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ABSTRACT 

In early stages of experimental murine cysticercosis by 7. crassiceps, there is a clear 

but transient Th1-type immune response characterized by high levels of IL-2, IFN-y, : 

concanavalin A and antigen specific response, delayed-type hypersensitivity and IgG2a 

antibodies, that associates with a low rate of parasite reproduction. As time of infection 

progresses an energic and more permanent Th2-type response follows (characterized by 

high levels of IL-4, IL-6, IL-10, IgG2b and IgG1 antibodies) that in turn associates with an 

increment in the speed of parasite reproduction and a down-regulation of Thl-type 

response. The sequential activation of Thl-type and Th2-type responses in murine 

cysticercosis would results in increasing parasite reproduction, explaining the long time 

residence and the massive parasite intensity reached in chronic infections. 

Resistance and susceptibility to different parasitic diseases have been associated 

with the predominance of Thl-type or Th2-type immune responses. However, little is 

known if one or the other protects in murine cysticercosis, although the above mentioned 

results point to the Thl-type immune response to do so. To determine the role of Thl-type 

and Th2-type cytokines in this parasitosis, mice were treated with, Monoclonal Antibody 

(MoAb) anti-cytokines or with recombinant murine (rm) cytokines during early stages of 

infection. Female mice receiving MoAb anti-IL-10 developed a lesser parasite burden than 

control mice when were infected with 7. crassiceps cysticerci, a Th1-type response was 

found in these animals. On the contrary, mice receiving MoAb anti-IFN-y showed a severe 

increase in the parasite burden after infection with T. crassiceps. Treatment with 

recombinant cytokines confirm these results, mice receiving IFN-y and IL-2 developed a 

significantly lesser parasite burden, whereas rm IL-10 treated mice showed a significant 

increase in the susceptibility to the parasite. The Th1-type immune response appears to play 

a fundamental role in the protection against 7. crassiceps cysticercosis, with IL-10 favoring 

parasite installation. 

Several other factors were also analyzed in regard to their participation in 

susceptibility to 7. crassiceps. We evaluated the cytokine production by peritoneal 

macrophages from parasitized mice. This cells produced higher levels of IL-6 in response 

to LPS than peritoneal macrophages from normal mice, whereas the production of IL-12 

and TNF-c were not significantly modified. \lacrophages from infected mice also showed 
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alterations in their surface markers, where the expression of B7-1 molecules were slightly 

down-regulated, whereas the B7-2 molecules were over-expressed at 8 weeks after 

infection. These data could be related with the polarization of the immune response towards 

a Th2-type in this infection. 

In recent years, it has been shown that prostaglandins (PG) play a role in the 

regulation and/or polarization of the immune responses in several parasitic diseases. Here 

we also evaluated the role played by PG in murine cysticercosis, through of in vivo 

treatment with indomethacin (an inhibitor of PG) or PGE2. Results showed that mice 

treated with indomethacin during 4 weeks of infection have a significantly reduced parasite 

burden compared with contro! mice. In contrast, mice receiving PGE2 showed a higher 

susceptibility to the infection with 7. crassiceps. These data suggest a role for PGE2 in the 

susceptibility to murine cysticercosis, which presumably exert their actions by affecting T 

cell responses and down-regulating of immune response against the parasite. 

Our results suggest that a Thi-type immune response is involved in protection 

against cysticercosis caused by 7. crassiceps, and that host’s Factors can be of influence on 

the down-regulation of this response, modifying in this way the susceptibility to the 

infection. 
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RESUMEN 

El modelo experimental! de cisticercosis murina causada por Taenia crassiceps ha 

sido utilizado para determinar diversos factores biologicos que participan en la relacién 

huésped-parasito. En esta infeccion no se habia analizado el tipo de respuesta inmune que 

podria estar relacionada con la resistencia o susceptibilidad. En este trabajo se estudiaron 

varios de los factores que pueden modular la respuesta inmune, en principio se analizo la 

cinética de esta respuesta durante 32 semanas después de la infeccion. Posterioremente se 

hicieron experimentos para determinar qué tipo de respuesta esta asociada a resisitencia y 

cual a susceptibilidad. Al final se analizaron otros factores bioldgicos que pueden alterar la 

susceptibilidad y/o la respuesta inmune contra la cisticercosis causada por 7. crassiceps. 

En Jas fases tempranas de la cisticercosis experimental murina por T. crassiceps, 

hay una clara pero transitoria repuesta inmune tipo Thl, la cual se caracteriza por niveles 

altos de IL-2 e IFN-y, una buena respuesta a la concanavalina A, al antigeno especifico, de 

hypersensibilidad tardia y de anticuerpos 1gG2a que se asociaron con un bajo crecimiento 

parasitario. Conforme el tiempo infeccion progresa hay una enérgica y permanente 

respuesta de tipo Th2 (caracterizada por niveles altos de IL-4, IL-6, IL-10, IgG2b y IgG] 

anticuerpos) que a su vez se asocio con un incremento en la velocidad de reproduccién del 

parasito y una disminucion de la respuesta tipo Th1. La activacion secuencial de las 

respuestas tipo Thl y Th2 en la cisticercosis murina podria favorecer la reproduccidn del 

parasito, explicando de ésta manera la larga residencia del parasito y la masiva colonizacion 

de su huésped en las infecciones cronicas. 

La resistencia y susceptibilidad a las diferentes enfermedades parasitarias han sido 

asociadas con el predominio de las respuesta inmunes tipo Th1 o Th2. Sin embargo, poco 

se conocia si un tipo de respuesta o la otra protege en contra de la cisticercosis murina, 

aunque los anteriores resultados apuntan a la repuesta inmune tipo Thl como la posible 

protectora. Para determinar el papel de las citoicinas Thi y Th2 en esta parasitosis, se 

trataron ratones con anticuerpos monoclonales (MoAb) anti-citocinas o con citocinas 

recombinantes murinas (rm) durante las fases tempranas de la infeccién. Los Ratones 

hembras que recibieron MoAb anti-[L-10 desarrollaron una carga parasitaria menor que los 

controles cuando se infectaron con el cisticerco de 7. crassiceps, se observé una respuesta 

tipo Th1 en estos animales. Por el contrario, los ratones que recibieron anticuerpos anti- 
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{FN-y mostraron un severo aumento en la carga parasitaria. El tratamiento con las citocinas 

recombinantes confirma estos resultados, pues los ratones uge recibieron IFN-y + IL-2 

desarrollaron cargas parasitarias significativamente menores. Mientras que los ratones 

tratados con IL-10rm_ mostraron un aumento siguificativo ea ta susceptibilidad al parasito. 

La respuesta inmune tipo Thi tiene un papel findamental en Ja proteccién contra la 

cisticercosis por 7. crassiceps, donde la IL-10 parece favorecer 1a instalacién del parasito. 

También se analizaron otros factores con respecto a su participacién en la 

susceptibilidad a T. crassiceps. Se evalud la produccién de citocinas por macrofagos 

peritoneales de los ratones parasitados. Estas células produjeron niveles mas altos de IL-6 

en respuesta al LPS que los macrofagos peritoneales de los ratones normales, mientras que 

-la produccion de IL-12 disminuy6 en las primeras semanas de infeccion y el TNF-a no se 

modificé significativamente. Los macréfagos de los ratones infectados también mostraron 

alteraciones en sus marcadores de membrana, donde la expresién de la molécula B7-1 fue 

inhibida ligeramente, mientras que la molécula B7-2 se sobre expresd después de 8 

semanas de infeccién. Estos datos podrian relacionarse con la polarizacion de la respuesta 

inmune hacia el tipo Th2 que se observé en esta infeccién. 

En affos recientes, se ha demostrado que las prostaglandinas (PG) jueguan un papel 

importante en la regulacion y/o polarizacion de la respuesta inmune en varias enfermedades 

parasitarias. Aqui también se evalué el papel que tienen las PG en la cisticercosis murina, a 

través de un tratamiento i vivo con indometacina (un inhibidor de PG) o de PGE2. Los 

resultados mostraron que los ratones tratados con indometacina durante las 4 semanas de 

infecciOn tuvieron una carga parasitaria significativamente menor comparada con los 

ratones control: Encontraste, los ratones que recibieron PGE2. mostraron una 

susceptibilidad mayor a la infeccién con 7. crassiceps. Estos datos sugieren un papel para 

la PGE2 en la susceptibilidad a la cisticercosis, la cual probablemente ejerce sus acciones 

afectando la respuesta de las células T e inhibiendo la respuesta inmune efectora contra ef 

parasito. 

Nuestros resultados sugieren que una respuesta inmune tipo Th1 est4 involucrada en 

ja proteccion contra la cisticercosis causada por T. crassiceps, y que factores del propio 

huésped pueden influir en la inhibicion de esta respuesta, modificando de asi la 

susceptibilidad a la infeccién. 
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INTRODUCCION 

Las enfermedades parasitarias son un problema de salud publica a nivel mundial. Los 

parasitos generan mayor morbilidad y mortalidad que cualquier otra clase de organismos 

infecciosos, principalmente en paises en desarrollo. Se estima que cerca del 30% de la poblacion 

del mundo esta infestada con alguno de los diversos parasitos que pueden colonizar al hombre 

(Kollberg, 1994). La magnitud del problema es la principal raz6n del gran interés acerca de la 

inmunidad a los parasitos, provocando el desarrollo de la inmunoparasitologia como una rama de 

la inmunologia (Abbas, 1995). Los agentes causales de estas parasitosis son principalmente 

protozoarios y helmintos. En la mayoria de las infecciones causadas por protozoarios después de 

que el huésped se recupera, redunda en una respuesta inmume protectora y de larga duracion. Por 

el contrario, las infecciones por helmintos generalmente son crénicas y persisten en el individuo 

durante largos periodos, siendo el huésped incapaz de generar una inmunidad protectora a pesar 

de la repetida exposicion al parasito. Tipicamente, estos helmintos son casi siempre patogenos 

extracelulares y no se reproducen en ausencia de un huésped intermediario o al menos poseen un 

paso en su ciclo de vida a través del suelo 0 el agua. Ademas, debido a que presentan ciclos de 

vida complejos, con antigenos estadio-especificos, el control inmunoldgico de estas infecciones es 

problematico. Se a ee 

Las parasitosis por helmintos son una de las causas de mayor morbilidad en la poblacion 

humana, particularmente en los trépicos y subtropicos, y especialmente en los paises 

subdesarrollados (Maizels et al., 1993). La patogenicidad de los diferentes parasitos varia por 

distintas causas: la via de entrada al huésped, el estadio que infecta al huésped, la localizacion 

anatoémica en la que se instala el parasito, la cronicidad de la imnfeccion y la cantidad de individuos 

que infectan al huésped. La capacidad de los helmintos para sobrevivir en el huésped por largo 

tiempo, a pesar de ser reconocidos y atacados inmunoldgicamente, es uno de los principales temas 
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de investigacion en el campo. Debido a estas razones, el desarrollo de vacunas contra parasitos ha 

sido considerado como un objetivo importante en paises subdesarrollados. Sin embargo, puesto 

que se trata de organismos complejos, las vacunas posiblemente no podran darse si no se conocen 

detalladamente los mecanismos inmunoldégicos que estan involucrados en la susceptibilidad 0 , 

resistencia al parasito, asi como los mecanismos que utilizan éstos para evadir o resistir la 

respuesta inmune. 

Los mecanismos que utilizan las diferentes especies de parasitos para establecerse, 

temporal o permanentemente, en un huésped inmunolégicamente competente son complejos y 

variables. Algunos parasitos manipulan la respuesta inmune para favorecer su establecimiento e 

incluso aprovechan algunas de las citocinas secretadas por el huésped para su propio desarrollo o 

bien para pasar de una fase a otra dentro de su ciclo de vida (Amiri et al., 1992). Actualmente se 

acepta que el resultado de muchas de las infecciones parasitarias en términos de resistencia 0 

susceptibilidad esta determinado por el patron de respuestas que tienen las diferentes 

subpoblaciones de células T CD4+ involucradas en la respuesta inmune antiparasitaria. 

PARTICIPACION DE LAS SUBPOBLACIONES Thi Y Th2 EN INFECCIONES 

PARASITARIAS. 

Con el objetivo de conocer la participacién e importancia que tienen estas subpoblaciones 

de lnfocitos en Ja respuesta inmune contra patogenos extracelulares, se ha dado wna intensa 

investigacion sobre la caracterizacion de la respuesta inmune en contra de helmintos, 

especialmente en el contexto de la red de citocinas que participan durante el establecimiento y/o 

rechazo del parasito. 

Las clonas de células Th CD4+ pueden subdividirse de acuerdo al patrén caracteristico de 

citocinas que secretan después de ser estimuladas (Mosmann et al.,1986; Coffman et al 1987). En 

general, una estimulacion antigénica repetida de células Th CD4+, in vitro, da como resultado el 
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desarrollo de un patrén restringido en la produccion de citocinas que por lo general son de uno u 

otro de los dos tipos siguientes: 

},- Patron Th, provocado por las células que producen IFN-y, IL-2 y linfotoxina. Este tipo de 

células son las responsables de la inmunidad mediada por células (activacién de macréfagos, 

citotoxicidad dependiente de anticuerpos y de la hipersensibilidad retardada). 

2.- Patron Th2, provocado por las células que producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. La 

principal caracteristica de este subtipo celular es que generan y mantienen respuestas inmunes de 
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tipo humoral (proliferacion y diferenciacién de linfocitos B; elevacion de produccién de IgG} e 

IgE; inmunidad de las mucosas a través de la activacion de las células cebadas y de la produccion 

de IgA; inducen también la proliferacion y diferenciacién de eosinofilos). 

Una vez que han sido estimuladas y que se han expandido estos dos subtipos celulares 

tienden a regularse negativamente uno a otro, a través de la accion de las diferentes citocinas que 

producen. E] IFN-y disminuye la proliferacion de las células Th2, la liberacion de IL-10 por 

macr6fagos y el reclutamiento de eosindfilos; mientras que IL-4 e IL-10 inhiben la accién del IFN- 

y sobre sus células blanco, e incluso disminuyen la produccién de esta citocina y de IL-2 por las 

células Th1, asi como la proliferacion de éstas (Fiorentino et al., 1992; Romagnani, 1997). 

A pesar de que los mecanismos mutuamente excluyentes que se dan entre estasdos’ ~~ 

subpoblaciones celulares han sido estudiados en detalle, no existen evidencias contundentes de 

como se desarrolla una respuesta de tipo Thl o Th2 in vivo (Kelso, 1995). Varias evidencias . 

sugieren que los fenotipos maduros Th! y Th2 no estan presentes entre la poblacion de linfocitos 

CD4+ virgenes periféricos, sino que se diferencian de una poblacion comin (Th0) después del 

evento primario de activacién. En general una mayor proporcién de células CD4+ se diferencian 

hacia el fenotipo Th1 ante una primera estimulacién con un mitégeno policlonal (Concanavalina A, 

Fitchemaglutinina, anticuerpos anti-TCR 0 anti-CD3) debido a que existe una mayor cantidad de 
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linfocitos que secretan IL-2 e IFN-y que de aquéllos que secretan IL-4 0 IL-10 (Romagnani, 

1997). Sin embargo, ante una subsecuente re-estimulacién, estas poblaciones secretan linfocinas 

caracteristicas de ambas subpoblaciones maduras, para posteriormente predominar las células que 

secretan IL-10 e IL-4. 

La hipotesis mas aceptada en cuanto al desarrollo de una respuesta tipo Thi o Th2 es que 

la proporcion relativa de cada tipo celular depende del ambiente de citocinas que estan presentes 

durante los eventos de activacion o de clonacién y del tipo de células presentadoras de antigeno 

que se encuentren activas (Gajewsky et al., 1992; Swain, 1995), entre otras sefiales polarizadoras 

(Constant y Bottomly, 1997). Las interleucinas que favorecen el desarrollo de una respuesta tipo 

Th1 o Th2 son principalmente la IL-12 y la IL-4, respectivamente, aunque recientemente se ha 

dado gran importancia a la [L-6 en Ja polarizacion hacia una respuesta Th2 (Rincon et al., 1997; 

VanHeyningen et al., 1997). 

Los parasitos, en contraste a otros patégenos, tienden a causar infecciones cronicas que 

llevan a una estimulacion antigénica sostenida con la consecuente alteracién en los mecanismos 

inmunologicos que deben regularse para no mantener una respuesta potencialmente dafiina para el 

propio huésped (Romagnani, 1994). Estas observaciones han dado origen al estudio de los 

mecanismos que regulan la polarizacion de la respuesta inmune hacia la predominancia de una de 

las 2 subpoblaciones de células de Ja respuesta inmunoldgica. El desarrollo de una respuesta 

excluye a la otra con profundas implicaciones en la resistencia o en la susceptibilidad a cualquier 

infeccion (Pearce y Reiner, 1995). 

Los modelos animales de enfermedades parasitarias han sido muy utiles para conocer el 

papel de las subpoblaciones Th en la mediacién de los principales eventos patogénicos como 

consecuencia del reconocimiento de antigenos extrafios. Existen diferentes modelos de parasitosis 

en los cuales estan bien caracterizados los tipos de respuesta inmune que pueden Mevar hacia



proteccion o susceptibilidad. Por lo menos hay 5 modelos murinos bien estudiados: las infecciones 

con Leishmania major, Plasmodium falciparum, Trichuris muris, Nippostrongylus brasiliensis y 

Schistosoma mansoni. En los modelos de leishmaniosis y malaria, los huéspedes que son capaces 

de desarrollar una respuesta inmune tipo Thl temprana y lo suficientemente sostenida son 

resistentes a tales patogenos siendo el IFN-y aparentemente necesario para el control de ambas 

infecciones. Mientras tanto, si el huésped desarrolla una respuesta de tipo Th2 se vuelve 

susceptible a una infeccién progresiva (Locksley et al., 1991; Romani et al., 1993), En cambio, en 

jos modelos con parAsitos intestinales (Trichuris y Nippostrongylus), el patron Th2 genera la 

proteccion contra estos patogenos. Esto significa que la respuesta de tipo Th2 ha sido asociada 

con la proteccion del huésped en parasitosis por helmintos, mientras que las respuestas tipo Thl 

no son protectoras, incluso pueden ser inmunopatoldgicas (Else and Grencis, 1991) 0 bien 

eliminar una respuesta tipo Th2 potencialmente protectora como sucede con Strongiloides 

stercolaris (Rotman et al., 1997). 

La respuesta inmune ante las infecciones por helmintos generalmente se caracteriza por 

una alta produccion de IgE, IgG1, IgG4, eosinofilia localizada y periférica asi como por la 

participacion de basofilos y células cebadas, todas estas respuestas son reguladas principalmente 

por citocinas Th2. 

En las infecciones cronicas por helmintos como en la esquistosomiosis, oncocercosis, y la 

filariosis, existe una respuesta proliferativa T antigeno-especifica deprimida, asociada con una baja 

produccion de IFN-y e IL-2. En cambio, la produccion de IL-4 esta aumentada (Freedman et al., 

1991). En estas mismas infecciones se ha determinado que la frecuencia de las subpoblaciones T 

CD4+ que producen citocinas de tipo Th2 en respuesta a antigenos parasitarios, varian de 1:800 a 

1:1200. Lo anterior demuestra una clara polarizacion de la respuesta inmune hacia Th2 en las 

infecciones por helmintos, como un intento mfructuoso de control (Modlin y Nutman, 1993).



LAS ENFECCIONES POR HELMINTOS Y LA RESPUESTA INMUNE. 

Las infecciones por helmintos son universalmente asociadas con altos niveles de IgE, 

eosinofilia v mastocitosis, todos ellas respuestas dependientes de las citocinas tipo Th2 (Finkelman 

et al., 1997). Estudios previos que demostraron que los eosinofilos y la IgE pueden matar a los 

parasitos i vitro, han llevado a la suposicion de que estas respuestas dependientes de Th2 son las , 

principales responsables de la destruccin de parasitos extracelulares y por lo tanto se adoptaron 

como los principales mecanismos inmunes efectores contra helmintos (Capron y Capron, 1994; 

Sher et al., 1992). Sin embargo, existe una sorprendente contradicci6n in vivo, debido a que en la 

mayoria de las infecciones por helmintos existen grandes cargas parasitarias a pesar de que el 

huésped desarrolla una respuesta Th2 abundante (Allen y Maizels, 1997). Por lo tanto, existe la 

posibilidad de que las respuestas tipo Th2 sean inducidas por los helmintos para inhibir la 

respuesta Th] potencialmente protectora, o por e} propio huésped para evitar reacciones 

inmunopatolégicas relacionadas con una fuerte y persistente respuesta tipo Thl (Romagnani, 

1994). 

En las infecciones intestinales es poco mas claro que la expulsién de estos parasitos 

(Trichuris, Nippostrongylus) y \a baja produccion de huevecillos, es mediada por la accion de la 

IL-4, posiblemente porque induce un aumento en la peristaltis o en la produccién de moco, mas 

que otro mecanismo inmune efector, La evidencia de que la IL-4 (y por extension una respuesta 

tipo Th2) tiene un papel protector en las infecciones intestinales por nematodos ha sido 

extrapolada a todos los helmintos (Allen y Maizels, 1997). Sin embargo, la evidencia de que las 

respuestas tipo Th2 son protectoras contra parasitos extracelulares que residen en otros tejides no 

esta aun clara. 

En el modelo de esquistosomiosis, los eventos inmunoldégicos que generan resistencia no 

han sido bien establecidos. En algunas fases de su ciclo de vida una respuesta tipo Th1 es



restrictiva para el parasito, en otros aparentemente una respuesta Th?2 es la que genera proteccién, 

principalmente mediada por altos niveles de IgE especifica (Capron and Capron, 1994). Sin 

embargo, en la patologia asociada a la formacion de granulomas existe una importante 

participacion de las citocinas secretadas por las células Th2 (Terry, 1994). 

En esta parasitosis hay una gran complejidad entre la respuesta inmune, la proteccién del 

huésped y las reacciones patologicas, por ejemplo, la patologia asociada a esta enfermedad se debe 

principalmente a la respuesta granulomatosa cronica del propio huésped. El andlisis de la cinética 

pe
es

 

de la respuesta inmune en ratones infectados con este parasito reveldé que existe una mhibicién de 
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la respuesta tipo Th] (Grzych et al., 1991) y un incremento en la produccidn de citocinas tipo Th2 

al momento de la deposicion de los huevecillos, lo que sugiere una participacién importante de la 

respuesta Th2 mas que de Th1 en la formacién de la lesién (Pierce et al., 1991). Datos posteriores 

demostraron que la inyeccion de anticuerpos anti-[L-4 a ratones agudamente infectados inhibian la 

formacién del granuloma hepatico, mientras que la inyeccién de IL-4 recombinante aumentaba 

esta patologia (Romagnani, 1994). Por otro Jado, la inhibicién en la formacion del granuloma se ha 

asociado principalmente a la IL-12 y al IFN-y, en donde la adiministracién de IL-12 exdgena junto 

con antigenos de huevecillos ha llevado a la eliminacion total del granuloma y a una respuesta tipo 

Th! sostenida (Wynn et al., 1994). En el raton se ha demostrado que los macréfagos activados 

con IFN-y y que liberan oxido nitrico son capaces de matar a este parasito, involucrando 

nuevamente a las células Th1, que son las principales productoras de IFN-y (Maizels et al., 1993). 

En la filariosis causada por Brugia malayi existe el desarrollo de una respuesta immune tipo 

Th2 conforme avanza el tiempo de infeccién. Sin embargo, la resistencia a este nematodo no 

parece ser dependiente de esta respuesta, ya que ratones knockout para IL-4 fueron igualmente 

susceptibles a las microfilarias (Lawrence et al., 1995).



En la infeccion causada por Onchocerca volvulus (onchocercosis) se ha asociado una 

respuesta Th2 con proteccion, donde la produccién de IL-2, UL-4 e IL-5 son las citocinas 

principalmente involucradas, mientras que la IgG1 especifica es el anticuerpo mas relevante, 

debido fundamentalmente a que se han encontrado en niveles elevados en los individuos inmunes a 

esta infeccion. Cuando estas citocinas son eliminadas in vivo causan una importante reduccién en 

los niveles de proteccion de los huéspeds (Lange et al., 1994). 

En la cisticercosis, causada por T. sofitwn o la experimental por T. crassiceps, los 

mecanismos inmunolégicos relacionados con resistencia 0 susceptibilidad son poco conocidos. Se ney
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ha tratado de dar importancia a los eosindfilos presentes alrededor de los parasitos, pero los datos 

no son convincentes, in vitro se ha demostrado que el suero de animales inmunizados puede dafiar 

el tegumento del parasito pero no logran matarlo (Molinari et al., 1993), En general varios autores 

han descartado a la respuesta inmune humoral como mediadora de la proteccion contra este 

parasito, la respuesta inmune celular y las citocinas que participan en la regulacion de ésta durante 

la infeccién son muy poco conocidas, por consiguiente la participacion de una respuesta inmune 

tipo Thl o Th2 en esta enfermedad es desconocida. 

