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ABREVIATURAS 

Ab 	 Anticuerpo 

ARN 	 Acido ribonucleico 

BSA 	 Albúmina serica bovina 

Con A 	 Concanavalina A 

DMSO 	 1)i etilsulliSxido 

FM 	 Factor de metacéstodo 

IIPLC 	 Cromatografia líquida de alta 

precisión 

IFN-y 	 interferon gama 

IL- 	 Interleucina 

LCR 	 Liquido cefaloraquidco 

LPS 	 Lipopolisacárido 

mAb 	 Anticuerpo monoclonal 

OPI) 	 Ortofenilendiamina 

PBS 	 Amortiguador de fosfatos salino 

r11.- 	 Interleucina reconmbinante 

RPMI-C 	 RPMI completo 

RPMI-I 	 RPMI incompleto 

913 	 Suero fetal bovino 

TCA 	 Acido tricloroacético 

Linfocito T cooperador 

TMI3 	 Tetrametilbenzidina 

Th1F-a 	 Factor de necrosis tumoral 



Resumen: Influencia del factor de metacéstodo de randa 3011Nnj sobre la modulación 

de la respuesta inmune in vitro. 

Los objetivos del presente trabajo consistieron en: a) Conocer que subpoblación 

células marinas T es deprimida por el factor de inetacésiodo de n'ola solipm (FM) y sí esta 

depresión afecta la producción de citocinas y h) Conocer sí el factor de metacéstodo afecta la 

producción de TNF-« en macrófagos. 

Los resultados mostraron la capacidad del factor de metacéstodo para inhibir 

significativamente (1)<0.05) la proliferación tanto de linfocitos esplénicos obtenidos de 

ratones normales in vitro como de linfocitos de ratones previamente tratados con el FM y 

estimulados in vitro con concanavalina A. Asi mismo, se encontró una disminución 

significativa (1><0.02) de la concentración de citocinas (11.-2, IL-4 e 1NF-y) en los 

sobrenadantes de los ensayos de proliferación de linfocitos y en los sobrenadantes de 

necrófagos (TNF-a) deprimidos por el FM in vitro, en comparación con la concentración de 

citocinas en sobrenadantes de linfocitos y macrófagos testigos. También se encontró 

disminuida significativamente (P<0.02) la concentración de 11.-4 y ligeramente pero no en 

fonna significativa (P>0.05), la de IFN-y en los sobrenadantes de las pruebas de 

proliferación de linfiscitos obtenidos de ratones tratados con FM, en relación con sus 

testigos. Los experimentos de reconstitución con r11,-2 y r11,-.41, son consistentes con que los 

linfocitos en presencia del FM disminuyen la liberación de citocinas, principalmente las 

involucradas como factores de crecimiento, ya que 85% y 71% de la proliferación fue 

recuperada al añadir las citocinas recombinantes. 

La posibilidad de que el FM pudiera estar induciendo la síntesis de 	lo producida 

por células Th2 y que esta citocina pudiera estar regulando la síntesis de citocinas tic células 

111, no pudo ser contrastada totalmente, sin embargo, se usaron anticuerpos monoclonales 

anti-IL-10 para contrarrestar el posible efecto producido por esta citocina. Los resultados 

indicaron que los anticuerpos no evitaron la inhibición. I,o cual es una evidencia indirecta de 



que el efecto observado no es debido a 	pero seria importante detectar por un método 

directo la presencia de esta citocina, para estar seguros de que no esta participando en la 

supresión inducida por el FM. 

Los resultados descritos sobre los efectos producidos en dos células diferentes 

(linfocitos y macrófagos) por parte del FM, en cuanto a la liberación de diferentes citocinas, 

siTiere un mecanismo novedoso aún no descrito, por el cual, el FM pudiera estar inhibiendo 

la síntesis de proteínas de las células probadas, es decir, un mecanismo inespecífico que 

afecte esta función en cualquier célula y no necesariamente en subpoblaciónes de células T. 
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INTRODUCCIÓN 

Los parásitos inducen respuestas inmunes humorales y celulares en sus huéspedes. 

Sin embargo, debido a la complejidad de sus componentes químicos durante los distintos 

estadios que pasan en sus ciclos biológicos, la inmunidad que inducen es generalmente 

específica de fase, es decir, la protección puede estar dirigida contra la fase infectiva del 

parásito, la de establecimiento, la inductora de patologías asociadas o la relacionada con la 

transmisión del parásito. En el caso de la inmunidad contra la fase infectiva (p.c. 

esporozoitos de Pjagodhun 42.) existe la ventaja de bloquear la infección completamente. 

