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RESUMEN

La cisticercosis es un problema de salud en México. Se conocen diversos aspectos de la
respuesta inmune humoral en esta parasitosis, pero los trabajos enfocados a conocer la
respuesta inmune celular son pocos. Algunos reportes sobre la respuesta inmune de individuos
con cisticercosis, sugieren que el parasito induce un estado de inmunosupresiéon. En este
trabajo de tesis se presentan los resultados obtenidos de un estudio de individuos con
cisticercosis activa que no se les habia tratado con medicamento cestocida o inmunodepresor y
un grupo control. Se determinaron los valores de biometria hematica y la proporcion de
linfocitos CD3, CD4 y CD8, en los cuales no se observaron diferencias entre los grupos. Se
llevaron a cabo ensayos de proliferaciéon celular y los datos mostraron que ambos grupos
respondieron con altos indices de proliferacidn a la concanavalina A, este hallazgo sugiere que
la capacidad de los linfocitos a responder a mitogenos inespecificos es similar en ambos
grupos. No obstante, los pacientes respondieron en mayor proporcién e intensidad a un
extracto crudo del parasito en comparacion con el grupo testigo, y ambos grupos respondieron
a un antigeno purificado del cisticerco (AgB). Se evalud la respuesta proliferativa hacia tres
fragmentos del AgB y se observo que fue igual hacia las regiones amino y carboxilo terminal
en los pacientes, por el contrario el grupo control respondié preferentemente a la region amino
y en este grupo la menor respuesta se observo hacia la region carboxilo. Se llevd a cabo
también un analisis de mRNA para [L-2, IFN-y, IL-10 e IL-4 en células mononucleares de
sangre periférica y sé encontré IL-2 en més del 60% de los pacientes y del grupo control; IL-10
e IL-4 se detectaron en baja frecuencia en ambos grupos; no obstante, se observé un
incremento del IFN-y en el grupo de pacientes comparado con el grupo control. Se llevé a cabo
un analisis de los datos y se observé que existe una asociacion entre la producciéon de IFN-y en
los pacientes y la respuesta proliferativa mayor de 2 IP al fragmento amino de la paramiosina,
estos datos sugieren un perfil del tipo Th0/Thl en los individuos con cisticercosis activa. Se
pretende continuar con el estudio con el propdsito de identificar epitopos relacionados con la

respuesta celular.



IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

P Indice de proliferacion

kDa Kilo daltones

LCR | Liquido cefalorraquideo

M Macrofago

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major Histocompatibility
Complex)

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)—2,S-difcniltetrazolio

NC Neurocisticercosis |

pb Pares de bases

PB10x Solucién de fosfatos de sodio 0.1M, pH 7.2

PBS Solucion de NaCl 0.15 M, amortiguada con fosfatos de sodio 0.01M, pH 7.2

PBS-T PBS con tween-20 al 0.05%

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PHMB p-hidroxi-mercuri-benzoato de sodio (inhibidor de proteasas)

PMSF Fenilmetilsulfonil fluoruro (inhibidor de proteasas)

PSA Persulfato de amonio

RM Resonancia Magnética

RPMIc - Medio RPMI complementado

RT-PCR Reversotranscripcién-reaccién en cadena de la polimerasa

SBH Solucion balanceada de Hanks

SNC Sistema nervioso central

TBE Trisma-base EDTA

TC Linfocitos T citotéxicos

TCo Tomografia computada

TCR Receptor de linfocitos T (T cell-receptor)

TH Linfocitos cooperadores

TLCK N-o-p-tonsil-lisina cloro-metil-cetona (inhibidor de proteasas)

TPCK L-1-tonsilamida 2-feniletil-cloro-metil-cetona (inhibidor de proteasas)

VEB Virus de Epstein Bar



L. INTRODUCCION

ASPECTOS H’IS TORICOS DE LA CISTICERCOSIS

En 1948, Dionisio Nieto hizo una descripcion de la historia del conocimiento de la
cisticercosis. Los siguientes parrafos contienen algunos datos. .

La cisticercosis fue reconocida desde la antigiiedad, pl;obablemente los primeros
testimonios que la relacionan con el hombre sean de la época de Moisés, que por instrucciones
médicas dictd leyes sanitarias de proteccion contra la came de animales infectados con
"piedras” perjudiciales para la salud; también los antiguos griegos, en los tiempos de
Aristoteles (384-332 a.C.) en el documento titulado “Histona de los animales™ por primera vez
describe la enfermedad en cerdos; sin embargo no se entiende la naturaleza de la parasitosis.

Rumler, en 1558, describio la neurocisticercosis (NC) humana como un tumor en la
duramadre del cerebro de una persona epiléptica. Posteriormente, Panarolus observo
cisticercos en el cuerpo calloso del cerebro de un sacerdote y Wharton,' los describe como
glandulas en el tejido adiposo y muscular de algunos soldados. Esta enfermedad era ya
considerada como una parasitosis en 1697, cuando Malpighi descubrio su naturaleza; Goeze
ignorante de estos reportes, examino cerdos con cisticercosis y lo identifico como un helminto.

La cisticercosis en cerdos fue asociada a la teniosis humana por Van Beneden en 1853,
cuando le dio huevos de Taenia solium a un cerdo y después logré identificar numerosos
cisticercos en su cuerpo. Kuchenmeister en 1855 demostrd la asociacion entre el cisticerco y el
desarrollo de la solitaria, cuando dio de comer carne parasitada a reos condenados a muerte y
observo la forma adulta en el intestino después de la autopsia. Yoshino, en 1933, describio el
desarrollo de la cisticercosis en cerdos. '

La clasificacién genérica de “Cysticercus cellulosae” fue dada por Zeder y por
Rudolphi, pero después se descubrid que se trataba del metacéstodo de Taenia solium, sin
embargo, el término de cisticerco tipo celuloso continua siendo usado.

Otra aportacion provino del seguimiento de soldados que adquirieron neurocisticercosis.

El hallazgo principal fue conocer que el tiempo que‘transcurre entre la infeccion y la aparicion



de sintomas es de aproximadamente 7 afios, pudiendo ser hasta de 30 (Dixon y Lipscomb,
1961).

CICLO BIOLOGICO Y MORFOLOGIA DE Taenia solium

Taenia solium es un céstodo de la familia Cyclophyllidea conocido comunmente como
“solitaria”, en su forma de gusano adulto (Fig. 1 A) y como “cisticerco” (Fig. 1 C), en la forma
de metacéstodo. Este parasito es hermafrodita, con 3 estadios de desarrollo, dos de ellos
parasitarios (adulto y metacéstodo) y uno de vida libre (huevo). La figura 1 esquematiza el
ciclo de vida, que inicia con la forma adulta (Fig. 1 A), que vive en el intestino delgado del ser
humano (huésped definitivo), el cual la adquiere al consumir carme de cerdo con cisticercos
viables. La masticacion, las sales biliares y las enzimas digestivas destruyen la pared vesicular
e inducen la salida o evaginacidn del cisticerco, que permite que se ancle en la pared del
intestino por medio del escolex que le sirve como organo de fijacion (Fig. 1 A) (revisado en
Caiiedo y col., 1982). Este 6rgano cuenta con un ganglio nervioso, 4 ventosas y una doble
corona de ganchos llamada rostelo; después, continia una parte delgada y alargada
denominada cuello, a partir del cual se desarrolla el estréb'ilo, constituido por segmentos
llamados proglotidos, los cuales pueden identificarse en tres tipos: inmaduros, maduros y
gravidos. Los mas cercanos al cuello son los inmaduros, continian los maduros, los cuales
pueden considerarse como Organos de reproduccion independientes pues ahi ocurren la
fecundacion y la produccion de embriones. Los proglétidos mas lejanos al escolex son los |
gravidos, los cuales contienen miles de huevos que son expulsados del intestino con las heces,
generalmente dentro de los mismos proglétidos. Los huevos (Fig. 1 B), al salir al medio
pueden estar maduros o inmaduros; estos ultimos, terminan su maduracion en el medio
ambiente y permanecen viables e infectantes por semanas o meses (Aluja y col., 1987).

El parasito adulto alcanza a medir entre 2 y 6 metros en aproximadamente 4 meses. Su
alimentacion es a través del tegumento, la capa mas superficial del gusano, ya que carece de
sistema digestivo.

El ciclo bioloégico continda cuando los huevos que estan en las heces de individuos
teniasicos son consumidos por el cerdo, huésped intermediario natural. Esos huevos miden
aproximadamente 30um de didmetro; estan rodeados de una capa celular llaméda vitelo, la -
cual, a su vez, rodea una estructura denominada embri6foro, que consiste en una serie de

bloques proteinicos que se encuentran umdos entre si por una proteina cementante (Fig. 1 B).
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Figura 1. Ciclo de vida de 1. solium. La tenia (A), se hospeda en el intestino delgado del ser
humano, y produce huevos (B), que se liberan al ambiente junto con las heces. El cerdo, o el ser
humano, se infectan por la ingestion de los huevos, los que se desarrollan para formar los cisticercos
(C). El ciclo se completa cuando el hombre ingiere carne de cerdo contaminada con cisticercos
viables, que al entrar en el aparato digestivo evaginan y se anclan en la pared intestinal para

desarrollgrse en parasito adulto (4).



Hacia adentro se encuentra la membrana oncosferal que cubre a la oncosfera o embrién
hexacanto llamado asi porque tiene tres pares de ganchos (Laclette y col., 1982). Cuando los
huevos entran al estdémago del cerdo, las enzimas gastricas e intestinales destruyen los bloques
embrioforales liberando al embridén (Laclette y col., 1982).

Se sugiere que los embriones ya liberados, con la ayuda de sus ganchos y su actividad
enzimatica, pueden adherirse a la pared intestinal y atravesarla hasta llegar al torrente
circulatorio o linfético, y ser transportados a diversos organos y tejidos como muscuto, SNC,
o0jo o tejido subcutineo. Ya establecidos, aumentan de tamafio y se desarrollan hasta formar
los cisticercos (Flisser, 1994). El ciclo se completa por el consumo de la came de cerdo
contaminada con cisticercos viables por el ser humano hasta desarrollar una nueva tenia.

El cisticerco tipo celuloso mide de 0.5 a 1.5 cm, y consta de una vesicula traslucida,
ovoide o circular que contiene fluido vesicular y al escélex invaginado. La pared vesicular es
un tejido sincicial, cuya superficie externa muestra un epitelio cubierto de microvellosidades o
microtricas, a través de esta superficie ocurre el intercambio metabélico e inmunolégico entre
el huésped y el parasito y se le conoce como tegumento, este se conecta con los citones
tegumentales a través de puentes citoplasmicos llamados procesos internunciales, mientras que
por debajo del tegumento se encuentran varias capas de musculo liso, bolsas de
almacenamiento de glucoégeno y grasas y un sistema protonefridial constituido por varios tipos
celulares como las células flama y las células de los canales (Ramirez-Bon y col., 1982).

