4* en sangre periférica. A mayor ntimero de
cisticercos, menor numero de células CD4" (Molinari et al. 1987, Tato et al.
1987).En infecciones con T taeniformis se encontré decremento en la

respuesta proliferativa de células esplénicas de rata. Cuando se implantan
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cisticercos en la cavidad peritoneal en ratones se observa disminucion en la
actividad mitogénica de linfocitos expuestos a Concanavalina A , sin embargo,
la inmunosupresiéon desaparece cuando los cisticercos mueren (Willms 1980).
El metacéstodo de 7. solium secreta in vito, moléculas que
probablemente modulen la respuesta inmune, por ejemplo Tato et al. (1995) y
Arachavaleta. et al. {1998) han mostrado que una molécula pequeiia de ARN-
péptido, purificado de metacéstodos de 7. sofium, al que nombraron Factor de
Metacéstodo (FM) deprime la respuesta inmune al inhibir in vitre la sintesis de
interleucinas (IFN<c, IL-2, IL4 y FNT4) en linfocitos T de ratén. Otras
moléculas de interés, son las enzimas proteoliticas o proteasas de las familias
serina, thiol (cisteina), metallo y aspartico proteasas, éstas catalizan la hidrolisis
de uniones peptidicas y estin involucradas en un sin niimero de patologias en
las enfermedades parasitarias (MacKerrow 1989; 1985), por ejemplo: a)
Facilitan la invasion del hospedero catalizando 1la degradacion del tejido
conectivo como se ha observado en Schistosoma mansoni {(Chappell et al.
1993), Trichuris suis (Hill et al. 1993; Mansfiel y Utban 1995), Anisakis

simplex (Morris y Sakanari 1994), Hymenolepis diminuta, (Moczon 1996) y
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microfilarias de Onchocerca sp (Lackey et al. 1989); b) Interactian con el
sistema de coagulacion y fibrinolisis como en infecciones por Ancylostoma
caninum, en donde el parisito libera metaloproteasas que previenen la
coagulacion de la sangre, inhibiendo la formacién de fibrina durante la
alimentacién del parasito (Hotez y Cerami 1983); ¢} Facilitan sus estados de
transicion motfogénicos como es el caso de §. mansons (Lewert and Lee 1986;
Landsperger, et al. 1982; MacKerrow and DoenLoff, 1988); d) Participan en la
inhibicion de la quimiotaxis como es el caso de Echinococcus granulosus en
donde se ha reportado una proteina de 14 kda (Sheperd. et al. 1991} ¢)
Degradan moléculas del hospedador que sirven de alimento al parésito; por
ejemplo, estudios con §. mansons revelaron la participacion de una cisteina
proteasa con actividad hemoglobinolitica (Zenda et al. 1988), Haemonchus
contortus, produce anemia durante el periodo de infeccion (McKerrow et al.
1990 ), Trichuris suis, utiliza una tiol proteasa que degrada moléculas del
hospedador (Hill and Sakanari 1997). f) Evaden el sistema inmune o modulan
moléculas inmumes digiriendo moléculas del hospedero, por ejemplo rompen
IgG en regiones Fab y Fc como se ha registrado con una enzima parecida a

tripsina de 8. mansoni (Auriault et al. 1981); asi como una serina proteasa de

10
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Dirofilaria immitis (Tamashiro, y Scott 1987), una Catepsina tipo B en
Fasciola hepatica (Chapman and Mitchel 1982) y una Catepsina tipo S en
Spirometra mansoni, {Carmona et al. 1993; Kong Y et al. 1994); Tamashiro et
al. 1987; Jones et al. 1991);

Las proteasas identificadsa hasta el momento en extractos de metacéstodos
liofilizados de T. sofium cortesponden metalo, cisteina y aspartilproteasas las
cuales estin involucradas posiblemente en mecanismos de nutricién y digestion
de macromoléculas del hospedador (White et al 1992 ); En estudios mas
recientes con linfocitos humanos cultivados in vitro Molinari et al. (2000),ha
registrado que la actividad de una cisteina proteasa en productos de ES de
metacéstodos de T. solium induce disminucién de células T CD4". Efectos
similares de otras proteasas en otros parasitos han sido observadas por ejemplo,
se ha descrito una metaloproteasa de Leishmania mayor y L. donovani que
rompe enlaces peptidicos de moléculas de células CD4" humanas (Kharazmi et
al. 1994). Otros autores han registrado proteasas de origen bacteriano tales
como proteasas extracelulares de Legionella pneumophilia y de Pseudomonas

aeruginasa capaces de hidrolizar el receptor CD4".(Sawanari 1984) Ademas

11
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han estudiado otros receptores que pudieran estar involucrados como posibles
blanco de proteasas. En monocitos el receptor CD14" es blanco de proteslisis
por una cisteina proteasa de Porphyromonas gingivalis (Sagawara et al 2000).

El receptor CD4" presente en linfocitos T cooperadores tiene dos
funciones importantes en la activacién de las célula T, en primer lugar el CD4"
sirve como molécula de adhesion debido a su afinidad especifica por moléculas
del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) clase I que tienen
unidos péptidos antigénicos y en segundo, el CD4* puede transducir sefales o
facilitar la transduccion de sefiales mediada por el receptor para el antigeno en
células T al unirse a CPH activando a la célula.

El analisis de estos antecedentes hace pensar que las proteasas presentes
en E/S de metacéstodos de 7. solium participan de alguna forma en
mecanismos para prevalecer en el hospedero y uno de ellos corresponderia a la
modulacién de la respuesta inmune mediante la probal;le proteolisis de
proteinas de superficie.

El objetivo central de este trabajo es estudiar el efecto de proteasas de

metacéstodos de 7. solium en linfocitos humanos T CD4* debido a su papel

12
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como células cooperadoras que promueven la proliferacién, maduracion vy

funcién inmunitaria en otros tipos celulares.