En contraste, la inmunidad hacia parásitos establecidos (p.c. merozoitos de Varmidnlin sp) 

puede mantener el control de la infección además de ser estimulada continuamente por la 

misma infección. La protección contra antígenos asociados a patologías (pat. microfilarias 

o huevecillos de sddywoma  sp•) está diseñada para prevenir cualquier enfermedad, sin 

embargo debe encontrarse regulada adecuadamente para evitar la exacerbación de la 

infección. Por último la inmunidad dirigida contra las formas transmisibles (p.c. estados 

sexuales de anutiodium  42 o microfilaria) permite bloquear la continuidad del ciclo 

biológico del parásito, reduciendo así su transmisión (Kwiatkowski, 1992; Long, 1993; 

Scott y Sher, 1993). 

La inmunidad contra céstodos depende del huésped en que se encuentren los 

parásitos, ya que éstos hacen contacto con los tejidos del huésped durante su ciclo 

biológico. El grado de la respuesta inmune está determinada por tres factores: a) La 

naturaleza de tejido invadido, b) La relación huésped parásito y c) La fase de desarrollo del 

céstodo (Smyth y ~mins, 1989), 

La respuesta inmune que induce el céstodo adulto ha sido estudiada en su mayoría 

con ihmeidepir 42. utilizando modelos animales. En ratas se ha observado la presencia de 

IgG e IgE en el tegumento de autotdepi.1 ditnimila, mientras que en el ratón se 



encontraron inimmoglobulinas de diferentes isotipos como IgG, IgM e IgA (Smyth y 

McManus, 1989). En el caso de Iiii.Vomita 	Capron y I)essaint (1985) y Capto!' 

(1992) observaron que los mecanismos inespecificos de defensa incluyen el aumento de 

células NE y la activación del complemento por la vía alterna, mientras que la 

citotoxicidad mediada por anticuerpos es el mecanismo inmune mas importante. Estudios 

de citotoxicidad in rimo mostiaron que los macrófagos, eosinótilos y plaquetas son las 

celulares electoras y los experimentos de transferencia pasiva in vivo determinaron que los 

componentes 'inmorales son la IgE y las subclases anatilácticas de IgG (Capron y Dessaint, 

1985). Por otro lado, las inmunoglobulinas contra la fase de metacéstodo de Tavnia ,v2. 

parecen no tener un papel importante. por ejemplo. Musoke y Williams (197(i) utilizando 

ratas báctadas con Zimird hwtütlejOrtilLy no encontraron un daño mediado por 

anticuerpos. En cuanto a la respuesta celular en cisticercosis por rawki ,yolium,  sabemos 

que el parásito induce estados de ininunosupresión de linfocitos '1' en sangre periferica 

(Molinari. et al. 1987). principalmente de 	cooperadores, en cerdos naturalmente 

cisticercosos (Tato, et al. 1987), y por las respuestas deprimidas de linfocitos de cerdos 

parasitados cuando son estimulados con Con A (Molinari, et al. 1993). Los pocos estudios 

en que se ha descrito la reacción inflamatoria causada por el metacéstodo de rumia  álullun 

coinciden con la presencia de eosinólilos degranulados y en íntimo contacto con la 

superficie del parásito, y consideran que es la célula determinante para la iniciación del 

proceso destructivo del metacéstodo (Willms, et al. 1980: Willms, et al. 1982; Molinari, 

et al. 1983; Molinari, et al. 1986; Aluja y Vargas, 1988). Finalmente, las oncosferas pueden 

ser eliminadas por diversos mecanismos, por ejemplo se ha observado una destrucción de 

oncosferas in vitro mediada por suero de pacientes cisticercosos y complemento (Molinari, 

et al. 1993). Por otro lado, la presencia de IgA específicas para oncosferas de Rolla 

tuellitzefuLd£ en secreciones gástricas de ratones infectados indica que la respuesta 

humoral es importante para neutralizar esta fase del parásito. (Sinyth y McManus, 1989). 