El hombre o el cerdo adquieren la cisticercosis al ingerir huevos de 7. solium, las fuentes
de infeccién pueden ser varias; el consumo de alimentos ¢ agua contaminados, por
autoinfeccion, ya que es posible que el individuo con teniosis se infecte a si mismo; por
cohabitacion con un individuo con teniasis, lo que significa que la transmision puede ocurrir
directamente (Diaz-Camacho y col., 1989)

Una variedad morfoldgica diferente de cisticerco, identificada Unicamente en el
encéfalo de los seres humanos, es el denominado "cisticerco racemoso” el cual tiene una forma
lobulada semejante a un racimo de uvas, no tiene escolex y sélo consta de una pared vesicular
muy desarrollada (Rabiela-Cervantes, 1989). Se cree que es una transformacion del cisticerco
celuloso, pues se han descrito formas intermedias entre ambos tipos (Rabiela y Flisser, 1990).
Las causas de que el cisticerco cambie a esta forma se desconocen, pero sélo se hah

encontrado este tipo de cisticercos en las cavidades o en el espacio subaracnoideo y se les



asocia con una patologia mas grave y una reaccion inflamatoria mayor (Macias y Hernéndez

Peniche, 1966; Rabiela-Cervantes, 1989).

RELACION HUESPED-PARASITO EN CISTICERCOSIS

El cisticerco es un parasito tisular del cerdo y el ser humano que carece de sistema
digestivo, debido a ésto los fenémenos metabolicos e inmunolégicos entre su huésped y él
ocurren en el sitio donde se desarrolla el metacéstodo, por ello a este nivel se ha estudiado la
presencia de componentes de la respuesta inmune tanto humoral como celular. Por lo anterior,
es posible que el parasito haya desarrollado mecanismos de evasion inmunolégica que
permitan que la relacién huésped-parasito se mantenga "pacificamente” hasta por periodos de
tiempo prolongados. Se han sugerido varios mecanismos que pueden estar ocurriendo en el
sitio donde se localiza el cisticerco, en la figura 2 se esquematizan,

Respecto a la respuesta humoral, Willms y Arcos en 1977 demostraron la presencia de
IgG porcina en la superficie de los cisticercos y a mediados de los ochentas, Correa y col.,
(1985), encontraron varias clases de Ig y C3b en la superficie del cisticerco sin que hubiera '
evidencia de dafio al pardsito, esto sugeria la presencia de receptores para el Fc de las
inmunoglobulinas en la superficie del cisticerco, que podrian estar capturando a los
anticuerpos como una forma de bloqueo de la respuesta humoral. Se planteo la hipdtesis de la
existencia de un receptor y en este sentido, tanto los trabajos realizados en cerdos, como en
seres humanos hacen suponer que las Ig adsorbidas a la superficie parasitaria pueden estar
unidas a través de esta fraccidon (Willms y Arcos, 1977; Correa y col., 1985).' Mandujano y
col., (1990), observaron que en un extracto crudo de T. solium, existe un componente que une
Ig y fragmentos Fc con 100 veces mayor avidez que los Fab y que no une albimina. Por otro
lado, los estudios realizados por Hayunga y col., (1989), con el metacéstodo de T
taeniaeformis, y por Ambrosio y col.,, (1994), con T. crassiceps indican que los cisticercos
endocitan Ig, aunque no existe evidencia de que este proceso sea mediado por un receptor.
Respecto a la hipétesis de que el cisticerco endocita anticuerpos, algunos autores ademas
sostienen la idea dp que el cisticerco podria estar estimulando la produccién de anticuerpos en
su huésped para utilizarlos como una fuente de proteina (White y col., 1997).

Por otro lado, se ha observado que los cisticercos son susceptibles al ataque del

complemento in vitro (Correa y col., 1987). También se observo in vitre, que las oncosferas de



7. solium se mueren en presencia de suero de pacientes con cisticercosis inactivado por calor y
- reconstituido posteriormente con complemento (Molinari y col., 1993). La resistencia de
ratones a la infeccidn con oncosferas de Taenmia taeniaeformis requiere también de
complemento (Davis y Hammerberg, 1988). El cisticerco de T. taeniaeformis también es
capaz de evadir la destruccion mediada por el complemento a través de la teniaestatina que
inhibe tanto la via cldsica como la alterna, a través de pdlisacéridos sulfatados que son
liberados hacia la interfase huésped-parasito y activan al complemento lejos de €l (Leid y col.,
1987). Por lo anterior es posible que el cisticerco produzca algunas sustancias que actiian sobre
¢l complemento.

Existe una molécula del cisticerco que ha sido objeto de varios trabajos, el denominado
antigeno B (AgB), esta proteina es un antigeno inmunodominante en cisticercosis porcina y
humana (Flisser y col., 1980). Estudios de inmunolocalizacion indican que este antigeno se
encuentra presente en €l misculo y en el tegumento det cisticerco (Laclette y col., 1987, 1995).
También pudo ser identificada in vifro, al cultivar cisticercos por lo que se sugiere es una
proteina que se libera hacia los tejidos del huésped (Laclette y col., 1987). El AgB se puede
unir a colagena (Plancarte y col., 1983), esto llevd a preguntarse si existe otra molécula con
estructura colagénica que pudiera unirse al AgB; con este fin se estudio al Clg
(subcomponente del C1, que forma parte del primer componente de la via clasica de activacién
del complemento), al unirsele al Clq el AgB es capaz de inhibirlo (Laclette y col., 1987, 1991,
1992). Es posible que el cisticerco produzca varias sustancias que inhiben al complemento,
pues en ensayos de hemélisis tradicionales con un extracto carente de AgB, hubo inhibicién de
la actividad del complemento (Gomez Garcia, 1993). Hammemberg y Williams (1978)
identificaron hace varios afios un factor anti-complementario en extractos del metacéstodo de
T. taeniaeformis, cuya composicién quimica estaba relacionada con el 4cido sialico.

Respecto a los componentes de la respuesta celular, se ha observado que aunque el
cisticerco logra mantener una relacion en equilibrio con su huésped, éste es capaz de producir
un infiltrado inflamatorio alrededor del parasito, compuesto por varios tipos celulares que
puede eventualmenté eliminér al parasito, entre los tipos celulares presentes se encuentran
eosindfilos y macrofagos. Se observéd que después de que los cerdos parasitados son tratados
con praziquantel, los eosindfilos pueden ocasionar dafio al metacéstodo iniciando su -

destruccion y los macrofagos se asocian a la limpieza de detritus celulares. En la reaccion



inflamatoria también se pueden observar células epitelioides, células gigantes multinucleadas,
linfocitos y células plasmaticas (Aluja y Vargas. 1988; Aluja, 1989; Flisser y col., 1990 a). Al
llevar a cabo un analisis ultraestructural de cisticercosis porcina, cuando se observan los
metacéstodos sin alteraciones aparentes, los eosinéfilos cercanos a la superficie tegumentaria
se observan “degranulandos” (Willms y Merchant, 1980); otra iﬂterpretacién podria ser que
estén siendo dafiados por productos parasitarios, como mecanismo de evasion inmunoldgica.
Con el propdsito de evaluar si el cisticerco produce sustancias con efecto sobre los eosinofilos,
se llevaron a cabo experimentos de incubacion de eosindfilos y macréfagos con productos de
excrecion y secrecion (ES) del parasito in vitro o con extracto crudo {EC) del mismo, se
observé que solamente los productos ES frescos afectaron la viabilidad de eosinéfilos,
mientras que no tuvieron efecto sobre su viabilidad los mismos productos que se habian
conservado en congelacion, ni el EC (Medina Escutia, 1992). Por otro lado, no se observé
efecto sobre la viabilidad de los macrofagos con alguno de los prodilctos mencionados
(Alvarado Rodriguez, 1995). Esto sugiere que los cisticercos liberan una sustancia labil que
afecta la viabilidad de los eosinéfilos cercanos, lo que les permite mantenerse libres de su
ataque y cuando el equilibrio de la relacion huésped-parasito se rompe, por efecto de
tratamiento o envejecimiento de los cisticercos, éstos dejan de producir la sustancia litica, y
entonces son atacados por los eosinofilos. Como se mencioné anteriormente existen otros tipos
celulares cercanos al parasito como linfocitos y células plasmaticas, que sugieren que ademis
de produccién de anticuerpos también puede producirse citocinas a nivel local, los cisticercos
tal vez cuenten con algin mecanismo evasivo contra estos componentes del sistema
inmunolégico del huésped.

Otro mecanismo de evasion i)ropuesto es la produccion de sustancias inmunosupresoras,
tal como la molécula rica en RNA de bajo peso molecular que afecta la proliferacién de
linfocitos estimulados con concanavalina A in vitro (Molinari y col., 1990) y la reaccién
inflamatoria alrededor de cisticercos implantados de manera subcutinea en ratones (Tato y
col., 1995). Esta molécula también afecta la produccién de IL-2, IL-4 e IFN-y (Arechavaleta y
“col., 1998). Por otro lado, se ha observado que la frecuencia de linfocitos poliploides en los
cerdos con cisticercosis es mayor a la de los normales (Flisser y col., 1990b). En un estudio
Correa y col., (1989), encontraron que los pacientes con cisticercosis tenian una menor

respuesta proliferativa a mitégenos in vitro, comparada con personas sanas.
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Otro mecanismo de evasion inmunologica podria ser que el cisticerco se aloja en sitios
que se denominan inmunoprivilegiados como el SNC y ojo; ésto ayuda a que los parasitos
puedan sobrevivir por mas tiempo que aquellos localizados en otros érganos, debido a que no
se activa una respuesta inmunologica que pueda causarles dafio (Barker y Billingham, 1977).
Dixon y Lipscomb (1961), encontraron que los parasitos pueden sobrevivir hasta 30 afios en el
SNC.

*Endocitosis de
anticuerpos

% *Inhibicién del Clqg

*Factores anti-complemento

*RNA inhibidor de Ils
y de inflamacion

@inﬁcﬂos

»

“\ Eosinéfilo

Figura 2. Mecanismos de evasion inmunologica propuestos para el metacéstodo de Taenia_solium

(modificada de Correay col, 1994).
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Sintomatologia, tratamiento y diagnéstico

Cierta proporcion de los casos de NC humana son asintomaticos y s6lo son identificados
en estudios de autopsia (Macias y Hernandez-Peniche, 1966; Rabiela-Cervantes, 1989). Se ha
reportado una enorme heterogeneidad en la sintomatologia clinica, perturbaciones sensoriales
o motoras leves, crisis convulsivas, cefalea y cuadro de hipertensién endocraneana debido a la
obstruccion de la circulacion de LCR, que puede provocar la muerte (revisado en Flisser y
col., 1997). Cuando el cisticerco se establece en el ojo puede ocasionar ceguera {Cardenas,
1992).

Con relacion a la cisticercosis porcina, poco se conoce pues aunque aparentemente no
induce alteraciones o éstas son muy leves, la infeccidn en el cerdo es frecuentemente masiva y
también afecta al SNC (Gonzalez y col., 1987).

Algunos aiios atrés, la Unica opcion de tratamiento contra la neurocisticercosis humana
era la quirtirgica y pocas veces se lograba la extraccion del cisticerco (Escobedo, 1988).
Actualmente, existen medicamentos con efecto cestocida, como el prazicuantel y el
albendazol (Sotelo y col., 1989); su uso ha sido de gran ayuda, principalmente en casos con
cisticercosis parenquimatosa y subaracnoidea. Existe la polémica en relacion al tratamiento,
ya que mientras algunos opinan que el medicamento ayuda a los pacientes, pues evita la
calcificacion del pardsito y por ende, que se generen crisis convulsivas (Vazquez y Sotelo,
1992), otros proponen, que el tratamiento acelera una reaccién inflamatoria muy severa, la
cual es més benigna si se deja que ocurra de manera natural (Miller y col., 1983). En algunos
casos se ha propuesto que deben ser vigilados pero no tratados, ya que han observado la
desaparicién espontanea de las lesiones.