13



HIPOTESIS

En estudios de algunos parsitos se han descrito diversas enzimas
proteoliticas que digieren moléculas de IgG que pertenecen a la familia de las
inmunoglobulinas. Por lo que, otras moléculas de esta superfamilia pudieran
verse afectadas por enzimas biologicamente activas liberadas como productos de

excrecion/secrecion (E/S) de metacéstodos de Taenia solium.

14



OBJET[VO GENERAL
a Estudiar la actividad de una cisteina proteasa en los productos de
excrecion/secrecién de metacéstodos de  Taenia solium sobre linfocitos T CD4'

humanos in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

O Caracterizar la cisteina proteasa de los productos de excrecion/secrecion por
medio de inhibidores y sustratos sintéticos fluorogénicos asi como por estudios de

zimografia.

@ Estudiar el efecto de productos de excrecion/secrecién de metacéstodos de T
solium sobre receptores de linfocitos humanos mediante inmunofluorescencia

directa por citometria de flujo.
© Estudiar el efecto de productos de excrecion/secrecion de metacéstodos de T

solium en linfocitos humanos sobre sintesis de interleucinas por medio de tincién

intracelular.

15



MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE PRODUCTOS DE  DE EXCRECION/ SECRECION DE METACESTODOS
DE Tzenia solium.

Metacéstodos de Taenia solium se disecaron de musculos de cerdos
cisticercosos, naturalmente infectados, los metacéstodos se lavaron
cuidadosamente con PBS 1 mM pH 7.4 estéril suplementado con penicilina (500
IU) y estreptomicina (500 pg/ml), enseguida se colocaron en cajas petri estériles
con PBS donde se mantuvieron durante 6 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, el sobrenadante se centrifugs a 14.000 rpm durante 20 minutos a
4°C e inmediatamente se filtro a través de membranas millipore estériles de 0.45
p de poro, la concentracion de proteinas se determiné por el método de Bradford

(1976).

CARACTERIZACION DE PROTEASAS ACTIVAS PRESENTES EN LOS E /S POR MEDIO DE
ZIMOGRAMAS Y ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA {PAGE).

Productos de E/S de metacéstodos (25 1g) se analizaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 8% en condiciones reductoras segan Laemmli
(1970). Los geles se tifieron con plata de acuerdo al protocolo de los fabricantes

(Pharmacia). Por otro lado se evidencié la actividad enzimatica de E/S (80 pg)

16



Material y métodos

usando como substrato gelatina porcina de piel tipo A, (SIGMA) a una
concentracion del 0.17% copolimerizada en geles de poliacrilamida al 8% bajo
condiciones no reductoras. Después de la electroforesis, los geles se incubaron
toda la noche a 37°C en amortiguador de citratos 0.1 M, pH 5.5, en presencia de
5 mM de Lecisteina con o sin E-64 (inhibidor de cisteina proteasa ) otros geles se
incubaron en amortiguador Tris HCl 0.1M pH 8.8 con o sin 10 mM de EDTA,
después de la incubacion los geles se tifieron con azul de Coomassie al 0.125%, el
exceso de colorante se elimino con varios cambios de metanol-4cido acético
(15:10) hasta visualizar las bandas de digestion atribuidas a la actividad de

proteasas presentes en los E/S.

DETECCION DE ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN LOS E/S UTILIZANDO SUBSTRATOS
FLUOROGENICOS .

Para detectar la actividad de proteasas presentes en los E/S de
metacéstodos de 7. solium, se utilizaron péptidos sintéticos como substratos
especificos  acoplados a un  compuesto  fluorescente  (7-amino-
4trifluorometilcumarina  AFC). Los substratos utilizados fueron benzyloxy-
carbonil-phenilalanina-arginina-AFC  (Z-Phe-Arg-AFC) para cisteina y serina

proteasa , Ser-Try-AFC para serina proteasa y ZHbr-Arg-AFC para metaloproteasas
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Y fueron adquiridos de Enzyme System Products (Livermore California). 1 pg de
cada substrato sintético se incub6por separado con 20 pg de ES /200 pl a 37°C
durante 2 horas con amortiguador de citrato de sodio 100 mM pH 4.9, con o sin
Lristeina 5mM como agente reductor, 6 amortiguador de TrisHCI 100 mM , con
o sin CaCl; 200 mM pH 7.5.

La actividad proteolitica se midi6 fluorométricamente (excitacion = 405nm y
emision = 505nm) en un Fluoroscan FL (Labsystems, Finland). Los resultados se
reportaron como nanomoles de AFC liberados, producto del desprendimiento de
la region fluorescente { AFC ) del substrato a consecuencia de la hidrolisis de E/S
durante la incubacion. Tomando en cuenta que 1 unidad de enzima activa es

igual a la cantidad que cataliza la liberacién de 1nm de AFC/ Zh/pg a 37°C.

ENSAYOS CON INHIBIDORES DE PROTEASAS SOBRE E/S

Los inhibidores de proteasas se obtuvieron de la compania Bohringer
Mannheim, (Alemania) y se utilizaron las siguientes concentraciones, trans-
epoxisucinil-1-leucilamino -4 guanidino butano (E-64), 1 uM inhibidor para
Cisteina y serina proteasa, aprotinina 0.3 pM inhibidor para serina proteasa y 10

mM etilendiamino tetraacetato de sodio (EDTA) inhibidor para metaloproteasas;
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Los E/S de metacéstodos (20 pg) se preincubaron con inhibidores de proteasas
(30 min, 37°C ) antes de ponerlos en contacto con el substrato sintético descrito
anteriormente. Las condiciones de reaccion se llevaron a cabo en placas de
poliestireno negras (Labsystems) en un volumen total de 200 pl durante 2
horas,los amortiguadores utilizados fueron citrato de sodio pH 4.9 y Tris HCI pH
15

Los resultados se indicaron como % de inhibicién segun la siguiente férmula::

% DE INHIBICION = nmol liberados (AFC) sin inhibidor menos nmol liberados

(AFC) con inhibidor/ nmol liberados sin inhibidor (AFC) x 100.