A pesar de que la participacion de los subtipos celulares Th y Th2 son muy importantes 

en la regulacién de la respuesta inmune en contra de las diferentes parasitosis, ésta no es_la unica . 

barrera del huésped que debe burlar un parasito para establecerse transitoria 0 permanentemente, 

sino que debe sortear otros mecanismos de agresién, para los cuales han desarrollado complicadas 

y variadas formas de colonizar a un huésped inmmunoldgicamente competente. 

MECANISMOS DE COLONIZACION DEL HUESPED POR PARASITOS 

EXTRACELULARES., 

Los multiples estadios de desarrollo, la variacion antigénica, la conservacion de secuencias 

altamente repetitivas, el uso de células derivadas del huésped para su secuestro, el escape de los



. 

fagolisosomas para invadir el citoplasma, o el uso de moléculas del propio huésped para 

enmascaramiento molecular, son algunos de los mecanismos mas utilizados por los parasitos 

intracelulares para evadir la respuesta inmune. Sobre cada uno de ellos existen revisiones recientes 

tauy completas (Marrack y Kappler, 1994). Sin embargo, los mecanismos utilizados por los 

parasitos extracelulares son poco conocidos y sélo hasta recientemente se han estudiado mas a 

fondo. Si pardsitos relativamente sencillos como Plasmodium, Trypanosoma, etc. han desarrollado 

diferentes estrategias para evadir la respuesta inmune, es obvio que los parasitos extracelulares y 

macroscopicos, que son mas complejos, hayan desarrollado un numero de estrategias 

complementarias para sobrevivir en un huésped inmunoldgicamente hostil. 

Los mecanismos de colonizacion usados por los pardsitos extracelulares pueden ser 

categorizados en dos grandes ramas. La primera reine a todos aquellos que evitan la induccién 

inicial de una respuesta inmune, y la segunda la de los pardsitos que pueden incapacitar los 

mecanismos efectores desarrollados tempranamente por el huésped. 

Recientemente, se han identificado diferentes factores parasitarios, secretados 0 excretados 

que tienen el potencial de modificar la respuesta inmune, como es el caso. del Factor Inhibidor de 

Neutrofilos (NIF) que fue descubierto en Ancylostoma caninum (Moyle et al., 1994), Este factor 

es una glicoproteina de 41 kDa que inhibe la activacién de neutréfilos por CD11b/CD1B8 y, 

ademas, la adherencia de estas células al endotelio vascular. Otro factor secretado por un parasito 

extracelular es la acetilcolinesterasa (AChE), que puede tener diferentes acciones en la interaccion 

huésped-parasito, los cuales van desde inhibir el movimiento peristaltico intestinal hasta regular la 

respuesta inflamatoria al inhibir la produccién de citocinas pro-inflamatorias (Pritchard, 1995) y 

por lo tanto evitar el infiltrado inflamatorio que seria daitino para el pardsito, como sucede con 

Heligmosomoides polygirus \os cuales tienen la capacidad de inhibir la mastocitosis y de esta 

forma permanecer en el intestino (Maizels et al., 1993). 
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La respuesta inmune puede favorecer la induccién de explosiones respiratorias en las 

células fagociticas y la liberacion de granulos y enzimas lisosomales, que tienen el potencial para 

dafiar a los parasitos, principalmente a través del contenido de granulos taxicos, que Hberan 

especies reactivas de oxigeno (ROS) y de la secrecién de dxido nitrico (NO). El contenido de tales 

granulos dafia directamente las membranas de los parasitos, y las ROS pueden iniciar la 

peroxidacion de los lipidos de las membranas parasitarias con la subsecuente formacién de 

peroxidos y aldehidos citot6xicos. Las ROS también pueden dajiar directamente las proteinas y los 

acidos nucleicos del parasito. Para protegerse de estos ataques, los parasitos han desarrollado un 

mecanismo de resistencia a través de la produccién y secrecion de dos agentes antioxidantes como 

son la glutati6n-S-transferasa (GST) y la superdéxido dismutasa (SOD) como es el caso de Necator 

americanus (Brophy et al., 1994). 

. Por otro lado, factores secretados o excretados por parasitos, como N. americanus, 

pueden actuar como proteasas que fragmentan a los anticuerpos en sus regiones Fab, de tal forma 

que son capaces de bloquear los ataques mediados por complemento o evitar la fagocitosis por 

IgG o IgM (Killan et al, 1988). Un fenomeno similar ha sido descrito también para Spirometra 

mansoni (Kong et al, 1994), Schistosoma mansoni (Auriault et al., 1980) y Fasciola hepatica 

(Carmona et al, 1993). Esta fragmentacién de las inmunoglobulinas por proteasas de origen os 

parasitario es importante, no tinicamente por su potencial para la evasion inmunologica de la 

citotoxicidad mediada por anticuerpos, sino también porque 1a degradacién de IgG produce 

moléculas biolégicamente activas que pueden unirse a receptores de células efectoras e inducir la 

liberacion de citocinas lejos del sitio donde esta localizado el parasito y afectar asi el resultado 

final de la infeccion. No solo algunos pardsitos secretan proteasas que afectan a los anticuerpos, 

sino también pueden secretar inhibidores de proteasas que afectan la respuesta inmune del huésped 

a otros niveles, como es el caso de Ascaris /umbricoides que secreta un inhibidor aspartico- _



proteasa que bloquea la presentacion de antigeno por células B (Bennet et al., 1992), y de las 

larvas de T. ‘aeniforniis que secretan una molécula conocida como taeniastina que es un inhibidor 

de ja serin-proteasa cuyo efecto es la inhibicién de la quitniotaxis de los neutrofilos y de la . 

proliferacién de células T, asi como Ja produccién de IL-2 (Leid et al., 1987). 

Otra forma que se ha descrito de desviar la respuesta inmune dafiina para el parasito hacia 

una respuesta no daiiina para el mismo es la secrecién de glicolipidos 0 azicares que inducen en 

los macrofagos o células B la produccién de prostaglandinas y de IL-10, las cuales son conocidas 

por polarizar Ja respuesta inmune hacia Th2; este fendmeno ha sido descrito para S. mansoni y T. 

taeniformis (Velupillai et al., 1994; Maizels et al., 1993). 

En la cisticercosis, los mecanismos de colonizacién parasitaria han sido poco estudiados. 

Se ha reportado Ja existencia del antigeno B (paramiosina) que podria evitar el ataque del 

complemento hacia el parasito (Laclette et al., 1992). Recientemente se han descrito, pero no 

caracterizado, dos factores solubles del cisticerco de Taenia solium que pueden inhibir la 

proliferacion de linfocitos in vitro (Tato et al, 1995). Letonja y cols, en los 70's describieron varios 

factores sulfatados que inhibian también la accion del complemento sobre 7. taeniformis. En la 

cisticercosis por lo general, la inflamacién alrededor de es.0s parasitos es escasa o nula (Larralde, 

1989). Sin embargo, poco se han estudiado los factores del parasito que podrian participar en este 

fendmeno; en este contexto sdlo se conoce que algunos productos de secrecién del cisticerco de 

T. crassiceps inhiben la degranulacion de las células cebadas (Seifert and Geyer, 1989). 

Otra de las formas que utilizan les parasitos, particularmente Schistosoma, para colonizar y 

establecerse por largos periodos en su huésped es la generacidn de una inmunidad concomitante. 

Esto consiste en que los parasitos adultos estan protegidos de la respuesta immune que ellos 

mismos prevocan, pero los parasites nuevos que tratan de invadir al huésped son susceptibles a 

estos ataques. Aparentemente esta “proteccién” se genera pox la capacidad que tiene el parasito de 
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retener en sus membranas antigenos del huésped desde sus estadios tempranos, como 

glicoproteinas de los grupos sanguineos AB, moléculas del MHC del huésped e inmunogtobulinas 

(Terry, 1994). 

Un novedoso mecanismo de colonizacion que ha sido descrito recientemente, es aquél en 

el que los parasitos pueden aprovechar algunas de las citocinas (TNF-a) secretadas por su 

huésped para pasar de una fase de su ciclo de vida a otra, como es el caso de Schistosoma 

mansoni (Sher, 1992), o bien para mejorar su capacidad reproductora (Amiri et al., 1992). 

Recientemente nosotros hemos observado que la infeccion por 7. crassiceps puede alterar el 

sistema endocrino de su huésped para favorecer un medio ambiente que le permite mejorar su 

crecimiento y reproduccion; tal alteracion parece estar mediada por factores del propio huésped, 

como la alta produccién de LL-6 (Larralde et al, 1995; apéndice II). 

INPERACCION ENTRE EL SISTEMA INMUNE Y EL ENDOCRINO., 

Existe gran variedad de evidencias clinicas v experimentales indicando la existencia de una 

interaccién bidireccional entre el sistema inmune y el sistema enddécrino. Actualmente se acepta 

que la respuesta inmune es influida por diversas hormonas como las sexuales ylos — - 

glucocorticoides. Por otro lado, algunas moléculas de la Tespuesta inmune afectan al sistema 

endocrino, principalmente a través de las interleucinas que se producen. 

Los principales organos del sistema inmune son el blanco de diferentes hormonas, Se han 

detectado receptores para glucocorticoides, andrégenos y estrogenos en el timo, bazo y médula 

ésea. También distintas células periféricas poseen receptores para estas hormonas, exceptuando a 

los androgenos (Schuurs y Verheul. 1990). 

Los glucocorticoides, secretados principalmente por las glandulas suprarrenales, son 

potentes anti-inflamatorios y moduladores de la respuesta inmune. Estas moléculas reducen la 

transcripcion de varias citocinas proinflamatorias como: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y y TNF-a. 
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En el timo inducen la muerte apoptotica de timocitos inmaduros y reducen también el tamaiio de 

éste organo, sobre todo en situaciones de estrés (Ballow y Nelson, 1997). Se han reportado varios 

efectos de estas hormonas sobre diferentes poblaciones celulares del sistema inmune. En 

eosinofilos y neutrofilos inhiben la adherencia de éstos a las paredes de los vasos sanguineos, de 

tal forma que no pueden migrar hacia los sitios de inflamacion, ademas la degranulacion de éstas 

células también es afectada negativamente. En los monocitos y macréfagos hay una reducci6n en 

sus Teceptores Fe y una alteracion en el procesamiento del antigeno. No necesariamente éstas 

acciones sobre el sistema inmune son negativas, de hecho los glucocorticoides se han utilizado en 

la clinica para evitar procesos inflamatorios dafiinos (Ballow y Nelson, 1997). 

Otras hormonas que afectan de manera importante el desarrollo de la respuesta inmune y 

de algunas enfermedades son los esteroides sexuales. Se conocen varias enfermedades parasitarias 

y autommunes que afectan de manera diferencial a hembras y machos. 

La mayoria de los estudios se han enfocado sobre el efecto de los estrégenos y andrégenos 

sobre las células T. En el timo hay una correlacién entre el inicio de la pubertad en los varoazes con 

una disminucion en el tamaiio de este organo. Sin embargo, no ha sido posible, hasta ahora, - 

detectar receptores de testosterona en los linfocitos circulantes, por lo que se ha inferido que el 

efecto de. estas hormonas es sobre células dendriticas ylo epiteliales (Viselli et al., 1995)... 

En el bazo se ha observado un incremento en su tamafio, sobre todo en las regiones donde 

se encuentran las células B, cuando los andrégenos se retiran del individuo, ya sea por castracién 

quirirgica o quimica. En la médula dsea se han observado resultados similares, indicando que el 

receptor para androgenos esta presente en las células B inmaduras, pero no en las células B 

maduras (Viselli et aL, 1997), ademas, esta hormona no altera la produccion de inmunoglobulinas. 

La observacion de que algunas lineas celulares provenientes de células del estroma de la médula 

Osea disminuyen su produccién de IL-6 en presencia de andrégenos, apoya esta idea. A pesar de 
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lo anterior, es conocido que los andrégenos tienen un efecto inhibidor en algunas enfermedades 

autoinmunes como en lupus, tiroiditis y en la diabetes de ratones no obesos (Fox, 1992). Sin 

embargo, el mecanismo preciso por el cual actia no es conocido. Otros efectos de los andragenos 

(testosterona) son: aumenta el numero de células CD8+ e incrementa los niveles de IL-2 e IL-3, 

mientras que inhibe la produccion de IL-4 e IL-5. 

Por otro lado, se ha demostrado que estrogenos (17 B—estradiol, progesterona) pueden 

influir en varios niveles del sistema inmune. Por ejemplo, aqui si se han podido detectar receptores 
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para esta hormona en las células circulantes. En los macrofagos aumenta su capacidad fagocitica, 

su produccion de IL-1 (Hu et al., 1988) e inmhibe la produccion de NO (Roberts et al., 1996). En 

los linfocitos B aumenta la secreciOn de anticuerpos. En las células NK se ha observado un efecto 

negativo sobre su actividad, la cual disminuye de manera muy importante cuando se aiiade 

progesterona, este efecto ha sido mas claramente observado durante el embarazo, cuando hay : 

niveles altos de ambas hormonas, en este proceso se ha demostrado una inhibicion de la respuesta 

Th1 paralelamente con un incremento en de la respuesta Th2 conforme el embarazo progresa 

(Roberts et al., 1996). 

Las hembras, en general, tienen mayores niveles de Ig’s que los machos en diferentes 

enfermedades (rubeola, brucellosis y hepatitis). En cambio, los estrogenos inhiben la respuesta “~" =~" > 

inmune celuiar (Schuurs et al., 1990). El receptor para 17 B-estradiol ha sido identificado en 

células CD8+, células del timo, y en monocitos/macrofagos. Los estrégenos en general 

incrementan la produccién de anticuerpos pero inhiben la proliferacion de los linfocitos T, inhiben 

también el numero y la actividad citolitica de las células CD8+. Otros efectos conocidos son el 

incremento en la produccion de IL-5, IL-6 e IFN-y, y un decremento en la produccion de TNF-a e 

IL-2 (Roberts et al., 1996). 
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El efecto inverso, accion de moléculas del sistema inmune sobre el sistema endocrino, 

también ha sido estudiado. Se sabe que algunas interleucinas como la IL-6 e IL-1 pueden afectar el 

funcionamiento de la actividad cerebral, como es la induccién de fiebre y de suefio. El TNF-c en 

niveles elevados puede afectar el metabolismo de los lipidos. El efecto mas claro entre estas , 

interacciones se ha observado en la atrofia timica y en la timectomia neonatal, en donde se ha 

detectado que la falta del timo genera un decremento en la produccién de hormonas sexuales, lo 

cual implica que factores del timo (timosinas) tienen efecto sobre el eje hipotalamico-hipofisiario- 

gonadal (Grossman, 1985). 

EL MODELO EXPERIMENTAL: GENERALIDADES Y ULTIMOS AVANCES, 

En los ultimos afios el modelo experimental murino de cisticercosis causada por Taenia 

crassiceps ha sido utilizado para estudiar los diferentes factores biolégicos que participan en la 

induccion de susceptibilidad 0 resistencia en esta parasitosis. 7. crassiceps presenta la 

particularidad de que en su fase de metacéstodo puede reproducirse asexualmente por gemacion, 

lo que ha permitido mantenerlo facilmente por pases intraperitoneales de un ratén a otro 

(Freeman, 1964) durante varios afios. - 

Con este modelo se ha avanzado en la sustitucién de antigenos de T. solium por antigenos 

de 7. crassiceps para su utilizacion en el inmunodiagnostico de la neurocisticercosis humana, 

debido a la gran similitud antigénica que presentan ambos parasitos (Larralde et al, 1990). Por el 

lado inmunologico, se han tratado de obtener diferentes vacunas en contra de esta parasitosis a 

partir de extractos totales con resultados alentadores (Sciutto et al., 1990). Recientemente se ha 

observado que antigenos semipurificados de un extracto total preseutan un perfil diferente de 

proteccion, ya que algunos facilitan (bajo peso molecular) y otros protegen (alto peso molecular) 

la instalacion de este parasito (Valdez et al, 1994). Actualmente se llevan a cabo esquemas de 
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vacunacion con antigenos de 7. crassiceps en contra de la cisticercosis porcina (Sciutto et al., 

1995). 

En investigacion basica, este modelo ha sido util para explorar los factores genéticos y 

sexuales que participan en la susceptibilidad al parasito. Asi, es conocido que Ja resistencia a este 

parasito esta asociada al MHC que presenta el huésped. Los trabajos de Sciutto et al. (1990), han 

revelado que las cepas H2-d son susceptibles, mientras que las cepas H-2b son resistentes. En 

particular la regién Qa-2 es la que participa de manera mas importante en este fendmeno (Fragoso 

et al., 1998). 

Con respecto a los factores sexuales que participan en esta parasitosis se ha encontrado 

que las hembras presentan una mayor carga parasitaria que los machos, independientemente de la 

cepa que provengan, sea ésta resistente o no (Larralde et al., 1989). La gonadectomia hace a las 

hembras mas resistenies y a los machos mas susceptibles a esta parasitosis, eliminandose asi las. 

diferencias de susceptibilidad entre sexos (Huerta et al, 1992). Los mecanismos de accion de las 

hormonas sexuales en esta parasitosis no han sido bien establecidos, pero hay suficiente evidencia 

indicando que la accion de estas hormonas es a través del sistema inmune y no directamente sobre 

el parasito (Huerta et al., 1992), probablemente influyendo a nivel del timo y en células T 

periféricas (Bojalil et al., 1993). Recientemente se ha comprobado que la hormona-sexual mas - 

importante en esta parasitosis es 17 B-estradiol cuyo nivel influye directamente en una mayor 

susceptibilidad en ambos sexos y afecta negativamente la respuesta de hipersensibilidad tardia a 

antigenos especificos del parasito (Terrazas et al., 1994; anexo II). 

Por otro lado, el uso de este modelo experimental ha ayudado a conocer que la respuesta 

de tipo humoral no parece participar de manera importante en el contro! de la parasitosis, debido a 

que los titulos de anticuerpos especificos no se correlacionan con Ia resistencia al mismo 

(Hermanek y Prokopic, 1989; Sciutto, 1989), mientras que la respuesta de tipo celular es la que 
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parece estar involucrada en la eliminacidn del parasito, ya que la timectomia neonatal hace mas 

susceptibles a los animales y la transferencia pasiva de células T inmunes les confiere resistencia 

(Bojalil et al, 1993). Ademas, se ha encontrado una correlacion positiva entre una mayor 

intensidad de la respuesta de hipersensibilidad retardada y el bajo nimero de parasitos instalados 

(Terrazas et al., 1994; apéndice II), lo que sugiere mas firmemente que la respuesta de tipo celular 

es la que puede estar mvolucrada en la resistencia a esta parasitosis. 

Como puede apreciarse en el apartado anterior, el estudio del modelo murino de infeccion 

con el cisticerco de T. crassiceps ha generado importantes y nuevos enfoques en el conocimiento 

de las complejas interacciones entre el huésped y los patogenos extracelulares. Utilizando este 

modelo, la investigacion basica esta llevando activamente a la identificacién de factores del 

huésped que pueden promover o restringir el desarrollo de inmunidad en contra de la 

visticercosis. Sin embargo, la inawnobiologia de la cisticercosis experimental no ha sido 

completamente estudiada. Existen pocos datos relacionados con la caracterizacién de los factores 

inmunologicos del huésped que realmente estén determinando la resistencia y susceptibilidad a este 

parasito, asi como la identificacion de areas donde una mayor investigaci6n es requerida para un 

mejor entendimiento de los eventos inmunologicos que son activados por parasitos extracelulares 

que infectan cronicamente a su huésped. Por esta raz6n se ha hecho necesario llevar a cabo una 

caracterizacion inmunologica durante la infeccién aguda y cronica con el cisticerco de 7. 

crassiceps con el propasito de establecer el tipo de respuesta inmune que esta involucrada en estas 

dos fases de la infeccién, asi como Jas citocinas que participan en el desarrollo de tales respuestas. 

Por otro lado, también ha sido necesario establecer los posibles factores del propio huésped que 

pudieran interferir con una buena respuesta inmune protectora. 
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OBJETIVOS: 

1) Determinar la cinetica de la respuesta inmune celular y humoral durante la fase aguda y cronica 

de Ja infeccién experimental con el cisticerco de Taenia crassiceps. , 

2) Establecer las diferentes citocinas que pudieran participar en la proteccion o en la 

susceptibilidad a este parasito. 

3) Conocer factores del propio huésped que pueden participar en el establecimiento y crecimiento 

del parasito. 

4) Definir alguna de las estrategias que utiliza el parasito para colonizar al huésped. 

HIPOTESIS. 

Dado que es conocido que la respuesta inmune de tipo humoral no genera proteccién 

contra la cisticercosis experimental murina, y que, en los periodos tempranos de la infeccién, no 

existe un crecimiento parasitario importante ni una respuesta humoral especifica, se propone lo 

siguiente: durante las primeras semanas de infeccién, el huésped es capaz de iniciar una respuesta 

restrictiva especifica contra el parasito, probablemente celular, la cual es abatida cuandola . .. - 

infeccién se toma cronica, permitiendo asi el establecimiento y desarrollo del parasito. Es posible 

que exista una polarizacién de‘una respuesta tipo Th! (protectora) al inicio de la infeccion, hacia 

una respuesta de tipo Th2 (facilitadora) conforme la infeccién se vuelve cronica. Durante esta 

transicion inmunologica es posible que factores dei huésped y del parasito puedan tener un papel 

relevante en favorecer esta polarizacién. 
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RESULTADOS 
  

Los resultados de ésta tesis se presentan en forma de articulos, los primeros trabajos que 

se realizaron con el fin de conocer la influencia de las hormonas sexuales en la susceptibilidad en 

esta infeccion se presentan en el apéndice I], en donde puede apreciarse que los estrogenos 

parecen modular favorablemente el desarrollo de la infeccion por T. crassiceps. Los articulos 

referidos son “A role for 17-B-estradiol in immunoendocrine regulation of murine cysticercosis 

(Taenia crassiceps)” por Terrazas L.L., Bojalil R., Govezensky T. y Larvalde C., que fue publicado 

en Journal of Parasitology (1994), 80:563-568. 

En dicho articulo se demuestra que la susceptibilidad y la respuesta de hipersensibilidad 

retardada antigeno especifica en la cisticercosis experimental murina por Taenia crassiceps, es 

modulada de manera muy importante por los estrogenos. 

El otro articulo que toca el tema sobre las interacciones Inmunoendocrinas en esta 

parasitosis es el siguiente “Sex hormone changes induced by the parasite lead to feminization of 

the male host in murine Taenia crassiceps cysticercosis” por Larralde C., Morales J., Terrazas 

L.L, Govezensky T. y Romano M., que fue publicado en Journal of Steroid Biochemical and 

Molecular Biology (1995), 52: 575-580. . 

En este articulo se reporta un incremento en los niveles de estrogenos en el suero 

(principalmente en los machos) conforme la infeccién se torna cronica, aunado a lo anterior se 

detectaron niveles de IL-6 elevados tanto en sobrenadantes de cultivos de linfocitos como en el 

suero de los animaies infectados, en este articulo se propone a la IL-6 como uno de los posibles 

mediadores en el proceso de feminizacion observado. 
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ARTICULO 1. 

E] tema central de esta tesis se enfocd principalmente hacia el estudio de la respuesta 

inmune que se desarrolla durante la infeccién experimental con el cisticerco de 7. crassiceps y los 

factores que pueden influir en ella. La cinética de dicha respuesta se siguié durante 32 semanas en 

ambos sexos, hasta ese momento no se habia explorado el desarrollo de la respuesta inmune en 

esta infeccion parasitaria y tampoco fa participacion de las diferentes citocinas en la regulacion del 

crecimiento parasitario. 

Los principales datos obtenidos en cuanto a la cinética de la respuesta inmune durante el 

desarrollo de la infeccion con Taenia crassiceps estan publicados en el primer articulo del 

apéndice I. Dicho articulo se titula: “Shift from an early protective Thl-type immune response to a 

late permissive Th2-type response in murine cysticercosis (Taenia crassiceps)” por Terrazas L.1., 

Bojalil R., Govezensky T. y Larralde C., que fue publicado cn Journal! of Parasitology (1998), 

84:74-81. . 

Los datos obtenidos de este primer articulo indican claramente que al inicio de la infeccién 

con el cisticerco de 7. crassiceps existe una respuesta de tipo Thl (alta respuesta proliferativa a 

Con-A y al antigeno especifico, altos hiveles de IL-2 e IFN-y y los niveles mas altos de 

anticuerpos especificos de la subclase IgG2a), la cual-fue asociada a un crecimiento parasitario _ 

restringido, Al avanzar el tiempo de infeccién la respuesta inmune empieza a polarizarse hacia una 

respuesta de tipo Th2 (altos niveles de IL-4, IL-6 e IL-10, asi como un aumento en los 

anticuerpos especificos de las subclases IgG1 ¢ IgG2b), paralelamente a esta respuesta se observd 

wo mayor crecimiento parasitario, y ademas, una respuesta de tipo Th totalmente abatida. Por 

otro lado, pocas diferencias en la respuesta inmune entre sexos fueron observadas a Jo largo de 

las32 semanas de infeccion 
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Las conclusiones principales de este articulo son que existe un desplazamiento de una 

Tespuesta tipo Th! inicial hacia una respuesta de tipo Th2 en las fases tardias de la infeccién, lo 

cual podria estar relacionado con la resistencia y/o susceptibilidad a la cisticercosis experimental 

murina. , 

ARTICULO 2. 