La tomografia computarizada (TCo) también es utilizada para el diagnéstico de la
neurocisticercosis (Rodriguez Carbajal y Boleaga-Duran, 1982), gracias a este método se
logré identificar casos con lesiones quisticas sin necesidad de intervencion quirtrgica, este
método mostro tener alta sensibilidad para casos con cisticercosis subaracnoidea y
parenquimatosa. Mas recientemente, se empez6 a utilizar la resonancia magnética (RM)
(Ramos y col., 1986), esta técnica tiene una mejor resolucién y proporciona una imagen
comparable a un corte anatomopatoldgico con lo que se puede determinar la etiologia de los

pacientes con alta sensibilidad. A pesar de lo preciso y sensible que son estos métodos de
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diagndstico, resultan inaccesibles para gran parte de los pacientes por su alto costo, y
practicamente no se utilizan en estudios epidemiologicos.

Desde hace varias décadas se desarrollaron métodos para la determinacion de
anticuerpos anticisticerco en el LCR o en el suero de los pacientes (Nieto, 1948; Flisser y col.,
1980; Diwan y col., 1982; Espinoza y col., 1986; Sotelo, 1987, Tsang y col., 1989). Aigunas
pruebas de deteccion de anticuerpos ya se utilizan como rutina en el diagndstico clinico de
cisticercosis, de éstos, la técnica de inmunoelectrotransferencia (IET), utilizando como
antigeno una fraccién purificada de glicoproteinas, ha sido reproducida con una sensibilidad y
especificidad cercanas al 100% y pueden emplearse también para el diagndstico de
cisticercosis en cerdos Vivos (Tsang vy col., 1989; 1991). En general, se considera que la
presencia de anticuerpos en el LCR confirma el diagndstico de pacientes con sintomas o
imagenes de TCo o de RM compatibles con NC. Sin embargo, estos métodos no nos indican
si existe una infeccion activa, por lo que se ha propuesto la basqueda de antigenos como un
indicador de infeccién activa, ya que los anticuerpos persisten en ausencia de parasitos vivos
durante varias semanas (Correa, 1998). Para el diagnostico de la cisticercosis en cerdos, la
unica manera de identificar a los animales parasitados, es la observacion directa del cisticerco
en lengua o en cortes de los musculos triceps y ancéneo. Sin embargo, no todos los cerdos son

sacrificados en rastros y frecuentemente se hace de manera clandestina.

Datos epidemiologicos

La cisticercosis humana es una enfermedad importante para la salud ptblica de varios
paises en vias de desarrollo. Afecta a paises de Asia, Europa Oriental y América Latina
(revisado en Flisser y col., 1997). Sin embargo, también se han detectado casos en paises
desarrollados como Estados Unidos de Norteamérica, aunque su ocurrencia es esporadica y
local (Earnest y col., 1987; Schantz y col., 1992),

En Meéxico, hay regiones donde las condiciones socioeconémicas, bioldgicas y
culturales propician la transmision y el mantenimiento de la cisticercosis. La
neurocisticercosis ocupa un lugar preponderante entre las enfermedades del SNC. Mediante el
analisis de casos de autopsia, se ha reportado una prevalencia de alrededor del 2% (Villagran-
Uribe y Olvera-Rabiela, 1989). En estudios recientes empleando la técnica de IET han
reportado seroprevalencias de 4.9 a 22.6% en América Latina (Schantz y col., 1994; Sarti y
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col., 1994; Tsang y col., 1995). En México a partir de 1979 la cisticercosis es una enfermedad
de notificacidn obligatoria, lo que permite que el nimero de casos sea mdas cercano a la -
realidad, pese a que ia subnotificacién sigue siendo uno de los problemas principales para la

valoracion de la enfermedad (Sarti, 1989; Sarti y col., 1997).

Control de la cisticercosis

La comprension del ciclo de vida del parasito es importante para disefiar estrategias de
control. Se han hecho intentos de erradicacién de cisticercosis con la finalidad de evitar
nuevos casos de teniosis (Schantz y col., 1993). La propuesta para el control de esta
parasitosis se basa en aspectos como: mejorar la infraestructura sanitaria, desarrollar un
programa de educacidn para la salud, involucrando en este proceso a los miembros de la
comunidad y la identificacion de casos de teniosis humana y de cisticercosis porcina, tratando

a los teniasicos y eliminando a los cerdos cisticercosos (Sarti y col., 1997).

RESPUESTA INMUNOLOGICA

La respuesfa inmunolodgica consta basicamente de dos fases, el reconocimiento del
agente patégeno o antigeno y la reaccion que se desencadena para erradicarlo (figura 3). Los
linfocitos juegan un papel importante en el reconocimiento y activacién de la respuesta, hay
varios tipos de linfocitos T, cada uno ejerce funciones diferentes, un tipo interacciona con los
linfocitos B, y promueve su multiplicacidn, diferenciacién y la sintesis de anticuerpos, por lo
que se sugiere influye en la respuesta de tipo humoral. Otro tipo de iinfocito T, interacciona
con los fagocitos mononucleares, cooperando en la eliminacién del agente patdgeno, entre
otras actividades a este tipo de linfocitos se les relaciona con la respuesta inmune de tipo
celular; a ambos tipos se les conoce como linfocitos T colaboradores o TH, (del inglés T-
helper). Los linfocitos T citotéxicos o-TC (del inglés T-cytotoxic), se encargan de destruir
células tumorales o infectadas por virus u otros agentes patogenos intracelulares. Para que los
linfocitos T se activen, deben reconocer al antigeno en forma de pequefios polipéptidos unidos
a moléculas del MHC (de! inglés Major Histocompatibility Complex) y e! reconocimiento se
lleva a cabo con el TCR (del inglés T-cell receptor), posteriormente, los linfocitos T se
activan y secretan interleucinas que funcionan como sefiales entre las células (Sprent, 1989;

Male y col., 1991, revisado en Moreno 1996). Si los linfocitos TH producen IL-2 e interferén

14



gama (IFN-y), entre otras citocinas, se denominan TH1, y si producen, IL-4, 1L-5 e [1L.-10
caracteristicamente son TH2 (Mosmann y col., 1986, Mosmann y Coffman 1989). Por otro
lado, los linfocitos T expresan en su superficie marcadores CD (del inglés “Cluster of
Differentiation™), los TH tienen CD4 y reconocen péptidos antigénicos exdgenos asociados a
" moléculas del MHC clase II, y los TC tienen CD8 y reconocen péptidos antigénicos

endogenos asociados a MHC clase I (Reinherz y col., 1979).

CELULA CITOTOXICA

Figura 3. Activacion de la respuesta inmunoldgica, rama celular y rama humoral -
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Respuesta inmune humoral en la cisticercosis

La presencia del cisticerco en los tejidos del ser humano o del cerdo induce una
respuesta inmune (Willms y Merchant 1980; Aluja y Vargas 1988; Molinari y col., 1993). En
cuanto a la respuesta de tipo humoral, en el ser humano y en el cerdo se han detectado
anticuerpos de clase IgG principalmente, otras clases de anticuerpos como IgM e IgA también
se han encontraron en LCR del ser humano, interesantemente los de clase IgE especificos no
se detectan aun cuando los niveles generales de IgE total son elevados (Gorodezky y col,,
1987). Al analizar la respuesta por inmunoelectroforésis (IEF) y posteriormente por
inmunoelectrotransferencia (IET), el patron de reconocimiento antigénico varia entre los
individuos con cisticercosis (Flisser y col., 1980; Larralde y col., 1989). No obstante, mas del
80 % de los sueros de los pacientes con cisticercosis reconocen al AgB o paramiosina.

En cuanto a la respuesta humoral en modelos experimentales como ratones infectados
con 7. taeniaeformis, se analiz6 la cinética de aparicion de anticuerpos y se observé que varia
de acuerdo con la cepa del ratén, siendo mas rapida en.los animales resistentes (Mitchell,
1982). Ademds, los experimentos de transferencia pasiva mostraron que por lo menos en la
rata, el complemento y los anticuerpos tipo IgG2a son los componentes protectores (Williams
y col., 1982). Mas atlin, se demostré transferencia pasiva de proteccion a través del calostro,
mediada principalmente por IgA e IgG2a (Lloyd y Soulsby, 1978; Williams y col., 1982). '

Esta evidencia sugiere que los anticuerpos y el complemento son los factores
protectores que operan durante los primeros dias de infeccién, antes de que el metacéstodo
desarrolle los mecanismos para evadirlos. Los anticuerpos IgG2a son los dnicos relacionados
a una respuesta de tipo THI1. En los seres humanos, por supuesto, no existe un estudio de
cinética de aparicién de anticuerpos, pero los mecanismos de evasién que se han sugerido
indican que e! parasito par;cl sobrevivir, debe evadir tanto los anticuerpos y el complemento,

como los componentes celulares de la respuesta inflamatoria.

La respuesta inmune celular en la cisticercosis

En cuanto a la respuesta inmune celular los mecanismos inmunolégicos y protectores en
la resistencia contra la cisticercosis todavia no son muy claros, incluso la utilizaciéon de los
modelos experimentales han proporcionado diferentes conclusiones. Por ejemplo, el

mecanismo de proteccion contra T. faeniaeformis en ratones parece no depender de la
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participacién de los linfocitos T, ya que ratones atimicos pueden ser protegidos de la infeccion
por el pardsito tan solo con suero inmune (Mitchell 1977). Por otro lado, se ha demostrado
que poblaciones enriquecidas de linfocitos B y T pueden causar reduccion significativa de la
carga parasitaria en ratones con 7. taeniaeformis, en menos tiempo del esperado para el
mecanismo humoral (Williams y col., 1982, Asno y col.,, 1993). Ademis, se observé que
larvas de T. taeniaeformis pueden sobrevivir por largos periodos en la cavidad peritoneal de
ratas tratadas con grandes dosis de suero inmune protector (Williams y col.,, 1982) vy
finalmente, en la infeccion intraperitoneal de ratones con larvas de 7. crassiceps, la resistencia
se ha relacionado mas claramente con la inmunidad celular que con los anticuerpos (Bojalil y
col., 1993). |

En el caso del metacestodo de T. solium, su destruccion estd mediada por un proceso
inflamatorio en el que estin involucrados principalmente eosindfilos (Aluja 1989), se observé
que la inmunizacién de cerdos con antigeno induce eosinofilia (Molinari y col., 1983 a,b,
1993). En el modelo de T. taeniaeformis, después de que la oncosfera llega al higado, los
eosinéfilos también se convierten en elementos predominantes de la respuesta inflamatoria
que las rodea y las elimina (Williams y col., 1982). Por otra paﬁe, en otro estudio concluyeron
que se debe revalorizar la participacién de los eosindfilos en la defensa del huésped contra
parasitos helmintos, aunque el estudio no descarta que estas células estén involucradas, si
sugiere que no tienen una funcion predominante en la defensa del huésped (Weller, 1994). No
obstante, en la cisticercosis humana, Evans y col., (1998), observaron que los niveles de IL5 y
eotaxina estdn mas elevados en el grupo de pacientes que en los testigos, por lo que no
descartan la posibilidad de que los eosinéfilos jueguen un papel en la respuesta inmune contra
el parasito.