Los parásitos poseén una relación poco usual y privilegiada con el sistema inmune 

de sus huéspedes, que les permite sobrevivir por largos periodos, lo cual es central en el 
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mantenimiento de sus ciclos biológicos. Las consecuencias innumológicas de la longevidad 

de los parásitos son muy importantes. Para sobrevivir en un medio ambiente hostil, los 

parásitos han tenido que desarrollar mecanismos para evadir o controlar las respuestas 

inmunes del huésped, como: la variación antigénica, evasión del sistema de complemento, 

inhibición de las funciones de las células erectoras, entre otros (Scou y Sher, 1993). Por 

otro lado, la estimulación antigénica prolongada que mune en los parasitismos crónicos, 

tiene consecuencias inmunoreguladoras importantes, corno la carencia de respuestas 

inmunes especificas o de respuestas generalizadas del individuo parasitario. La 

inmunoregulación es también central para el entendimiento di: la inmunopatologia 

observada en las enfermedades parasitarias, por ejemplo, en la schistosomiasis munna 

ocurre una respuesta mediada ixir células Thl durante las primeras semanas de la infección, 

mientras que en fases mas avanzadas, la respuesta inmune se caracteriza por la actividad de 

células Th2. (Stadecker y Flores-Villanueva, 1994). En otra parasitosis, en la que se ha 

reportado inmunoregulación por el parásito, es en la infección por Trichinella spindly, 

puesto que la expulsión de éste en ciertas cepas de ratones está asociada a la actividad de 

células Thl, mientras que la permanencia del mismo se asocia a células T112 (Scott y Sher, 

1993). 

Las citocinas juegan un 'papel preponderante en la inmunoregulación durante las 

infecciones parasitarias, por ejemplo interleucinas como IL-4, IL-10 y T6F-11 regulan o 

inhiben la activación de los macrófagos durante infecciones intracelulares con Lebbllída 

sp, &copla=  gQndii y Topanuillla  mai y en infecciones extracelulares con 

Schjgosoma  amad (Reed y Scott, 1993; Scott y Sher, 1993; Subauste y Remington, 

1993). 

Se ha propuesto que los productos de excreción y secreción de helmintos 

contribuyen a las estrategias de evasión inmune de los parásitos a través de mecanismos 

como: la liberación de moléculas de superficie unidas o no a ligandos, o a células del 

3 



huésped', la alteración de macrófagos, linfocitos y granulocitos (Lightowlers y Rickard, 

1988); la modulación del complemento por la paramiosina que se une a t' lq (Laclette, et 

al. 1992) o la teniastatina, que inhibe la acción del factor I) de la vía alterna del 

complemento (1 cid, et al, 1984) y la alteración de otras respuestas inflamatorios del 

huésped. 

En lo que se refiere a supresión de funciones de linfocitos, Dessaint, et al. (1977) 

han reportado factores liberados por Schigoonur mamá los cuales son inhibidores de la 

proliferación de linfocitos inducida por mitógenos, son termoestables, dializablcs y de bajo 

peso molecular (500.1,000 Da). N'in Fon, et al. (1983) encontraron un factor 

inmunosupresor producido pcir microlilarias de Olichocero gibuini que también es 

termoestable, dializable y de peso molecular menor de 10,000 Da. Por otro lado, Hurger, 

et al. (1986) y Letonja, et al. (1987) han encontrado que productos de excreción y secreción 

de raerriu trieniacfornris inhiben la función de linfocitos in vial) a través de la inducción de 

poblaciones de células supresoras. En estudios realizados con metacéstodos de :Lamia 

Stajin, Willms, et al. (1980) observaron supresión de la incorporación de timidina (111) en 

linfocitos esplénicos obtenidos de ratones implantados intraperitonealmente con 

metacéstodos de Lamia solito. Esta supresión está descrita en cerdos infectados 

naturalmente por Molinari, et al. (1987), quienes observaron una correlación inversa entre 

la inmunosupresión de linfocitos T y II y el número de metacéstodos implantados, es decir, 

conforme aumentaba el número de metacéstodos en un cerdo parasitado, menor el número 

de linfocitos T y 11, además se ha reportado disminuida la incorporación de tintidina (31-1) 

en linfocitos obtenidos de sangre periférica de cerdos naturalmente cisticercosos (Molinari, 

et al. 1993). 