Una vez que se habia determinado la existencia de un desplazamiento de una respuesta tipo 

Th (probablemente protectora) hacia una respuesta tipo Th2 (probablemente facilitadora de la 

infeccidn) en la cisticercosis experimental murina, se decidié comprobar si esta hipotesis era 

correcta. 

Para abordar este punto se disefiaron experimentos de bloqueo o adicion de citocinas 

caracteristicas de cada tipo de respuesta. Los datos obtenidos de estos experimentos fueron 

enviados a publicar (el articulo lo aceptaron con modificaciones menores) con el titulo: “Th1-type 

cytokines improve resistance to murine cysticercosis caused by Taenia crassiceps” por Terrazas 

L.L, Bojalil R., Govezensky T. y Larralde C. Parasitology Research. 

En estos experimentos se bloquearon de manera temprana y temporal (con anticuerpos 

monocionales) algunas citocinas de tipo Th (anti-IFN-y) o de tipo Th2 (anti-IL-4 y anti-IL-10). 

Por otro lado, se realizé el experimento contrario, que consistié en inocular al inicio de la 

infeccion y diariamente durante | semana citocinas recombinantes murinas de tipo Th (IL-2 + 

IFN-y) o Th2 (IL-4 e IL-10). 

Los resultados mas relevantes de este articulo indican que las citocinas de tipo Th1 

favorecen la resistencia al cisticerco de T. crassiceps, esto fue asociado a una mejor respuesta 

Thi, en donde se detect6 una mayor respuesta a la Con-A, mayores niveles de IL-2, de IFN-y, y 

de anticuerpos especificos de la subclase IgG2a. Por el contrario, cuando el IFN-y fue bloqueado ~ 
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o cuando se inocularon tempranamente las citocinas de tipo Th2, al menos Ia IL-10, se favorecié 

significativamente el establecimiento parasitario. 

ARTICULO 3. 

Puesto que con los datos obtenidos en los dos articulos anteriores se habia dilucidado que 

la respuesta inmune tipo Th1 podria ser protectora en la infeccién contra el cisticerco de T. 

crassiceps y que la tipo Th2 podria facilitar la infeccin, era necesario conocer porqué la respuesta 

Th1 no podia sostenerse naturalmente o porqué aparecia la respuesta de Th2. Una manera de 

abordar este punto era determinar si algiin factor del propio huésped estaba facilitando la 

polarizacion de la respuesta inmune hacia Th2. 

Debido a que es conocido que en otras infecciones parasitarias la prostaglandina E2 

participa de manera importante en la susceptibilidad, principalmente cuando las infecciones se 

tornan cronicas, y debido a que recientemente estas sustancias han sido consideradas como 

importantes reguladoras de la respuesta inmune, se decidid estudiar el papel de la prostaglandina 

E2 en la susceptibilidad al cisticerco de T. crassiceps y su posible relacién con la respuesta inmune 

en esta infeccion. - 

Los resultados obtenidos con estos experimentos se encuentran en el articulo titulado: 

“Taenia crassiceps: Role of PGE2 in susceptibility to murine cysticercosis” por Terrazas L.L, 

Bojalil R., Govezensky T. y Larralde C., este articulo fue enviado para su publicacion a la revista 

Experimental Parasitology. 

Los datos que se presentan en dicho articulo indican que la prostaglandina E2 (PGE2) 

participa de una manera importante en la susceptibilidad a esta infeccién, porque cuando se aplicé 

in vivo un inhibidor de la sintesis de PGE2 (indometacina), los animales presentaron menores 

cargas parasitarias. En cambio, cuando los animales recibieron PGE2 in vivo, desarrollaron cargas 

parasitarias significativamente mayores que aquéllos tratados con el placebo (control). Aunado a 
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estos hallazgos, se apreciaron también modificaciones en la produccién de algunas citocinas y en la 

respuesta a Con-A de los linfocitos de bazo, segin los tratamientos aplicadas. El tratamiento con 

PGE2 inhibio la respuesta a Con-A y abatid los niveles de IL-2. En cambio, cuando los animales 

fueron tratados con indometacina se observé una mayor respuesta a la Con-A, asi como niveles 

altos de IL-2. Ademis, los linfocitos del bazo de estos animales produjeron menores niveles de IL- 

6 y de IL-10 que los parasitados y tratados unicamente con el placebo. En conjunto estos datos 

sugieren una participacion importante de la PGE2 en la modulacién de la respuesta inmune en este 

modelo experimental de cisticercosis. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

En ésta ultima seccion, se pretendio conocer la respuesta de una de las poblaciones 

celulares del sistema inmune que se encuentran en mas estrecho contacto con el cisticerco de Tr. 

crassiceps, los macréfagos peritoneales. Estos experimentos se desarrollaron con !a idea de que 

éstas células pueden ser una de las principales protagonistas en la polarizacion de la respuesta 

inmune en la cisticercosis experimental, dada su capacidad de presentar antigenos y de secretar 

diferentes citocinas que pueden ser fundamentales en el desarrollo posterior de la respuesta 

inmunologica en contra del parasito. , 
2 

Fundamentalmente en esta seccion se describe como los macr6fagos cambian su patron de 

secrecion de citocinas conforme la infeccién avanza. Cuando el parasito se ha establecido, los 

macrofagos presentan una mayor produccién de IL-6 que de IL-12, lo cual podria ser uno de los 

factores que favorecen la polarizacién de Ja respuesta inmune hacia Th2. Por otro lado, también se 

analizé la expresion de las moléculas coestimulatorias B7-1 y B7-2 en los macréfagos de los 

animales infectados, dichas moléculas han sido recientemente relacionadas con el desarrollo de la 

Tespuesta inmune. En nuestro caso se encontraron evidencias de que existe una mayor expresién 

de la molécula B7-2, la cual ha sido descrita como una molécula que favorece la respuesta Th2. La 
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implicacion de estos hallazgos dentro de la regulacién de la respuesta inmune en la cisticercosis 

experimental se abordan en la discusién general. 
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RESULTADOS ADICIONALES 

ANALISIS DE LA PRODUCCION DE IL-6, IL-12 Y DE LA EXPRESION DE LAS 

MOLECULAS B7-I Y B7-2 EN MACROFAGOS PERITONEALES EN LA INFECCION CON 

Taenia crassiceps. : 

Una de las principales poblaciones celulares involucradas en la generacién de una 

espuesta inmune especifica y de union con la inmunidad natural o innata son los macréfagos, 

cuya funcion dentro de la respuesta especifica puede darse a dos niveles, como célula 

presentadora de antigeno y como una poblacién efectora, principalmente en infecciones por 

parasitos intracelulares o en una respuesta anti-tumoral (Trinchieri et al., 1997). La activacion de 

los macrofagos representa uno de los principales eventos en la resistencia innata a las infecciones 

intracelulares. Los macr6fagos se activan en respuesta a una infinidad de estimulos que se 

producen durante los procesos infecciosos e inflamatorios, y en el desarrollo de respuestas 

inmunes mediadas por células T, éstas células secretan entonces una serie de citocinas 

proinflamatorias las cuales contribuyen a una mayor capacidad fagocitica de los macrofagos y a 

la activacion de varias manifestaciones de la respuesta inflamatoria. Su accidn citolitica ha sido 

ampliamente reconocida en varias infecciones intracelulares como es el caso de Leishmania, 

. . . . a . Trypanosoma y Plasmodium, en donde varias citocinas, principalmente el [FN-y, pueden activar 

a los macrofagos para que destruyan a los parasitos. En cambio, solo en una parasitosis 

extracelular (Schistosoma mansoni) se ha demostrado su capacidad para eliminar al patogeno 

(James y Nacy, 1993), en donde la molécula efectora principal capaz de matar a la 

esquistosomula es el 6xido nitrico (NO). 

Dentro de su fiancion reguladora en [a respuesta inmune, los macréfagos tienen un papel 

fundamental desde el momento de la presentacién de antigeno a las células T virgenes o de 

memoria, y ademas como fuente de citocinas tempranas que pueden modificar de manera 

importante el desarrollo de dicha respuesta. En particular, las citocinas presentes durante la 
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expansion de las células T influye sobre la capacidad de los linfocitos Th para diferenciarse hacia 

Thi o Th2, los macrofagos después de su activacion pueden secretar citocinas que afecten 

directamente esta diferenciacién, ya que estas células son una fuente importante de IL-6, IL-10 e 

{L-12. La IL-12 se produce rapidamente después de una infeccion, probablemente por el contacto 

directo de fa célula fagocitica con el patogeno (bacteria, pardsito o toxinas) v de esta forma 

puede influir sobre el desarrollo de una respuesta inmune. Sin embargo, otra de las citocinas que 

producen los macrofagos en grandes cantidades es la LL-6 y esta ha sido recientemente 

involucrada en la diferenciacién de los linfocitos ThO hacia Th2 (Rincon et al., 1997). La IL-10 
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en cambio, es principalmente una citocima reguladora de la actividad del propio macrofago y de 

otras células inmunes, recientemente se ha descrito que la [L-10 puede inhibir la produccion de 

IL-12, teniendo entonces una accidn autécrina sobre el mismo macréfago. 

Por otro lado, los macréfagos como células presentadoras de antigeno pueden influir 

sobre el desarrollo de una respuesta inmune no solo por las citocinas que secretan al ser 

estimulados, sino también por las moléculas accesorias que son necesarias para generar un buen 

estimulo antigénico. Entre estas, las principales son las moléculas B7-1 y B7-2 que estan 

relacionadas con la segunda sefial necesaria que requiere el linfocito T para activarse. Estas 

moléculas se unen a CD28 0 CTL4-A (Lenschow et al, 1996) que se encuentran en la membrana 

de los linfocitos T e inducen en ellos diferentes sefiales que llevan a su proliferacion y activacién, 

cuando esta interaccién no se leva a cabo hay anergia (June, 1994). Recientemente, se ha 

propuesto que dependiendo de cual molécula coestimulatoria se una a CD28 el linfocito ThO 

puede diferenciarse hacia Th1 o Th2, de modo que si B7-1 es el que se une entonces hay una 

respucsia tipo Thi, en cambio cuando B7-2 es la molécuia que genera la segunda seiial entonces 

la respuesta puede polarizarse hacia Th2 (Lenschow et al., 1996), ademas estas moléculas 

parecen tener un papel fundamental en el desarrollo y regulacién de algunas enfermedades 
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autoinmunes (Kuchroo et al., 1995), parasitarias (Gause et al., 1996) 0 alérgicas (Keane-Mvers et 

al., 1998). 

En la cisticercosis experimental murina no se conoce el papel que desempeiian los 

raacrofagos durante el inicio, progresidn y regulacién de la respuesta inmune en contra de este 

parasito. 

Este trabajo se realizo con el proposito de explorar la respuesta de las células que estan en 

contacto mas estrecho con el cisticerco de 7. crassiceps y con el objetivo primordial de conocer 

las principales citocinas que producen los macrofagos peritoneales durante la cinética del 

crecimiento parasitario en esta infeccidn. Ademas se analizaron las moléculas coestimulatorias 

B7-1 y B7-2 a las cuales se tes ha dado gran importancia recientemente en el desarrollo de la 

respuesta inmune. 
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MATERIALES Y METODOS 

Animales. Se utilizaron hembras y machos de 6-8 semanas de edad de la cepa BALB/c, los 

cuales se mantuvieron en condiciones estandar en el bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas, UNAM. 

Parasitos. Se utilizo la cepa ORF del cisticerco de Taenia crassiceps. 

Infecciones. Los animales se infectaron por via intraperitoneal con 10 cisticercos de T. crassiceps 

de aprox. 2mm de diametro sin gemaciones. 

Obtencién de Macréfagos. Los macréfagos e obtuvieron de Ja cavidad peritoneal de ratones 

sanos y con 1. 4, 8 vy 16 de infeccion. A los animales sanos se les inocularon 3 ml! de medio de 

tioglicolato al 3% estéril, se dejaron por 4 dias y después se sacrificaron, se les inyecto ip. 5 ml 

de solucion de Hank’s estéril, se dio masaje en el peritoneo y después se extrajeron las células 

con una jeringa. Estas células se lavaron 2 veces con la solucién de Hank's y se lisaron los 

eritrocitos con choque osmotico inducido con cloruro de amonio. Las células se ajustaron a 1x10- 

6/ml, posteriormente se sembr6 | ml de esta suspension celular en placas de poliestireno de 24 

pozos, se incubaron durante 2 h a 37 C y 5% CO2, posteriormente con medio tibio RPMI-1640 

suplementado, se-lavaron estos cultivos para eliminar las células no adherentes, las células 

adherentes fueron 90 %-macréfagos de acuerdo con la tincién de esterasa inespecifica. 

Los macréfagos de los animales infectados se obtuvieron de la cavidad peritoneal de la . 

misma forma descrita arriba, solo que en estos no se inyecté el medio de tioglicolato. 

Estimulacién de Macréfagos. Los cultivos de macrofagos fueron estimulados con 10 ug/ml de 

LPS mas 50 ng/ml de IFN-y recombinante murino durante 24 horas. Pasado este periodo los 

sobrenandanies se cosecharon y se centrifugaron para eliminar células. Posteriormente se 

congelaren a —70 C hasta su uso. 
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Deteccién de Citocinas. En los sobrenadantes de cultivo se midieron IL-6, TL-t0, IL-12 y TNF- 

a, todos por ELISA-Sandwich, los pares de anticuerpos especificos y las citocinas recombinantes 

fueron todas de la marca Pharmingen. 

Deteccién de B7-1 y B7-2 por FACS. En los macrofagos peritoneales de animales con 8 

semanas de infeccién y su correspondiente control sano de la misma edad, se analizaron por 

inmunofluorescencia indirecta la presencia de las moléculas coestimulatorias B7-1 y B7-2. Estos 

macrofagos se obtuvieron como se mencioné antes, solo que no fueron estimulados con LPS o 
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IFN-y, sino que se dejaron toda la noche a 37 C_y 5% CO2, posteriormente se retiraron de la 

placa con un gendarme de bule y se procesaron para su analisis por FACS. Se utilizaron 

anticuerpos monoclonales anti B7-1 y anti B7-2 IgG de rata anti-raton (Pharmingen) de acuerdo a : 

las instrucciones de los productores. Como segundo anticuerpo se utilizé un anti-IgG de rata 

marcado con FITC (Sigma), este tiltimo sirvié como control de pegado inespecifico. 

Andlisis estadistico. Se utilizo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney en todos los casos, se 

consideré como limite de significancia estadistica cuando P<0.05. 
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RESULTADOS 

Con el propésito de determinar las principales citocinas secretadas por los macréfagos 

peritoneales de los animales infectados con el cisticerco de 7. crassiceps se analizaron estas 

células en diferentes tiempos de infeccién. Asi, se observé que los niveles de IL-6 producidos en 

respuesta a LPS + IFN-y en la primera semana de infeccién fueron similares a los detectados en 

los macréfagos de los animales normales en ambos sexos. Estos niveles de IL-6 aumentaron 

significativamente en la cuarta semana de infeccion, en este momento se detectaron diferencias 

entre sexos, donde las hembras presentaron los mayores niveles. Durante la octava semana de 

infeccion se mantuvieron elevados los niveles de esta citocina en ambos sexos. En cambio, en 

periodos mas avanzados de la infeccion con Taenia crassiceps los macr6fagos de los machos 

produjeron niveles de IL-6 mucho mayores que las hembras, en Jas cuales los niveles de IL-6 

decrecieron a valores norinales (Figura 1, P<0.05). En general puede observarse que estos niveles 

de IL-6 tienden a disminuir en las hembras conforme la infeccién avanza, en cambio en los 

machos sucede lo contrario, pues en periodos de infeccién mas avanzados se detectaron mayores 

niveles de IL-6, de forma que las diferencias entre los sexos son nuevamente significativas 

(Figura 1). 

Por otro lado, la secrecion de IL-12 ante el mismo estimulo también presenté variaciones 

dependiendo det tiempo de infeccién que tenian los animales al momento de obtener los 

macrofagos, de modo que en las infecciones tempranas se detectaron niveles significativamente 

menores de IL-12 en los animales infectados que en los sanos. Sin embargo, al avanzar el tiempo 

de infeccion los niveles de [L-12 tienden a aumentar en ambos sexos en los sobrenadantes de los 

cultivos de macrofagos peritoneales de los animales infectados, de tai forma que a las 8 semanas 

de infeccion los niveles de esta citocina fueron significativamente mayores que los de los 

animales sanos (Figura 2, P<0.05), En donde las hembras presentaron los niveles mas altos. Sin



embargo, en periodos de infeccién mds avanzados la produccién de IL-12 se encontr6 

significativamente disminuida en ambos sexos con respecto a los controles sanos. 

La produccion de TNF-a por los macréfagos de los animales infectados no presenta 

alteraciones cuando se compararon con los niveles obtenidos de los macrofagos de animales 

sanos (datos no mostrados). 

En lo que respecta a la presencia de las moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-2 en los 

macr6fagos de los animales infectados se encontraron algunas diferencias importantes. En 

primera instancia se observo una disminucién en el porcentaje de células positivas de B7-1 en los 

animales infectados con respecto a los controles (60% contra 72% respectivamente), mientras que 

el porcentaje de positividad para B7-2 en estas mismas células se incrementé en los animales 

parasitados comparados con los animales sanos (90% contra 75%, respectivamente, Figura 3). 

Sin embargo, lo mas interesante no fue el aumento en la poblacién de.células positivas para B7-2 

en los macrofagos de los animales infectados, sino el incremento en la intensidad de 

fluorescencia de esta molécula, que fue de hasta tres veces mayor que la de los sanos ( Figura 4). 

Lo que indica un importante incremento en la expresién de esta molécula coestimulatoria durante 

la infeccion con el cisticerco de 7. crassiceps, la cual podria tener alguna implicacién 

inmunolégica en la regulacién de la respuesta anti-parasitaria. 
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PIES DE FIGURA. 

FIGURA 1.- Deteccion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo de macréfagos peritoneales 

obtenides de ratones infectados con T. crassiceps. 1x106 macrofagos fueron estimulados con 

LPS (t0ug/ml) mas IFN-y (50 ng/ml) durante 24 h, posteriormente se cosecharon los , 

sobrenadantes y se detecto por ELISA los niveles de IL-6. Puede observarse que los niveles de Il- 

6 se incrementan cuando los macr6fagos se obtienen de infecciones mas avanzadas (*P<0.05). 

FIGURA 2.- Efecto de la infeccion con 7. crassiceps sobre la produccién de IL-12 por 
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macrofagos peritoneales. Los macr6fagos se estimularon como se mencion6 antes, En general se 
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observa que la produccion-de IL-12 se mantiene por debajo de lo normal en los macréfagos 

provenientes de los animales infectados (*P<0.05), con excepcion de la octava semanas post- 

infeccién, en donde se detectaron los niveles mds altos de esta interleucina. 

FIGURA 3.- Porcentaje de células positivas a B7-1 y B7-2 en macrofagns peritoneales de ratones 

sanos e infectados con 7. crassiceps. A) Ratones sanos fueron inyectados i.p. con 3 ml de 

tioglicolato estéril, 72 h después sus macréfagos peritoneales fueron aislados y procesados para 

detectar B7-1 y B7-2 por FACS. B) Ratones con 8 semanas de infeccion fueron sacrificados y sus 

macrofagos peritoneales se procesaron para detectar B7-1 y B7-2 por FACS. Puede observarse un 

decremento del 10% en la expresion de B7-1 en tos macrofagos de los animales infectados, 

mientras que la poblacién de células positivas para B7-2 se incrementé aprox. 10% con respecto 

a los animales sanos. 

FIGURA 4.- Expresion de B7-1 y B7-2 sobre macrofagos peritoneales de animales sanos e 

infectados con T. crassiceps. Aqui puede observarse que los niveles de expresién de la molécula 

B7-1 en jos animales no cambié de manera importante, mientras que la expresion de B7-2 se 

incrementé mas del 100 % con respecto a los macréfagos de los animales sanos. 
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DISCUSION GENERAL 
  

El control de las enfermedades parasitarias esta muy ligado al tipo de respuesta inmune que 

se desarrolla durante la infeccién. La respuesta tipo Th1 se caracteriza, principalmente, por un 

dominio en la produccién de IFN-y e IL-2, que favorecen una respuesta celular, activacién de 

macrofagos y produccidn de anticuerpos de la subclase IgG2a. La respuesta tipo Th2 se 

caracteriza por la produccion de altos niveles de IL-4, IL-5, IL-6, e IL-10 que favorecen la 

respuesta humoral y una mayor produccidn de anticuerpos de las subclases IgG1, 1gG2b e IgE 
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(Mosmann y Coffman, 1989; Carter et al., 1996; Abbas et al, 1996). 

En las parasitosis intracelulares, en general las respuestas tipo Th1 son capaces de 

controlar la.infeccion (Reiner et al., 1994), En algunas parasitosis, principalmente en las 

intestinales y las causadas por helmintos, las respuestas de tipo Th2 pueden tener un efecto 

negativo sobre el peso, establecimiento y en la fecundidad de los parasitos (Pritchard, 1995). De 

estos hallazgos se generalizo la idea de que las respuestas dominadas por un patron de citocinas 

tipo Th2 protegian contra los pardsitos extracelulares, Actualmente, algunos autores han 

encasillado estos tipos de.respuesta en dos niveles, el primero en la generacion de proteccion 
ne 

contra parasitos intracelulares, en los cuales una repuesta Thl es protectora (Sander et al; 1995), 

el segundo implica que la respuesta Th2 establece una proteccién contra parasitos extracelulares 

(Urban et al, 1994; Finkelman et al., 1997). 

La participacion de ambos tipos de respuesta en la cisticercosis experimental murina era 

desconocida, y no se habian caracterizado las citocinas y por ende los tipos de respuesta immune 

que participan en la resistencia o susceptibilidad contra la infeccion. Hasta este momento en la 

cisticercosis experimental murina causada por T. crassiceps solo se conocia que la respuesta 

immune humoral no era importante en la Imunoproteccién y que probablemente una respuesta de 
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tipo celular podria mediar la resistencia al parasito (Sciutto, 1989; Bojalil et al., 1993). Los 

resultados aqui presentados indican que existe una respuesta inmune tipo Th! durante las priteras 

2 semanas de infeccién, con una alta respuesta de hipersensibilidad retardada antigeno-especifica 

asociada con una alta respuesta proliferativa in vitro a la Con-A y al antigeno de T. crassiceps en 

los linfocitos obtenidos del bazo de los animales infectados. Asimismo se demostré, una 

produccion normal de IL-2 e IFN-y, los niveles mas altos de anticuerpos de tipo IgG2a y bajos de 

niveles de IL-4, IL-6, IL-10 v de anticuerpos de los subtipos IgG1 e I[gG2b; todo ello asociado 

con una baja carga parasitaria. Después de la 4a. semana de infeccién se observé una marcada 

inhibicion en la respuesta de hipersensibilidad retardada, en la respuesta proliferativa de los 

linfocitos a CaneA y al antigeno especifico, asi como en los niveles de IL-2 e IFN-7 en los 

sobrenadantes de los linfocitos de los animales parasitados, ademas también se detect6 una 

os memos animales,         disminucién «'s “aon fas niveloe de TeG2a antigens-esnecificas on est 

Se encontraron niveles significativamente mayores de IL-4, IL-6 e IL-10 y de anticuerpos 

especificos de los subtipos IgGl e IgG2b, concomitante al establecimiento y crecimiento sostenido 

de la carga parasitaria. 

' Lo anterior sugiere que al inicio de la infeccion con 7. crassiceps se presenta una respuesta 

immune Th1 asociada con un bajo ntmero de parasitos, pero conforme la infeccién avanza.aparece ... - 

una respuesta inmune Th2, que se asocié con un incremento significativo en el mimero de 

parasitos. - 

Los mecanismos desplazan la tespuesta tipo Th! {probablemente protectora) hacia una 

respuesta de tipo Th2 (facilitadora) en esta infeccién no han sido bien establecidos. Es factible que 

la estimulacion constante de los macrofagos participe de manera importante, pues es conocido que 

estas células son una de las fuentes mas importantes de algunas interleucinas involucradas en la 

tegulacion de la respuesta inmune como la [L-12, IL-10 e IL-6. La accion principal de la IL-12 es 
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inducir en los linfocitos Th] la produccion de IFN-y y esta citocina es la principal inductora de la 

iniciacion de la respuesta Th! (Romagnani, 1997). Aparentemente, la IL-12 es negativamente 

afectada sobre todo al inicio de la infeccion con 7. crassiceps. La accién principal de la IL-10 es 

inhibir los efectos de otras citocinas sobre el macrofago evitando la activacidn citolitica de estas 

células por IFN-y e inhibiendo Ja produccién de TNF-« (Fiorentino et al, 1991) y de oxido nitrico 

(Romani et al, 1994). La IL-10 también inhibe la proliferacion antigeno-especifica de las células 

Th1 y la producci6n de IL-2 y de [FN-y (Taga y Tosato, 1992). Esto implica que la aparicion 

temprana de [L-10 desempefia un papel importante en el desplazamiento de la respuesta inmune 

ThI hacia una Th2 en esta parasitosis. Nuestros resultados sugieren que la produccién de IL-10 

empieza a aumentar a partir de la segunda semana de infeccién, incrementandose hasta 5 veces 

con respecto a los animales sanos. El gran incremento en esta interleucina puede deberse a que 

existen vers fuentes abesas do 1-10, que se sctvan en diferentes momentos de la infecciou. 