OBTENCION DE LINFOCITOS A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA HUMANA

Obtencion de células: se realizé a partir de 15 a 20 ml de sangre periférica
de donantes voluntarios, la sangre heparinizada se transfirié a un tbo cénico
estéril de 50 ml para centrifuga que contenia el mismo volumen de solucion de
poli sacarosa y diatrizoato de sodio (Histopaque 1077, SIGMA), se centrifugé por
30 minutos a 1500 rpm a temperatura ambiente, el plasma se desechd, las células
mononucleares se separaron y transfirieron a un tubo estéril, a las cuales después

de lavarse 2 veces con medio de cultivo (RPMI 1640), se les determiné su
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viabilidad usando la técnica de exclusion con azul de tripano. Finalmente, se
ajusto la suspension a 7.5x10* células/ml en RPMI 1640. Las células obtenidas en

estas condiciones se sometieron a diferentes tratamientos.

TINCION DE CELULAS HUMANAS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES (MOAB)
MARCADOS CON [SOTIOCIANATO DE FLUORESCEINA ( FITC) Y FICOERITRINA (PE)

Anticuerpos monoclonales fluoresceinados: se utilizaron anticuerpos anti
CD3 y anti CD4 humanos marcados con FITC, anti CDI19, anti CD8 y anti
CD25 humanos marcados con PE (BECTON DICKINSON). Cada 3.5X10* células
se incubaron con 250pug de E/S, (2 h, 37°C, 5% de CO; ), se resuspendieron en
PBS y se tifieron con 10 Iu del par de MoAb anti CD19/anti CD3, otras células
se tifieron con anti CD19/anti CD4, anti CD8/anti CD4 y ant CD25/anti CD4
marcados con PE / FITC respectivamente, la tincién se prolongo durante 20 min
a temperatura ambiente en la oscuridad. Las células se lavaron con 3 ml de PBS y
se centrifugaron a 1500 rpm por 7 minutos, el sobrenadante se eliminé y las
células se resuspendieron en 400 pl de PBS-Formaldehido al 0.5 % para
posteriormente ser analizadas por citometria de flujo.El rammiento de células en
sangre completa se llevé a cabo de igual manera como se describié en la

tincion celular con MoAb, sélo que, después de la tincion, se realizé la
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lisis de eritrocitos con 2 ml de solucién lisadora 1X (FACS Lysing
Solution 10X BECTONDICKINSON), las células se agitaron en vortex a
baja velocidad durante 5 segundos y se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente en la oscuridad, inmediatamente se
centrifugaron a 1,500 rpm durante 7 min y se resuspendieron en PBS-

Formaldehido.

TRATAMIENTO DE SANGRE TOTAL HUMANA CON DE METACESTODOS DE Tazenia
solium.

Sangre periférica humana heparinizada obtenida de voluntarios (200 pl) se
depositaron en tubos de 5 ml de fondo redondo (FALCON) adicionando 150 pg
de E/S de metacéstodos y 5 mM de Listeina, a los tubos testigo no se les agrego
E/S, las células se incubaron durante 2 horas a 37°C en 5% de CO,,
posteriormente se lavaron con 3 ml de PBS a 1500 rpm durante 7 minutos vy el
sobrenadante se desecho. Las células se tifieron con 10 pl de anticuerpo
monoclonal (MOAb) antiCD4 / antiCD8 humanos conjugados con fluoresceina
(FITC) y ficoeritrina (PE) respectivamente También se incluyeron tubos que

contenian células que se marcaron con anti-CD3-/anti-CD19- igualmente

21



Material y métodos.

marcados con FITCy PE , después de 30 min de tincién a temperatura ambiente
en oscuridad, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 2 ml de solucién
de lisis durante 10 min a temperatura ambiente. Las células se separaron por
centrifugacion a 1500 rpm durante 7 minutos. Finalmente, se lavaron 2 veces con
PBS y se fijaron con 400 pl de solucion de PBS-Formaldehido al 5%, los tubos se
mantuvieron al resguardo de la luz a 4°C hasta el momento de ser analizadas por

citometria de flujo en un FACS (BECTON DICKINSON).

EFECTO DE LOS E/S DE METACESTODOS DE Taenia. solium SOBRE LINFOCITOS
HUMANOS.

Linfocitos aislados en Histopaque (7.5x10*/ml RPMI) se colocaron en
placas de cultivo de 24 pozos (Costar), a los que se afiadic 100 ug de E/S de
metacéstodos de 7. sofium por cada 1.5x10* células conteniendo 5 mM de L
cisteina , se incluyeron células testigo sin E/S. Las placas se incubaron a 37°C en
una atmésfera de CO; al 5% por 2 a 5 h, otras se incubaron por2y3 h. Cada
hora, las células se lavaron con 3 ml de PBS pH 7.2, se centrifugaron durante 7

minutos a 1500 rpm para eliminar residuos de E/S y se tifieron con MoAb
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antihumano CD8/CD4, CD19/CD3 y CD19/CD4 y se analizaron en el
citometro de flujo adquiriendo 10,000 eventos/grafica.

INHIBICION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN E/S CON UN INHIBIDOR DE CISTEINA
PROTEASAS (E-64).

Con el objeto de comprobar que el efecto de E/S sobre linfocitos es debido a la
actividad de cisteina proteasa, se incluyé un pozo con células testigo a las que se
les anadié E/S preincubados por una hora con E-64 (inhibidor especifico de
cisteina proteasas) y se tifieron con anti CD8/anti CD4, las células se trataron de

igual manera a la ya antes descrita.

EFECTO DE LOS [;'./S EN LA SINTESIS DE INTERLEUCINAS SOBRE LINFOCITOS
HUMANQOS.