Se han llevado a cabo estudios del papel de las interleucinas en la cisticercosis humana,
en casos muy especificos como el de pacientes con neurocisticercosis subaracnoidea
(Ostrosky-Zeichner y col., 1996), en donde se encontrd mayor nivel de IL-1 e IL-6 a diferencia
del grupo control. Por otro lado, Restrepo y col., 1998, reportan haber identificado
interleucinas que producen tanto los linfocitos TH1 como TH2 jr situ en cortes histologicos
de lesiones, aunque los cuatro casos analizados fueron tratados previamente con
corticoesteroides, que alteran la respuesta inmune en especial la celular, por lo que los datos

no reflejan lo que realmente pasa naturalmente. En el modelo murino de T. crassiceps
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estudiaron la presencia de interleucinas in situ en los granulomas que se forma alrededor del
metacéstodo y se encontré que en los granulomas “tempranos”en donde el pardsito estd
intacto, el tipo de interleucinas presentes se asocian con una respuesta TH1, mientras que en
los granulomas tardios en los que la destruccién del parasito parece ser completa hay una
mezcla de TH1 y TH2 (Robinson y col., 1997). Por lo anterior creemos que es importante
llevar a cabo un estudio mas detallado que permita conocer el estado inmunoldgico de los
individuos con cisticercosis activa e identificar el perfil de interleucinas presente, ya que la
informacién que podamos encontrar podria colaborar en disefiar estrategias de proteccién

contra la enfermedad.
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IL. JUSTIFICACION

Debido a que la cisticercosis es una parasitosis tisular, muchos de los fenémenos
metabolicos € inmunoldgicos se llevan a cabo en la interfase huésped-parasito.
Aparentemente, los cisticercos han desarrollado mecanismos eficientes para evadir la
respuesta inmunolégica del huésped y lograr con ello permanecer por meses o afios sin
provocar dafio aparente. Aluja en 1989, propuso una secuencia de eventos que podrian
conducir a la destruccién del parasito en la cisticercosis porcina, mediante un procesb
inflamatorio en el que predominan los linfocitos, macréfagos y eosinéfilos, estos ultimos,
sugiere son responsables de la destruccion inicial, al dafiar estructuras tegumentarias,
posteriormente se generan grupos extensos de células linfoides (no tipificadas) y plasmaticas
mas alejadas del parasito, ’ademés de macréfagos, que parecen tener una funcién mas bien de
eliminacién de detritus celulares; finalmente, las estructuras parasitarias desaparecen y
solamente queda una cicatriz. Estos datos sugieren que la destruccién de! parasito esta
regulada por una respuesta celular y, por lo menos parcialmente, de linfocitos TH2 que
sintetizan moléculas activadoras de eosinofilos, aunque existe poca evidencia de esto.

Desde que se empleaban técnicas como la inmunoelectroforesis, se identifico que el
AgB era una molécula que reconocian mas frecuentemente los anticuerpos de individuos con
cisticercosis, esta proteina también conocida como paramiosina, es una molécula que puede
inhibir la cascada del complemento al unirse al Clq y que al unirse también a colagena podria
desviar la respuesta inmunoldgica en su contra. Estudios recientes han sugerido, que esta
actividad inhibitoria se concentra en la porcion amino terminal de la molécula, sitio por el
cual se une al Clq (Landa, 1992; Vazquez-Talavera, 1996). Por otro lado, los anticuerpos de
pacientes con cisticercosis, reconocen preferentemente al extremo carboxilo asi como al
central de la molécula pero no reconocen al fragmento amino. Ensayos de proliferacion celular
con linfocitos T y células adherentes de ratones inmunizados con el AgB, han mostrado que la
mayor respuesta se presenta hacia uno de los tres tercios recombinantes de la paramiosina que
corresponde a la region amino (Vazquez-Talavera, 1996).

Debido a los pocos datos que se conocen sobre la respuesta inmune celular y del balance
TH1/TH2 en la cisticercosis por T. solium, en el presente estudio nos propusimos analizar la

respuesta inmunoldgica de pacientes con neurocisticercosis activa, que no hubieran tomado
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tratamiento ihmunosupresor o antiparasitario previo al estudio, mediante la identificacion de
CD4/CDS8, ya que estos datos nos podian ayudar a saber si realmente existe un estado de
inmunosupresién en los individuos por la presencia del parasito, ademas se llevaron a cabo
ensayos de proliferacion celular con concanavalina A, que indirectamente nos indica la
capacidad de activacién y respuesta de los linfocitos a un estimulo. Estos ensayos de
proliferacion también se llevaron a cabo con un extracto crudo de los cisticercos de 7. solium,
asi como una proteina purificada (AgB) y tres proteinas recombinantes que corresponden a los
fragmentos amino, central y carboxilo del AgB, para conocer la capacidad de respuesta de los
pacientes al antigeno respecto a un grupo control. Por otro lado, se determiné la produccion de
interleucinas por células de sangre periférica de pacientes con neurocisticercosis, clasificados
estos ultimos cuidadosamente de acuerdo al tipo y localizacidn de los parasitos en el cerebro,
ya que los datos nos podian dar una idea de si existe una correlacion entre la presencia de

interleucinas proinflamatorias y el tipo de lesion o la ubicacidn del cisticerco.
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II1. OBJETIVO GENERAL

Analizar el tipo de respuesta inmune celular en pacientes con neurocisticercosis activa

hacia componentes del cisticerco de Taenia solium.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Caracterizar fenotipicamente ¢l tipo de linfocito T predominante (CD4+ 6 CD8+) y
determinar ademas si existen diferencias en la relacion CD4/CD8 en los pacientes con
respecto a un grupo de individuos sanos.

Evaluar la capacidad de respuesta de los linfocitos de pacientes hacia antigenos
solubles del cisticerco de Taenia solium.

Determinar el tipo de interleucinas que producen los linfocitos de pacientes y definir el

perfil TH1/TH2.

21



IV. HIPOTESIS

El mayor porcentaje de linfocitos T que se activan en pacientes con neurocisticercosis
son predominantemente del tipo CD4+CD3+ cooperador, que reconoce péptidos antigénicos
presentados asociados a moléculas del MHC clase II, con aumento de linfocitos de tipo TH2
que producen activadores para eosinéfilos de acuerdo a la magnitud de la inflamacién que

rodea al parasito.
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V. MATERIALES Y METODOS

SANGRE TOTAL

Suero

*Biometria hemitica

*Nimero de CD4+/CD8+
*Diagndstico por ELISA e IET v
EC, AgB y fracciones Purificacién de células mononucleares
Ensayos de proliferacién Deteccion de citocinas
celular por RT-PCR

Figura 4. Disefio general del estudio. Se tomé una muestra de sangre total a los individuos, se hizo
cuantificacién de CD4+/CD8+, biometria hemdtica y determinacién de anticuerpos por ELISA e
IET. Del resto de la muestra se aislaron células mononucleares para los ensayos de proliferacion

celular y la identificacion de interleucinas por el método de RT-PCR.
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GRUPOS DE ESTUDIO

Se estudiaron en un periodo de tres afios 37 individuos con neurocisticercosis
procedentes de la Clinica de la Unidad de Investigacion en Neurologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, IMSS los pacientes tenian las siguientes caracteristicas: entre 18 y 73
afios de edad, cisticercosis activa, no haber tomado tratamiento antiparasitario ni
inmunosupresor y que aceptaron participar en el estudio-que previamente ya habia sido
aceptado por el comité ético del mismo instituto. El diagnostico confirmatorio se realizd
por RM o TCo, ademas del diagnéstico inmunologico por ELISA e IET. En la RM o TCo
se observé que los pacientes tenian quistes Gnicos o multiples y la localizacién del parasito
en el cerebro era parenquimatosa, suabaracnoidea, intraventricular o mixta. Se estudio,
ademas, un grupo de 37 individuos sanos, que tenian caracteristicas similares en cuanto a

sexo y edad.

TECNICAS DE LABORATORIO

1. Extracto crudo de cisticercos de Taenia solium

Se prepar6 un extracto crudo (EC), similar al descrito por Espinoza y col., (1986),
con algunas modificaciones. Los cisticercos recuperados del musculo de cerdos infectados
recién sacrificados, fueron lavados con una S(;lucién amortiguadora de fosfatos 0.01M pH
7.2 (PBS), se pesaron y se maceraron en presencia de 0.5 ml de PBS/gramo de cisticercos,
con inhibidores de proteasas: fenil-sulfonil-metil-fluoruro (PMSF) al 0.006%, parahidroxi-
mercuri-benzoato (PHMB) al 0.04%, L-1-tonsilamida 2-fenietil-cloro-metil-cetona (TPCK)
lpg/ml, N-a-p-tonsil-lisina cloro-metil-cetona (TLCK) 1pug/ml, etilendiaminotetraacético
(EDTA) 5 mM, leupeptina 4pg/ml. Se continlio la maceracién hasta homogenizar la mezcia
y se sometid a sonicacién a 7 Hz durante 1 minuto sobre un bafio de hielo, el proceso fue
repetido varias veces hasta la destruccion del tejido. Posteriormente, se centrifugd a 20,000
g durante 1 hora a 4°C, al sobrenadante obtenido se le afiadié solucién de fosfatos de sodio
0.1IM (PB10x), pH 7.2 en proporcién 1:10 y se guardd momentineamente a 4°C. El
precipitado se resuspendié en solucién de NaCl 0.15 M amortiguada con fosfato 0.01M, pH
7.2 (PBS), se sonicé dos veces durante un minuto y se centrifugd en las condiciones

descritas anteriormente. Los sobrenadantes se mezclaron y se les determind la
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concentracion de proteinas por ¢l microensayo de Bradford (1976), utilizando un reactivo
comercial (Bio-Rad).

 Se verificd la calidad del extracto crudo por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 10% en condiciones reductoras y no reductoras (Laemmli, 1970). El

EC se fraccioné y se almacen6 a -20°C hasta su uso.

2, Antigeno B recombinante

El antigeno B fue gentilmente donado por el Dr. Juan Pedro Lacclétte del
Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Se contd con una coleccion de cepas de E. coli JM109 transformadas con construcciones

. plasmidicas de expresion bacteriana, que poseen la secuencia nucleotidica que codifica para
el AgB y para 3 fracciones que corresponden a la parte amino (F1), la parte central (F2) y la
parte carboxilio (F3) (figura 5). '

Se verificé la pureza del AgB y las fracciones F1, F2, y F3, por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS al 10%, se fraccionaron y se almacenaron a -20°C hasta su

uso.

, Paramiosina
a1 g E F2 ! F3 9
aa 1 " : 863
1654 2589
552 Carboxilo 863
sﬁs 1653
269 Central 551

1 Amiino 268

i— Regién inhibidora del Clq

Figura 5. Fragmentos de paramiosina (AgB) expresados en un sistema bacteriano. Los fragmentos
Fl, F2 y F3 equivalen cada uno, a un tercio de la longitud total de la paramiosina. Se encuentra

indicado el tamafio en pares de bases y el niimero de aminodcidos que limitan cada fragmento (aa).
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3. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

A los individuos se les tomaron 35 ml de sangre venosa con heparina, la muestra se
diluyo con un volumen igual de una solucion balanceada de Hanks (SBH); 8 ml de la
sangre diluida se estratifico cuidadosamente sobre 5 ml de Hystopaque-1077 (Sigma) y se
centrifugaron a 400 g durante 35 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se colectaron
las células blancas situadas en la parte superior del gradiente con ayuda de una pipeta, la
suspension celular se lavé 3 veces y el paquete final se resuspendié en medio RPMI-1640
(Gibco) adicionado con suero fetal de bovino al 15%, 200 mM de L-glutamina, 50 mM de
2-mercaptoetanol, 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml de estreptomicina y 0.1 mM de
aminoacidos no esenciales (RPMIc), se cuantificaron las células en un hemocitémetro y se

verifico su viabilidad por exclusién de azul tripano.