Ademas de los macréfagos, otras fuentes importantes de [IL-10 son también las células Th2 

(Mosmana y Coffman, 1987) y las células B1 (O’garra et al., 1992), lo cual implica una mayor / 

contribucién hacia la respuesta Th2 que se establece conforme la infeccion avanza. ~ 

La IL-6 ha sido relacionada recientemente con la pelarizacion de la respuesta inmmune hacia 

- Th2 (Rincon et al., 1997). La produccién de esta interleucina-se eleva significativamente en 

diferentes compartimentos de los animales infectados, por ejemplo en linfocitos de bazo 

estimulados con Con-A, en macréfagos peritoneales y en suero. Es probable que el incremento 

temprano de esta citocina sea un factor importante en la polarizacion de la respuesta inmune en la 

cisticercosis murina. 

Si se mantuviera una respuesta inmune tipo Th1 durante mas tiempo en la cisticercosis 

murina, podrian eliminarse un mayor numero de parasitos. Los experimentos en los que se 

administraron anticuerpos monoclonales anti-[L-10 y anti-IFN-y, apoyan esta propuesta, pues los 
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animales que recibieron el tratamiento con anticuerpos anti-IL-10 durante la fase temprana de la 

infeccién desarrollaron cargas parasitarias significativamente menores que los controles. Por otro 

lado, los ratones que recibieron el tratamiento con anticuerpos anti-IFN-y, presentaron cargas 

patrasitarias hasta 90% mayores que los controles. El tratamiento con citocinas recombinantes 

murinas (IFN-y + IL-2) durante la primera semana de infeccién generé mayor resistencia a la 

infeccion con T. crassiceps. Estos resultados fortalecen la idea de que una respuesta Th] puede 

estar asociada a una mayor protecci6n en contra de éste pardsito. El efecto observado puede 

deberse a que la presencia temprana de niveles altos de [IL-2 e IFN- favorecen la induccién de una 

respuesta inmune protectora tipo Th1, ya que es conocido que el microambiente de citocinas en el 

cual se inicia el desarrolio de una respuesta inmune es fundamental para la polarizacién de la 

misma (Constant y Bottomly, 1997). La mayor respuesta a Con-A y al antigeno parasitario que se 

a tas dinfocitos de lox animales 9        on anti    “pos amti-IL-10, tambicn apoya esta 

idea. Ademis, presentaron niveles normales de IFN-y, mientras que los animales que recibieron 

IFN-y+IL-2 produjerou mayores niveles de IFN-y y de anticuerpos especificos del isotipo [gG2a, 

también mostraron una reduccion significativa en los niveles de IgG1 e 1gzG2b, modificando asi la 

relacion IgG1:IgG2a de 7.8 en los animales controles a 0.47 en los animales tratados con estas 

citocinas, todo esto es promovido por una respuesta Thl (Abbas et al., 1996). Otros resultados 

que apoyan esta idea son aquéllos que se obtuvieron del tratamiento con IL-10 recombinante, en 

los que se observo un incremento significativo en la susceptibilidad al parasito, asociado a una 

respuesta tipo Thl de menor intensidad (baja respuesta proliferativa a Con-A y bajos niveles de 

IgG2a y de IFN-y). Es probable que una respuesta inmune de tipo Th] temprana pueda restringir 

el establecimiento del cisticerco de T. crassiceps, mientras que la IL-10 se perfila como una de las 

citocinas que favorecen el cambio hacia una respuesta Th2 en la cisticercosis murina. Algunos 

resultados similares han sido observados en otras infecciones parasitarias (Chensue et al. 1994;



Mathew et al. 1990, Scott, 1992; Romani et al., 1994); en todas ellas se ha propuesto a la IL-4 

como la principal interleucina que participa en Ja polarizacion de la respuesta inmune hacia Th?2. 

Sin embargo, trabajos recientes realizados con ratones knock-out para IL-4 han demostrado que a 

pesar de la falta de produccién de esta interleucina, se desarrolla una respuesta de tipo Th2 cuando 

los animales son parasitados con Leishmania major (Noben-Trauth et al., 1996). Estos datos 

apoyan la idea de que una de las citocinas mas importantes que participan en la polarizacion de la 

respuesta inmune hacia el subtipo Th2 es la IL-10. Especificamente en la cisticercosis murina, la 

IL-4 no tiene gran relevancia, puesto que los tratamientos con anti-IL-4 0 con IL-4 recombinante 

in vivo ne modificaron la susceptibilidad a la cisticercosis por 7. crassiceps. 

Los resultados obtenidos invitan a reflexionar sobre las investigaciones que se Hlevan a 

cabo en la busqueda de una vacuna contra esta parasitosis. Los intentos realizados hasta ahora, 

aunque alentadores, han sido casi bastante empiricos pues se ha buscado inducir proteccion contra 

la cisticercosis porcina con extractos totales aplicados en dosis extrapoladas de experimentos en 

modelos murinos (Sciutto et al., 1994), o bien directamente, sin utilizar un modelo experimental 

apropiado (Molinari et al, 1993). Puesto que ni siquiera en los modelos murinos era conocido 

como se desarrolla la respuesta inmune en contra del cisticerco, qué tipo de respuesta es la 
ed 

protectora y cual la facilitadora. Estudios recientes estan de acuerdo con nuestros resultados, pues 

indican que diferentes antigenos obtenidos de un mismo extracto parasitario pueden facilitar la 

instalacion del cisticerco de T. crassiceps, y otros antigenos pueden proteger contra la infeccién 

(Valdez et al. 1994). Es evidente que se deben buscar estrategias (dosis, antigenos y adyuvantes 

adecuados) que induzcan una respuesta inmune Th1, protectora en contra de este parasito. 

Nuestros resultados apuntan hacia la idea de que‘existen factores del propio huésped que 

pueden modificar el curso de la respuesta inmune en esta parasitosis. Las observaciones de que los 

niveles de estradiol se incrementan en Ia fase cronica de la infeccién (Larralde et al., 1995;



apéndice II) y el hecho de que éstos pueden alterar la respuesta inmune {Terrazas et al., 1994; 

apéndice Il), principalmente la de tipo Thi. hablan de mecanismos complejos que ejerce el 

parasito para posibilitar la colonizacion de su huésped, alterando los niveles hormonales que 

aparentemente favorecen su instalacion: altos niveles de estradiol y bajos de testosterona (Larralde 

et al., 1995), que a su vez pueden alterar la respuesta inmune celular especifica en contra del 

cisticerco de 7. crassiceps (Terrazas et al.. 1994, apéndice If). El fendmeno de estrogenizacion 

generado por el parasito, requiere la participacién del sistema inmune, principalmente por la alta 

produccién de IL-6. la cual es conocida por su accion pleiotrépica (Dinarello, 1990), pues tiene la 

capacidad de ejercer efectos bioldgicos sobre el sistema nervioso central y sobre el endocrino. En 

este ultimo podria alterar la actividad de la aromatasa p-450 y por este mecanismo convertir la 

testosterona hacia estradiol (Larralde et al..1995, apéndice II). Si se correlaciona la produccion 

elevada v erénica de IL-6 con el aumento en los niveles de estradiol en sucre y el increments en el 

numero de parasitos en’ambos sexos, se estaria frente a un claro ejemplo de interaccién 

inmunoendécrina en esta parasitosis. Es obvio que en esta interaccion participan otros factores, ya 

que en otras parasitosis una elevada produccién de IL-6 no ha sido asociada con cambios 

hormonales (Truyens et al., 1994). Probablemente la clave sea la cronicidad del estimulo 

antigénico y el tiempo que permanecen elevados los niveles de IL-6... =... 

El hecho de que se haya encontrado poco dimorfismo sexual en lo que respecta a la 

respuesta inmune y en ld produccién de interleucinas durante las fases aguda y cronica de la 

infeccion por T. crassiceps, no debilita la idea de que los estrogenos influyan negativamente sobre 

la respuesta inmune Thi ( Schuurs, 1992, Terrazas et al. 1994, apéndice II), y que esto sea uno de 

los principales motivos de la diferencia en susceptibilidad entre sexos. Cabe mencionar que estos 

ensayos fueron ex vivo con un periodo de incubacién de 24 a 72 horas fuera del ambiente 

hormonal original, de tal forma que durante el cultive de los linfocitos de machos y de hembras, se 
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desarrollaron en un ambiente hormonal con condiciones semejantes. Es ahi donde podrian haberse 

perdido algunas de las posibles diferencias mas sobresalientes entre sexos. Ademas, varios autores 

indican que donde se observa un mayor dimorfismo sexual de la respuesta inmune es en aquellas 

situaciones en las que los niveles de hormonas sexuales estén presentes en concentraciones 

ligeramente mayores de las fisiologicas (Pung et al., 1992; Terrazas et al., 1994). Es clara la 

necesidad de llevar a cabo nuevos experimentos en los cuales se evite el paso in vitro de las células 

para detectar iv situ las diferentes citocinas que participan en esta parasitosis. También seria 

deseable realizar un andlisis de la expresién de los RNAm de las citocinas en diferentes Organos 

linfoides durante diferentes momentos de la infeccion. Esto implica analizar la presencia de las 

diferentes interleucinas en su ambiente natural y seria aqui en donde podria apreciarse la influencia 

de las hormonas sexuales durante las primeras semanas de infeccion y su participacion en la 

polarizaciin de ta respuesta inmune hacia Th2. Fn lac fases crdnicas de la inf scida se esperaria 

que las respuestas fueran similares, como lo indican los datos presentados aqui, puesto que los 

niveles de estrégenos son muy similares entre machos y hembras después de la 8a. semana de 

infeccion (Larralde et al., 1995, Apéndice LI). A pesar de lo anterior, se pudieron observar algunas 

diferencias claras entre sexos, como la menor produccién de IFN-y en las hembras al inicio de la 

infeccién, menor respuesta de DTH a antigenos especificos, y una produccion mas rapida y mavor 

de IL-10 en las fases tempranas de la infeccion. La produccion de IL-6 en macrofagos peritoneales 

de las hembras infectadas es mayor que la de los machos durante las primeras semanas de 

infeccién, mientras que en los tiempos mas avanzados estas diferencias se pierden, sugiriendo una 

relacién con la mayor susceptibilidad al cisticerco de T. crassiceps observada en las hembras. 

Para que las células T en reposo o virgenes puedan ser eficientemente activadas a ejercer 

sus funciones efectoras, requieren recibir 2 sefiales por parte de las células presentadoras de 

antigeno (Lenschow et al, 1996). La primera sefial proviene del complejo TCR-CD3 que 
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reconoce el antigeno especifico presentado sobre las moléculas del MHC. La segunda seiial es 

provista principalmente por la molécula CD28 después de ligarse con el receptor de la familia B7 

que se encuentra en la membrana de Ia célula presentadora de antigeno al igual que las moléculas 

de MHC cargadas con el antigeno especifico. La capacidad de las células presentadoras de 

antigeno para dar la segunda sefial a las células T en reposo es inducida principaimente por 

antigenos de agentes infecciosos y es de vital importancia para el desarrollo de !a respuesta inmune 

especifica. ya que en la ausencia de la via de co-estimulacion CD28-B7, las células T pueden 

volverse no respondedoras (anérgicas) o morir por apoptosis (June et al., 1994). Trabajos 

recientes han descrito la existencia de dos moléculas estructuralmente relacionadas con B7, 

denominadas B7-1t y B7-2, a las cuales se les ha adjudicado funciones diferentes (Lenschow et al., 

1996). CD28 y CTLA-4 pueden unirse a B7-1 0 B7-2 pero con diferente afinidad, CTLA-4 > 

CD28, pero la sefial que produce es inhibitoria para la célula. En cambio, la sefial generada por 

CD28 es de coestimulacién (June et al., 1994). Recientemente, se ha dado gran importancia a la 

interaccion de estas moléculas (coestimulacién) en el desarrollo de una respuesta inmune 

polarizada. de modo que se ha propuesto que la generacion de un respuesta Thl o Th2 es 

dependiente de la sefial coestimulatoria mediada por B7. En algunos modelos se ha demostrado 

que B7-1 y B7-2 pueden regular diferencialmente el desarrollo de una respuesta tipo Thl o Th2 

(Kuchroo etal, 1995), Algunos trabajos indican que B7-1 favorece la activacion de células Thi, 

mientras que B7-2 favorece la polarizacion hacia una respuesta Th2 (Lenschow et al, 1996, 

Constant y Bottomly, 1997). Podria especularse que debido a la constante interaccion de los 

macrofagos con la gran cantidad de antigenos que producen los parasitos, se pueden 

sobreestimular y modificar la expresién de alguna de las moléculas que originan las sefiales co- 

estimulatorias, Hevando a las células Th! anti-cisticerco a sufrir anergia o apoptosis conforme el 

tiempo de infeccién avanza. De ésta manera se perderia la respuesta Thl especifica como se 
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demuestra en la baja respuesta de DTH después de la segunda semana de infeccion y la baja 

respuesta proliferativa al antigeno in vitro. Alternativamente, los macrofagos sobreestimulados 

provenientes de los animales infectados podrian cambiar el patron de citocinas en respuesta al 

antigeno o a LPS e influir sobre el desarrollo de la respuesta inmune. , 

Los resultados preliminares en los cuales se analizaron por FACS la presencia de B7-1 y 

B7-2 en macrOfagos peritoneales de animales sanos 0 con 8 semanas de infeccién, demuestran que 

los macrofagos provenientes de los animales infectados presentaron una disminucién en el 

porcentaje de células positivas a B7-1; mientras que el nivel de expresién de la molécula B7-2 se 

incrementd hasta 3 veces con respecto a los animales sanos, presentando ademas una mayor 

expresiOn de B7-2 que de B7-1. Estos datos encajan en el t6pico actual sobre el papel de éstas 

moléculas en el desarrollo de la respuesta inmune, en donde la coestimulacion de los linfocitos 

CD4+ con moléculas B7-1 ha sido asociada con el desarrollo de una respuesta Th1, mientras que 

la coestimulacion con B7-2 se asocia a una respuesta Th2 (Greenwald et al., 1997; Keane-Myers 

et al., 1998). La alteracién de la expresién o el bloqueo de estas moléculas coestimulatorias tiene 

efectos diferenciales en distintas enfermedades, tanto autoinmunes como parasitarias (Corry et al, 

1994; Kuchroo et al., 1995). En infecciones con parasitos intracelulares se han observado 

alteraciones en la expresion de estas moléculas en los macrofagos, lo que a su vez altera su 

capacidad de presentar antigenos (Frosch et al., 1997). La alteracién en la expresion de B7-1 y 

B7-2 en los macr6fagos peritoneales de los animales infectados con T. crassiceps podria estat - 

relacionada con Ia polarizacién de la respuesta inmune observada en esta parasitosis. Una objecion 

a esta propuesta podria ser que las células Th2 también necesitan de la coestimulacién CD28-B7. 

Sin embargo, las células Th2 dependen de CD28 sélo al inicio de la estimulacion, pero mas tarde 

parecen ser mucho menos dependientes de esta seiial (MacKnight et al., 1994). Por el contrario, 

la mayoria de las clonas Thl contindan requiriendo la co-estimulacién de CD28 para su activacién 
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y posterior re-estimulacion (Allison, 1994; Gause et al., 1997, Farber, 1998). Por otro lado, las 

células Th2 responden mejor a la presentacion de antigeno por linfocitos B (Duncan y Swain, 

1994; Conrad y Kaufmann, 1995), de modo que podrian ser estimuladas por estas células en 

tiempos mas avanzados de la infeccion para seguir proliferando y secretando sus interleucinas e 

inhibir de esta manera a las células Thi por la accién de IL-4 e IL-10. De esta forma, la respuesta 

anticisticerco podria ser forzada a polarizarse hacia una respuesta Th2 (ver figura final). 

La observacion de que los macr6fagos peritoneales de los animales infectados con T. 

crassiceps secretan cantidades significativamente mayores de IL-6 en respuesta al estimulo con 

LPS e IFN-y, mientras que los niveles de IL-12 son menores y los de TNF-c. no son alterados, 

indican que los macr6fagos tienen un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inmune en 

esta infeccion, puesto que recientemente la IL-6 ha sido involucrada en la polarizacion de la 

respuesta inmune hacia Th2 (Rinc6n et al., 1997). Esto adaquicre interés al observar que los 

macrofagos producen mucho mas IL-6 que IL-12 y esto podria favorecer el rapido establecimiento 

de una respuesta tipo Th2 a nivel local y sistémico (Afonso et al., 1994; Abbas et al., 1996). 

Los macréfagos hiperestimulados son capaces de producir otros factores que interfieren 

con la activacién de los linfocitos Th! y Th2- Se sabe que la liberacion de NO y TGF-f puede 

suptimir la respuesta inmune celular (mediada por Th). Otro de los factores mas importantes que 

liberan los macrofagos al ser estimulados crénicamente, es la prostaglandina E2 (Edwards et al, 

1986). Ademas de ser considerada importante en los fendmenos de inflamacion, es un factor capaz” 

de modular la respuesta inmune. La PGE2 es conocida por inhibir la produccién de IL-2 e IFN-y 

por células Th1 en humanos y en el raton, mientras que por otro lado favorece la secrecion de IL- 

4 IL-5 por las células Th2 (Watanabe et al., 1994). Su ee de accién parece darse a 

través de la inducci6n de altos niveles de AMPc intracelular en estas células, con la consiguiente 

elevacion del Cat+ intracetular, el cual tiene un efecto diferencial sobre las subpoblaciones Thl y 

49 

m
o
t



Figura final.- Esta figura representa la red inmunoldogica que aparentemente esta 

involucrada en Ja susceptibilidad a la cisticercosis experimental murina causada por 7aenia 

crassiceps. Aqui se esquematiza la polarizacion de la respuesta inmune hacia Th2 cuando la 

infeccion se ha establecido. Puede observarse en mayores dimensiones a la respuesta 
inmune de tipo Th2; las citocinas mas claramente involucradas son la IL-10 e IL-6. 

Ademas, se esquematiza la importancia que tienen los macrofagos en esta infeccid. como 
fuente de diferentes citocinas, de la alteracion de moléculas de membrana y de la 

produccién de prostaglandimas, las cuales pueden influir negativamente sobre la respuesta 
inmune protectora en la cisticercosis. Por uhimo. también se seiialan las célutas en las que 
se han encontrado receptores para estrogenos y que podrian mediar las diferencias de 
susceptibilidades entre sexos.
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Th2, dado que estas poseen distintas sensibilidades a los incrementos de AMPc y Ca++ (Gajewsky 

et al., 1992). Asi, las células tipo Th2 requieren un alto influjo de Ca++ para responder 

optimamente (Gajewsky et al., 1994), mientras que las células ThI son muy sensibles a cambios 

drasticos en las concentraciones de Ca++ intracelular. Cuando se dan estos cambios, las células 

Thl pueden tornarse anérgicas. De esta forma los niveles altos de PGE2 participan como uno de 

los mecanismos que llevan al desplazamiento de una respuesta Thl a una Th2 en la cisticercosis 

murina. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan esta idea, puesto que aquellos ratones 

que recibieron un tratamiento in vivo con indometacina (inhibidor de la sintesis de PGE2) 

desarrollaron cargas parasitarias significativamente menores (P<0.05) que los controles y de los 

que recibieron el placebo. Ademas, la mas alta respuesta a la Con-A y la mayor secrecién de [L-2 

obtenida en los linfocitos de estos animales sugiere al menos un retardo en el desplazamiento de la 

respuesta Tht a Th2 en este modelo. También se encontré que los niveles de IL-6 en los cultivos 

de linfocitos estaban disminuidos por el tratamiento con indometacina. Los estudios realizados in 

vitro indican un efecto positive de la indometacina en el cultivo de las céhulas de los animales 

infectados, debido a que mejora la respuesta a Con-A. Estos resultados sefialan a los macrofagos 

como los principales productores de PGE2; ya que al retirarlos del cultivo de linfocitos, la 

respuesta a la Con-A mejoro significativamente y la adicién de indometacina no tuvo efecto 

‘alguno. Por otro lado, los resultados obtenidos con el tratamiento con PGE2 in vivo ( 100 

i1g/pellet/raton) apoyan lo anteriormente expuesto, fundamentalmente porque los animales que 

recibieron PGEZ presentaron cargas parasitarias significativamente mayores (P<0.05) que fos 

controles. 

La cronicidad de la infeccion es un factor importante en el cambio de una respuesta tipo 

Thi hacia una Th2 en la cisticercosis experimental murina. Una de las causas podria ser la . 

hiperestimulacion de los macréfagos, lo que Hevaria no sélo a un incremento en los niveles de IL- 
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10 e IL-6, sino también a una mayor secrecién de PGE2 que inhibirian especificamente la actividad 

de las células tipo Th1. Recientemente, en otras infecciones crénicas causadas por Mycobacterium 

avium (Barrow et al., 1993) y Schistosoma mansoni (Velupillai y Harn, 1994), se han detectado 

glicolipidos capaces de inducir una alta produccién de PGE2 por los macrofagos. Una observacion 

interesante es que en los metacéstodos de T. crassiceps y T. solium se han detectado compuestos 

glicolipidicos (Kunz et al., 1991; Dennis et al., 1992; Dennis et al., 1993) con estructuras similares 

a los de M. avium. Se podria especular, que la induccién de una alta produccién de PGE2 

(probablemente por moléculas liberadas por el parasito) es un mecanismo que utiliza el cisticerco 
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para colonizar a su huésped. Si esto se lleva a cabo por la secrecién de compuestos glicosilados 

queda atin por definirse. Pero abre, sin duda, un campo de investigaciOn nuevo en esta parasitosis. 

Valdria la pena caracterizar los efectos de los glicolipidos sobre la produccién de PGE2 y 

determinar su posible efecto inmunomodulador, 

Todo apunta hacia una participacion activa e importante de los macr6fagos en la 

cisticercosis experimental murina, tanto al inicio como en la progresién de la infeccién. La 

participacion de los macréfagos puede darse en varios niveles, desde la misma presentacion de 

antigeno hasta la activacion de las células Th a través de la [L-12 y de la sefial coestimulatoria 

mediada por B7-1. La presencia temprana de IL-12 y la union CD28/B7-1 favorecen la ; ee 

polarizacion de la respuesta inmune hacia Th1 (Hsieh et al, 1993; Afonso et al.,1994; Constant y 

Bottomly, 1997). ,Por cuanto tiempo se mantendré la respuesta tipo Th1?, ,Lo suficiente para 

_ elimainar al patégeno?, {Qué pasa si se mantiene esta respuesta?. Estudios recientes, en los que se 

ha utilizado la IL-12 recombinante para favorecer la respuesta Th! en diferentes parasitosis han 

producido resultados alentadores. Por ejemplo, en la leishmaniosis 1a utilizacién de IL-12 como 

adyuvante ba mejorado notablemente la eliminacién del parasito (Afonso et al.,1994); en la 

enfermedad de Chagas se han obtenido resultados parecidos utilizando la misma [L-12 
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recombinante murina (Petray et al., 1994). Debido a que estos estudios no son a largo plazo, no es 

posible conocer los efectos adversos de la presencia permanente de una respuesta de tipo Thl. 

Existen datos recientes que sugieren que una respuesta de tipo Th! permanente, sin regulaci6n 

negativa ( generada por células tipo Th2), puede Hevar al desarrollo de patologias (Romagnani, 

1994: 1997), de ahi que la presencia de una respuesta tipo Th2 pueda aparecer después de cierto 

tiempo para regular una respuesta inmune potencialmente daiiina (Abbas et al., 1996; Romagnani, 

1997). 

La idea de utilizar diferentes interleucinas como adyuvantes para mejorar una respuesta 

inmune protectora apoya la idea de que antes de desarrollar un protocolo de vacunacién, es 

necesario conocer el tipo de respuesta que se da en contra de un parasito en particular. No se 

puede aplicar un resultado obtenido de un modelo como el de Leishmania a todas las 

        eticdades parasiiavias, Debido a iz enorme variaodidaud de mecanismus gus existon Je inducir 

enfermedad y de colonizacion de sus huéspedes, entre los diferentes parasitos, y a la diversidad 

que tiene el sistema inmunolégico para responder a cada uno de ellos. Es necesario conocer la 

inmunobiologia de cada enfermedad, conocer los mecanismos que utilizan los parasitos para evadir 

los diferentes sistemas de ataque que desarrolla el huésped, definir los mecanismos de la respuesta 

inmune son los efectivos en contra de cada parasito (incluso en cada fase de su ciclo de vida) y 

entonces desarrollar estrategias inmunoprofilacticas con mas posibilidades de éxito. 