Hipotéticamente se había considerado que los linfocitos CD8' (citotóxicos) 

realizaban funciones reguladoras mientras que, los linfocitos CD4 *  (cooperadores) 

funciones erectoras. Sin embargo, este concepto ha cambiado desde el reciente hallazgo de 



que existen diferentes subpoblaciones de células T que se diferencian por el patrón de 

citocinas que producen y que ha sentado bases importantes para el entendimiento de las 

múltiples funciones de estas células ( Mosmann, et al. 1986; Sher y Coffman, 1992 ). 

hay evidencia substancial de que las respuestas de protección o cronicidad en 

ratones infectados con Lejániania mitin: representan el desarrollo de respuestas Thl y112 

respectivamente. Por ejemplo, los linfocitos CM*  de ratones 11alblc coa►  infección crónica 

por LeishilloM 5.12, contienen niveles significativos de ARNm para 11.-4 (1112) pero poco 

ARNm para interferón-y (111), mientras que células de ratones de una cepa resistente 

(C57/111..6) contienen niveles más altos de ARNin para interferón y ((FN-y) pero poco 

ARNm para 11,4 	et al. 1989, 1991). De tal forma, que los ratones que eliminan la 

infección tienen una fuerte respuesta de células Thl y los que presentan enfermedad 

crónica tienen una fuerte respuesta de células Th2 (Sher y Coffman, 1992). Parece existir 

una regulación cruzada entre las poblaciones, ya que la presencia de (FN-y no permite la 

activación de linfocitos Th2, mientras que la producción de 1E-10 por 11n2 suprime la 

activación de Thl (Cox y 1.iew, 1992). Resultados mas recientes muestran que ratones 

susceptibles y deficientes del gene de 1L-1 siguen padeciendo la enfermedad, lo cual indica 

que la presencia de IL-4 in vivo no es el único factor determinante para la susceptibilidad 

contra la entimnedad (Noben-Trauth, et al. 1996). 

En infecciones de ratones con otros helmintos como &hijas" nylawnj o 

Nipppairongiás brasiliemiá.  también se ha observado esta diferencia en la producción de 

citocinas por las suhpoblaciones de células T cooperadoras. Estos estudios han revelado.  

que hay altos niveles de 11,4, II.-5 e 11.-10 (112) en ausencia de producción apreciable de 

11,2 e 11S-y (Th ), Proporciones similares de citocinas se han observado cuando las 

células son estimuladas con mitógenos, lo cual sugiere que hay una alteración generalizada 

en la función de los linfocitos en los animales infectados (Finkelman, et al. 1991). 
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Se ha reportado que el metacéstodo de Tatúa á:á= libera in citen una sustancia 

termoestable, dializable y de bajo peso molecular (<3,500 Da). Los análisis sugieren que es 

un ribonucleopéptido, ya que tiene un pico máximo de absorbancia a 249 nm, contiene 

ribosa unida a pirimidina (Massart y Hoste, 1947) y cuando es ()metida a digestión con 

ARNasa pierde su actividad biológica, mientras que cuando es digerida con tripsina la 

mejora. Este factor deprime la respuesta inmune en ratones a la vacunación contra fiebre 

tifoidea murina (Molinari, et al. 19119), e in cifro inhibe la incorporación de timidina 

tritiada en linfocitos humanos estimulados con litobemaglutinina (Molinari, et al. 1990) y 

marinos estimulados con Concanavalina A (Tato, et al. 1995). 

Finalmente, Tato, et al. (1995) encontraron que la célula que participa en la 

supresión de la incorporación de timidina (311) es el linfocito '1', ya que al cocultivar 

linfocitos tratados con el factor y linfocitos frescos en presencia de Con A, se indujo 

supresión de las respuestas proliferativas al mitógeno, mientras que, al cocultivar células 

adherentes tratadas y linfocitos frescos no se observó depresión de la respuesta a Con A. 

Sin embargo, todavía no se tiene información sobre la subpoblación de linfocitos que es 

afectada por este factor de metacéstodo y si promueve o inhibe la producción de citocinas 

que pudieran estar modulando la respuesta del huésped. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general: 

1. Determinar que subpohlación de células nn►rinas T es afectada por el factor de 

metacéstodo y sí esta actividad altera la producción de citocinas in vitro e in vivo. 

2. Determinar sí el factor de metacéstodo afecta la producción de INF-a en macról;►gos 

in vitro. 

Objetivos particulares: 

I. Determinar la concentración de interleucina 2 (1I.-2), interlerón-gama (IFN-y), 

interleucina 4 (11,4) e interleucina 10 (11.-10) en sobrenadantes de cultivos de 

linfocitos pre-incubados con li►ctor de metacéstodo y estimulados con Con A. 