4, Basqueda de anticuerpos especificos

ELISA

La presencia de anticuerpos en el suero de los individuos se determiné por ELISA
segin el método de Espinoza y col., 1986; para ello se sensibilizaron placas (Costar),
durante toda la noché a4 C con 100 ul de antigeno EC (I pg/ml) previamente diluido en
solucién de carbonatos 0.01M, pH 9.6. Los pozos se lavaron tres veces con 200 ul de
Tween 20 al 0.05% en PBS (PBS-T) y se incubaron durante 1 h con 200 pl/pozo de
solucion bIOqueadora'(leche descremada al 5% en PBS-T), al termino del tiempo del
boquéo se hicieron tres lavados con PBS-T, se colocan 100 pl del suero diluido en PBS-T
(1:1000) y se incubaron las placas durante 2 h a 37 C. Posteriormente se lavaron los poZos
3 veces con PBS-T y se agrego anti-IgG de humano acoplado a fosfatasa previamente
titulado, se incubo a 37 C durante 1 h. Se hicieron mievamente 3 lavados con PBS-T y se
agregd 1 mg/ml de p-nitro-fenil-fosfato diluido en una solucién de dietanolamina al 10%
pH 9.8 finalmente la lectura se realizé en un lector de ELISA (Bio Rad) a-502 nm.
IET '

Se realiz también la bisqueda de anticuerpos especificos mediante la técnica
descrita por Tsang y col., 1989; en la que se empleod una fraccion de glicoproteinas (GPs)
como fuente de antigeno. Las GPs se purifican a partir del EC por medio de una columna

de lentil-lectin sepharosa 4B. Las GPs se titularon y se sometieron a electroforesis en geles
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de gradiente (5-22% de poliacrilamida) utilizando 60 ng de antigeno por mm de gel,
pos:[eriormente se llevd a cabo la electrotransferencia en membranas de nitrocelulosa. La
membrana se corto en tiras de aproximadamente 3mm y se pﬁso en contacto con los sueros
de los pacientes diluidos 1:50, posteriormente se agregd un conjugado de anti-IgG de -
humano acoplado a peroxidasa y la reaccién se evidencio utilizando H,0,/3,3"-
diaminobencidina. Al finalizar la reaccidén se pudieron observar 7 bandas de diferentes
pesos moleculares (13, 14, 18, 21, 24, 39-42 y 50 kDa), que reconocen especificamente los
sueros de los pacientes con cisticercosis, el diagndstico se considera positivo si existe al

menos una de las 7 bandas.

5. Biometria hem:tica y conteo de células CD3+/CD4+y CD8+

La biometria hematica se realiz6 con la fraccién de sangre total, con la ayuda de un
equipo comercial Quantitative Buffy Coat, Becton Dickinson (QBC) de la siguiente
manera: se colocd la muestra en tubos capilares cubiertos con anaranjado de acridina, y se
centrifugaron el tiempo y la velocidad programada en el equipo, posteriormente se realizd
la lectura en el mismo aparato.

La muestra de sangre con EDTA, se empled para la cuantificacién de linfocitos
CD3+/CD4+; CD3+/CD8+, para ello se le agregd una solucién fijadora y se pusieron en
contacto con anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 marcados con
fluoresceina, finalmente la lectura se llevd a cabo en un Fax Count (Becton Dickinson). El
aparato proporciono los valores del nimero total de células y del porcentaje de cada tipo

celular presente en la muestra.

6. Ensayos de proliferacién celular

Se colocaron 3x10° CMSP por pozo en placas de cultivo de 96 pozos. Todos los
ensayos se hicieron por quintuplicado. Las CMSP se incubaron con tres concentraciones
diferentes del EC: 10, 20 y 30 ug/ml, Sug/ml de Con A, 3.5 pg/ml de AgB o 1.75ug/ml de
Fl, F2, 6 F3 (basados en estudios previos de nuestro grupo). Como testigo negativo del
ensayo se colocaron CMSP con medio solamente. Las células con antigeno se incubaron
durante 96 h y las que tenian Con A durante 72 h; al término del tiempo sé.coloc() timidina
tritiada (H’) (1pCu/pozo) y se incubd durante 18 h mas. Posteriormente, se cosecharon las

células en un aparato automatico, sobre filtros de fibra de vidrio (Wathman);
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posteriormente los filtros se secaron a temperatura ambiente, cada pedazo de papel filtro
correspondiente a las muestras se colocaron en viales de Vidrio y se le agregaron 5 ml de
liquido de centelleo. La radioactividad se midié en un contador de centelleo (Beckman).
Los valores que se obtuvieron en el aparato fueron en cuentas por minuto {cpm),
posteriormente se hizo una conversion de cpm a indices de proliferaciéon (IP), utilizando la
siguiente formula:

IP: promedio de cpm del problema/ promedio de cpm del testigo interno.

7. Analisis del tipo de citocinas producidas

Se realizé el método de transcripcion reversa acoplada a la reaccidn en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) para conocer las citocinas que sintetizan las CMSP. La técnica
permiti6 identificar el mRNA de interés, con la ayuda de iniciadores especificos para cada
fragmento de interés (INF-y,' IL2, IL4, IL10), ademés se amplifico G3PDH o f-actina
como control positivo de la técnica. Para desarrollar el procedimiento se extrajo RNA total
de las CMSP, se sintetizo el DNA complementario (¢cDNA), se amplificd el fragmento de
interés por el método de la reaccion en cadena de la poiimerasa (PCR) y finalmente se
identificaron los productos de PCR en geles de acrilamida. l
7.1 Extracciéon del RNA total.

[.as muestras se mantuvieron en hielo durante el procedimiento y se les adiciond 1
ml de Trizol (Gibco) por cada 5x10° CMSP en tubos tipo Eppendorf, se homogenizé y se
agreg6 200 pl de cloroformo. Posteriormentg, se centrifugd a 2800 g durante 15 min. a 4°
C, se transfiné la fase acuosa a un tubo nuevo al que se le agregd 500 pl de isopropanol y
se incubé a -20° C durante 10 min; se centrifugd a 2800 g durante 15 min. a 4° C y se
eliminé el sobrenadante; se le agregé 1 ml de etanol al 75% con agua/dietilpirocarbonato
(agua/DEPC) al precipitado; nuevamente se centrifugd a 2000 g durante 10 min. 4° C, se
elimind el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente; finalmente sé resuspendio
en 10 pl de agua/DEPC, se cuantifico la cantidad de RNA de cada muestra en un Gene

Quant (Amersham) y se conservo a -20°C hasta su uso.
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7.2 Sintesis de cDNA.

Se colocaron 5 pg de RNA total en un tubo y se incubd a 72°C durante 5 min. Se
agregaron 0.5 pg del oligo d(T)i6 y se completé un volumen de 10 pl con agua (Todos los
reactivos para RT-PCR fueron de la marca Perkin Elmer). Se incub6 a 72°C durante 10
min; se | dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se agregd la mezcla de: 1U/pl de
inhibidores de RNAsas, 5x del amortiguador de la enzima RT M-MLV, 0.5 mM de dNTP’s
y 2.5 U/p.l. de RT (M-MLV) en un volumen de reaccién de 20 pl de agua. Se homogenizo e
incubé a 37°C durante 1 h y posteriormente se almacené a -20° C hasta su uso.

7.3 Amplificacion del fragmento de interés por PCR
Los iniciadores son secuencias especificas para cada gene (cuadro 1, Yamamura y

col., 1991), la concentracién utilizada por reaccion fue de 30 picomolas por iniciador.

Cuadro 1. Caracteristicas de los iniciadores.

GENE SECUENCIA DE LOS INICIADORES TAMANO DEL
_ PRODUCTO (pb)

Bacting |5GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 540
3'*CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

G3PDH |5 ACCACAGTCCATGCCATCAC 452
3' TCCACCACCCTGTTGCTGTCA

IL-2 5' CATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCA 305
3' CGTTGATATTGCTGATTAAGTCCCTG

IFN-y |5 GCATAGTTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTACTGC 427
3' CTCCTTTTTCGCTTCCCTGTTTTAGCTGCTGG

II-4 |5 ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCT 3' 456
3' CGAACACTTTGAATATTTCTCTCTCAT 3'

IL-10  |5'ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA 3' 426
3' TCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA 3'

Se colocd el cDNA para cada muestra y se prepar6 la mezcla de reaccién de PCR

con ¢l resto de los reactivos como se muestra en el cuadro 2. Se considerd un volumen final



de reaccidén de 25 pl; se -homogenizé y se le agregé una gota de aceite mineral. Se

centrifugd 30 seg. 750 gy se colocd en el termociclador. Los ciclos y las terﬁperaturas que

se requirieron para la amplificacion de cada gene se muestran en el cuadro 3. Los productos

del PCR finalmente se almacenaron a 4°C hasta su analisis en geles de acrilamida.

Cuadro 2. Mezcla de reaccion para la PCR

Componentes para una muestra .

cDNA (Spg)

Amortiguador para Taq Poli. 10 x
MgCl 25 mM
"dNTP 2.5 mM

iniciador 1 *

iniciador 2 *

Taq. polimerasa 5 U/uL

H,O (la cantidad necesaria para obtener un volumen final de 25 pul)

* La concentracion final fue de 30 pMolas

Cuadro 3. Cicl_ds y temperaturas para la PCR

Proceso: ' Condiciones

Desnaturalizacion 94°C 300 s
inicial |
B-actina G3PDH IL-2 IL.-4 IL-10 INF-y

No. ciclos 40 40 40 40 40 40

Desnaturalizacion 94°C 30s 94°C 60s 94°C 605 94°C 40s 94°C 60s 94°C 60s
Alineamiento 52°C 455 55°C 60s 68°C 60s 58°C 40s 55°C 60s 60°C 60s

FExtension . 72°C 455 72°C 60s 72°C 60s 72°C 60s . 72°C 60s 72°C 60s
Extension final 72°C 300
Incubacion final ‘ 4°C  hasta su uso
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7.4 Identificacién de productos de PCR en geles de acrilamida

Se pre‘pararon‘geles de acrilamida al 7.5%, con 1M de Tris, 37'5 mM de 4cido
bérico, 50 mM de EDTA (TBE). La electroforesis se llevé a cabo a 150 V durante 1 h. El
marcador de peso molecular que se empled fue ¢$X 174 que tiene un rango de 75 a 1350 pb,
posteriormente el gel se tifié con Bromuro de etidio al 0.00 1%. Finalmente, se llevo a cabo
el analisis del gel en un transinluminador de luz ultravioleta donde se observaron los

productos amplificados.

METODOS ESTADISTICOS

Los resultados del presente estudio, se analizaron con un programa de computo
estadistico EPI-INFO (CDC, USA/WHO), la distrilbuci()n de los datos se compard por las
pruebas de T de Student (cuando los datos obtenidos tenian una distribucién normal) o U de
Mann Whitney {cuando los datos no tenian distribucién normal), mientras que las asociaciones
entre variables o diferencias en proporciones fueron analizadas por la prueba Exacta de Fisher

(Fleiss 1983)
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VI. RESULTADOS

Andlisis electroforético de los antigenos del cisticerco de Taenia solium

En la figura 6, se muestra la separacion electroforética de!l extracto crudo.
Observamos que el antigeno esta constituido por mas de 40 proteinas con peso molecular
desde 4 hasta mas de 200 KDa. Se observaron proteinas con diferentes pesos moleculares
en condiciones reductoras comparadas con las que se observaron en condiciones no

reductoras.