Otro de los mecanismos que utilizan los parasitos para evadir la respuesta inmune de su 

huésped, es la generacion de células supresoras (CD8+) que alteran la relacién normal de 

CD4:CD8, como es el caso para Trypanosoma cruzi (Cuna and Rodriguez, 1995) y Plasmodium 

(Mshana et al., 1990), o bien favorecen la aparicién de poblaciones de células extrafias con 

caracteristicas inmunologicas totalmente anormales (Estes et al., 1993). Para abordar este punto,   se analizaron por FACS las diferentes subpoblaciones celulares de bazo en distintos tiempos de 
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infeccion con el cisticerco de 7. crassiceps. Los resultados obtenidos indican claramente que la 

relacion CD4:CD8 no esta alterada durante los diferentes tiempos de infeccién analizados, lo que 

indica que las alteraciones inmunologicas observadas no son debidas a un cambio en el fenotipo de 

las células involucradas en la respuesta inmune, sino a una disfuncion de las mismas. . 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis indican que el cisticerco de Taenia 

crassiceps puede utilizar varias estrategias para colonizar a su huésped, tanto inmunoldgicas como 

endocrinas. Dentro de las inmunologicas, se ha determinado un decremento en la respuesta inmune 

tipo Th! que es restrictiva para el establecimiento del parasito, que de manera secuencial da lugar 

a un predominio de la respuesta facilitadora para el mismo (Th2). Es probable que los macrofagos 

tengan un papel determinante, como Io sugieren las alteraciones encontradas tanto en la 

produccion de sus citocinas como en sus moléculas de membrana. En cuanto a los mecanismos 

endécrinas se ha ohservado come Ia infeccién cronica genera un incremento en tos niveles de 

estrogenos en ambos sexos; también se ha determinado la participacién de las prostaglandinas en 

la instalaci6n de una respuesta facilitadora para el parasito. Es posible afirmar que el cisticerco de 

T. crassiceps puede manipular diferentes sistemas del huésped para lograr su colonizacion. Estos 

resultados indican la existencia de una intrincada red de factores biolégicos que deben 

considerarse para el desarrollo de estrategias inmunoprofilacticas en contra de esta parasitosis. 
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CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos 2n esta tesis se puede concluir lo siguiente: 

1) En la infeccién cronica con el cisticerco de Taenia crassiceps, existe una respuesta immune 

secuencial que va del tipo Th] inicia] hacia una Th2. a 

2) La respuesta inmune tipo Thi esta involucrada en la restriccion del crecimiento parasitario, 

mientras que la Th2 favorece la instalacion det mismo 

3) Factores del propio huésped como fas hormonas sexuales y las prostaglandinas tienen una obvia 
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participacion en los mecanismos que generan la polarizacion de la respuesta inmune a Th2 durante 

la infeccion cronica. 

4) La participacion de lo macréfagos es fundamental en la regulacién de la respuesta inmune, 

come freate de 1L-12, 1-6 y do prostaglandinas, y de pos‘hles ol 

  

raciones ep ta presentacion de 

antigeno. 

5) Los cambios inmunologicos y hommonales observados durante la infeccién crénica por T. 

crassiceps pueden estar asociados al desplazamiento de una respuesta inmune potencialmente 

restrictiva (Th1) hacia una respuesta facilitadora (Th2). Si el parasito es capaz de modular este 

fenodmeno, queda aun por definirse. 
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SHIFT FROM AN EARLY PROTECTIVE TH1-TYPE IMMUNE RESPONSE TO A LATE 

PERMISSIVE TH2-TYPE RESPONSE IN MURINE CYSTICERCOSIS (TAENIA CRASSICEPS) 

Luis |. Terrazas*, Rafael Bojalilt, Tzipe Govezensky, and Carlos Larralde 
Department of Immunology, Instituto de Investigaciones Biomedicas, Universidad Nacional! Auténoma de Mexico, México 04510 D.F., Mexico 

ABSTRACT: In early stages of experimental murine cysticercosis caused by Taenia crassiceps. there is a clear but transient Thl- 
type immune response (characterized by high levels of interleukin [IL]-2, interferon-y. concanavalin A, and antigen specific 
response, delayed-type hypersensitivity, and immunoglobulin ([gJG2a antibodies) that associates with a low rate of parasite 
reproduction. As time of infection progresses an energic and more permanent Th2-type response follows (characterized by high 
levels of IL-4. IL-6, IL-10, IgG2b, and IgG] antibodies) that in turn associates with an increment in the rate of parasite repro- 
duction. The sequential activation of Thl-type and Th2-type responses in murine cysticercosis would appear to favor progressively 
parasite reproduction, explaining the long time residence and the ma 

T helper cells (Th) play an important role in the regulation 

of immune and inflammatory responses through their ability to 

secrete different cytokines (Mosmann and Coffman, 1989). In 

many murine infections, Thl and Th2 cell subsets exert an in- 

fluence on different components of the host’s response to patho- 
gens by their expression of differential cytokine profiles (Moss- 
mann and Coffman, 1989). The evolution of several parasitic 

infections has been associated with the regulation of the Thl 

and Th2 responses. In most instances, Th] responses appear to 

restrict intracellular parasites such as Leishmania (Reiner et al., 

1994), Trypanosoma (Silva et al.. 1992), and Plasmodium (Ste- 

venson and Tam, 1993) and even extracellular parasites such as 

Schistosoma mansoni (Yamashita and Boros, 1990; Pearce et 

al., 1991), whereas Th2 responses seem more permissive or 

irrelevant in these same infections. However, the reverse is held 

for some intestinal parasites, as has been shown in Trichuris 

muris (Else and Grencis, 1991), Trichinella spiralis (Grencis et 

al., 1991, Pond et al. 1989), and Necator americanus (Prit- 

chard, 1995). 
Experimental murine Tuenia crassiceps cysticercosis has 

shown to be a useful model of metacestode infection especially 

in the study of immunological, genetic, and gender-associated 

factors of resistance and susceptibility. Previous experiments 
indicate that T cells are involved in parasite-restrictive immune 

responses to murine T. crassiceps cysticercosis (Bojalil et al., 

1993), whereas the bulk of antiparasite antibodies do not clearly 

relate to immunoprotection or may even enhance parasite 

growth (Hermanek and Prokopic, 1989; Sciutto, 1989). More 

recently, it has been reported that mice infected with 7. cras- 

siceps exhibit a low response to concanavalin A (Con-A) and 

high levels of interleukin (fL)-4 in advanced infection (Villa 

and Kuhn, 1996). Other biological factors also strongly mod- 

ulate the outcome of infection by T. crassiceps, such as major 

histocompatibility (MHC)-associated genetic background 

(Sciutto et al., 1991) and hormonal environment, 17-B-estradiol 

being permissive, whereas androgens are restrictive (Terrazas 

et al., 1994; Larralde et al.. 1995), which presumably exert their 

actions by affecting T-cell responses. However, a detailed re- 

lationship between type of immune response and progression 

of this infection is not thoroughly described and does not quite 

Received 6 May 1996; revised 3 July 1997: accepted 3 July 1997. 
* Present address: Department of Biology. Facultad de Quimica, Univ- 

ersidad Nacional Auténoma de Mexico, México 04510 D.F, Mexico. 
+ Department of Immunology. Instituto Nacional de Cardiologia “‘Ig- 

nacio Chavez,” Juan Badiano 1, 14080 Mexico D.F, Mexico. 
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sive purasite intensity reached in chronic infections. 

explain the mechanism underlying the establishment and mas- 

sive increase in parasite intensity in a host that is not seriously 

compromised by the infection. Nor is there solid information 

on whether there are gender-associated immune differences to 

explain the greater susceptibility of females in early infections. 

In this study, we relate parasite growth with changes in type 

of immune response in male and female mice, as measured by 

splenocyte synthesis of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and interferon 
(IFN)-y in response to both Con-A and specific antigen, to- 

gether with delayed-type hypersensitivity (DTH) response and 

isotypes of IgG antibody response at different stages of T. cras- 

siceps infection. 

MATERIALS AND METHODS 

Mice 

Inbred BALB/c mice of both sexes, originally purchased from Jack- 

son Laboratories (Bar Harbor. Maine) in 1982. were used in this study: 
they have been maintained in controlled conditions at our animal facil- 

ities for more than 20 generations. 

Parasites 

Metacestodes of 7. crassiceps (ORF) used in this study were har- 
vested from the peritoneal cavity of female BALB/c mice after 2-4 mo 
of infection. The cysticerci were washed 4 times in phosphate-buffered 
saline (PBS) (0.15 M NaCl, 0.01 M sodium phosphate buffer. pH 7.2) 

and selected for infection of mice or immediately centrifuged at 45.700 

g for | hr at 4 C to obtain their vesicular fluid as source of antigen. 
The supernatant fraction, consisting mainly of vesicular fluid, was col- 
lected and its protein concentration measured by Lowry’s method (Low- 

ry etal., 1951) and frozen at —70 C until used. This supernatant fraction 

served as antigen for serum antibody detection by enzyme-linked im- 

munoabsorbent assay (ELISA), which has been thoroughly described 

elsewhere (Larralde et al., 1990). 

Infections 

Experimental infections were achieved by intraperitoneal injection of 

each mouse with 10 smail (ca. 2 mm diameter) nonbudding cysticerci 

of 7. crassiceps suspended in 0.3 ml PBS obtained as described above. 

Resulting individual intensities of infection were measured at different 
limes after infection, when mice were killed by cervical dislocation, 

their peritoneal cavity opened, and the number of cysticerci found inside 

were counted. 

  

Measurement of DTH to vesicular fluid antigens 

Vesicular fluid aliquots containing 100 pg of protein in 30 wl of PBS 

were injected intradermally into right hind footpads of parasitized and 
control mice using a 27-gauge needle. Footpad swelling was measured 
with a Mitutotyo micrometer (VWR Scientific. Cerritos, California) be- 
fore and after 24 hr of antigen injection, and results were expressed as



mm increase in thickness. Swelling in contro] animals was subtracted 
from that in test animals to measure specific swelling at each time point. 

Cell preparations and culture conditions 

Mice were bled by cardiac puncture and subsequently killed by cer- 

vical dislocation. Spleens were removed in sterile conditions from in- 
fected and control mice, and spienic cells were obtained after mincing 
and filtering; they were washed and resuspended in culture medium 
made of RPMI-1640 (GIBCO BRL, Grand Island, New York) supple- 

mented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 units of penicillin/ 

streptomycin, 2 mM glutamine, 25 mM HEPES buffer, 1% nonessential 
amino acids (all from GIBCO BRL). Splenocytes were resuspended to 
5 X 10° cells/ml in this medium. One hundred microliters of the cell 
suspensions were then placed into 96-well flat-bottom culture plates 
(Costar, Cambridge, Massachusetts) and stimulated with 100 yl of Con- 

A (Sigma, St. Louis Missouri) mitogen solution (2 g/ml); plates were 
incubated at 37 C and 5% CO, during 72 hr. Eighteen hours prior to 
culture termination, 0.5 Ci of tritiated thymidine (methyl?H TDR, sp. 
act. 247.9 GBq/mmol, NEN, Boston, Massachusetts} was added to each 

well. After further incubation for 18 hr, spienocytes were harvested onto 
glass filter papers and processed for liquid scintillation counting. The 
same cells were processed for antigen-induced proliferation; antigen 
was added in 20 yl of RPMI-1640, to give a final concentration of 50 
we/ml (optimal concentration) and cultures were incubated for 6 days 
and processed as mentioned above. 

Evaluation of cytokine production in vitro 

Single cell suspensions of splenocytes prepared as described above 

were diluted in 10% FBS-supplemented RPMI-1640 to give 5 X 10¢ 
celis/ml, Volumes of 1 ml of final cell suspensions were placed in each 
well of a 24-well plate (Costar) and incubated with 2 pg/ml of Con-A 

for 24 hr at 37 C and 5% CO,. After centrifugation, the supernatants 
were collected, aliquoted, and stored at -20 C until used. An aliquot 
of the same cell suspension was stimulated with 50 pg/ml of specific 

antigen during 72 hr, and supernatants were processed as mentioned 

above. Basal levels (nonstimulated) of all cultures were measured. The 

cytokines IFN~y, IL-4, IL-6, and IL-10 were measured by sandwich 
ELISA using methods according to manufacturers (PharMingen, San 
Diego, California). The kits of cytokine-specific monoclonal antibodies 
and recombinant cytokines were all obtained from PharMingen. IL-2 
was measured by bioassay using CTLL-2 cells as described elsewhere 
(Gillis et al., 1978), using blocking monoclonal antibodies anti-IL-2 and 

anti-IL-4 (PharMingen), using recombinant murine IL-2 (rmlIL-2) 
(PharMingen) as standard curve. 

Role of antigens from T. crassiceps on cytokine detection assays 

Constant quantities of recombinant murine IL-2 (1,000 pg/ml), IL-4 

(2,000 pg/ml), and IFN-y (2,000 pg/ml) were preincubated for 2 hr at 
37 C in the presence of different concentrations (50, 25, 12.5, 6.25 pg/ 
mi!) of vesicular fluid proteins from 7. crassiceps, to test for direct 
interference of antigen with cytokine detection. ELISA measurements 

for these cytokines were performed as described above. 

Spleen cell phenotype analysis 

Flow cytometric analysis of spleen cell phenotype was performed in 
a FACScan (Becton Dickinson, San José, California) in normal and 
infected mice at different times after infection as previously described 
(Gately et al., 1994), Monoclonal antibodies used for staining spleno- 
cytes were anti-CD3, anti-hamster-fluorescein IgG isothiocyanate 
(FITC), anti-CD4-phycoeritrine (PE), anti-CD8-FITC (all from 

PharMingen). Hamster 1gG-FITC, rat IgG-FITC, and rat IgG-PE were 
used as isotype controls. 

Antibody subclass detection 

Sera obtained from normal and infected mice were diluted 1:100 and 
analyzed for specific anticysticerci antibodies by ELISA. IgG isotypes 
were detected using monoclonal antibodies to IgG2a, 1gG2b, and IgG1, 
diluted 1:1,000 (Zymed, San Diego, California). Reactions were re- 

vealed with ABTS solution (Zymed). 
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Ficure |. Evolution of parasite intensities after intraperitoneal (i.p.) 
infection of mice with Taenia crassiceps cysticerci. Mice were infected 

ip. with 10 cysticerci at 6 wk of age, and the individual parasite inten- 
sities were measured at different times after infection. Data clearly point 
to a sluggish parasite growth in the first 2 wk of infection, followed by 
a more actively reproducing stage that starts sooner and faster in fe- 
males than in males. At late stages, both genders reach thousands of 
parasites per host. Values shown are the mean + SD of 10 mice per 
group. 

Statistical analysis 

The statistical significance of the effects of the experimental variables 
was determined by nonparametric Mann-Whitney U—Wilcoxon Rank 
test and by #-test in the factorial designs, as appropriate. 

RESULTS 

Parasite intensities 

The kinetics of parasite growth during the 32 wk of infection 
is shown in Figure 1. In the first 2 wk after infection, there is 
minimal parasite growth in both female and male mice. There- 

after, a significant and constant increment in parasite intensity 

ensues, more rapidly in females than in males. As time of in- 
fection progresses, parasite intensities tend to equalize between 
the 2 genders, so that males are as massively parasitized as 

females 32 wk after infection, when thousands of parasites (par- 
asite mass equaling that of the host) are found in each mouse. 

Lymphocyte proliferation 

Proliferative responses of splenocytes to Con-A and antigen 

were determined at different weeks after infection. During the 

first week of infection, similar lymphocyte proliferation in re- 

sponse to Con-A was observed in both healthy and parasitized 

mice (P > 0.5), whereas in the second week parasitized mice 

significantly exceeded control values (P < 0.05; Fig. 2A). How- 

ever, beginning 4 wk after infection, there followed a significant 

depression in the response to Con-A of parasitized mice (P < 

0.01), which remained very low (60-80% below control values) 

up to at least 32 wk after infection (Fig. 2A; P < 0.01). The
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WEEKS AFTER INFECTION 

Ficure 3. Th2-type cytokine production in splenocytes” response to 

Con-A in mice infected with Taenia crassiceps. IL-10 production was 
detected at close to normal values in early infections (1 wk) and found 
to increase and decrease in an oscillatory manner as infection pro- 

pressed (A). IL-6 production was first decreased (1 and 2 wk) and then 
increased to varying levels at latter time (B). The levels of IL-4 pro- 

duction were found clearly above normal values only at 4 and 8 wk of 

infection (C). Values shown are the mean + SD of 5 animals per group. 
a = P < 0.05 with respect to normal values (0 wk); b = P < 0.05 

between genders at the same time of infection, c = P < 0.0L with 

Tespect to normal values. ND = not determined. 

values thereafter, reaching highest and significant levels at 4 wk 

after infection in males and at 8 wk after infection in females 

(P < 0.05, Fig. 3C). 
No cytokines could be detected in supernatants obtained from 

either basal or antigen-stimulated cell cultures. 

Spleen celi phenotypes 

It has been shown in some parasitic diseases that infection 

alters the subpopulations of T cells (Estes et al., 1993; Cuna 

and Rodriguez, 1995). In our case, flow cytometric analysis of 
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TABLE I. Splenocyte phenotypes from normal and parasitized mice. 

  

T cells (CD3*) T-cell subset 

  

Group (%) cD4*+ CD8* 

O wk of infection (control) 

Female 36.49 + 8.43 30.7 + 2.97 8.01 + 2.7 

Male 33.26 + 1.24 25.1 + 1.04 8.59 + 0.4 

| wk of infection 

Female 43.91 = 1.82 27.8 + 2.59 8.59 + 0.5 

Male 37.58 + 1.75 20.7 + 1.08 6.52 + 0.7 

8 wk of infection 

Female 43.86 + 4.97 24.77 + 0.89 9.25 + 1.3 

Male 33.86 + 10.8 26.05 + 4.85 6.11 + 0.08 
  

splenocytes from normal and infected mice revealed some 
changes in expression of CD3, CD4, and CD8 surface markers 

(Table 1). Infected female mice had slightly higher values of 

cells carrying CD3, CD4, and CD8 markers than males, at all 

times of infection, differences varying from 10 to 30% in CD8 

at 8 wk of infection but were not statistically significant. In 

females, CD3*+ and CD8*~ cells increase and CD4* cells de- 

crease with time of infection (approximately 20%), but again 

not significantly, whereas in males their numbers remain essen- 

tially similar at all times of infection. 

DTH responses 

Both male and female infected mice showed a mild but sta- 

tistically significant increased antigen-specific DTH response 

relative to controls, a response that reached a maximum at the 
second week of infection when it approximated 10 the values 

of day 0 (Fig. 4; P < 0.05) and tended to decrease thereafter. 

In general, male mice showed higher DTH responses than fe- 

males. 
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DAYS AFTER INFECTION 

Ficuré 4. DTH response to antigens of vesicular fluid from Taenia 
crassiceps cysticerci. All mice were infected with 10 cysticerci i.p. In 
the specified day they were challenged with 100 wg of antigen in the 

footpad. and 24 hr later the swelling of footpads was measured with a 
dial gauge micrometer. Data show an increase of DTH reactions in early 

infections and a tendency to decrease in later periods. Values shown are 

the mean + SE of 5 animals per group. a = P < 0.05 with respect to 
normal values (0 wk); b = P < 0.05 between genders at the same time 

of infection; c = P < 0.005 with respect to highest response.



kopic, 1989; Sciutto, 1989). Additional support derives from 

the fact that neonatal thymectomy of mice greatly increases 

susceptibility to 7. crassiceps infection and T-cell replacement 
restores it to normal levels (Bojalil et al., 1993), whereas an- 

libodies do not (Sciutto, 1989). And, more recently, it has been 

shown that this infection can induce T-cell anergy in response 

to mitogens (Villa and Kuhn, 1996), which would appear as a 

most strategic disarmament of the host’s most effective anti- 

parasite weapon. 

Here, we show that there is a correlation between the profile 

of cytokines produced by splenocytes and the progress of in- 

fection by T. crassiceps. Early in infection (1 and 2 wk after 

infection), when few or no parasites can be recovered from the 

peritoneal cavity of the infected mice, they exhibit a strong 

Thli-type immune response; their splenocytes proliferate as 

much as controls in response to Con-A and also proliferate 

strongly when stimulated with specific antigen. The levels of 
IL-2 are normal and those of IFN-y high; the DTH response to 

specific antigens is high and the strong antibody response is 

dominated by the isotype IgG2a that is regulated by Thl cells 

through IFN-y production (Snapper and Paul, 1987). How- 

ever, by week 4 after infection and thereafter, both the prolif- 
erative response to Con-A and to antigen are significantly in- 

hibited, the production of IL-2 and IFN-y declines, and the 

DTH response is depressed. Concomitantly, the levels of IL-4, 

IL-6, IL-10, IgG2b, and IgG1 anticysticerci antibodies, all Th2- 
promoted functions, are found to increase in chronically para- 

sitized mice. Thus, our results support the anergy notion that 
there is a shift from an initial parasite-restrictive Thl-type- 

based immune response to a later permissive Th2-type-based 

response that allows the establishment and growth of T. cras- 

siceps metacestodes in the murine host. 

The immunological changes described reflect the general im- 

pact of the disease on the immune system, as is measured in 

the spleen cells, and may not closely relate to the state of affairs 

in the compartment where the parasite is located. They relate 

to the state in which the host’s immune cells enter the com- 

partment to meet with the parasites. It is then clear they enter 
in quite an altered state as the infection progresses, one favoring 

irrelevant Th2 responses instead of the effective Th] response. 
To elucidate what is going on in the immune cells within the 

peritoneal cavity is of course a fascinating question but requires 

very incisive experimental designs that are the object of other 

studies. 
The use of spleen cells in these experiments follows the de- 

sign employed to study many other infections (Sher et al., 1992; 

Goyal et al., 1994). Con-A was used in order to maximize the 

release of cytokines from the responding T-cell subsets present 

at each moment of the infection. Although several cell types 

(macrophages, basophils, natural killer cells) can secrete some 

of the cytokines measured here, only T cells respond to Con- 
A stimulation. Furthermore, the fact that in nonstimulated cul- 

tures no cytokine production was detected is an indication that 
T cells are the source of those found after Con-A stimulation. 

It is unknown whether CD4+ or CD8* T cells are the major 

source of these cytokines in murine cysticercosis, and more 
specific experiments are needed to clarify this point. 

A very puzzling result of our experiments is that antigen- 

driven cytokine production by the splenocytes was not detected, 
even at times when they proliferated in response to antigen 
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stimulation. One may speculate this is consistent with the T- 

cell anergy proposed by Villa and Khun (1996), but in the live 

animal there is strong specific antibody production and DTH 

responses, both demanding efficient Th cell function, and this 

weakens the anergy notion at the general level. One would have 

to imagine that the immune system’s components specific for 

T. crassiceps are working at levels of maximal response, i.e., 

saturation of antigen and cytokine receptors, that cannot be fur- 

ther stimulated by the specific antigen. Or, alternatively, that 

the antigen employed, being quite a complex mixture of pro- 

teins (Larralde et al., 1990) and possibly other parasite com- 

ponents (Baumeister et al., 1992), may interfere with the de- 

tection and full function of the cytokines released in vitro in 
response to antigen. We have in fact tested this possibility and 

Figure 6 shows how increasing concentrations of T. crassiceps 

antigens progressively interferes (up to 71%) with the in vitro 

ELISA detection of different cytokines (IL-2, IL-4, and IFN- 

yy). Should antigen interference also be directed to cytokine 

function, then the lack of cytokine response to vesicular fluid 
antigens could actually point to an effective close-range parasite 

strategy to interfere with the immune cells’ network operation 

necessary to deal with the parasite, as it has been shown to do 

for complement-dependent reactions (Laclette et al., 1992) and 

immunological protection (Sciutto et al., 1995). 

The outcome of many parasitic infections is associated with 

Thl or Th2 responses (Cox and Liew, 1992; Sher and Coffman, 

1992). This is especiaily clear in some murine infections such 
as those caused by L. major (Scott, 1989; Locksley et al., 1991; 

Morris et al., 1992; Nabors et al., 1995; Noben-Trauth et al., 

1996) and S. mansoni (Pearce et al., 1991; Sher and Coffman, 

1992; Ribeiro et al., 1993), where Th1 responses have been 

associated with resistance, and Th2 responses with susceptibil- 

ity, and for the nematode T. spiralis in which the reverse pattern 

is observed (Grencis et al., 1991; Goyal et al., 1994). It would 

appear that 7. crassiceps murine cysticercosis follows the im- 

mune pattern of L. major and S. mansoni infections. Our find- 

ings are in accordance with previous ones reported for other 

infections (Romagnani, 1994) that show that a Th2-type im- 

mune response predominates in chronic diseases and are con- 

sistent with results recently reported by Villa and Kuhn (1996) 

in T. crassiceps infection where chronically parasitized mice 

show a Th2-like response to Con-A (low levels of IL-2 and 
high levels of IL-4). 