2. Determinar la concentración del l'actor de necrosis tumoral-alfa (TINIF-a) en 

s►brenadantes de cultivos de macrófagos pre-incubados con l'actor de metacéstodo y 

estimulados con lipopolisacárido (I.PS) e interferón-gama (111,1-y). 

3, Caracterizar si la adición de interleucina 2 reeombinante (r11,2) exógena, interleucina 

4 recombinante (r11,-4) exógena e interferón-gama recombinante (rIFN-y) exógeno 

(experimento de dosis respuesta) a linfocitos deprimidos por el factor de metacéstodo, 

revierte la supresión celular (reconstitución). 

4, Caracterizar si la adición de un anticuerpo monoclonal anti-interleucina 10 (rnAb 

anti-11,-10, experimento de dosis respuesta) a linfocitos deprimidos por el factor de 

metacéstodo, revierte la supresión celular (reconstitución). 
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5. Determinar la concentración de interferón-gama (IFN-y) e intetleucina 4 (II..-4) en 

sobrenadantes de cultivos de linfocitos de ratones inoculados con factor de 

metacéstodo y estimulados in vitro con Concanavalina A. 
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!MATERIALES 1 74.TODOS 

Factor de inetacéstodo 

Cerdos cisticeicosos infectados naturalmente, de 5 a b meses de edad fueron 

adquiridos en poblados del municipio de Iguala. Guerrero. zona endémica de e istiecrethis 

itoreinir Se trasladaron al instituto de Visiologia Celular y se sacifficaion. 1.a obtención del 

factor de metacéstodo t Flx1) se realizó según el método descrito por .1 ato. et al. (1995i, los 

metacéstodos se disecaron de la carne de cerdo e se colocaron en 500 tul de agua 

desionizada estéril durante 	lirs a temperatura ambiente. Al término de este tiempo se 

centrifugaron a 10,)00 gen Una centrifuga Sorval 	511 plus (l'hironl. Instrunient) 

durante 15 nun 	sobrenadaute se liotilizó y se resuspendió en 5 ml de agua desiónizada. 

se dializó a .1°C. contra 100 tul de agua en un tubo de diálisis que excluye moléculas 

menores de 7.500 Da (Spedruin Mcdivai Indusiries. Inc.) Al cabo de 12 brs el material 

fuera de la bolsa de diálkis 	InuilizO y almacenó a -20"C, hasta sil uso. 

Determinación química 

el fin de cuantificar el 12 M que se iba a utilizar en cada experimento, se realizó 

la determinación química de ribosa por medio de la prueba de mentol tAshwell, (i. 1957), 

la cual consistió en realizar diluciones de la muestra problema en donde la concentración 

final fue de 500 pg y 250 pg peso seco. De estas diluciones se tomaron 0.5 ml, los cuales 

se adicionaron a 1.5 ml de ácido trieloroacetico CUCA; Merck) al 5% y se colocaron en 

baño María durante 15 minutos. Los tubos se retiraron del baño Maria y se centrifugaron 

con la finalidad de eliminar proteínas desnaturalizadas. A I ml del sobrenadarte se le 

adicionaron 2 ml de una solución que contenía 50 mg de FcCl1  en 100 ml de 11C1 12 N y 

40 mg de mentol (Sigma 	Co.) por cada 10 ml y se colocaron en baño María 

durante 15 minutos más. Finalmente se enfriaron durante 5 minutos y se estimó la 

absorbancia a 670 un en un espeelrolinómenolUltrospec II, 1.KB Biochrom). 



Cromatogralla en IEio-Gel I'6 

Lotes de 100 mg de peso seco del FM se resuspendieron en 2.0 ml de agua 

desionizada y se separaron a través de una columna de 	I'6 (70 x 0.9 cm; Iiio•Rad). 