203 —

118 —
83 —

49 —

34 —
29

20 —

Figura 6. Andlisis electroforenico aet exiracio cruao ae cisticercos de Taenia solium tefiido con
azul de Coomasie. Los carriles contienen muestras purificadas de extracto crudo sometidos a
electroforesis en geles de poliacrilamida. A) Marcador de peso molecular; B) condiciones

reductoras; C) condiciones no reductoras.
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La figura 7 muestra el peso molecular de la paramiosina y los fragmentos amino,
central y carboxilo de esta proteina, asi como la calidad de la produccién de cada una de las

proteinas y como se pudo observar no existe contaminacién con alguna otra proteina.

kDa & B C D

106
80

40

32

Figura 7. Purificacion de los péptidos recombinantes del AgB. Los carriles contienen muestras
puras de los péptidos recombinantes sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

A: Proteina completa; B: Region carboxilo; C: Regicn central;, D: Region amino.

Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Se elabord una base de datos que incluyd 33 variables con caracteristicas generales,
clinicas y resultados experimentales de pacientes e individuos sanos. La base se selecciond
de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion del trabajo y contiene datos de 37
individuos de cada grupo.' Al analizar los datos, se encontrd que la edad entre los grupos fue
similar 41 £ 14 para pacientes y 38 £ 14 para sanos), la mayoria eran del sexo masculino
(70 y 65% respectivamente).

Como podemos observar, los valores de la biometria hemadtica en ambos grupos fue similar
(cuadro 4), aparentemente no tenian una alteracion ademas del problema de la cisticercosis

misma que se pudiera identificar diferente con respecto a los individuos sanos.
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Cuadro 4. Biometria hemaética de pacientes con NCC y sanos.

Pardametro Grupo Media Desviacion estindar  p*
Hemoglobina pacientes 15.21 2.00 0.537
(g/dl) sanos 15.49 1.49
Hematocrito pacientes 43.66 7.05 0.093
(%) sanos 46.73 7.01
Plaquetas pacientes 208.95 86.95 0.267
(x10%ml) $anos 234.18 90.18
Globulos blancos pacientes 6.63 4.72 0.859
(x10%ml) sanos - 645 3.35 :
Granulocitos pacientes 4.22 296 . 0.224
(x10%ml) sanos 3.47 1.73
Linfocitos pacientes 35.33 12.90 0.685
(x10%ml) sanos 37.37 24.41

* t-student

Los pacientes tenian cisticercosis activa, el 86% de ellos con cisticercosis multiple.
Respecto a la localizacion del parésito el mayor porcentaje -de los pacientes tenian
cisticercos en el espacio subaracnoideo o en multiples sitios (cuadro 5).

En 34 pacientes se confirmé la presencia de anticuerpos por
ELISA/inmunoelectrotransferencia (IET), en los 3 restantes se corroboré posteriormente su
diagnostico por la respuesta al tratamiento antiparasitario o por cirugia; a ningtn individuo

del grupo testigo se le detectaron anticuerpos especificos utilizando las dos técnicas.

Cuadro 5. Tipo dé lesiones y su localizacion (N= 37)

Tipo de lesion %
Unica 14
Multiple 86
Localizacion

Subaracnoidea 40
Parenquimatosa 11
Intraventricular 19
Mixta : 30
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Estado inmunolégico de los grupos

Los resultados del estado inmunoldgico de pacientes y sanos se presentan en el
cuadro 6. Aunque se observé un mayor indice de proliferacién a Con A en el grupo de
pacientes, la diferencia no fue significativa (p=0.238). Los valores absolutos y relativos de

los subtipos de linfocitos T CD4+ y CD8+ tampoco fueron diferentes entre los grupos

(tabla 7).

Cuadro 6. Respuesta proliferativa a Con A

Grupo Mediana p*
Indice de proliferacion a Pacientes  139.5 0.238
ConA $anos 66.1
* U de Mann Whitney
Cuadro 7. Nimero de células CD4+ y CD8+ en sangre total.
Marcador Grupo Media Desv. Est. p*
CD4+ Pacientes  742.00 289.72  0.196
(No./ml) sanos 841.88 325.89
CDS8+ Pacientes  485.69 22527 0.347
(No./ml) sanos . 539.58 233.34
CD4+/CD8+  Pacientes 1.74 0.68 (.964
$anos 1.75 0.84
CD4+/CD3+  Pacientes  0.59 0.11  0.839
sanos 0.59 0.11
CD8+/CD3+  Pacientes  0.38 0.10 0914
sanos 0.38 0.10
* t-student

Ensayos de proliferacion celular con antigenos de Taenia solium
La respuesta proliferativa hacia el EC se muestra en la figura 8. Como podemos

observar, los pacientes tuvieron en general una respuesta mayor comparada con los sanos,
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tanto en el porcentaje de positivos (IP>2) como en el nivel de respuesta misma, la
diferencia solamente fue significativa estadisticamente a la concentracién de 10 pg/ml
(*p=0.057). Aunque se observo menor respuesta en los individuos sanos, algunos de ellos

respondieron con IP>2.

57 61 72 40 49 61

Indice de proliferacion

: 10* 20 30 : l10”‘ 20 30 |

Pacientes Sanos

Extracto crudo de cisticercos (pg/ml)

Figura 8. Proliferacion celular hacia el extracto crudo del cisticerco de Taenia solium. Los datos
representan la mediana de 37 individuos de cada grupo +/- el percentil a 75/25. El nimero de
arriba representa el porciento de individuos con IP>2. El numero de abajo se refiere a la

concentracion de antigeno empleado. *p=0.057 por la prueba de U de Mann Whitney

Se probaron 24 muestras de pacientes y 24 de individuos sanos con AgB y sus
fracciones, la respuesta proliferativa fue similar en los grupos (38%) como se muestra en la

figura 9. La mayor respuesta contra las fracciones del AgB se observo hacia la region
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Indice de proliferacion

amino en 38% de los controles y 25% en los pacientes, aunque también el 25% de los
pacientes respondieron a la fraccion carboxilo. En el grupo de individuos sanos el 33%
respondieron a la region central, en este grupo, la respuesta a la fraccion carboxilo fue
hacia la que menos respondieron (12%). En el cuadro 8 se resume el patron de respuesta
proliferativa contra el AgB y las diferentes regiones del antigeno. Nueve individuos de cada
grupo respondieron a la proteina completa, pero el patrdon de respuesta hacia cada
fragmento fue distinto entre los grupos; los pacientes resﬁondieron indistintamente hacia las
tres fracciones aunque la mayor respuesta se observo hacia la region carboxilo de la
molécula. En el grupo de individuos sanos hubo mas respondedores al fragmento amino y

menor porcentaje de respondedores al fragmento carboxilo.

38 25 21 25 38 38 33 12
3+ -
2 -
4 ¢
¢ I I
1 | - £
| | | i ] ] | |

AgB  Amino Central Carboxilo AgB  Amino Central Carboxilo

1 1 J

Pacientes ' Sanos

Figura 9. Proliferacion celular hacia la paramiosina de cisticercos de T. solium a una
concentracion de 3.5 pg/ml y tres fracciones de ésta: la amino; la parte central y la carboxilo,
todas a una concentracion de 1.75 ug/mi. Los datos representan la mediana de 24 individuos de
cada grupo +/- el percentil g 75/25. El nttmero de arriba de cada columna representa el porciento

de individuos con IP>2.
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Cuadro 8. Patron de respuesta de los individuos hacia la paramiosina y sus fracciones.

Induccién de proliferacién hacia:

No. AgB Amino Central  Carboxilo No. individuos
15 Negativo - - - 14
+ - - 1
9 Positivo + + - 1
W 5
g ) Y :
=
2 - - + 1
&
A - + 1
+ + + 3
% positivos 22 55 55 66
15 Negativo - - - 14
+ + + 1
"9 Positivo + + - 6
é’ 1
] + - 1
7]
- - - 1
% positivos 22 88 77 22

Determinacion de citocinas

La figura 10 muestra ejemplos de los productos obtenidos de la reaccién RT-PCR,
para cada mRNA. En la figura 11, se observa que el 62% de pacientes y controles exp;esa
IL-2. La IL-4 y la IL-10, se expresaron en menor proporcion. Se observd un nivel mayor de
expresion de IFN-y (12%) en paéientes, comparado con el grupo control (3%), aunque la
diferencia no fue significativa estadisticamente (p=0.23), y en el grupo de controles hubo

mayor expresién de I1L.-10 e IL-4, pero sin significado estadistico (p=0.37).
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G3PDH 452 pb
603

IL-2 5, 305 pb
603

IFN-y 5, 427 pb
603

IL-4 456 pb

IL-10 31w 426 pb

Figura 10. Productos de RT-PCR de las muestras de los pacientes que fueron positivas a las
diferentes citocinas (G3PDH se empled como testigo positivo de la técnica) cada carril

corresponde a diferente paciente (a-i) y el orden no siempre es el mimo.
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IL-2 IFN-y

Citocina

Figura 11. Produccion de mRNA para citocinas por las CMSP de pacientes (barras rojas) e

individuos sanos (barras azules).

‘ Se buscaron posibles asociaciones entre la produccion de citocinas, y el nimero de
lesiones en el cerebro (inicas o multiples) del grupo de pacientes y se observo que todos los
individuos que tenian lesion unica produjeron IL-2 y solamente el 58% de los pacientes con
lesiones maltiples produjeron esa citocina. Se detecté IL-10 unicamente en los casos con
cisticercosis multiple (figura 12). Respecto a la localizacion de las lesiones se observo que
los pacientes con cisticercosis subaracnoidea solamente produjeron IFN-y; y los que tenian
cisticercosis parenquimatosa produjeron IL-2 e IL-10. Un porcentaje bajo de los pacientes
con lesiones intraventriculares o de localizacion mixta produjo IL-4 ademas de IL-2 (figura
13).
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Figura 12. Produccion de mRNA para interleucinas por las CMSP de pacientes con lesion iinica

(barras amarilias) y multiples (barras verdes).
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Figura 13. Produccion de mRNA para interieucinas por las CMSP de pacientes de acuerdo a la

localizacion del pardsito en el cerebro: espacio subaracnoideo (barra amarilla); parengquimatoso

tharra verde), espacio ventricular (barra roja) y localizacion mixta (barra azul).
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Asociaciones encontradas entre los grupos de estudio

Se realizé un analisis de la base de datos, con el proposito de detectar alguna
asociacién. El cuadro 9 muestra los resultados de esta bisqueda con respecto a la
produccion de IL-2 y los individuos que respondieron a los ensayos de proliferacion Hacia
los antigenos probados. Como se observa, en ningun caso se demostré estadisticamente
alguna asociacién aunque en algunbs casos.el riesgo o Razén de Momios sea significativo.
En el caso del IFN-y (cuadro 10), se encontré una asociacion con respecto a la respuesta
proliferativa hacia la fraccion amino del AgB en el grupo de pacientes (p=0.05, Exacta de
Fisher); no fue asi en el grupo de sanos, también encontramos un riesgo hacia la region
central de la molécula en el grupo de pacientes (RM= 4.5). En el cuadro 11, tampoco se
encontraron asociaciones con la produccién de IL-4 entre los grupos. Por otra parte, aunque
no es significativo, existe una fuerte asociacion entre la produccion de 1L-10 y la
proliferacion hacia el carboxilo terminal de la paramiosina en el grupo testigo (RM=7.0,

p=0.29 Exacta de Fisher, cuadro 12).