Se depositaron 2.1 x 10° linfocitos/2 ml de RPMI en pozos de placas de
cultivo (COSTAR), se aniadieron 5 mM de Lecisteina y 100 pg de E/S por cada
1.5x10* células, las células testigo no contuvieron E/S. Se incubaron a 37°C en
un ambiente de CO, al 5% por 2 h. Después de ese tiempo, las células se
transfirieron 2 tubos conicos de 15 ml (NUNC) con 6 ml de PBS y se

centrigufaron a 1500 rpm por 7 min, se eliminé el sobrenadante y el paquete
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celular se resuspendis en 2 ml de RPMI complementado con suero fetal bovino al
10% (GIBCO), las células se colocaron de nuevo en placas de cultivo con o sin
Concanavalina A (3 pg/ml). Se incubaron a 37°C en atmésfera de CO; al 5% por
48 h; 4 horas antes de finalizar el periodo de incubaci6n se adicionaron 20 pl de
Brefeldina A (20 pg/ ml), una vez finalizado el periodo de incubacién las células
se distribuyeron a razon de 3x10° células/tubo y se tifieron con MoAb contra
receptores de superficie anti CD4-FITC/anti CD8- PE y anti CD4-FITC/anti
CD25.PE humanos (Becton Dickinson), se incubaron por 25 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y posteriormente se les adicioné 1 ml de
solucion de lisis 1:10 por 15min a temperatura ambiente en la oscuridad. Se
centrifugé a 1500 tpm/7 min, el botén celular se resuspendié en 500 pl de
solucién permeabilizante (FACS, BD) 1:10 y se volvi6 a incubar como en el paso
previo. Se adicioné 2 ml de PBS con albumina sérica bovina al 0.5% con azida de
sodio al 0.1% (PBS-ABS) y se centrifugé a 1500 rpm/7 min. Las células se
resuspendieron y se tifieron con 10 pl de MoAb anti -IL-2-PE o anti-IL4-PE 6 anti
-IFNy -PE humanas (SIGMA), se incub6é durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad, se agregaron 2 ml de PSB-albitmina sérica bovina, se

centrifugd de igual forma, se decant6 el sobrenadante y las células se
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resuspendieron en 300 pl de PBS-Formaldehido al 0.5% guardandose a 4°C en la
oscuridad hasta su anilisis por citometria de flujo en un citémetro FACS

(BECTON DICKINSON).

ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se usé un kit de microesferas CaliBRITE™ de 2 colores marcadas con
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE), se utilizo el
programa de software FACSComp™ para calibrar el citoémetro,
configurar la compensacién entre fluorescencias FL1 y FL2 y verificar la
sensibilidad del instrumento a la dispersion frontal (FSC) y la
dispersion lateral (SSC) Los parametros antes sefialados se ajustaron
con un tubo testigo de células tefiidas con MoAb fluorescentes
utilizando el programa de software CellQuest. Se adquirieron 10,000
eventos/grafica (plot) por triplicado. Los resultados se registraron como
porcentaje de eventos adquiridos en los canales de FL1/FL2 para

detectar fluorescencia, habiéndose seleccionado los linfocitos en la

region 1 (R1) de cada grifica de FSC/SSC.
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CARACTERIZACION DE PROTEASAS EN LOS E/S DE METACESTODOS DE Taenia.
solium POR ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA Y ZIMOGRAFIA.

En la electroforesis de E/S en geles polimerizados con gelatina solo se
observaron dos bandas de digestion, una de ellas no se detecta cuando el
amortiguador de incubacion se le adiciona el inhibidor E-64, mientras que la otra
banda aparece de manera constante ante inhibidor EDTA y E64. (Figura 1 A).

La electroforesis en geles de poliacrilamida con los E/S vy tedida con nitrato de
plata revel6 la complejidad de las proteinas liberadas en los E/S como productos
de excrecion (Fig. 1B), comparativamente las bandas de digestion observadas en el
zimograma vy traslapadas con PAGE mostraron que las dos enzimas capaces de
digerir gelatina corresponden a pesos moleculares relativos superior de 70 Kda y
de 45 a 35Kda

DETECCION DE ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN LOS E/S UTILIZANDO SUBSTRATOS
FLUOROGENICOS E INHIBIDCORES DE PROTEASAS.

Los ensayos realizados para probar la presencia de actividad proteolitica
del tipo serina.cisteina y metalo en los E/S de metacéstodos de T, solium
revelaron hidrolisis del substrato Z-Phe-Arg-AFC (substrato especifico para cisteina

proteasa)} a pH 4cido, en presencia del reductor L- cisteina obteniéndose una
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kda

= 24

1 2 1 2

Figura. 1 Electroféresis en geles con gelatina y geles de poliacrilamida de exrracto
crudo de E/S de metacéstodos de T solium. Los E/S se cortieron a través de un
campo eléctrico en geles de poliacrilamida al 8 % y geles con gefatina al 0.17%,
después del corrimiento los geles se trataron y tifieron con azul de Comassie o tincién
argéntica. El carril 1 A muestra el extracto crudo de PES, Carril 2 A los PES incubados
con E-64, Carrill B PES y carril 2 B marcador de pesos moleculares.
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN PRODUCTOS DE E/S DE
METACESTODOS DE Taenia solium MEDIANTE INHIBIDORES Y SUSTRATOS
FLUOROGENICOS ESPECIFICOS

Substrato pH Activkiad especifica % de inhibicion
Fluorfluogénico nmoles de AFC/hug E-64 Aprot EDTA
Z-Phe-Arg-AFC 4.9 78 +14 91.74 426 309
4.9/ -cisteina 384 + 11 98.33 602 17.35
Ser- Try-AFC 7.5 12 £ .05 - — -
Z-Hbr-Arg-AFC 7.5 241t 1 910 102 9449