11 material se eluyo con agua desionizada. y la salida del material se detectó con una 

unidad óptica a 280 lun con un detector ISCG I IA5. Se colectaron fracciones de 3 oil. La 

absorbancia de cada fracción se determinó a 260 y 280 non, Las fracciorws de cada pico se 

mezclaron, liotilizaron y almacenaron a -20°C 

Cromatografía liquida de alta precisión (IIPI,C) 

utilizando un equipo de análisis 	(('K.I3 Broma, modelo 2140) y siguiendo el 

método descrito por Welir (198))), se analizaron muestras del pico I a concentraciones de 

10 pg de ribosa 100 pl de agua. Las muestras se cargaron en una columna de rase reversa 

de C18 (Dynamax-300A, Rainin) (11) mm x 25 cm). el material se detectó a una longitud 

de onda de 256 Jun, el volumen total en cada análisis duró 30 mininos, para la elución se 

usó un gradiente lineal cuyos amortiguadores fueron: A) Tris 0.IN1 y Id) Tris 0.1 NI y Na). 

1.0 M. 

Transformación blastoide 

Para realizar los ensayos de transformación blastoide se siguió el protocolo descrito 

por Tato, et al, (1995). Se obtuvieron los bazos de los ratones en condiciones asépticas y se 

colocaron en cajas petri que contenían 21) 011 de RPNII 1640 incompleto (RPN11-1. Gibco, 

13R1..), se perfundieron cuidadosamente con el medio utilizando una jeringa de 10 ml, para 

la obtención de una suspensión celular. 
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Las células se centrifugaron a 400 g en una centrifuga CRt.:-5000 (Damon/ILC) 

durante 10 minutos y el botón celular se resuspendió en RI)M1 1040 complementado con 

10% de suero letal bovino (SFIS: Gibco. 11111.1 y una mezcla de penicilina 101) ugikil 

estreptomicina 25  pp/tul 	 (RPMI-C), a una concentración de 5 x 10' 

células/ml. Utilizando una placa de cultivo de 96 pozos (Costar. Co.) se colocaron 5 x 10' 

células en 100 pUpozo, 101) ul de 121)MliiC conteniendo Concanavalina A (5 )ig;1111: Sigma 

Chemical. ('o.) y 20 pl conteniendo lo lig de Ps1. Se incluyeron testigos y blancos. 

Los cultivos se incubaron en una estufa Forma Scientilic modelo 3158 durante 72 

has a 37"C en una atmósfera al Si de CO2. A las 48 has se agregó 1 	tintidina 

tritiada con una actisidad especifica de 74 ribqinunol (ICN Biomedicals. Inc.) a cada pozo. 

Diecisiete horas después del marcaje. las células se cosecharon en papel filtro (Whatrnan. 

934-AI1) y lavaron por medio de un cosechador múltiple INune, Delimita.). Los discos de 

papel filtro se dejaron secar y se colocaron cti bales (Kimble (rlass Inc.) que contenian 8 

ml de líquido de centelleo (Tato. et 	1995). I a cantidad de radioactividad se midió en un 

contador de centelleo Packard Tri-carb 300, 

Efecto del factor de metacéstodo C11 la Yiallidad celular 

1.a viabilidad de las células esplénicas de ratón se estimó incubando 100 pi de una 

suspensión celular de bazo de ratón que contenía 5 x 10' células/ml en presencia de 20 pul 

de diferentes concentraciones del FM o pico 1 (10 o 20 lag de ribosa) en RPMI-C. Se 

incubó durante 48 hrs a 37°C. en tina atmósfera al 5% de CO2  y después se determinó Li 

viabilidad celular por exclusión de azul triparto (Sigma Chemical. Co.). 



Obtención de sobrenadantes de linfocitos cultivados en presencia de Con A y FM. 

Se utilizó una placa de cultivo de 24 pozos (Costar. Co.r en donde se colocó I ml de 

la suspensión celular obtenida para los experimentos de translOrmación blastoide (5 x 10'  

CéhliaS/1111), 100 ttl de RPMI-C conteniendo 5 ug/m1 de Concanavalina A y 100 lag de FM 

en 100 tal de RPMI-C a cada pozo. 

Los cultivos se incubaron durante 72 lirs a 37"C en una atinostera al 5";r de (702 . las 

células se cosecharon mediante cenu ifugación a 400 g durante 10 minutos. el sobrenadare 

se recuperó y se almacenó a -70°C hasta su uso posterior en la determinación de chernas. 

Para determinar la concentrar:ion de  11,-2 sc mili/1mm células 	11-2, por  ro  que 

los sobrenadantes tuvieron que ser dializados para eliminar cualquier remanente dr 1'N1 

sobrenadante se dializó contra 50 mi de agua a 4°C en un tubo que excluye mokeulas 

menores de 3,500 Da. Se esterilizó por filtración a través de una membrana Milliporo de 

0.22 nm de poro y se almacenó a -70°C hasta su uso posterior. 