Cuadro 9. Asociacion entre la produccion de 1L-2 y la respuesta proliferativa a diferentes

estimulos.
PACIENTES SANOS

Respuesta a: % p* x RM** % p* X RM**

ConA + 722 037 . 0.38 - 61.1 . - -
- 0.0 0.0

ECl0°¢ + 57.1 - 0.47 0.61 64.3 - 0.89 1.11
- 68.8 61.9

EC20° + 63.6 - - 097 0.97 76.5 - 0.05 4.06
- 64.3 44.4

EC30° + 654 0.53 0.76 1.26 72.7 - 0.07 3.56
- 60.0 42.9

AgB + 55.6 0.32 037 0.45 77.8 0.37 0.43 2.10
- 733 ' 62.5 ‘

Amino + 66.7 0.63 0.88 1.17 66.7 0.63 0.92 1.09
- 64.7 :

Central + 80.0 0.45 0.48 2.33 57.1 0.39 0.47 0.51
- 63.1 72.2

Carboxib + 66.7 0.66 0.94 1.08 100.1 0.41 0.28 -

* Exacta de Fisher; **Razon de Momios, ® Extracto crudo a 10, 20 y 30 pg/ml.
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Cuadro 10. Busqueda de asociacién entre la produccién de IFN-y y la respuesta

proliferativa a diferentes estimulos.

PACIENTES SANOS

Respuesta a: % p* X RM** % f X RM**

ConA + 11.1 0.89 0.72 - 2.8 - - -
- 0.0 ) 0.0

EC10°© + 4.8 0.21 0.17 :0.22 0.0 0.60 0.41 0.00
- 188 4.8

EC20° + 4.5 0.15 0.12 0.17 0.0 0.51 0.32 0.00
- 214 . : 5.6 .

EC30¢ + 7.7 0.30 0.29 0.33 0.0 0.39 0.20 0.00
- 20.0 _ 7.1

AgB +, 11.1 0.62 0.70 1.75 11.1 0.36 0.17 -
- 6.7 0.0

Amino + 33.0 0.05 0.01 - 0.0 0.65 0.46 0.00
- 0.0 5.9

Central + 20.0 0.38 0.29 4.50 0.0 0.72 0.52 0.00
- 53 5.6

Carboxilo + 16,7 0.56 0.65 1.80 0.0 0.92 0.77 0.00
- 10.0 4.2

* Exacta de Fisher; **Razon de Momios, © Extracto crudo a 10, 20 y 30 pg/ml.

Cuadro 11. Buisqueda de asociacion entre la produccidn de 11.-4 y la respuesta proliferativa
a diferentes estimulos.

PACIENTES SANOS
Respuesta a: % p* X! RM** % p* X RM**

‘ConA  + 154 089  0.72 - 16.7 - - .
- 0.0

"EC10®  + 9.5 0.59  0.77 0.74 143 054 071 0.71
- 12.5 23.5

EC20° + 100 051 063 060 . 143 064 094 1.07
; 143 - 16.7

EC30° + 7.7 030 029 0.33 182 057 076 1.33
. 20.0 14.3

AgB + 11.1 069  0.87 0.81 222 0.12 0.5 ;

: - 13.3 0.0

Amino  + 167 058  0.69 1.70 1.1 073 096 0.94
; 10.5 11.8

Central + 0.0 048 034 0.00 143 064 083 1.33
- 15.8 11.1

Carboxilo + 0.0 044 031 0.00 00 078 059 0.00
: 15.0 12.5 \

* Exacta de Fisher; **Raz6n de Momios, © Extracto crudo a 10, 20 y 30 pg/ml.
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Cuadro 12. Busqueda de asociacion entre la produccion de IL-10 y la respuesta

proliferativa a diferentes estimulos.

!

PACIENTES ‘ SANOS

Respuesta a: % p* X’ RM** % p* x? RM**

ConA + i3.9 0.86 0.69 - 19.4 - - -
- 0.0

EC10® + 9.5 0.37 0.42 0.46 14.3 0.41 0.49 0.53
- 18.8 23.8

EC20° + 13.6 0.65 0.96 0.95 17.6 0.64 0.94 1.07
- 14.3 16.7

EC30® + 11.5 0.43 0.51 0.52 13.6 0.25 0.27 0.39
- 20.0 40.0

AgB + 11.1 0.36 0.36 0.34 1.1 0.54 0.62 0.54
- 26.7 18.8

Amino + 16.7 0.66 0.81 0.75 11.1 0.57 0.66 0.58
- 21.1 222 :

Central + 0.0 0.27 0.20 0.00 0.0 0.24 0.17 0.00
- 263 222

Carboxilo + 16.7 0.67 0.86 0.80 50.0 0.29 0.16 7.00
- 20.0 14.3

* Exacta de Fisher; **Razdén de Momios, ® Extracto crudo a 10, 20 y 30 pg/ml.

Finalmente, se realizé una busqueda exhaustiva de otras posibles asociaciones entre

los valores de las diferentes variables que obtuvimos y no se encontré algun dato relevante.
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VIIL. DISCUSION

Los trabajos relacionados con el estudio de la respuesta inmune celular en la
cisticercosis por 7. solium son pocos, los primeros se desarrollaron en modelos
experimentales de cisticercosis en rata (Rickard y Bell, 1971, Ayuya y Williams 1979), en
raton (Hinz, 1965, Lentoja y Hammerberg 1987) o en cabra (Meeusen E. y col., 1990) los
cuales permitieron sugerir eventos inmunoldgicos en esta parasitosis, aun cuando las
conclusiones deben considerarse con cautela ya que podrian revelar informacion diferente a

la que sucede en la cisticercosis por 7. solium.

Ensayos de proliferacion celular

En algunos estudios anteriores, se reporté que el cisticérco de T. solium producia
moléculas que regulaban la respuesta celular, provocando una baja proliferaciéon de
linfocitos que responden a mitogenos (Arechavaleta y col., 1998; Tato y col., 1995; Correa
y col., 1989). En otros estudios observaron la disminucién de la respuesta proliferativa de
células humanas en presencia del sobrenadante de cisticercos en cultivo (Molinari y col.
1990) vy en 1996, Rakha y cols. identificaron un factor en los productos de secrecion del
"cisticerco” (coenurus) de Taenia multiceps que inhibifa la proliferacion de células T, los
hallazgos anteriores sugerian un estado de inmunosupresion causada por la presencia del
cisticerco en el huésped. Nuestros datos al igual que los reportados por Singh y col. (2000),
revelan que los linfocitos de los pacientes tienen la misma capacidad de proliferacion al
estimulo con Con A que el grupo control. Es posible que al estudiar pacientes que no
hubieran tomado tratamiento inmunosupresor o antiparasitario previo al estudio, la
respuesta celular no este alterada y podamos observar datos mas confiables, por el contrario
los estudios previos no contemplaron ese aspecto o no lo describen. Por otro lado, al contar
las células CD3+, CD4+ y CD8+, el niimero total y la relacion encontrada fueron similares
entre los grupos, sugiriendo que los pacientes son inmunocompetentes ya que sus células T
fueron capaces de reconocer al mitdégeno y proliferar y no se observaron disminuidas las
células CD3+/CD4+, como en reportes previos de infecciones cronicas por helmintos
(Kalinkovich y' col., 1998). Los datos de la biometria hematica realizada a los individuos,
revelé ademas que el estado general de ambos grupos es similar. Se buscaron posibles

asociaciones entre la presencia de reaccion inflamatoria alrededor de la lesidon provocada

45



por el cisticerco en los pacientes y el nimero de granulocitos en sangre periférica y no se
detectdé ningiin dato relevante. Esto sugiere que aunque en el sitio de la lesion existe un
proceso inflamatorio no se reflejo detectd a nivel perit:érico ya que esperdbamos que los
valores de granulocitos en sangre fueran mayores en los pacientes comparados con el
tes;tigo. _

Observamos una respuesta mayor en los pacientes hacia el EC al igual que los datos
reportados por Singh y col., (2000), esa diferencia pudo haber sido mas evidente
aumentando el tiempo de incubacién con el antigeno. La respuesta proliferativa mayor al
EC en los pacientes es congruente con la presencia del parasito en los individuos; no
obstante, existe un porcentaje considerable de individuos sanos que respondieron al
estimulo con el antigeno. En este sentido, hay reportes de la respuesta mitogénica que
presentan los linfocitos hacia extractos parasitarios (Rakha y col. 1991;1992;1997). Sealy y
col. (1981), observaron que los linfocitos B de ratones sanos pueden estimular su division
cuando los ponen en contacto con productos parasitarios de 7. solium, pero no las células
T. También se han identificado factores mitogénicos en extractos parasitarios de otros
céstodos (Judson, y col. 1987). Un estudio revelo ademas, que el fluido del quiste de 7.
multiceps tiene capacidad de unirse a polisacaridos lo que sugiere una actividad similar a
las lectinas (Rakha y col. 1991). Estudios posteriores demostraron que ese material estimula
principalmente a células T (Rakha y col. 1992, Rakha y col. 1996). En 1997, White y col.

. proponen que la actividad mitogénica de productos del cisticerco, puede formar parte de un
mecanismo homeostatico para preservar un ‘“equilibrio cordial” entre el huésped y el
parasito, al producir activadores para linfocitos el cisticercos pueda favorecer también la
produccion de Igs ya que se ha observado estas moléculas del huésped en la superficie del
cisticerco, y se ha postulado que pueden ser utilizadas‘c'omo fuente de proteinas para el
parasito. Por otro lado, la respuesta de los individuos sanos al EC sugiere también que
pudieron haber tenido contacto con 7. solium o con otro céstodo o helminto de reaccién
cruzada (Espinoza y col. 1986; Olivo y col. 1988). Aunque cabe sefialar que por ELISA e
IET no detectamos anticuerpos especificos en este grupo y no se buscaron anticuerpos
especificos hacia otros parésitos.

La respuesta proliferativa hacia el AgB y sus fracciones reveld qi.le ambos grupos

respondieron de manera similar a la molécula completa. En cuanto a la respuesta hacia los
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fragmentos del AgB, aunque fue heterogénea en los grupos se pudo observar mayor
porcentaje de individuos en el grupo control que respondieron a la region amino y a la
central, aunque estadisticamente la diferencia no es significativa. Tal vez se debieron dejar
tiempos mds largos en las incubaciones con el antigeno para observar diferencias entre los
grupos, ya que en otro estudio si encontraron una mayor reépuesta de los pacientes hacia el
AgB (Singh vy col., 2000). El interés por analizar la respuesta hacia el AgB, se basa en el
hecho de que es un antigeno inmunodominate para la respuesta humofal (Flisser y col.
1980). Por otro lado, la deteccidon del AgB en el medio de cultivo de cisticercos mantenidos
in vitro sugiere, que se trata de una proteina que se libera hacia los tejidos del huésped
(Laclette y col. 1987) Ademas, presenta otras caracteristicas interesantes como son su
afinidad por colagena (Laclette y col. 1990} y su capacidad de inhibir al Clq (Laclette y
col. 1992). Estudios de secuencia de aminoacidos y antigenicidad mostraron que el AgB es
la paramiosina (Laclette y col. 1991), molécula que mantiene secuencias repetidas a lo
largo de su composicién que la hacen una proteina muy homogénea (Landa y col. 1993),
esta proteina también esta presente en otros miembros del Phylum (Olivo y col., 1988); por
lo tanto, la respuesta encontrada en el grupo control puede deberse a que los individuos
pudieron haber tenido contacto con Taenia solium o con otro parasitos de reaccion cruzada.
Es interesante tambi¢n que en el grupo .control hubiera una mayor respuesta proliferativa
hacia la regién amino y central de la molécﬁla, estudios anteriores revelaron que al
inmunizar ratones con €l fragmento amino y posteriormente infectarlos con cisticercos de
T. crassiceps, los parasitos se desarrollaban menos (Solis, 1998), estos datos sugieren que
la regién amino de la molécula puede proteger contra la infeccion. Por otro lado, ensayos
de proliferacion con células de ratones inmunizados con el AgB y sus fragmentos sugieren
que la proteccidn inducida por el fragmento amino en contra de la cisticercosis murina
puede ser mediada principalmente por una respuesta celular, en ese estudio los anticuerpos
de los ratones reconocieron preferentemente al extremo carboxilo terminal de la proteina
(Vazquez, 1996). Ademas la respuesta humoral de pacientes con cisticercosis también es
mas intensa contra el extremo carboxilo (Vazquez y col. en preparacién). El mayor
reconocimiento de los anticuerpos hacia el extremo carboxilo de la molécula sugiere que en
ese sitio -se localizan epitopos predominantemente activadores de linfocitos B.