Cuadro 1.Los valores de actividad especifica representan el promedio de al menos tres ensayos
en cada caso. El porcentaje de inhibicién fue ealculado de [a siguiente forma: % de inhibicion
=nmoles de AFC liberado sin inhibidornmoles de AFC liberados con inhibidor /nmoles de
AFC sin inhibidor X 100; El pH para cada condicién indica el 6ptimo en el cual camaliza la

enzima.
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Sin embargo, el numero de eventos se ve ligeramente disminuido (datos no
mostrados). Pero cuando los E/S se incubaron con linfocitos purificados durante
un lapso de tres horas se observé que la poblacién de linfocitos T CD4+
disminuye de 35% hasta 15% durante la primer hora, este evento se prolongé
hasta la tercera hora llegindose a obtener porcentajes de 10% para la poblacién T
CD4+. Es importante aclarar que durante el periodo de incubacién el % de
células marcadas con CD19+ no parece ser afectado por los E/S (Figuras.3 y
4)-Con la finalidad de conocer que otros linfocitos T, ademss de las T CD4",
eran afectadas por E/ S se llevaron a cabo experimentos con sangre total y
linfocitos purificados los cuales se tifieron con anti CD8' y anti CD4". En los
experimentos con sangre total se observd de nuevo el efecto del abatimiento en la
poblacién T CD4" del 15% y ademas el nimero de eventos en células tratadas
con los E/S es dos veces menor que con células cultivadas en RPMI cuando son
tratadas durante dos horas (Figura 5). La poblacion de linfocitos CD8' tanto en
RPMI como trazada con E/S permanecié sin variacion (Figura 5A) Los ensayos
que se llevaron a cabo en linfocitos T CD4" para establecer los efectos inducidos
de E/S en funcién del tiempo, mostraron que la disminucién de linfocitos T

CD4* tuvo lugar desde la primer hora, y permaneci6 a lolargo de 3 horas
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FIGURA. 2 EFECTO DE LOS E/S DE METACESTODOS DE Taenia solium EN MARCADORES CD3
Y CDI19 DE CELULAS HUMANAS EN SANGRE PERIFERICA Sangre total {200 pl) cultivada por
2h a 37°C, 5% de CQ, en condiciones reductoras se traté con 100p g de E/S, después del
cultive las células fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales anti CD3FITC/antiCD19
PE , el cuadrante superior izquierdo representa las células marcadas con PE y el cuadrante
inferior derecho las células marcadas con FITC; El panel A muestra el andlisis por citometria
de flujo de células en RPMI, (testigo), v ¢l panel B células tratadas con E/S. Los valores
senalados estin dados en % derivado de la regionalizacion de linfocitos {(R1), cada plot
representa la adquisicién de 10000 eventos.
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FIGURA.3 CINETICA DE LOS E/S DE METACESTODOS DE Taenia solium SOBRE RECEPTORES
CD19" v CD4" BN LINFOCITOS HUMANOS. Linfocitos enriquecidos se cultivaron en medio
RPMI y 5mM de reductor Lcisteina durante 3 ha 37° C, 5% de CQ; vy tefidas cada hora con
Anticuerpos monoclonales anti CD4 FITC/and CD19 PE.

La figura A muestra el anilisis por citometria de flujo de células cultivadas en RPMI, el
cuadrante superior izquierdo representa las ¢élulas marcadas con anti CDI19 y el cuadrante
inferior derecho las células marcadas con anti CD4. La figura B representa el andlisis por
citometria de flujo de células cultivadas con 100pg de E/S . Los valores sefialados estin dados
en % derivado de la regionalizacién de linfocitos {(R1)} cuando son adquiridos 10000 eventos.
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Fig. 4 Cinética de los efectos inducidos por los productos E/S de metacéstodos de T sofium sobre
receptores CD4+ y CD19+ de linfocitos humanos de sangre periférica. El pane A representa el %
de células tefiidas cada hora que expresan el marcador CD4+ cuando son cultivadas en RPMI y E/S,
cl panel B representa el % de células tefiidas cada hora que expresan el marcador CD4+ cuando son

cultivadas en RPMI y E/S.
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FIGURA.5 EFECTO DE PRODUCTOS DE E/S DE METACESTODOS DE Taenia solium EN
MARCADORES CD4" Y CD8’ DE CELULAS HUMANAS EN SANGRE PERIFERICA. Sangre total (200pl)
cultivada por 2 hes a 37°C, 5% CO2 en condiciones reductoras fue tratada con 100pg de ES,
después del cultivo cada 3.5x10" células se tifieron con anticuerpos monoclonales anti humano
anti CD4+ FITC / PE anti CD8+PE, &l cuadrante superior izquierdo representa las células
marcadas con PE y el cuadrante inferior derecho las células marcadas con FITC; el panel A
muestra el andlisis por citometria de flujo de células en RPMI, y el panel B células tratadas con
ES. Los valores sefialados estin dados en % derivado de la regionalizacién de linfocitos
{R1)Cada plot representa la adquisicion de 10000 eventos.
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con una reversién a pattit de la cuarta hora. La disminucion solamente se
observé en células T CD4'y no en T CD8" ni linfocitos B (Figuras 3 y 6). Es
importante aclarar que el niimero de eventos durante la cinética también sufrio
decremento, pero sin perjudicar la relacion entre células T CD8*/ CD4* como
se observo en condiciones con RPMI (Figuras 6y 7 ).
Para conocer si la proteasa involucrada en el efecto de la disminucion de la
poblacién T CD4" era una cisteina proteasa, se incubaron linfocitos purificados
con RPMI, E/S vy E/S inhibidos con E-64 durante dos horas. Los resultados de
estos experimentos demostraron que los E/S inhibidos con E-64 e incubados con
células no son capaces de modificar significativamente la proporcién de linfocitos
T CD4 que se observa cuando las células son expuestas a RPML El decremento
que se nota en el panel C de la figura 8 se debe al efecto téxico del E—64, como se
pudo observar en la disminucién del niimero de células adquiridas en la regién 1
y en la posicién de las células en los cuadrantes. A pesar de esto, se conservé la
proporcion de CD4°/CD8’ en forma similar a la observada en el control (figura