Differential activation of Thl- and Th2-type responses plays 

a crucial role in the resistance or susceptibility of hosts to a 

variety of infectious diseases. The mechanisms driving the shift 

from an initial Th1 response to a subsequent polarization to- 
ward a Th2 response found in diverse parasitic diseases are 

little known (Scott, 1989; Pearce et al., 1991; Swain, 1995), but 

an active participation of both parasite and host factors could 

be responsible, as has been previously suggested (Goyal et al., 

1994; Larralde et al., 1995; Swain, 1995). In our study, we 

found high levels of IL-10 and IL-6 produced by splenocytes 

from chronically infected mice, which could limit the expansion 

of Th! cells, as has been suggested recently in relation to the 

infection by Mycobacterium species (VanHeyningen et al., 

1997). Also, it is known that IL-10 suppresses the growth of 

Thi cells inhibiting production of both IL-2 and IFN-y and 

synergize with IL-4 to inhibit macrophage function (Fiorentino
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Abstract 

Resistance and susceptibility to different parasitic diseases have been associated with the 

predommance of ThI or Th2-type immune responses. In experimental murine cysticercosis Th! 

response seems to be is involved in resistance whilst Th2 activity associates with heavy parasite 

intensities. To test this notion the roles of Thl and Th2-type cytokines in infected mice were 

studied after treatment with anti-cytokines monoclonal antibodies or with recombinant murine 

cytokines during early stages of infection. Mice receiving anti-IL-10 carried lesser parasite 

intensities than control mice and developed a strong Th1-type response, whereas mice receiving 

anti- [FN -y showed a dramatic increase in susceptibility. Treatment with recombinant cytokines 

confirmed these results, mice receiving IFN-y and IL-2 showed low parasite numbers, whereas IL- 

10 induced a significant increase in parasite loads. Thus, the Th1-type immune response plays a 

fundamental role in protection against 7. crassiceps cysticercosis, whilst Th2. at least through IL- 

10, favors parasite establishment. 
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Introduction 

In response to pathogens naive CD4" T cells differentiate into effector Th! and/or Th2 

cells. Thl cells produce IL-2, IFN-y and TNF-B, and are involved in cell-mediated immune 

reactions. Th2 cells secrete mainly IL-4, IL-5, IL-6, {L-10 and [L-13, and mediate B cell 

activation, antibody production, and the regulation of Thl responses (Mosmann and Coffman 

1989). In many instances a Th1-type immune response helps to eliminate intracellular 

microorganisms, whereas a Th2-type response specialize in the control of extracellular pathogens 
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(Cox and Liew 1992; Reiner and Locksley 1993). Development of an inappropriate immune 

response can be ineffective and even pathogenic to the host (Romagnani 1997). 

Experimental murine Taenia crassiceps cysticercosis has been used as a laboratory model 

in which to study the participation of immunological, genetical and gender associated factors of 

resistance and susceptibility. Notwithstanding the limitacieas of secoudary cxperimentat :nfeciion 

with respect to natural infection with eggs from tapeworm, this model has been useful for 

demonstrating important biological factors involved in the outcome of infection by 7. crassiceps 

such as MHC associated differences in susceptibility, which are principally mediated through the 

expression of the nonclassic class | MHC Qa-2 antigen (Fragoso et al. 1998) and, related to the 

hormonal environment where 17-f-estradiol is permissive whereas androgens appear restrictive of 

parasite srowth (Terrazas et al. 1994; Larralde et al. 1995). 

The mechanisms involved in parasite-restrictive immunity to murine T. crassiceps 

cysticercosis are currently known to be associated with T cell responses. Initial characterization 

revealed that neonatal thymectomy of mice greatly increases susceptibility to T. crassiceps 

infection and T cell replacement restores it to normal levels (Bojalil et al.1993), whilst the bulk of 

anti-parasite antibodies does not clearly relate with protection and might may even enhance



parasite growth (Hermanek and Prokopic 1989; Kunz et al. 1991), Recent evidence indicates that 

experimentally infected mice develop an early Thi-type immune response, concomitantly with a 

limited parasite growth. Later, the immune response is progressively polarized towards a Th2-type 

response, at times when a significant increase of the number of parasites is noted. At this late 

infection there is a reduced cellular immune response to 7. crassiceps soluble antigens 

accompanied with an elevated production of IL-10, IL-6, IL-4, and also of IgGi and IgG2b anti- 

cysticerci antibodies (Terrazas et al. 1998). These findings have been taken to indicate that Thl- 

type response associates with resistance and that Th2-type response is irrelevant or favors parasite 

growth. Pointing in the same direction, it has been recently reported that the granulomas 

surrounding dying 7. crassiceps cysticerci present higher levels of IFN-y and IL-2 than of IL-4 and 

IL-10 (Robinson et al’ 1997). The precise contribution of different T-helper (Th) or T-cytotoxic 
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immunity is not yet explored and the idea of a Thi to Th2 shift as of significance for the outcome 

of infection needs to be further tested. 

In order to explore the role played by several cytokines in the development of T. 

crassiceps infection, experiments were performed to assess modifications on parasite burdens of . 

T. crassiceps induced by early supplementation with recombinant murine (rm) cytokines of Thi or 

Th2-type. Modifications on parasite burdens were also explored using an initial and transient 

treatment with monoclonal antibodies against the same cytokines. 
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- Materials and methods 

Mice 

Female Inbred BALB/c mice, originally purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, 

Maine) in 1982, were used in this study; they have been maintained and reproduced in our artimal 

facilities for more than 20 generations. 

Parasites 

Metacestodes of 7. crassiceps (ORF) used in this study were harvested from the peritoneal cavity 

of female BALB/c mice after 2-4 months of infection. The cysticerci were washed 4 times in 

phosphate-buffered saline (PBS) (0.15M NaCl, 0.01M sodium phosphate buffer, pH 7.2) and 

selected for infection of mice or immediately centrifuged at 45,700 g for | hr at 4 C to obtain 

their vesicular fluid as source of antigen. The supernatant fraction, consisting mainly of vesicular 

fluid was collected and its protein concentration measured by Lowry's method (1 owry et al. 

1951) and frozen at -70 C until used. This supernatant fraction served as antigen for serum 

antibody detection by enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) or for antigen-induced 

proliferation. 

Treatments 

At the moment of infection, 5 mice per group were inoculated ip. with A) 50 ug/mouse of anti- 

TFN-y monoclonal antibody (Genzyme, Cambridge Ma. ), B) 50 Lig/mouse of anti-IL-10 or C) 50 

ug/mouse of anti-IL-4 (Genzyme), only once. These monoclonal antibodies have a half-life of 2 

weeks according to manufacturers. Rat IgG (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was 

used as IgG control antibody 

Other groups of mice (5 per group) were treated ip. at the moment of infection and daily during 

the first week of infection with recombinant murine cytokines: A) IFN-y + IL-2 (50 ng and 5 
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U/mouse, respectively), B) fL-10 (50 ng/mouse), or C) IL-4 (50 ng/mouse) in PBS-BSA 3% 

All cytokines were purchased from Pharmingen, San Francisco, CAL, USA. Control mice in this 

experiment received only PBS-BSA 3%. 

Infections . . 

Experimental infections were achieved by intraperitoneal injection of each mouse with 10 small 

(ca. 2 mm diameter) non-budding cysticerci of 7. crassiceps suspended in 0.3 ml PBS obtained as 

described above. Resulting individual intensities of infection (number of parasites in each mouse) 

were measured at four weeks after infection, when mice were killed and their peritoneal cavity 

opened, and the number of cysticerci found inside were counted. 

Cell preparations and culture conditions 

Mice were bled by cardiac punction and subsequently killed by cervical dislocation. Spleens were 

removed in sterile conditions from infected and contro! mice, and splenic cells were obtained by 

mincing and filtering, washed and resuspended in cuiture medium made of RPMI 1640 (GIBCO 

BRL, Grand Island, New York) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO BRL), 100 

units of penicillin/streptomycin, 2mM glutamine, 25 mM HEPES buffer, 1% non essential 

aminoacids (GIBCO BRL). Splenocytes were adjusted to 5 x 10° cells/ml in this medium. One- 

hundred yl of the cell suspensions were then placed into 96-well flat bottom culture plates 

(Costar, Cambridge, Massachusetts) and stimulated with concanavalin -A (2ug/ml) ( Sigma, St. 

Louis Missouri); plates were incubated at 37 C and 5% COz during 72 hr. Eighteen hr prior to 

culture termination, 0.5 Ci of tritiated thymidine (methyl-3H TDR, sp. act. 247.9 GBq/mmol, 

NEN, Boston, Massachusetts) was added to each well. After further incubation for 18 hr, 

splenocytes were harvested onto glass filter papers and processed for liquid scintillation counting. 

Cells from the same animals were processed by antigen-induced proliferation, antigen was added 
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in 20 yl of RPMI-1640, to give a final concentration of 50 g/ml (optimal concentration) and 

cultures were incubated by 6 days and processed as mentioned above. 

Evaluation of cytokine production in vitro 

Single cell suspensions of splenocytes prepared as described above were diluted in 10% FBS- 

supplemented RPMI-1640 to give 5 x10° cells/ml. Volumes of 1 ml of final cells suspensions - 

were placed in each well of a 24-well plate (Costar) and incubated with 2ug/ml of Con-A for 24 

hr at 37 C and 5% CO:. After centrifugation, the supernatants were collected, aliquoted, and 

stored at -20 C until used. An aliquot of the same cell suspensions was stimulated with 30 pg/ml 

of specific antigen during 72 hr, and supernatants were processed as mentioned above. Basal 

levels (non-stimulated) of all cultures were measured. 

The cytokines IFN-y, IL-2, IL-4, and IL-10 were measured by sandwich ELISA using 

“SS ACCO       ig to manufactufers instruction. (MkarMirgor). The pairs of cytokiec specific     

monoclonal antibodies and recombinant cytokines were all obtained from PharMingen. 

Antibody subclasses detection 

Sera obtained from normal and infected mice were diluted 1:100 and analyzed for specific anti- 

cysticerci antibodies by ELISA. IgG isotypes were detected using monoclonal antibodies to 

IgG2a, IgG2b and IgG1, diluted 1:1000 (Zymed, San Diego, California). Reactions were 

revealed with ABTS-solution (Zymed). 

Statistical analysis 

The statistical significance of the effects of the experimental variables upon parasite intensities 

and immunological parameters were determined by nonparametric test Mann-Whitney U- 

Wilcoxon Rank. 
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Results 

Effect of anti-cytokines (IFN-y, [L-10, IL-4) monoclonal antibodies on suscepubility 

and immune response to T. crassiceps. As shown in figure 1, parasite burden in mice treated 

with anti-IL-10 was significantly reduced (P<0.01) compared with control (non-specific IgG- 

treated) mice. The treatment with anti-IL-4 did not induce any reduction in parasite load, whereas 

mice treated with anti-IFN-y presented a significantly higher susceptibility (aprox. 90%, P<0.01) 

to 7. crassiceps infection than control mice. 

The immune function was evaluated in splenocytes and in sera from all groups. The 

proliferative responses to Con-A and specific antigens were decreased in infected control ( IgG- 

treated) mice, as has been reported previously (Villa and Khun 1996; Terrazas et al. 1998). 

However, treatment with anti-IL-10 generated a significant increase in the proliferative ability to 

both stimuli (Fig, 2), whereas mice receiving anti-1FN-v presented the lowest responses to these 

stimuli. On the other hand, cytokines produced in response to Con-A did not have a clear 

correlation with the level of infection; for example, IL-4 was detected at the same concentrations 

in all the groups treated with anti-cytokine antibodies (data not shown). The IL-2 production was 

significantly reduced in all infected groups, being the group treated with anti-[FN-y the most 

affected one (Fig. 3). The IFN-y levels were not modified in both anti-TL-| 10 and anti-[FN-y 

treated mice and were maintained at lower levels compared with normal. The IL-10 levels after 4 

wk of infection were non-significantly reduced in anti-IL-10 treated mice, however, discrete but 

significant higher levels of this cytokine were found in anu-IFN-y treated mice (Fig. 3). 

The production of distinct isotypes of IgG antibodies have been related with Th-1 type or 

Th2-type responses, 1gG2a has been associated with a Thi-type immune response (Snapper and 

Paul 1987), whereas IgG2b and IgGI have been associated with a Th2-type response. Previous 
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results (Villa and Khun 1996; Terrazas et al 1998) indicate that 1gG1 is the most prominent 

antibody found in advanced infections with 7. crassiceps, here we confirm this finding (Table 1. 

However, when mice were treated with anti-[L-10 (Table 1) or anti-IL-4 {data not shown) we 

found a diminished production in this class of antibody. In contrast, when mice were treated with 

anti-IFN-y the IgG1 production was maintained elevated, whereas the specific IgG2a production 

was down-regulated (Table I). The ratio IgG1 :IgG2a has been recently proposed asa 

measurement of polarization of the immune response (Romagnani 1997), in our results it was in all 

cases inclined towards the Th2-type antibody, thus in control mice the ratio IgGi:[gG2a was 5.03, 

whereas in anti-IL-10 and anti-IFN-y treated mice it was 1.88 and 6.37, respectively (Table 1). 

Effect of recombinant cytokines on susceptibility and immune response against T. crassiceps 

cysticercosis. Next we determined the influence of an early in vivo treatment with some type-lor 

type-2 cyt kines on susceptible BALB/c mice when infected with 7 crassiceps The parasite 

burden was dramatically affected by the early treatment with rm IFN-y +IL-2, which generated a 

significant reduction (85%) in the number of parasites found in the peritoneum (Fig. 4, P<0.01). 

in contrast, the early treatment with rm [L-10, generated a significant increment in parasite 

intensity (66%, P<0.01). On the other hand, the treatment with rm IL-4 did not modify the 

susceptibility to T. crassiceps. 

The ability to respond to Con-A was significantly increased m the splenocytes from mice 

receiving rmIFN-y+IL-2 treatment, whereas mice treated with rmIL-10 showed a non significant 

‘modification in this response (Fig.5). 

Splenocytes from PBS-BSA-treated infected mice (control) and IL-10 treated mice 

produced significantly smaller amounts of IL-2 than healthy mice (P<0.05, Figure 6); those treated 

with rmlFN-y+IL-2 modify slightly their IL-2 levels losing significance with respect to normal 
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mice. The IL-4 production was not modified by any treatment (data not shown). In contrast, IFN- 

y production was significantly increased in rmlFN-y+IL-2 treated mice (Fig. 6). 

The specific-antibody response was also modified with the different treatments. IgG2a was 

significantly elevated in mice treated with mIFN-y + mmIL-2 compared with the control 

parasitized mice. In contrast, the IgG! and IgG2b levels were significantly down-regulated with 

this treatment (P<0.02, Table I). The early injection of rm IL-4 (data not shown) or IL-10 

maintained the production of IgGl and IgG2b, without affecting significantly the production of 

IgG2a. The ratio IgG1:1gG2a favored to IgG! in control and IL-10 treated mice, in contrast the 

treatment with rmIFN-y+1L-2 shifted this ratio from 7.85 in control mice to 0.47 (Table 1). 
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Discussion 

The establishment in mice of the 7. crassiceps cysticerci is accompanied by a complex 

interaction between the parasite products and the host’s immune response that determines the final 

outcome of the confrontation. The immunological mechanisms involved in resistance and , 

susceptibility in murine cysticercosis have been emerging recently. T cell-associated immune 

responses appear to mediate protection against the metacestode stage of the parasite (Bojalil et al. 

1993). whereas humoral immunity participation in the control of this infection is now in doubt 

(Hermanek and Prokopic 1989). Furthermore, in the kinetics of the immune response against 

murine 7. crassiceps cysticercosis a polarization towards a Th2-type immune response as infection 

progresses has been described. The shift appears to facilitate the definitive establishment and 

multiplication of the parasite (Villa and Khun 1996; Terrazas et al. 1998). These previous studies 

led us to hypothesice thar Thh-t 

  

immune respotsc was dive! 

  

ahi resistance to 7. crassiceps 

  

and that a Th2-type response facilitates the infection. 

Because exogenous cytokines when administered at the beginning of an infection or 

antigenic stimuli can change the development of the immune response (Constant and Bottomly 

1997) and modulate the outcome of several parasitic infections (Chensue et al. 1994; Afonso et al. 

1994: Rotman et al. 1997) we set out to examine the roles of Thl and Th2-type cytokines in early 

stages of murine infection with T. crassiceps as ways of testing our hypothesis on the roles of Thl 

and Th2 upon cysticercosis infection. We first measured the parasite load in response to an early in 

vivo treatment with monoclonal anti-[L-10, anti-IL-4 or anti-IFN-y antibodies, as well as in 

response to administration of the same recombinant cytokines. We found a significant reduction in 

the parasite burden of T. crassiceps cysticerci after an early treatment with anti-IL-10 and similar 

striking results when IFN-y plus IL-2 were administered. That a Th1-type immune response was 
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stimulated by these treatments is indicated by the improvement in the splenocytes’ proliferative 

response to specific antigens and Con-A, a greater production of IFN-y and IL-2, higher levels of 

IgG2a, decreased levels of IgG1 and [gG2b anti-cysticerci antibodies and a reduction in the ratio 

of IgGi/IgG2a, all Th! promoted functions (Snapper and Paul 1987; Mosmann and Coffman’ 

1989). In contrast, the treatment with anti-IFN-y or with rmIL-10 induced a significant increase in 

susceptibility to this parasite, generating high levels of IL-10, down-regulating the IFN-y activity 

and the proliferative response to specific antigens and Con-A by splenocytes, whilst high levels of 

igG1 and IgG2b anti-cysticerci antibodies were detected in serum, all Th2 promoted functions. 

The role of IL-4 in this infection was not found of relevance, as treatment with both anti- _ 

IL-4 and mm IL-4 did not modify the parasite intensity. Thus, our results support the idea that 

endogenous IFN-y and IL-2 at early stages of infection by T. crassiceps are crucial cytokines in 

controling evsticercosis infection, whereas IL-1 9 2 rs to favor parasite csiabtishment. IFN-y       

and {L-2 could control the early steps of the parasite’s establishment by activating effector cells, 

thereby allowing mice to inhibit parasite multiplication. By the contrary, appearance of [L-10 

would down-regulate the activation of ThI cells mediated by IFN-y and IL-2. We do not know 

whether this dynamic process is mounted or not in the natural infection by peroral uptake of 7. 

crassiceps eggs, or if this immune response affects the postoncospheral development since our | 

experimental model only reflect the cysticerci stage. 

The evolution of several parasitic infections in murine models, and to some extent in 

humans, has been associated with the development of Th1- or Th2-type immune responses. In 

most instances, Thi responses appear to restrict intracellular parasites (Sher and Coffman 1992), 

and Th2 responses seem to be more efficient against some intestinal parasites, as has been shown 

for Trichuris muris (Else and Grencis 1991 ), Necator americanus (Pritchard 1995), and



Strongyloides stercolaris (Rotman et al. 1997). This has prompted the notion that Th2-type 

immune responses evolved to protect not only against helminths but also against extracellular 

parasites as a whole (Reiner and Locksley 1993; Pearce and Reiner 1995). Although Th2-type 

Tesponses undoubtedly protect against some extracellular parasites (Finkelman et al. 1997), there 

is increasing evidence that this is not the case for all of them (Lawrence et al. 1995: Allen and 

Maizels 1997). Our data demonstrate this for T. crassiceps cysticercosis, and support other 

previous results (Villa and Khun 1996; Robinson et al. 1997: Terrazas et al. 1998). Thus, the 
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generation of a Thl-type immune response appears necessary to protect against experimental 

murine cysticercosis infection, an extracellular parasitic disease. 

A previously reported example in which a Th1-type response is also restrictive against an 

extracellular parasite is infection by Schistosoma mansoni, where immunoprotection requires 

IFN-y-activated cells (Wyan et al. 1994). In this case the inhibition of protective immunity is 

related to Th2 derived cytokines, where [L-4 and IL-10 play a major role inhibiting the 

expansion/activation and effector functions of [L-2 and IFN-y-producing ThI cells (Kopf et al. 

1993; Chensue et al. 1994). In a similar fashion this Th2 mediated Th down-regulation seems to 

be operative in 7. crassiceps cysticercosis. 

‘In conclusion, our results support the view that Th1-type immune response is restrictive of 

parasite growth in T. crassiceps cysticercosis and the shifting to a Th2-type response ablates 

immunoprotection and promotes parasite establishment. These findings indicate the importance 

of using appropmiate immunization strategies in order to induce the correct T-helper cell set (Th1) - 

when developing vaccines against cysticercosis. 
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Legends 

Figure 1.- Effect of anti IL-4, anti IL-10 and anti IFN-y monoclonal antibodies (Ab) on 

susceptibility to 7. crassiceps cysticerci. Cytokines were neutralized by antibody treatment at the 

time of infection. Mean + SE of cysticerci recovery. n = 5 mice per group. *P<0.02, compared 

with contro! (IgG-treated ) mice. 

Figure 2.- Effect of monoclonal antibodies treatment on cellular proliferative response in 

mice infected with 7. crassiceps. Proliferative splenocytes’ response to both specific antigen (A) 

and Con-A (B) is high in anti-IL-10 treated mice with respect to control (*P<0.05). Values shown 

are the mean + SE of 5 mice per group. 

Figure 3.- Cytokine production by splenocytes from anti-IL-10 or anti-[FN-y treated and 

untreated mice in response to Con-A. Values were found by ELISA four weeks after infection 

with T. crassiceps. n= 5 mice per group, values shown are the mean + SE. *P<0.05 with respect 

to normal group (non-parasitized mice); **P<0.05 compared with control group (IgG-treated and 

parasitized mice). 

Figure 4.- Effect of administering rmiL-4, rmIL-10 and rmiFN-y+IL-2 on susceptibility 

to T. crassiceps cysticercosis. Groups of animals were injected ip. daily for one week after 

infection. Mean + SE of cysticerci recovery four weeks after infection. n= 5 miceper group. ~ 

*P<0.05, **P<0.005 compared with control mice (PBS-BSA-treated). 

Figure 5.- Effect of recombinant murine cytokines on the proliferative response to Con-A 

of splenocytes from mice infected with 7. crassiceps. Treatment with rmIFN-7+IL-2 improves 

significantly this response. n= 5 mice per group, values shown are the mean + SE. *P<0.05 

compared with control group.



Figure 6.- Splenocytes’ production of IL-2 and IFN-y in response to Con-A, effect of 

treatment with recombinant murine cytokines four weeks after infection with 7. crassiceps. 

Treatment with [FN-y+IL-2 increase the IFN-7 production. Mean + SE, *P<0.05 compared to 

normal mice; **P<0.05 with respect to control mice. 
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ABSTRACT 

Several biological factors are involved in susceptibility and resistance to murine 

cysticercosis. Here we evaluated the role played by prostaglandin E2 in this parasitic disease. Mice 

were treated in vivo with prostaglandin E2 or with indomethacin (an inhibitor of prostaglandin E2 

synthesis) before infection. Parasite growth was significantly enhanced by PGE2 treatment 

associated with a low Con-A response and IL-2 production. High levels of IL-6 and IL-10 were 

detected in splenocytes supernatants cultures from parasitized mice. Whereas mice receiving 

indomethacin treatment showed an inhibition in parasite growth. that associates with an energic 

Con-A response and higher levels of IL-2, parallel to a decrease in IL-6 and IL-10 production. In 

vitro studies indicate that the major source of PGE2 production could be the macrophages. 

INDEX DESCRIPTORS AND ABBREVIATIONS .- Taenia crassiceps, cysticercosis. 

cesiuda, cytokines, prostaglandin E2 and susceptibility. Prostaglandin E2 (PGE2), interleukin (IL).



INTRODUCTION 

Experimental murine 7aenia crassiceps cysticercosis has been used as a laboratory model 

in which to study the participation of immunological, genetical and gender associated factors of 

resistance and susceptibility. This model has been useful for demonstrating important biological 

factors involved in the outcome of infection by 7. crassiceps such as differences in susceptibility, 

mediated through the expression of the nonclassic class 1 MHC Qa-2 antigen (Fragoso et al. 

1998). and related to the hormonal environment where | 7-B-estradiol is permissive whereas 

androgens appear restrictive of parasite growth (Terrazas et al. 1994: Larralde et al. 1995). 

The mechanisms involved in parasite-restrictive immunity to murine 7. crassiceps 

cysticercosis are currently known to be associated with T cell responses. Recent evidence indicates 

that experimentally infected mice develop an early Th1-type immune response, concomitantly with 

aw innited parasite growth. Later, the inmiuns respouse is progressively polarized towards a Th2- 

type response. at times when a significant increase of the number of parasites is noted (Terrazas et 

al. 1998a). These findings have been taken to indicate that Thl-type response associates with 

resistance and that Th2-type response is irrelevant or favors parasite growth (Robinson et al. 

1997: Terrazas et al. 1998b). However, the precise contribution of different factors involved in the 

_ Th1 to Th2 shift in cysticercosis immunity has not vet been explored. 