Interesantemente un analisis funcional indicd que el sitio de unién al Clg se localiza en el
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extremo amino terminal de la molécula (Laclette v col. en preparacion). Esto sugiere que el
cisticerco al producir el AgB que libera hacia el tejido, activa la respuesta humoral de su
huésped y sé-producen anticuerpos que reconocen preferentemente la region carboxilo de la
proteina permitiendo que la regién amino permanezca libre para unirse al Clq, bloqueando
de esta manera la funcion del complemento. Al unirse los anticuerpos a la regidn carboxilo
del AgB podria también ocultarse la region amino de la proteina y evitar que se active la
respuesta celular del huésped. Ademas, al unirse a la colagena el AgB puede desviar la
accion de los anticuerpos, como un mecanismo de evasidon inmunologica, propuesto

anteriormente (Correa y col. 1994).

El perfil de citocinas

A finales de los afios 80, se definio la dualidad Thl/Th2, 'de acuerdo al patrén de
citocinas que producen los linfocitos (Mosmann y Coffman 1989), los estudios enfocados a
conocer este aspecto en la cisticercosis apenas se estan llevando a cabo y los datos todavia
no son claros. Terrazas y col. 1998 encontraron que en los estadios tempranos de la
cisticercosis experimental por 7. crassiceps, la 1gG 2a es la clase de inmunoglobulina més
abundante en los ratones y la unica relacionada a una respuesta del tipo Thl, que ademas se
asocia con un bajo nivel de proliferacion de los cisticercos, conforme transcurre la
infeccidn se establece una respuesta permanente de tipo Th2 que se caracteriza por un
mayor nivel de anticuerpos de clase IgG2b, de IL-4, IL-6 e IL-10; esto a su vez se relaciona
con la sobrevivencia del parasito. Por otro lado hay evidencia de que las oncosferas
sonsuceptibles al ataque por anticuerpos y complemento in vitro (Molinari y col., 1993)
aunque in vivo logran evadir e implantarse en su huésped y permanecer a pesar de que
exista una respuesta de tipo Thl. Por otro lado en un estudio se observd que el patrén de
interleucinas que presentan los ratones inmunizados con la regién amino de la paramiosina
y que ademas presentaron un alto grado de proteccion hacia la infeccién por T. crassiceps
s consistente con una respuesta de tipo Thl, mientras que en los ratones no protegidos es
del tipo Th2 (Solis, 1998). Nuestros datos apoyan la hipdtesis de que la fraccion amino de
la molécula esta relacionada a la activacién de la respuesta de tipo Thl, ya que encontramos
una fuerte asociacién entre los pacientes que respondieron a esta fraccion y la producéi()n

de IFN-y. Observamos también que en el grupo de individuos sanos hay una asociacién
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entre los individuos que responden a lé fraccion carboxilo y la produccién de IL-10; este
aspecto estd relacionado a una respuesta humoral o del tipo Th2.

Los datos de produccién de IL-2 en el presente estudio indican que la frecuencia es
igual en ambos grupos; no obstante, al analizar la relacién entre IL-2 producida en los
pacientes con respecto al nimero de parasitos en el cerebro se encontré que el 100% de los
pacientes con lesion tnica producen IL-2 y solamente el 58% de los que tienen multiples
parasitos. Singh y col. (2000), encontraron un aumento de la IL-2 en el grupo de pacientes
con cisticercosis. Es probable que el pardsito pueda mediar alguna clase de
inmunosupresion o regulacion por medio de moléculas que libera al entorno, este evento
podria ser mas evidente cuando hay muchos pardsitos en el huésped como en la infeccion
en el cerdo ya que la cantidad de moléculas liberadas de acuerdo a la cantidad de parasitos
sean mas, esto puede provocar que se active una respuesté de tipo Th2. En el ser humano,
por el contrario, la infeccion suele ser menos masiva, incluso hay pacientes con un solo
parasito por lo que la cantidad de moléculas que se liberan son en menor cantidad; en este
sentido se llevo a cabo un estudio en el que se identifico un factor inmunosupresor para
células humanas y murinas en el sobrenadante de cisticercos en cultivo, (Molinari y col.
1990, Arachavaleta y col.,, 1998, y Tato y col. 1995). Posteriormente se definié que era un
pequeiio RNA en el sobrenadante de cisticercos en cultivo que puede inhibir la produccién
de IL-2, IFN v e IL-4, por células de ratén (Tato y col. 1995). Por otro lado, €l sobrenadante
de T. taeniaeformis puede disminuir la sintesis de IL-2 de células de bazo de rata (Burger y
col., 1986). Estos eventos estarian relacionados por lo tanto a la cantidad de factor
inhibitorio presente. '

Los datos del presente estudio sugieren que la respuesta de tipo Thl est4 presente en
pacientes con neurocisticercosis, por lo que este tipo de respuesta aparentemente no permite
que el huésped responda o controle la infeccién. Es posible que al igual que en cisticercosis
murina, en la infeccion temprana podamos detectar interleucinas del tipo Thl y en la
infeccién avanzada se detecten interleucinas del tipo Th2 (Terrazas y col. 1998; Villa y
Kuhn, 1996). La respuesta de tipo Th2 puede estar mas relacionada a la destruccién, ya que
Ostrosky-Zeichner y col. (1996), encontraron un nivel elevado de IL-6 en los LCR de
pacientes con reaccion inflamatoria en el sistema nervioso central, que estaria relacionado

al proceso de eliminacion del parasito. La aparente supresion de la respuesta puede estar

49



g

més relacionada a un delicado equilibrio del perfil Th1/Th2. En el modelo de T. crassiceps
en ratén se detectd que un patrén de respuesta Th2 con presencia de IgG le IgE previene la
infeccion (Villa y Kuhn 1996; ZaKroff y col., 1989). El papel del equilibrio Th1/Th2 sobre
la resolucidn de la cisticercosis en el ser humano no se ha dilucidado. Por otro lado, se
analizé también la 'posible asociacion entre las intefleucinas encontradas y la presencia de
reaccion inflamatoria en los pacientes y no encontramos datos estadisticamente
significativos.

Se sabe que los eventos celulares que intervienen en la destruccién del parasito
involucran diversos tipos celulares. Los eosinéfilos inician la destruccion al dafiar el
tegumento del cisticerco, seguido por macrdfagos y linfocitos (Aluja 1989). Se observa en
el grupo de pacie.ntes con lesion mliltiple que ademas de una menor produccion de IL-2,
solamente en este grupo se detectdé IL-10. Esto sugiere que la respuesta Th2 también esta
presente cuando hay cisticercos vivos. Evans y col. {(1998) encontraron que en algunos
- casos de pacientes con cisticercosis la IL-5 y la eotaxina estidn aumentadas en comparacion
con los testigos, aunque no definieron si los pacientes tomaron algun tratamiento o si existe
reaccion inflamatoria alrededor del los parasitos.

Existe la hipétesis de que cuando el cisticerco esta en una relacién en equilibrio con
su huésped, ambas respuestas Thl o Th2 pueden estar activas y que un ligero aumento de la
respuesta Th2 (IL-4/IL-5), al menos en el sitio de la interfase huésped-parasito, es
responsable de la destruccion del parasito, al inducir la llegada y la actividad de los
eosinéfilos que atacan y destruye al parésito. Posteriormente puede reactivarse la respuesta
Th1, para permitir que los macréfagos intervengan. Relacionado a este aspecto, se Hevd a
cabo un estudio in situ de granulomas que rodean al cisticerco de T. crassiceps y se
encontré que los granulomas tempranos (cuando los pardsitos estdn intactos) estin
predominantemente asociados con una respuesta Thl, mientras los granulomas tardios (en
los que se observa la destruccién del parésito) hay una mezcla de Thi y Th2; de ésta tltima
solamente evaluaron IL-4 (Robinson y col. 1997). También se encontraron interleucinas de
los dos tipos (Thl y Th2) en las interfases del huésped-parasito que tenian un proceso
inflamatorio dentro del cerebro de seres humanos (Restrepo y col. 1997).

Para tratar de comprender el tipo de respuesta inmune celular que desarrolla el

huésped y que permite la eliminacion o el establecimiento de la oncosfera, su desarrollo
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hasta metacéstodo y su posible destruccion, consideramos que se debe identificar la fase de
infeccidon en la que se encuentra el paciente, ya que deben ocurrir diferentes eventos al
menos en tres momentos de la infeccion con la oncosfera de T. sofium. Al inicio, cuando se
ingiere la oncosfera, una respuesta de tipo Th1 puede atacarla evitando su establecimiento,
pero si el parasito logra desarrollar mecanismos de evasion con suficiente velocidad, se
. establece y se desarrolla hasta metacéstodo; posteriormente en esta fase ¢l cisticerco puede
activar una serie de mecanismos de evasién inmunologica para contrarrestar una respuesta
de tipo Thl que no protege al huésped o una respuesta de tipo Th2 con una elevada
concentracion de anticuerpos especificos y células como eosinéfilos; durante la tercera fase
o destruccidn del cisticerco, inicialmente derivada de una respuesta de tipo Th2 con la
presencia de anticuerpos, IL-4, IL-5, IL-6 y eotaxina, se forma la reaccion inflamatoria en
el sitio de la interfase, permite que los eosinofilos dafien al pardsito y que los macréfagos y
linfocitos inducidos por interleucinas como IL-2 e IFN-y del tipo Thl termine la
destruccion del cisticerco y permitan la cicatrizacion de la lesion.

En conclusién creemos que en pacientes con neurocisticercosis activa que no
presentan un proceso inflamatorio alrededor del parasito, no existe un estado de
inmunosupresidn, en estos pacientes se detectaron citocinas relacionadas a una respuesta
del tipo Thl, un cambio de respuesta que active la sintesis de citocinas activadoras de
eosindfilos puede ser responsable de la formacion del proceso inflamatorio y la destruccién
del parasito. Finalmente, este estudio sugiere que la respuesta inmune mediadé por células
especialmente células T y citocinas juega un papel importante en la cisticercosis por 7.
solium en humanos. Aunque se¢ deben realizar mas estudios para conocer otras moleculas

involucradas.
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