8).
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CINETICA DE PRODUCTOS E/S DE
METACESTODOS DE T. sollum SOBRE EL
RECEPTOR CD4 EN LINFOCITOS HUMANOS
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Fig. 7 Cinética delos efectos inducides por los productos E/S de metacéstodos de T sofium sobre
receptores CD4+ y CD8+ de linfocitos humanos de sangre periférica. El panel A representa el % de
células tefiidas cada hora que expresan el marcador CO4+ cuando son cultivadas en RPMIy E/S,
el panel B representa el % de células tefiidas cada hora que expresan el marcador CD8+ cuando

son cultivadas en RPM| y E/S,
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FIGURA. 8 EFECTOS INDUCIDOS POR LOS E/S INHIBIDOS CON E64 SOBRE
LINFOCITOS HUMANOS TCD4*.

Anslisis por citometria de flujo de linfocitos cultivados en RPMI SmM Lecisteina
con osin 100pg de E/S 6 E/S-E64 durante 2h a 37°C,5 %CQ2.

El panel A muestra el anilisis por citometria de flujo de células cuitivadas en
RPM], el panel B muestra el anlisis por citometria de flujo de células cultivadas
con E/S y el panel C Andlisis por citometria de flujo de células cultivadas en
presencia de productos de ES inhibidos con E-64. Los valores sefialados estan
dados en % derivado de la regionalizacién de linfocitos (R1). Cada plot representa
la adquisicion de 10000 eventos.
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EFECTO DE LOS E/S EN LA SINTESIS DE INTERLEUCINAS SOBRE LINFOCITOS
HUMANOS

Se trataron linfocitos con los E/S durante dos horas para permitir su interaccién
ante las secreciones, cuando se analizaron por citometria de flujo se pudo
corroborar la disminucién de la poblacién de linfocitos T CD4+ (figura A y B).
Cuando estas células se incubaron ahora con Con A durante 48 h se observo que,
los linfocitos tratados con E/S fueron capaces de responder al estimulo con
Concanavalina A Por lo que cuando las células marcadas con anti CD25/anti
CD4 se analizaron por citometria de flujo, el niimero de células estimuladas tanto
en RPMI, Con A y E/S-Con A aumenta hasta cinco veces mas comparado con
células no estimuladas con Con A (Figura 9 C y D). Mientas que el monitoreo de
produccion de citocinas intracelulares como I1-2, IFNy, e IL4, se ohservo que
linfocitos tratados con los E/S y estimulados con Con A producen menos IL-2 e
[FN-ot en comparacién con linfocitos estimulados con Con A con valores de P=
0.001 y P= 0.007 respectivamente, (Figuras 10 y 11)., Mientras que linfocitos
tratados con los E/S y estimulados con Con A produjeron en uno de dos
experimentos, mayores niveles de IL4 con respecto a linfocitos tratados sélo con
Con A. (Figura 12); El andlisis estadistico para la confiabilidad de los datos se
obtuvo de la aplicacion de tablas de contingencia 2X2 con Chi cuadrada.
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FIGURA. 9 EFECTO DE E/S DE METACESTODOS DE Teenia solium SOBRE ACTIVACION
Y PROLIFERACION DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA HUMANA. Linfocitos
enriquecidos se cultivaron por 2 horas en medio RPME v E/S en condiciones
reductoras, 3x10° células de cada tratamiento se lavaron vy tifieron con MoAbFITC anti
CD4 /MoAb-PE anti CD8, el resto de las células se incubaron de nuevo durante 48
horas en medio RPMI, RPM] concanavalina A (Con A ), E/S y E/S Con A a 31Cy 5%
CO02, 3x10° células de cada tratamiento fueron lavadas y tefidas con MoAbFITC anti
CD4 /MoAb-PE anti CD25, el cuadrante supetior izquierdo representa las células
marcadas con PE el cuadmante superior derecho representa las células con doble marca
(PE y FITC) y el cuadrante inferior derecho las células marcadas con FITC. Los valores
sefialados estin dados en % derivado de la regionalizacion de linfocitos (R1) Cada plot
representa la adquisicion de 10000 eventos,
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FIGURA. 10 Produccién de IL-2 en linfocitos humanos tratados in vitro con E/S, se
presentan los valores en porcentjes de 10,000 eventos analizados por citometria

de flujo para la poblacién CD4* / CDS".
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FIGURA. 11 Produccion de IFNY en linfocitos humanos tratados in vitro con E/S,
se presentan los valores en porcentajes de 10,000 eventos analizados por
citometria de flujo para la poblacion CD4* / CD§".
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FIGURA. 12 Produccion de IL-4 en linfocitos humanos tratados in vito con E/S, se
presentan los valores en porcentajes de 10,000 eventos analizados por citometria de flujo
para la poblacion CD4" / CD8".
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DISCUSION