Obtención de sobrenadantes de macrófagos cultivados en presencia de I.PS, IFN-y y 

FM. 

Los macrófagos utilizados para el estudio del electo del FN1 fueron de una línea 

celular denominada 1C-21 (obsequiada amablemente por el Dr. Vianney Ortiz. CMN Siglo 

XXI. 1.M.S.S.1. Las células se mantuvieron en medio RPMI-C, se incubaron a 37°C en una 

atmósfera al 5% de CO2  y cuando se observó confluencia, las células se separaron de la 

caja utilizando una solución de tripsina al 0.05% y EDTA-4Na 0.53 mN1 (tripsina-EDIM, 

se lavaron una vez utilizando RPMI-1 y finalmente se volvieron a sembrar en cajas de 75 

cm-  usando medio fresco. 
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Para obtener los sobrenadantes se utilizó una placa de Cultivo de 24 pozos donde se 

colocaron los macrólagos a crecer en RPN11-C y una se: que hubo contluen‘da se les 

agregó 100 pg de F11 disueltos en 0.1 ml y se incubaron por 24 las, Al termino  de este 

tiempo se lavaron con 101\11-1 a 3 TC, para evitar que los macrohnios se despegaran ;le la 

caja. Posteriormente se agregó 1 ml de IWNII-C conteniendo 10 ngiral de 1.1'S (Sigma 

Chemical, Co.) y 100 11 a111 rIFN-y. se  dejaron incubar por 24 hrs más y finalmente se 

obtuvo el sobrenadante mediante una pipeta l'astero. (Ralph. et al. 19921. 

Experimentos de reconstitución y neutralización 

En los experimentos de reconstitución se agregaron 5 x 10' células en 100 id de la 

suspensión celular. 21) id que contenian 10 lig de FM y 100 pl de ItIns41-C conteniendo las 

siguientes dosis de interleucinas y concanasalina A (5 (rg4n1. Sigma ('hmical. Co.) en 

cada pozo. Interleueina-2 recombinante turnia 	Genzyme Uiagnostics) I() y 100 

11/ml, interleucina-4 recombinante murina (rll.-4; Sigma Chemical. e'o.) 12 y 120 U/m1 e 

interferón-y recombinante ormino (rIFN—y; Pharmingem 1..5. 10 y 20 ng/m1 (Cuadro 1). 

Ere el ensayo de neutralización con anticuerpo monoclonal anti-11,10. se agregaron 

5 x 10 células en 100 pl de la suspensión celular. 100 pl/pozo de RPNII-C conteniendo 2 o 

4 pg/ml del anticuerpo monoelonal anti-11,- I 0 de ratón (mAb  anti.41,10. rnAb 1E1;5.2/15: 

Pharmingen; Ilarlow y 1.a:1C, 19811) y con canavalina A (5 pgImE, Sigma Chemical, Co.) 

(cuadro I ). 

Cuadro 1. Concentración de citocinas y de anticuerpo monoclonal anti-11.-10 utilizadas durante los 
experimentos de reconstitución y neutralización en ensa:, os de proliferación de linfocitos tratados con el FM. 

Chacina o Anticuerpo Concentraciones 

r11,-2 13) llipozo 10 1.1/ pozo 

r11.-4 1.2 41/pozo 12 U/ pozo 

1.0 ng/ pozo { 	2.0 ng/ pozo 

0.4 pg/pozo 

HEN-y 1.1 lig,  pozd 0.5 lig/ pozo 

niAb-anti.11.- I O 0.2 lig/pozo 
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Los cultivos se incubaron durante 72 hrs a 37'( en una atmosfera al 5°o de O)»  A 

las 48 hrs se agregó I pCi de timidina tritiada a cada pozo. Diecisiete horas después del 

marcaje. las células se cosecharon en papel filtro "aúnan, 934,-A111 y lavaron por medio 

de un cosechador múltiple. Los discos de papel filtro se dejaron secar y se colocaron en 

viales que contenían 8 ml de liquido de centelleo (Tato, et al. 1995). La cantidad de 

radioactividad se midió en un contador de centelleo Packard Tri-carb 31.10. 