It is well known that a number of diverse parasitic species such as Toxoplasma (Susuki and 

Kobayashi 1981). Plasmodium (Mshana et al. 1990: McLean and Boulandi 1990), Trypanosoma 

(Silva et al. 1992). Schistosoma (Yamashita and Boros 1990; Wilson 1993) and Leishmania 

(Proudfoot et al. 1993) exert an immunomodulatory activity causing potentially host-protective 

effector responses to be down-regulated. These anomalies are related to disturbances in the 

production and utilization of IL-2, to activation of CD8+ suppressor T cells and to the generation 

of indomethacin sensitive suppressor mechanisms. Recently a number of regulatory factors were 
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described as having the capacity to block macrophage functions. These molecules also termed 

“macrophages-deactivating factors” include prostaglandins of the E series. TGF-8. IL-4 and [L-10 

(Strassmanp et al. 1994). In cysticercosis by 7. crassiceps and T. soliuni, che mechanisms . 

employed to evade host immunity are still poorly understood (Flisser et al. 1991; Laclette et al. 

1992), but in murine cysticercosis IL-10, but not IL-4. has been found with a decreased resistance 

to infection (Terrazas et al. 1998b). The roles of TGF-B and PGE2 have noi been studied for this 

infection. 

PGE? is the major product of arachidonic metabolism by antigen presenting cells such as__ 

macrophages (Edwards et al. 1986). In the immune system it is well documented that PGE2 acts 

as an immunomodulator promoting down-regulation of T-cell functions such as IL-2 and LFN-y 

production (Hilkens et al. 1995), inhibiting the production of [L-12 and TNF-a by activated 

macrophages (Strassmann et al. 1994) and suppressing natural killer activity (Goto et al. 1983) it 

also promotes Th2-type responses (Parker et al. 1995). 

In the present work. we have evaluated the in vivo effects of both PGE2 and indomethacin 

(an inhibitor of PGE2) on resistance to murine cysticercosis and on some imrounological 

parameters. 
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MATERIALS AND METHODS 

Mice. Inbred BALB/c female mice, originally from Jackson Laboratories (Bar, Harbor 

Maine) in 1982. were used in this study; they have been maintained m controlled conditions at our 

animal facilities for more than 20 generations. 

Parasites. Metacestodes of 7. crassiceps (ORF strain) were used in this study, They were 

harvested from the peritoneal cavity of female BALB/c mice after 2-4 mo of infection. The 

cysticerci were processed as described elsewhere {Terrazas et al. 1994). 

Infections. Experimental infections were achieved by intraperitoneal injection of each 

mouse with 10 small (ca. 2 mm diameter) non-budding cysticerci of 7. crassiceps suspended in 

0.3 ml PBS. Resulting individual intensities of infection were measured at 4 wk after infection. 

Cell preparations and culture conditions. Mice were killed by cervical dislocation. Spleens 

were removed trom infected and control mice, celfs were obtained, washed and resuspended in 

culture medium made of RPMI 1640 (Gibco) suplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 

10,000 units of penicillin/streptomycin, 2mM glutamine, 25 mM HEPES buffer, 1% non essential 

aminoacids (ICN). Splenocytes were resuspended to 5 x 10° cells/ml in this medium. One hundred 

microliters of the cell suspensions wer7 then placed into 96-well flat bottom culture plates (Costar, 

Cambridge, Ma.) and stimulated with 100 pl of concanavalin-A (Sigma, St Louis Missouri) 

mitogen solution (2ug/ml) and plates were incubated at 37°C and 5% CO2 during 72 hr. Eighteen 

hours prior to termination each well received 0.5 HCi of tritiated thymidine (methyl-3H TDR, sp. 

act. 247.9 GBq/mmol. NEN, Boston, Ma.). After further incubations for 18 hr, cells were 

harvested onto glass filter papers and processed for fiquid scintillation counting. 

Effect of Indomethacin and Prostaglandin E2 (PGE2) in vivo, Mice received indomethacin, 

PGE2 or placebo in vivo two days prior-infection. They were delivered in the form of 

subcutaneous 3-weeks controlled dose-dependent release rate pellets (Innovative Research of 
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America, Toledo, Oh). Doses of indomethacin was 0.5 me/pellet, and PGE2 100 pg/pellet. 

Twenty-one days after the implantation of the pellets all mice received a second pellet of the same 

dose according at treatment to maintain levels of indomethacin or PGE2 for another week. All 

animals of these experiments were killed at 4 weeks after infection, spleen cells were cultured and 

parasite load was determinate as mentioned above, 

/n vitro effect of indomethacin and adherent cells on proliferative response. Splenocytes 

from mice with 8 weeks of infection were obtained and treated as mentioned above, besides 20 jl 

of indomethacin (2ug/ml) were added in each well. On the other hand, adherent cells were 

depleted by adhering spleen cells onto polystyrene Petri culture dishes precoated with heat- 

inactive FBS for 2 br at 37°C and 5 % CO2. Non-adherent cells were carefully collected, washed 

and adjusted at 5 x 10° cells/ml. This cells were treated in the same manner as mentioned above, 

and each well received 20 ul of indomethacin ( 2pg/ml) and were incubated and harvested as 

mentioned above. 

Cytokines determination. [IL-2 activity was assayed with the use of CTLL-2 cells. Ten 

thousands cells were cultured in the Presence of serially diluted supematants and a neutralizing 

amount of anti-IL-4 (2ug/ml: 11.B1 1, Pharmingen. San Diego Ca.). During the last 8 h of the 

culture period of the 48 h, cells were pulsed with 0.5 mCi (Hthymidine. Recombinant murine IL- 

2 (Pharmingen, San Deigo, Ca.) was used as a standard to calibration curves. 

IFN-y, IL-6 and UL-10 were determinate by ELISA, using paired monoclonal antibodies, 

each standard curve was performed with their respective murine recombinant cytokine. All MoAbs 

and recombinant cytokines were purchased from Pharmingen (San Diego, Ca.). 

Statistical Analysis. The statistical significance of the effects of the experimental variables 

upon parasite intensities and immunological parameters were determined by nonparametric test 

Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank:



RESULTS 

In order to analyze the early influence of PGE2 on susceptibility to T. crassiceps infection, 

mice were subcutaneously implanted two days before infection with a peliet containing 0.5 mg of 

indomethacin (an inhibitor of PG) or with a pellet containing PGE2 (100 ug). Control mice 

received a placebo pellet. The effects on both parasite intensity and immune response were 

evaluated 4 wk later. Figure 1 demonstrates that parasite intensity in mice treated with 

indomethacin was significantly reduced (65 %; P<0.05) compared with control (placebo-treated) 

mice. In contrast, those animals receiving PGE, showed a significant higher susceptibility to T. 

crassiceps cysticerci compared to control animals (100%: P<0.05). 

The immune response was evaluated in splenocytes from several groups. The proliferative 

response to Con-A was decreased in infected control (placebo-treated) mice, as has been 

previously reported (Villa and Khun 1996; Terrazas et. al. 1998a). In vivo treatment with PGE2 

inhibited to a greater extent the proliferative response to Con-A ( P<0.05, Figure 2). However. the 

in vivo indomethacin treatment modified significantly this response towards normal values (P<0.05 

with respect to control mice, Fig. 2). . 

The IL-2 production by splenocytes was detected by a bio-assay with CTLL-2 cells. The 

results shown in figure 3a are indicative that the infection by 7. crassiceps inhibited the IL-2 

production. However, IL-2 production was significantly enhanced by indomethacin treatment (Fig. 

3a, P<0.05), whereas in mice receiving PGE2 the IL-2 production was totally ablated. 

The production of IL-10, IL-6 and IFN-y were determined by ELISA. Levels of EL-10 and 

IL-6 produced by splenocytes were significantly greater in parasitized mice (P<0.05, figure 3c and 

3d) than those obtained from healthy mice. In contrast, mice treated with indomethacin in vivo 

showed a significant reduction in 1L-10 and IL-6 production (P<0.05). On the other hand, levels



of IFN-7 were not significantly affected by any treatment nevertheless they were maintained low 

by 7. crassiceps infection (Fig. 3b). 

To determine. indirectly, the possible source of PGE2, studies in vitro were performed, 

Cultures of splenocytes from parasitized or healthy mice were carried out with indomethacin 

(2ug/ml) in the presence or absence of macrophages. The results obtained from these studies are 

shown in figure 4. Our data show that the i vitro inhibition of the ciclooxigenase pathway 

(precursor of PGE2) by indomethacin increases significantly the response to Con-A in splenocytes 

from parasitized mice (Fig. 4a). Here the macrophages have an important role in the low response 

to Con-A observed. since when macrophages from chronically parasitized mice were withdrawn 

from the cultures a higher proliferative response to Con-A was detected (Fig. 4b) and no 

differences were observed between cultures of splenocytes from parasitized mice without 

macrophages g and those from normal mice. Indomethacin by itself in vitro did not modities the 

response of splenocytes to Con-A from healthy mice (Figure 4a and 4b). 
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DISCUSSION 

Susceptibility in murine cysticercosis by 7. crassiceps appears associates to a poor 

production of some cytokines, such as IL-2 and IFN-y, and the high production of others, such as 

IL-6 and IL-10 (Terrazas et al. 1998a). The Thl-type cytokines point to be vital for the 

development of an adequate immume response at the moment of infection with the cvsticerci, 

including recruitment, activation and proliferation of immune cells. 

PGE2 is a potent inhibitor of T cell-dependent responses, such as Thi-type responses 

(Betz et al. 1991; Hilkens et al. 1995), IL-2 and IL-12 production (Ferreri et al. 1993: Van der 

Pouw Kraan et al. 1995). and has an important role in modulating the susceptibility to several 

intracellular parasitic diseases (Susuki and Kobayashi 1981; Tamioka and Saito 1992). In the 

present work, we demonstrate that treatment with PGE2 markedly increases the susceptibility to 

r. crassiceps cysticercosis, concomitantly with a substantial inhibition in both Con-A response and 

IL-2 production in freshly isolated splenic lymphocytes from PGE2-treated mice. That PGE2 

influences the outcome of this infection was shown by the in vivo treatment with indomethacin (an 

inhibitor of the ciclooxigenase pathway and PGE2), which inhibited parasite growth: this higher 

resistar-e was associated with a strong response to Con-A and with higher IL-2 levels. This is 

consistent with previous reports that demonstrated that PGE2 is involved in immune regulation by 

inhibiting the Th |-type responses (Hilkens et al. 1995; 1996). 

Based in these data we suggest that after i.p. infection with 7. crassiceps cysticerci there 

ig an increase in PGE2 production that participates down-regulating the protective immune 

response against this parasite, since PGE2 is known to favor Th2-type cytokine secretion (Parker 

et al. 1995) and inhibit the production of IL-2 and IFN-y (Hilkens et al 1995), two cytokines 

relationed with protection in murine cysticercosis (Terrazas et al. 1998b).



The effects of indomethacin #7 virro, also support the hypothesis that PGE2 may play a 

role on both the susceptibility and the immune response to murine cysticercosis, since, when 

spleen cells from chronically parasitized mice were cultured in the presence of indomethacin, the 

resulting Con-A response was significantly improved, indicating that T cell proliferative inhibition 

in infected mice is indomethacin-sensitive. In addition, when macrophages were withdrawn from 

cultures the effect of indomethacin was ablated, suggesting that macrophages are the most likely 

source of PGE2 present in the splenocytes cultures. 

we
nn
 
te
e 

es
 c

me
 

The mechanisms that influences the PGE2 production in murine cysticercosis by 7. 

crassiceps are unknown, but the chronicity of the infection could be participating, since the 

continuous exposition to specific antigens can modulate a greater PGE2 production, as has been 

observed in schistosomiasis {Wilson 1993). However, this is the first time that in vivo treatment 

with PGE2 has been directly associated with the susceptibility to an extracellular parasite. 

Molecules (glycolipids) that favor PGE2 production have been reported in Afycobacterium 

(Edwards et al. 1986; Barrow et al. 1993 ), Leishmania and Schistosoma (Velupillai and Harn, 

1994). In the 7. crassiceps cysticerci similar molecules have been observed, but their potential role 

to induce PGE2 production has not been-studied (Kunz et al. 1991; Baumeister et al. 1992). Here 

we demonstrate for the first time that PGE2 has an important role in susceptibiliry to murine 

cysticercosis and that its major source could be the macrophages. It is unknown whether these 

cells can produce PGE2 in response to specific glycolipids or another molecules from cysticerci, 

and more specific experiments are needed to clarify this point. 

On the other hand. it is known that PGE2 also plays a major role in the production of 

Th2-type cytokines (Strassmann et al. 1994; Parker et al. 1995; Portanova et al. 1996), which 

have been associated with a greater susceptibility to murine cysticercosis (Terrazas et al. 1998b). 

Here, we observed that [L-6 and IL-10 were down-regulated during indomethacin treatment



parallel to a reduction in the parasite intensities. These results agree with recent works indicating 

that IL-10 and IL-6 plays a major role in the susceptibility to 7. crassiceps cysticercosis (Terrazas 

et al. 19984; 1998) and that PGE2 can up-regulate the IL-6 and IL-10 production ( Strassmann et 

al. 1994; Portanova et al. 1996). 

In conclusion, our data indicate that PGE2 production must be considered as an important 

biological factor related to susceptibility in murine cysticercosis, that could act synergistically with 

other cytokines such as IL-6 and IL-10 for the inactivation of protective Thl-type immune 

responses, as well as a mechanism of immune evasion additional to those previously suggested 

(Fiisser et at. 1991; Laclette et al. 1992). 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1.- Effect-of indomethacin and PGE2 on susceptibility te Zaenia crassiceps 

cysticercosis. Two days before infection mice were implanted with a pellet containing 

indomethacin (0.5 mg) or PGE2 (100 jg), parasite intensities were evaluated 4 wk later. Results 

are shown as mean + SD and are representative of three independent experiments. n= 10 mice per 

group; *P<0.05. 

Figure 2.- Indomethacin in vivo treatment improved the response to Con-A in splenocytes 

from parasitized mice. Proliferative response to Con-A was evaluated 4 wk after infection. mice 

receiving indomethacin showed a higher (*P<0.05) response than control (placebo treated) mice. 

Values shown are the mean + SD of 5 mice per group. 

Figure 3.- Cytokine production by splenocytes from parasitized and indomethacin treated 

mice. Splenocytes were stimulated with Con-A and several cytokines were measured in 48 h 

culture supernatants. a) IL-2 production was evaluated by a bioassay with CTLL-2 cell line. 

Levels of IFN-y (b), IL-6 (c) and LL-10 (d) were all evaluated by ELISA. n= 5 mice per group, 

values shown are the mean + SE. *P<0.05 with respect to contro! group (placebo-treated mice); 

** P<0.05 compared with normal mice. 

Figure 4.- Effect of indomethacin and macrophages onto in vitro splenocyte’s proliferation 

in response to Con-A. a) Splenocytes cultures from mice with 8 wk after infection were treated 

with 21g/ml of indomethacin. b) From the same cellular samples macrophages were withdrawn of 

cultures and non-adherent cells were stimulated in similar form. n= 3 mice per group. *P<0.05, 

compared with control mice (Placebo-treated). 
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A ROLE FOR 17-8-ESTRADIOL IN IMMUNOENDOCRINE 

REGULATION OF MURINE CYSTICERCOSIS 

(TAENIA CRASSICEPS) 

Luis |. Terrazas, Rafael Bojalil, Tzipe Govezensky, and Carlos Larralde 

Department of Immunology, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, AP 
70228, México, D.F. 04510 

ABSTRACT: In experimental murine cysticercosis caused by Taenia crassiceps, parasite reproduction is favored 
by thymectomy or by orchidectomy, and restricted by ovariectomy. Hormonal reconstitution experiments 
showed that 17-8-estradiol increases parasite numbers whereas 5-a-dihydrotestosterone was ineffective. Parasite 
numbers decreased with increments in cellular immunity but were insensitive to antibody levels. A possible 
immunoendocrinological interaction involving estrogen as a depressor of cellular immunity is envisaged in the 
control of cysticercosis. 

Experimental murine cysticercosis caused by 

Taenia crassiceps (Freeman, 1962; Culbreth et 

al., 1972) is well known as a source of cross- 

reacting antigens useful in immunodiagnosis of 

human cestode diseases (Gottstein et al., 1986; 

Schantz et al., 1988; Larralde et al., 1990), as 

well as a practical model for testing candidate 

vaccines against porcine Taenia solium cysticer- 

cosis (Sciutto et al., 1990). It is also a manageable 

experimental! system in which to explore the role 

of biological factors involved in host suscepti- 
bility. Thus, the relevance of sex and of the H-2 
genes in mice susceptibility to T. crassiceps cys- 

ticercosis have been documented (Chemin, 1975; 

Sciutto et al., 1991) as has the value of cellular 

and humoral immune mechanisms in immu- 

nological resistance (Hermanek and Prokopic, 

1989; Sciutto, 1989; Bojalil et al., 1993). Further, 

the striking differences in susceptibility between 

female and male mice possibly involve the joint 

action of the immune system and the gonads (as 

opposed to direct hormonal action) (Huerta et 

al., 1992). 
Here we probe the possible immuncendocri- 

nological interactions regulating parasite repro- 

duction in the host by way of relating neonatal 

thymectomy, prepuberal gonadectomy, and hor- 

monal reconstitution by 17-8-estradiol (estro- 

gen) and 5-a-dihydrotestosterone in infected male 

and female mice, with whole parasite counts, 

antibody response, and delayed-type hypersen- 

sitivity (DTH) response to the parasite’s anti- 

gens. Results point to estrogen as a major pro- 

tagonist in promoting cysticercus growth and 

Received 16 April 1993; revised 12 April 1994; ac- 

cepted 15 April 1994. 

suggest it is mediated by interfering with the thy- 

mus-dependent cellular immune mechanisms 

that obstruct parasite growth. 

MATERIALS AND METHODS 

The fast-growing ORF strain of T. crassiceps isolated 
by Freeman (1962) was used in all experiments. Since 
1986 the parasites have been maintained in female 
BALB/c mice by sequential intraperitoneal inoculation 

of metacestodes (Freeman, 1962). Larvae for experi- 

mental infection were obtained from female donor mice 
infected 3-6 mo before. 

BALB/c inbred mice of both sexes were used at dif- 
ferent ages (newborn [48 hr] and 8 wk of age) according 
to each experimental protocol. They were all bred in 
our animal facilities by the “single-line breeding sys- 
tem” over 20 generations (Green, 1981), starting with 
original stock from Jackson Laboratories in 1982; they 
were fed Purina Diet 5015 ad libitum. 

Neonatal thymectomy was performed upon mice of 
both sexes within 48 hr after birth, according to the 

method described by Sjodin et al. (1963). Thymectom- 
ized mice were used for experiments at 8 wk of age. 

After the final assessment of experimental responses 

all mice were examined to confirm (macroscopically 
and histologically) that they actually were free of thy- 

mus tissue. The results obtained in mice with thymic 

tissue remaining in the mediastinum were excluded. 
from this study. 
Gonadectomies were performed surgically under an- 

esthesia with ether on 5-wk-old thymectomized and 
nonthymectomized mice of both sexes. They were then 
allowed a 3-wk recovery period before inoculation with 
parasites. 

Ten sma!l (approximately 2 mm diameter), non- 
budding T. crassiceps larvae were suspended in 0.3 ml 
phosphate-buffered saline (PBS, 0.15 M NaCl, 0.01 M 

sodium phosphate buffer, pH 7.2) and injected intra- 

peritoneally into each mouse using a 0.25-gauge needle. 
Mice were killed 30 days after infection and all the 
cysts found inside the peritoneal cavity were counted. 

In all mice, DTH was measured 28 days after infec- 

tion by footpad injection of 100 xg of vesicular fluid 
proteins in 30 yl of sterile saline solution per mouse. 

Footpad swelling was measured 24 hr later with a dial-
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TABLE J. Effects of thymus and gonads upon parasite intensity (no. of parasites/mouse), delayed-type hyper- 
sensitivity, and antibody level in experimental murine cysticercosis by Taenia crassiceps. 

  

  

  

Delayed-type 
Parasite intensity hypersensitivity Antibody level 

Treatment Females Males Females Males Females Males 

Contro! 204 + 92* 43 21 45 4 2.2¢ 8.8 + 22 0.65 + 0.19¢ 0.72 2 0.08 
(n= 8) (n = 10) 

Gonadectomized 119 + 80 125 + 81 13423 65 +23 0.63 + O11 0.65 + 0.10 
(a = 10) (n = 10) 

Thymectomized 351 + 99 194 + 163 3917 Littl 0.73 + 0.19 0.75 + 0.16 
(n = 12) (n= 8) 

Thymectomized and 201 + 157 183 4 71 40424 30419 0.58 + 0.16 0.73 + 0.14 
gonadectomized (n= 8) (a =7) 
  

* Mean parasite intensity + standard deviation. 

+ Mean % increase of foot-pad volume relative to contralateral control foot + standard deviation. 
Mean optical density reading in ELISA assays for serum anticysticercus antibodies + standard deviation. 

thickness gauge (Mitotoyo, Japan); the original (before 
inoculation) footpad thickness was used as an internal 

control. 
Vesicular fluid from T. crassiceps larvae was em- 

ployed as the source of antigens for detection of anti- 
cysticercus antibody in the sera of mice by enzyme- 
linked immunoassay (ELISA), as described elsewhere 
(Larralde et al., 1989). 

Gonadectomized mice of both sexes were hormon- 
ally reconstituted with their own major sex hormone 
or with the sex hormone of the opposite sex. The hor- 

mones used were estrogen (17-8-estradiol) and the an- 
drogen 5-a-dihydrotestosterone. They were delivered 

in the form of subcutaneous 3-wk controlled dose-de- 
pendent release rate pellets (Innovative Research of 
America, Toledo, Ohio). Doses of estrogen were 0.1! 
meg/pellet or 0.01 mg/pellet, whereas the only dose used 
of the androgen 5-a-dihydrotestosterone was a 0.5-mg/ 
pellet. All mice had the pellet implanted 3 days before 

infection. This was done to assure an adequate hor- 

monal environment in the hosts at the time when cys- 
ticerci were inoculated. Twenty-one days after the im- 
plantation of the hormone pellets, all mice received a 
second pellet of the same dose to maintain hormonal 

levels for another week. The biological hormonal func- 
tion of pellets was confirmed by observation of the size 
of the uterus in gonadectomized females and the size 
of seminal vesicles in orchidectomized males. 

Statistical analysis of parasite intensities with respect 
to treatment variables was performed by multifactorial 
analysis of variance (MANOVA) using (n + 1)'4 asa 

response variable, where n is the number of parasites 

in each individual mouse (Anonymous, 1985). The 
addition of unity to n was to eliminate occasional 0 

values and the rooting to normalize distributions of 
parasite intensities. The DTH response and antibody 
levels were analyzed by a MANOVA using the original 

data (footpad thickness and optical density values, re- 
spectively) without transformation. 

RESULTS 

The notable differences in parasite intensities 

(no. of parasites/mouse) between control female 

and male mice are immediately appreciated in 

Table I; 4.7 times greater (P = 0.01) parasite 

intensities were found in normal females (204 + 
92) than in normal males (43 + 21). The DTH 

was significantly higher in males than in females 

(P = 0.02), whereas antibody response appeared 

to be equal in both sexes (P > 0.5). 

Gonadectomy significantly reduced the para- 

site intensities of females by 41% relative to con- 

trols (P < 0.01), whereas it increased that of 
males in 190% (P < 0.01), bringing down the 

female/male intensity quotient from 4.7 to 0.9 

(Table I). Gonadectomy in females increased the 

DTH by 62% (P < 0.05) and decreased it 26% 

in males although not significantly (P = 0.9). 

Whole antibody serum levels were not signifi- 

cantly affected (P > 0.5) by gonadectomy in ei- 

ther female or male mice (Table I). 

Thymectomy increased parasite intensities in 
females by 72% relative to controls (P < 0.01) 

and up to 351% (P < 0.01) that of males (Table 

I), reducing the female/matle intensity quotient 

from 4.7 to 1.8 (P > 0.05). The DTH was sig- 

nificantly reduced by thymectomy in males 87% 

(P < 0.01) but only in 13% in femates (P = 0.09), 
whereas the antibody response was not signifi- 

cantly modified in either sex. 

In females that were both thymectomized and 

gonadectomized, the reducing effect of gonadec- 

tomy upon parasite intensity together with the 

increasing effect of thymectomy, countered each 

other to reach a net effect of only 1% reduction 

relative to control values (P > 0.05) (Table I). 
In males, however, the effects of gonadectomy 

and of thymectomy upon parasite intensity caused 

a net increase of 325% relative to controls (P < 
0.01). As a consequence, the female/male inten- 

sity quotient in this group was reduced from 4.7
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TABLE IJ. Effects of hormonal reconstitution upon parasite intensity (no. of parasites/mouse), delayed-type 
hypersensitivity, and antibody level in gonadectomized mice experimentally infected by Taenia crassiceps. 