La liberacion in vitro de E/S por parte de los parasitos es de considerable interés,
ya que se presume que estos productos son liberados in vivo. Avances recientes
con el fin de entender la bioquimica y biologia molecular de los pardsitos han
llamado la atencién particularmente sobre moléculas que son la clave en su ciclo
de vida o de la patogénesis. Un grupo de enzimas que estan involucradas en estos
procesos son las proteasas derivadas de parisitos (MacKerrow et al. 1993).
Diferentes tipos de proteasas son frecuentemente expresadas en diferentes
estadios del ciclo de vida de los parasitos por ejemplo: ensayos realizados in vitro
para observar la degradacién sobre la matriz extracelular, han mostrado que el
daiio al tejido es atribuido a Haemonchus contortus ya que degrada coldgena y
elastina (Mckerrow 1989). Estadios larvales de Schistosoma mansoni
Onchocerca sp. y Strongyloides stercolaris utilizan proteasas para atravesar la
capa epidérmica, membrana basal, tejido conectivo dérmico y paredes de vasos
sanguineos, estas proteasas han sido caracterizadas como del tipo serina y
metaloproteasas (Lackey et.al 1989). Las proteasas de tenidos que se han
registrado, corresponden a peptidasas del tipo serina, cisteina y aminopeptidasas
probablemente involucradas en la invasién de la mucosa intestinal del hospedero

intermediario por oncosferas de 7. saginata (White 1996). La caracterizacién de
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proteasas de 7. solium ha mostrado peptidasas del tipo tiol, serina, metalo y
aspdtrtico, todas ellas identificadas en los E/S mediante substratos fluorogénicos,
cromatografia de filtracién por gel 6 zimogramas con substratos hidrolizables
{White et al. 1992, Molinari et al. 2000).
Actualmente, la electroforesis en geles con substratos es la principal técnica de
tipo analitico (cualitativo) usada para detectar proteasas, las ventajas que ofrece
esta metodologia incluyen la posibilidad de detectar especificamente proteasas
activas de un extracto crudo complejo (zimogramas), sin la necesidad de someter a
purificacion preliminar (Michaud 1998). Las proteinas méas ampliamente
utilizadas como substrato para la deteccion de proteasas separadas por
electroforesis son proteinas comercialmente disponibles como gelatina, caseina,
albiimina sérica bovina o hemoglobina.

Particularmente, las proteasas identificadas en los E/S de metacéstados de
7. solium por medio de zimogramas utilizando gelatina como substrato,
mostraron la presencia de al menos dos enzimas secretadas activamente, una de
ellas que hidroliza la gelatina a pH 5.5 en medio reductor , se inhibe con E-64 y
migra aproximadamente entre los 35 y 45 Kda. Esta proteasa, por sus

caracteristicas de hidrélisis, probablemente pertenece a la familia de las tiol
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proteasas ya que estas enzimas se caracterizan por actuar de pH icido a basico
siendo su optimo de pH 4.5-5.5 (MacKerrow et al. 1993). Esta caracteristica
favorece a la enzima y por supuesto al pardsito para actuar en un mayor nitmero
de sitios del hospedador, siempre y cuando las condiciones reductoras estén
presenten de manera favorable, ya que de lo contrario si el grupo tiol del sitio
activo es oxidado pierde esta enzima su capacidad proteolitica. La otra enzima
activa identificada en geles con substrato es una proteina con una masa superior
a los 70 Kda, su mayor actividad proteolitica es a pH basico pero no se inhibe
completamente cuando es incubada con EDTA (datos no mostrados). De manera
similar en el extracto crudo de E/S de metacéstodos de 7. sofium se
caracterizaron dos proteasas secretadas activamente cuando se utilizaron
substratos sintéticos fluorogénicos, la actividad especifica observada con el
substrato Z-Phe-Arg-AFC se intensificé de 78 a 384 nmoles liberados solo cuando
el buffer de reaccién contenia cisteina a pH 4cido y se inhibic hasta un 98%
cuando se incub6 con E-64. Estas propiedades son caracteristicas de la familia de
las cisteina proteasas, las cuales presentan un grupo tiol que es esencial para la
actividad proteolitica, ademds de requerir agentes reductores como L<isteina,

DTT, o Z mercaptoetanol in vitro, para facilitar la conformacién éptima y
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aumentar su actividad. Debido a que los grupos tiol a menudo son bloqueados de
forma natural o experimental, la hidrélisis de ZHbr-ArgAFC no se observé en
presencia de EDTA, y con E64 solo se inhibié un 15%, lo que sugiri6 la
presencia de una metaloproteasa. Sin embargo, no se detecté actividad
proteolitica para serina proteasa mediante el uso de substrato fluorogénico lo que
hace suponer que, esta enzima es sintetizada por el metacéstodo en menor
cantidad bajo las condiciones en las que obtienen los productos de E/S. Con el
empleo de substratos sintéticos fluorogénicos especificos para identificar enzimas
de las familias tiol, metalo y serina proteasas se confirmoé de manera mads precisa
la presencia de cisteina y metaloproteasas presentes en los extracto crudo de E/S.
Esto hace suponer que las dos enzimas que se identificaron por zimogramas

corresponden a proteasas de las familias cisteina y metaloproteasas.

En lo que respecta a proteasas de T. solium se cuenta con una aproximacion del
posible papel biolégico que pudieran jugar in vive, White et al. (1992) han
demostrado la participacion de una cisteina proteasa que hidroliza Z-Phe-Arg-
AFC, y hemoglobina, también se han caracterizado aspartilproteasas inhibidas
por pepstatina y metaloproteasas inhibidas por EDTA, todas ellas presentes en

extractos de metacéstodos de 7. sofium. Por otra parte, Molinari et al. (2000) han
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caracterizado proteasas de 7. solium de las familias serina, tiol y metalo
mediante el uso de substratos fluorogénicos, inhibidores especificos y por
zimografia.

Una serie de experimentos que se han venido realizando con E/S de parasitos en
células humanas han demostrando, sin lugar a dudas, la participacion de las
proteasas como moléculas de modulacion de la respuesta inmune de hospederos.
Los cisticercos de T. solfum viven por afios modulando la respuesta inmune del
hospedero (White 1997) sin embargo, infecciones con oncosferas de Taenia son
asociadas con la depresion de la respuesta inmune. Por ejemplo, cerdos infectados
con huevos de 7. solium tienen disminuidos el nimero de células CD4" en
sangre periférica (Molinari et.al. 1987). Sin embargo, la respuesta inmune es
reactivada cuando el cisticerco muere, observindose un considerable aumento de
la reaccion inflamatoria alrededor del cisticerco.

Es importante subrayar que el tipo de respuesta inmunitaria hacia el cisticerco
depende principalmente de la respuesta inmune celular para 7. solium y T,
crassiceps (Molinari et.al 1983a, Molinari et al. 1983b, Robinson et.al 1997). En
lo particular, los ensayos realizados con E/S con el propésito de conocer el efecto

de las proteasas liberadas por 7. sofium, sugieren que el decremento de células
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inmunes sea un factor central de la inmunomodulacién. El nitmero de eosinéfilos
también disminuyé cuando E/S fueron afiadidos a sangre total (Figuras 2B R3).
La poblacion de linfocitos T CD4" humanos tanto purificados como de sangre
total periférica {tratada in vitro con E/S) disminuyeron en funcién del tiempo.
Este evento pudiera alterar de manera directa la respuesta inmune celular in vivo
debido a que las células T cooperadoras estin intimamente relacionadas con la
expulsion de parasitos intestinales como ya se ha reportado para 7. muris,
Trichinella spiralis (Grencis, Reidlinger & Wakelin 1985) y en Nippostrongilus
brasiliensis (Katona, Urban y Fikelwan 1985).

Asi mismo, de acuerdo a las cinéticas, en donde se utilizaron anticuerpos
fluorosceinados anti CD4/ anti CD8 y anti CD19/anti CD4, se observé la
recuperacion del porcentaje de células T CD4", pero no asi del namero de
eventos, lo que sugiere los E/S probablemente hidrolizan el receptor CD4" y
cuando estas células son adquiridas por citometria son contabilizadas pero
muchas de ellas no presentan el marcador CD4" por lo que el anticuerpo
fluoresceinado no se une al receptor y ésto provoca la disminucion en la
poblacion. Este no es el tinico evento que puede provocar la disminucién de la

poblacion T CD4’, ya que se ha reportado que los productos de E/S de otros

49



Discusion

parasitos inducen apoptosis en diferentes tipos celulares. También se observe
decremento en el numero de eventos registrados sobre todo entre la segunda y
tercera hora, que es el tiempo en que se registran los valores mas bajos de
marcadores T CD4". Ensayos anélogos realizados con E/S han demostrato la
hidrolisis de las moléculas CD4" desde la séptima hasta las 24 horas. Esto sugiere
que el tiempo, la actividad enzimitica, el impedimento alostérico y algunos
componentes en los E/S de cada pardsito repercuten de forma diferente cuando
entran en contacto con diferentes células.

El anilisis de los experimentos realizados sugiere a una proteasa de las familia de
la cisteina responsable del efecto de la disminucién de la poblacién T CD4', ya
que cuando se llevaron a cabo ensayos con E/S pre-incubados con E-64, la
poblacion de linfocitos T no sufrié alteracion en su poblacion.

Estudios con proteasas de otros pardsitos han demostrado la disminucion de
receptores y la participacién de una cisteina proteasa que hidroliza moléculas
CD14" de monocitos humanos (Shunji Takahisa and Takada 2000). La
subunidad alfa CD25" de celulas T humanas es hidrolizada por una cisteina
proteasa de Dermatophagoides pteronyssinus y como resultado de ésto, las

células mostraron marcada disminucion en su proliferacién. Otro ejemplo, es el
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de una metaloproteasa de Leishmania mayor y de L. donovani que rompen
moléculas CD4+ de células T humanas {Hey, Kharazim et al 1994).

Otro evento en el cual estin involucrados los linfocitos T CD4* corresponde a la
produccién de interleucinas como moléculas mediadoras responsables de
promover diferentes reacciones inmunopatologicas (Romangnani 1994; Grencis
1993). Especificamente, en los ensayos realizados con E/S de metacéstodos de 7,
sofium con linfocitos humanos in witro, se obtuvo activacién y proliferacion de
linfocitos, estos resultados mostraron que al menos una enzima (cisteina proteasa)
en los E/S de metacéstodos de T sofium, disminuyen significativamente el
ntmero de linfocitos T CD4+ in vio. Lo que sugiere que el pardsito
(metacéstodo) puede liberar en el huésped intermediario, las enzimas
caracterizadas en este trabajo por lo que in vivo podrian estar modulando la
respuesta inmune del huésped a través de disminuir importantemente linfocitos T
CD4+ en los tejidos adyacentes a la ubicacién del parssito, principalmente en el
sistema nervioso central lo que le permitiria al pardsito sobrevivir mucho tiempo
en su huésped.

Por otro lado, se observo mayor sintesis de interleucina IL4 y en menos cantidad

de IL-2 e IFN+y en células tratadas con E/S y estimuladas con Con A, lo que se
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pudiera deber a que el nimero de eventos de la poblacion de las células CD4*
se ve disminuido. Se tendrian que realizar experimentos para determinar sf existe
una polarizacion real inducida por la incubacion con los E/S, por lo pronto no
tenemos datos experimentales que apoyen esta hipotesis. Lo que si esta claro es

que, los E/S no afectan la produccién de citocinas inducida por mitégenos.
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CONCLUSIONES

La actividad proteolitica de cisteina proteasa caracterizada por estudios de
zimografia y ensayos con subtratos sintéticos fluorogénicos sugiere que esta
enzima es la responsable de la disminucion de linfocitos T CD4* humanos, ya

que cuando los E/S son inhibidos con E-64 no se observa dicho evento.

A pesar del efecto de la cisteina proteasa sobre los linfocitos T CD4+, éstas células
son capaces de responder a estimulos como la Concanavalina A promoviendo la

proliferacion y sintesis de moléculas mediadoras de la respuesta inmune.

La cisteina proteasa secretada por metacestodos de 7. sofium parece estar

intimamente relacionada con la evasion de la respuesta inmune hacia su

hospedador debido al tipo de moléculas que hidroliza.
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