  

  

  

Delayed-type 
Parasite intensity hypersensitivity Antibody fevel 

Treatment Females Males Females Males Females Males 

Control 268 + 85* 16 + 22 4.0 + 2.2t 8.5 +26 0.86 + 0.314 0.82 + 0.32 
{n= 10) (a = 10) 

Gonadectomized 119 = 79 72251 44+ 26 Tl £34 0.83 + 0.31 0.99 + 0.24 
(n = 10) {n= 10) 

17-B-estradiol 382 + 269 268 + 236 4825 4.84 + 1.57 0.95 + 0.18 0.80 + 0.32 
(0.01 mg) (n= 6) (=) 

17-8-estradiol 466 + 209 319 + 173 1,78 + 2.2 21+ 22 1.17 + 0.20 0.82 + 0.21 
(0.1 mg) (a5) @=9) 

$-a-dihydrotestosterone 152 + 101 67 + 35 271+ 22 6.75 + 2.0 0.93 + 0.26 0.95 + 0.24 
(0.5 mg) {n= 10) {n = 10) 
  

* Mean parasite intensity 2 standard deviation. 
+ Mean % increase of foot-pad volume relative to contralateral + standard deviation. 

+ Mean optical density reading in ELISA assays for serum anticysticercus antibodies + standard deviation. 

to 1.1. The DTH was significantly decreased 62% 
by gonadectomy and thymectomy in males (P < 

0.02), whereas antibody response was not sig- 

nificantly modified in either sex (Table I). 

Table II shows the results obtained in a dif- 
ferent set of experiments designed to evaluate 

the effects of hormonal reconstitution upon the 

parasite intensity of gonadectomized mice. Here, 
again, the sex-associated differences in parasite 

intensities of normal control mice, now favoring 

females over males by a factor of 16, was ob- 

served, Likewise, the changes in parasite inten- 

sities brought about by gonadectomy alone was 

replicated as in Table 1. 

Hormonal reconstitution experiments met with 

the problem of large variation in parasite inten- 

sities within groups of reconstituted mice as com- 

pared to the other groups, i.e., the variation co- 

efficient (mean/standard deviation) of control 

females was 3.1, whereas that in reconstituted 

females was equal to 1.4, 2.2, and 1.5. However, 

some solid inferences may be drawn from the 
data. Reconstitution with estrogen in both low 

and high doses brought about large and statis- 

lically significant (P < 0.01) increments in par- 
asite intensities relative to gonadectomized mice, 

in both females (221 and 291%, P < 0.01) and 

males (272 and 343%, P < 0.01). In contrast, 

reconstitution with androgen seemed inconse- 

quential for parasite intensities in both sexes (P 

> 0.05). The DTH was significantly decreased 

by reconstitution with 0.1 mg of estrogen as com- 

pared to control (P < 0.01) in gonadectomized 

mice of both sexes (females 59%, males 75%). 

The lower dose (0.01 mg) of estrogen had similar 

effects upon the DTH but only in males; females 

were essentially unaffected. Reconstitution with 

androgen did not have a significant effect on the 

DTH of gonadectomized mice in either females 
(38% decrement) or males (4% decrement), al- 

though DTH reduction in females bordered on 
significance (P = 0.08). Antibody levels were not 
significantly altered by hormonal reconstitution 

in either sex or treatment combination, although 

the 40% increment noted in females reconsti- 
tuted with the high dose of estrogen also bordered 
on being significant (P > 0.07). Figure 1 shows 
a Statistically significant negative correlation be- 
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Figure 1. Negative linear correlation (r? = 0.477, 
P < 0.01) between mean parasite intensities (no. of 

parasites/mouse) and mean % delayed-type hypersen- 
sitivity (DTH) responses in male and female mice from 

all experiments.
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tween average DTH response and average par- 

asite intensity when considering all experimental 

groups (7? = 0.477, P < 0.01). 

DISCUSSION 

Reproduction of 7. crassiceps (ORF strain) 

cysticerci in the peritoneal cavity of mice was 

shown to be under strong regulation by gonadal 

and thymic factors. The testis would seem to 

hinder parasite reproduction and the ovary to 

Promote it, as gonadectomy greatly increased 

parasite intensities in the male hosts and caused 

a moderate decrease in the female hosts. The 

thymus restricts parasite growth since thymec- 

lomy increased parasite intensities in both sexes, 

albeit more intensely so in males than in females. 

Cellular immunity (in as much as it is measured 
by the DTH to the parasite antigens) would ap- 

pear to be principally responsible for inhibiting 

parasite growth as documented by the negative 

correlation between parasite intensities and the 

DTH responses. In contrast, antibody response 

increased with parasite intensity. The effects of 
gonadectomy and thymectomy upon parasite in- 

tensity were not additive in mice that were both 

thymectomized and gonadectomized. This could 

be interpreted as indicating a maximal possible 

effect set by the parasite’s biological limitations 
on reproduction. The absence of an additive ef- 

fect could also reflect an interaction between the 

immune and endocrine systems, as additive ef- 

fects would be expected in independent control 

systems. 

The endocrinological and immunological fac- 
tors affecting cysticercus reproduction may of 

course proceed independently, but the endocrine 

interactions between host and parasite (in both 

directions) are progressively being recognized in 

many animal species, including mammals (Lin 

et al., 1990). In the case of T. crassiceps, there 

are hints of a possible immunoendocrinological 

interaction, vis-a-vis the inhibiting effect of or- 

chidectomy upon DTH, the somewhat lesser 

DTH responses of control female mice with re- 

spect to males, and the disappearance of sex- 

retated differences in parasite intensities follow- 

ing thymectomy as well as after gonadectomy. 

Also suggestive are the reduction of parasite in- 

tensities in the gonadectomized females, accom- 

panied by a statistically significant increase (62%) 

in the DTH and the increased parasite intensity 

of gonadectomized males concomitant with a 26% 

decrease in the DTH. At this point, the notion 

would be that either the ovary depresses cellular 

immunity, or the testis stimulates it, or both. 

The hormonal reconstitution experiments of 

gonadectomized female and male mice point to 

estrogen as an important protagonist in this go- 

nad-thymus-cysticercus scheme. Reconstitution 

with estrogen resulted in increased parasite in- 
tensities in both gonadectomized female and male 

mice and simultaneously decreased the DTH 

without affecting antibody levels. In contrast, re- 
constitution with androgen proved ineffective for 

parasite intensity, DTH, and antibody synthesis 

in all mice. Thus, one is led to the conclusion 

that the relative resistance of males to parasite 

growth derives more from their normally low 
levels of parasite-permissive estrogen than from 

parasite-restrictive 5-a-dihydrotestosterone, 

whereas the high levels of estrogen in normal 
females would favor the reproduction of the cys- 

ticerci. 
Thus, T. crassiceps cysticercosis is added to 

the growing list of sex-associated parasitic dis- 

ease, e.g., murine Taenia taeniaeformis egg in- 

fection (Williams et al., 1982), trichinosis in rats 

(Luebke et al., 1984), toxoplasmosis (Pung and 

Luster, 1986), leishmaniasis (Mock and Nacy, 

1988), murine malaria (Benten et al., 1992), and 

schistosomiasis (Eloi-Santos et al., 1992). How- 

ever, murine 7. crassiceps cysticercosis is un- 

usual in that here it is the female that is the most 
susceptible gender, and antibodies appear not to 

be restrictive of parasite growth. These contrasts 

illustrate the complexity in the parasite- 

host regulatory network, each parasite applying 

different strategies for survival in different or 

similar hosts, and argue against oversimplifica- 

tion in the associations between gender, immu- 
nity, and susceptibility to disease. 

Literature abounds with cases where estrogens 

are related to immunological components or in- 
fluence immune events (Cohen et al., 1983; Hu 

et al., 1988; Gulsham, 1990; Schuurs and Ver- 

heul, 1990; Grossman, 1991). By locating the 

sites where receptors for estrogens have been 

found in the immunoregulatory network (Cox 

and Liew, 1992; Sher and Coffman, 1992), many 

effective actions of estrogen can be envisaged that 

would favor the parasite. A combination of es- 

trogen-mediated events consistent with our re- 

sults in 7. crassiceps should depress TH, ceil 

function (interleukin-2, tumor necrosis factor, and 

interferon-gamma production), while stimulat- 

ing TH, cell function (antibody and interleukins 
10 and 6 production).
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Female mice are more susceptible to Taenia crassiceps (TC) infection than males. However, after 

a month parasite load increases massively in both genders reaching thousands of parasites per host. 

The possibility of hormonal changes in the infected mice was envisaged. Sex hormones levels were 

assayed after different periods of infection, the parasites present in the peritoneal cavity were 

collected and gonads, uterus and seminal vesicles were weighed. In male mice, serum estradiol 

increased to levels 200 times their normal values whilst those of testosterone decreased 90% relative 

to controls. The weight of seminal vesicles was significantly diminished. Infected female mice also 

showed a slight increase in estrogen blood levels after 8 weeks of infection and the weight of the 

uterus was significantly increased relative to controls. Serum estradiol and testosterone were almost 

undetectable after gonadectomy. Cytokines such as IL-6 are capable of stimulating aromatase 

activity and we found that splenocytes from infected mice produced amounts of IL-6 higher than 

contro) as measured by ELISA. In conclusion T. crassiceps infection triggers a feminization process 

in the infected hosts. The gonads are required for the parasite to induce higher estrogen synthesis. 

IL-6 could be involved in the immunoendocrine mechanism used by the parasite to maintain a highly 

permissive environment for its rapid growth. 

4. Steroid Biochem. Molec. Biol., Vol. 52, No. 6, pp- 575-580, 1995 
  

INTRODUCTION : related behavioral changes have been observed in crabs 

. oo. when parasitized with Rhizocefalan [6] through mech- 

The sexual dimorphism that ¢xists in the normal anisms that are still obscure and could involve changes 

immune response and in many autoimmune diseases in the hormonal pattern of the host. Sex preferences in 

strongly suggests that a linkage between the IMMUNE several parasite diseases are well known [7-14]. 

and the reproductive endocrine system exists [1, 2). Experimental murine cysticercosis caused by Taenta 

Endocrinological, reciprocal interactions berween  crassiceps has been used to explore the role of biological 
host and parasite are receiving increased attention a3 faciors involved in host susceptibility. Several factors, 

influential in parasite success (3}. For instance Taenia sich as genetics (major histocompatibility complex} 

taeniformis is known to alter reproduction in rats bY and immune status (vaccinations) affect parasite growth 
somehow interfering with the normal functions of sex [15.16]. Furthermore, susceptibility to T. crassiceps 

steroids [4]. The reproduction of Brugia pahangt and infection in mice is associated with sex: in early infec- 

Dirofilaria immitis is modulated by ecdysteroids {5}. tions females carry larger parasite loads than males 

Sexual changes in body morphology as well as sex- — aythough. later on, males also become massively para- 
sitized [1S]. The sluggish massive colonization of male 

“Corespendence to MC. Romano mice by 7. crassiceps suggested a scx hormone change 

Ke.cnet 3 Nov 1904, accepted 31 Jan. 199* in the host induced by the parasite resulting later-on 
ark 
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in an increased susceptibility to the infection. To test 

the hypothesis we measured the level of major sex 

hormones and the weights of their target organs 

in chronically parasitized male and female mice. 

Gonadectomies, and androgen reconstitution, were 

performed to identify the specific organs and hormones 

involved in the host-parasite interactions. IL-6 was 

also studied, as a possible candidate mediating hor- 

monal changes [17] in infected mice [18]. 

MATERIALS AND METHODS 

Mice 

Afale and female Balb c inbred mice were bred in our 

animal facilities by the “single-line breeding system” 

over 20 generations, staring with original stock from 

Jackson Labs in 1982, and were fed Purina’s Diet 5015 

ad hibit. 

Parasites and expertmental mfections 

The fast-growing ORF strain of T. crassiceps, iso- 

lated by Freeman in 1962 [19], was used for mice 

infection in all experiments and was supplied by Dr B. 

Enders (Behringwerke. Marburg, Germany) in 1986. 

Since then the parasites have been maintained in female 

Balb c mice by i.p. sequential inoculation of metaces- 

todes in their peritoneal cavity [19]. Larvae for exper- 

imental infection were obtained from female donor 

mice infected 3-6 months before. Ten smail (approx. 

2mm diameter) non-budding 7. crassiceps larvae were 

suspended in 0.3m) PBS (0.15 M NaCl, 0.01 M 

sodium phosphate buffer, pH 7.2) and injected i.p. into 

each 42-day-old mouse using a .25 gauge needle. Mice 

were sacrificed (etherization) in different periods after 

infection and all the cysts found inside the peritoneal 

cavity were counted. A complete parasite count was 

performed visually in cach mouse after sacrifice by 

collecting all parasites present in the peritoneal cavity 

after thoroughly rinsing it with phosphate buffered 

saline (NaCl 0.15 M, Na,PO, 0.2 M, NaHPO, 0.1 M . 

An autopsy followed, including gonads and uterus’ or 

seminal vesicles’ weight dcterminations. Organs were 

placed in 10°, formalin for ulterior light-microscopy 

examination. In this form of disease the parasites do not 

migrate to another location in the host. Heavily para- 

sitized mice show enlarged abdomens but the disease 

does not seem to alter other features nor normal body 

weights (discounting the weights of parasites, which 

may actually equal that of the host, approx. 25g). 

  

Treatment procedures 

Gonadectomies were surgically performed under 

ether anesthesia on 4-week-old mice of both sexes. 

Mice were then allowed a 1 week recovery period 

before inoculation with parasites. In reconstitution 

experiments, androgen was administered 7 days after 

gonadectomy with cither testosterone or 52-dihy- 

drotestosterone 0.5mg in 3 weeks release pellets, 

Innovative Research of America, Toledo, OH). After 

another 7 days mice were inoculated with parasites as * 

described above. The effects of the androgens upon 

parasite loads were measured 8 weeks after infection. 

Hormone measurements 

Blood for estradiol and testosterone determinations 

was collected im wvive by retrocular venous puncture 

performed in mice under ether anesthesia. After incu- 

bation for 18h at 4°C the blood clot was centrifuged 

and serum was separated. Steroids were ether-ex- 

tracted and solubilized in the phosphate buffer used for 

radio immunoassay (RIA) (20, 21]. The concentrations 

of estradiol and testosterone were determined by RIA, 

each in duplicate. The antisera were all supplied by 

ICN Biomedical Inc. (Costa Mesa, CA). The estradiol 

antiserum cross-reacts 2.5°, with oestrone and 1.3% 

with 17z-estradiol, and the testosterone antiserum 

cross-reacts 18.8°, with 5x-dihydrotestosterone 

{DHT) and 3°, with 5z-androsterone-3x-17f-diol. 

Tritiated ligands —«:1.2.6,7[? H]testosterone — and 
1,2.4,8['H]estradiol were supplied by New England 

Nuclear (Boston, MiS). RIA data were analyzed by the 

logit/log regression analysis as described [20, 21). 

Interleukin-6 assays 

IL-6 measurement in stimulated Iymphocvtes [22] 

and in serum were performed by ELISA using a kit of 

Pharmingen (San Diego, CA). Lymphocytes were ob- 

tained from the spleens of 4 and 32 weeks parasitized 

animals and their respective controls. Cells were cul- 

tured in the presence or absence of concanavalin-A, 

and after incubation (37°C, 48 h) IL-6 was measured in 

the culture medium by ELISA, following the kits’ 

instructions. 

RESULTS 

Parasite load 

A few days after inoculation cysticerci begin active 

asexual reproduction by budding in one of the poles of 

their oblong cystic structure (Fig. 1(b)). A few months 

later they count in the hundreds or thousands, reaching 

masses that may equal those of the host [Fig. 1(a) 

illustrates the differences in abdomen size between a 

normal mouse and its parasitized litter-mate after 6 

months of infection]. 7. crassiceps cysticerci initially 

grow faster in females than in males but, in tate 

infections, males are also burdened by huge parasite 

loads (Table 1). Health of the massively parasitized 

mice is not seriously affected in laboratory conditions 

nor are there macroscopic or microscopic signs of 

serious ifness or malnutrition. 

Testosterone and estradiol serum levels 

Figure 2 shows the results obtained measuring serum 

levels of testosterone and estradiol in male and female 

mice during the course of cysticercus infection. The
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Fig. 1. Main features of experimental! murine cysticercosis. (a) This figure illustrates the differences in 

abdomen size between a normal mouse and its parasitized litter-mate after 6 months of infection. (b) Asexual 

reproduction of parasites begins a couple of wecks after injection into the peritoncal cavity of mice. 

growth of the parasite in the abdominal cavity of males 

is followed by an increment in blood estradiol that 

increases to levels 200 times their normal values whilst 

that of testosterone decreases 90°,, relative to control 

(Fig. 2]. Infected females also show increased blood 

levels of estradiol at 8 and 16 weeks after infection 

(Fig. 2). 

Weights of uterus and seminal vesicles 

The weight of the uterus in infected females is 

increased relative to controls after 4 weeks of infection 

and remains hypertrophied at 16 weeks of infection 

(Fig. 3, bottom). The weight of the seminal vesicles is 

significantly reduced in parasitized ‘males after 4 weeks 

of infection and differences continued being evident at 

8 and 16 weeks post infection (Fig. 3, top). 

Effects of gonadectomy 

The origin of the increment in blood estradiol was 

examined by simultaneously studying parasite loads 

and Jevels of sex steroids 4 and 8 weeks after exper- 

imental infection in both control and gonadectomized 

male and female mice, a time of infection when major 

endocrinological alterations were clearly detectable in 

the previous experiments with intact mice. After go- 

nadectomy serum estradiol and testosterone decreased 

Table 1. Time -course of infection in male and female mice. Initally T. Crassiceps evsticerct grows faster in females than in males 

but. 1 fate infections, males are also burdencnd by huge parasite loads 
  

Infection ume ‘days 

1 8 1S 20 30 oO 150 w w aA 

  

Female U8204 18210 31208 06203 $9205 WH210 287248 131845.1 S8212 404 2642.9= 1718 
    

  

an=9 n=5 n=19 neld = 53 n= 20 n= 27 n=l n= n= 18 

Mate 04202 OF 20.2 21205 O0200 22403 63-605 "6214 W019 WS4499 1144.3 = 1303 

an) nz6 n=39 n=ld n= $3 ne 20 ae 2k n= 329 n= 28 n=l9 
  

Data represent mean = SE of individual parasite luads of a total of $73 temaic and £25 maic infected. and otherwise untreated mice. registered 

inthe database. over a number of expernmenis performed at differcnt umes
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Fig. 2. Impact of cysticercosis in levels of sex-steroids. 

Modifications in individual parasite counts and in estradiol 

and testosterone serum concentrations of male and female 

mice after different weeks of intraperitoneal infection. Each 

symbol in the graph represents the mean+1 SD of the 

response variable as obtained from at least 5S mice in each 

time of infection, and by duplicate in each mouse for sex 

steroid assessments. The experiment was performed a second 

time in the same conditions with essentially the same results. 

to almost undetectable levels in both male and female 

mice (not shown). However, 8 weeks after infection, 

the parasite loads in gonadectomized males were 

greater than those of intact controls and smaller in 

gonadectomized female mice than those of controls 

(Table 2). 

Effects of androgen reconstitution 

To test the androgen’s parasite restrictive activities, 

testosterone and DHT were administered to gonad- 

ectomized male and female mice as described. Both 

testosterone and DHT decreased parasite oad, 

although the effect of androgens on males is less 

significant (Table 2). Testosterone decreased parasite 

load by 32% in females (P < 0.01) and by 32%, in males 

(P < 0.01), while DHT decreases 34% parasite load in 

females (P <0.01) and 27°, in males (P < 0.01). 

IL-6 assays 

Table 3 and Fig. 4 show the results obtained in this 

set of experiments as performed in intact control and 

parasitized male and female mice. Serum levels of IL-6 

are significantly increased in parasitized male and fe- 

male mice and so is IL-6 production in the cultured 

medium of lymphocytes from parasitized mice 4 and 32 

weeks after infection. 
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Fig. 3. Impact of cysticercosis in sex-steroids' target organs. 

Wet weights (average +1 SD; n=5 for each time) of sex 

steroids’ main target organs of mice in the course of in- 

traperitoneal infection with T. crassiceps cysticerci. The 

weight of seminal vesicles are reduced relative to control 

mice after 4 weeks of infection (P < 0.01), whereas the weight 

of uterus increased significantly in infected females after 8 

weeks of infection (P < 0.05). Statistics were calculated by 

analysis of variance of the multifactorial design with gender, 

weeks of infection and infected or not, as treatment variables; 

and weight of organs as response variable, and replicates 

(mice) =5 in each treatment combination. Data express the 

mean+1 SD. 

  

DISCUSSION 

The measurement of sex steroids in infected male 

and female mice indicates that T. crassiceps triggers 

a feminization process in both genders. Feminization 

is most outstanding in male mice where blood 

estradiol increases to levels 200 times their normal 
values, roughly similar to those of normal femaies, 

whilst those of testosterone decrease 90°, relative to 

control. The weight changes in target organs sex hor- 

mones (seminal vesicles and uterus) support that the 

hormone changes in the infected host are physiologi- 

cally relevant. , 

Table 2. Parasite load 8 weeks after infection with T. Crassi- 

ceps in intact (P) and gonadectomized (Gx) male and female 

mice. Some animals were implanted with testosterone (T) or 

dehydrostestosterone (DHT) release pellets 
  

  

n Female Male 

10 P 998.90 + 519.22 188.90 4 93.32 

10 GxP 276.80 = 50.98 302.30 = 103.34 

10 GxP -T 186.70 + $0.01 205.40 = 28.64 

10 GxP + DHT 182.10 + $7.73 221.67 + 81.06 
  

Data represent mean number of parasites mouse z SD.
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Table 3. Serum IL-6 concentration in male and female 
mice after 4 and § weeks of infection 
  

  

Female - Male 

4 weeks 
Control 25.01 + 14.44 0,964 + 0.556 

Parasitized 110.70 + 66.05 48.88 + 20.52 

8 weeks 

Conuo} 119.10 + 76.60 82457 

Parasitized 136.76 + 90.406 165.13 + 12.49 
  

IL-6 (pg’ml) was determined by ELISA in each serum by 

triplicate. 

Data represen: mean + SD. 

How does the cvsticercus manage to feminize and 

demasculate its host? Perhaps the cvsticercus favors its 

growth by producing its own estrogens as Sprremictra 

mansonoides produces a kind of growth hormone when 

infecting rodents (23] and many other parasites pro- 

duce ecdysone [3]}, or somehow stimulates the host’s 

endocrine system towards abnormal oestrogen syn- 

thesis. Serum estradiol and testosterone decreases to 

almost undetectable levels in infected gonadectomized 

mice. thus indicating that the host’s gonads are re- 
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4 32 

Weeks of infection 

Fag. 4. Production of IL-6 by lymphocytes. IL-6 production 

wae measured in the culture medium of spleen lymphocytes 

of male (top) and female (bottom) mice after being cultured 

for 48h an the presence of concanavalin-A. Data represent 

mean: 1 SD of an experiment made by triplicate at 4 and 

52 weeks of infection. 

quired for the parasite to induce high estradiol syn- 

thesis in both sexes. However, the absence of estrogens 

does not prevent the growth of parasites in both 

genders demonstrating that although estradiol favors 

T. crassiceps development [24-26] it is not indispens- 

able for parasite growth. Other gonad-associated fac- 

tors in the control of parasite growth and a more 

intricate strategy in the parasite’s activity has to be 

considered. Perhaps the low androgen levels are the 

principal feature in this intriguing puzzle. Because the 

parasite-loads of males increased upon castration, even 

in the absence of estradiol, we suspected that androgens 

are inhibitory, a hypothesis that was confirmed when 

testosterone and DHT decreased parasite loads in 

gonadectomized male and female mice. 

At this point we conclude that sexual differences in 

parasite loads in intact mice favor females because 
estradiol promotes and androgen restricts the growth of 

T. crassiceps cysticerci. We further deduce that the 

cysticerci eventually grow as massively in male as in 

female hosts because it induces an estrogenization and 

deandrogenization process in the male host by dis- 

abling the normal hormonal function of the testis. 

A simple strategy of the cysticercus to achieve these 

high levels of estradiol and low levels of testosterone in 

the male host would involve stimulation of the aroma- 

tase pathway, the enzyme responsible for the conver- 

sion of testosterone to estradiol [27]. This possibility 

would also be consistent with the preference of the 

parasite towards females in the normal hosts, in which 

through an active aromatization process high levels of 

estradiol are naturally being produced. 

Speculations about an enhanced aromatase activity © 

requires revision of the factors involved in its modu- 

lation. For instance, IL-6 has been shown to stimulate 

aromatase activity in breast cancer cells [17] and to be 

deeply altered in a variety of infections [18]. Thus, we 

measured the production of this cytokine in parasitized 

mice. The results shown in this paper demonstrate an 

important increment in IL-6 concentration of blood 

and culture medium of lymphocytes from parasitized 

mice, that could be a fuctor involved in the feminization 

process that develops in infected mice. 

The cunning hormonaily based strategy employed by 

T. crassiceps 10 establish an unseemly mass of foreign 

tissue in an initially normal comparatively resistant 

male mouse may be of interest for consideration in 

other chronic and massive host-parasite confrontations. 

Host feminization by parasitic disease illustrates the 

plasucity of sexual phenotype in response to infections 

involving the immune system and, by endangering the 

teproductive capacity of the host, poses novel forms of 

affecting the evolution of both host and parasite other 

than the prey, predator approach. 
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