Experimentos ht 1 ii'd 

Se utilizaron ratones I3ALIre singénicos de nuestro bioterio. con un peso de 18 a 

20 g. Se les inocuk,  100 lig de FM por vía i.p cada 4 dial durante 12 días. Se incluyeron 

testigos inoculados con 0.1 ml de salina isotópica. 

Se obtuvieron células de bazo de cada ratón para realizar un ensayo de transformación 

blastoide con el propósito de obtener sobrenadantes y poder determinar la concentración de 

citocinas en estas células. 

Determinación de la concentración de citucinas 

1L-4. 1NF-y y 1NE-a 

Las citocinas IL-4, INF-y y INF-u se determinaron por medio de inmunoensayo 

enzimático (prueba de ELISA), bajo el principio de doble anticuerpo. Para la 

determinación de IL-4 se utilizaron anticuerpos comprados a Pharmingen ImAt) 

I y Ab policlonal biotinilado ami-II.-4 I3VD6-24G2), mientras que para INF-7 

y TIVF-a se utilizaron estuches completos comprados a Genzyme Ontertest-y y Factor-

Test-X, Genzyme, Diagnostics). 
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Se siguió el método descrito por I larlow y Lane (1988) que consiste brevemente en: 

1. Diluir el anticuerpo de captura (monoclonal) a una concentración de 4 pgiml en 

amortiguador de bicarbonato de sodio, 01 8.2. Agregar 50 pl de dicha solución a una 

placa de ELISA de 96 pozos (Nunc, Denmark) e incubar toda la noche a 4°C. 

2. Lavar la placa dos veces con amortiguador salino de fosfirtos y t).05 % de Tween 20 

(1)13S-Tween 0.05%.) 

3. Bloquear la placa agregando 200 pl/pozo de una solución de PUS-Albúmina sérica 

bovina (Sigma Chemical, Co.) al 3 % (PBS-USA 3%) e incubar por 2 hrs a temperatura 

ambiente y lavar 4 veces con PHS-Tween 0.05%. 

4. Añadir I O() pl/poz,o de los estándares y muestras diluidas en PUS-USA 3%, incubar toda 

la noche a 4°C. y lavar 4 veces con PI3S-Tween 0.05%. 

5. Diluir el segundo anticuerpo (anticuerpo biotinilado o anticuerpo policlonal) a una 

concentración de 4 pgiml en PlIS-BSA 3%, agregar 100 iil/pozÁ) e incubar por 45 

minutos a temperatura ambiente. 

6. Lavar la placa 6 veces y agregar 100 pl de la dilución del tercer anticuerpo (anticuerpo 

peroxidado) o de la estreptavidina peroxidada, según sea el caso e incubar durante 30 

minutos a temperatura ambiente. 

7. Lavar 8 veces con PUS-Tween 0.05%, añadir 250 pl/pozo de la solución del sustrato e 

incubar a temperatura ambiente y en obscuridad hasta que se observe la reacción, 

8. Detener la reacción con ácido sulfúrico 2,5 M y leer la absorbancia a 450 nm de 

longitud de onda para IEN-y y TI9F-u y a 490 luir para 11.-4. 
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Cuadro 2. Reactivos de ELISA utilizados para las determinaciones de las diferentes ciitKIMIS 

2 	Ab. reacifvi GSuatra to Citocina 

11,-4 Rata inAlt 

4 

ig(.3) 

Rata Ab anti-11,-4 

hiotinilado 

Estreptavidina 

peroxidada* 

OPEP 490 

1EN-y hámster mAh al j-

IFN-y de ratón 

Cabra Ab policlonal 

II'N-y de nilón 

Burro Ab 

policlonal ami- 

cabra peros idado 

metanol, 

DMS0 y 

glicerol' 

450 

TNF-a 11ámster mAls anti-

INF-o de talón 

Cabra Ab policlonal 

anti- TNE-o de roan 

pertxidado 

1M13 en 

metano,. 

DMSO y 

glicerol 

450 

• Estreptavidina peroxidada (Pierce), 01'1), intofenilendiamina (Sigma Chem ical, Lo ), r5111. 

tetrainetilbenzidina (fienz) use, Diagnostics), DMSO: dimetilsulfóxido (Genzyme, Diagnostics) 

Interleucina 2 (11,2) 

Esta interleucina se determinó utilizando una línea celuliu denominada C111.-2 

donada por el Dr. Rafael Saavedra (1113, U.N.A.M.). Esta línea proviene de células 

esplénicas de ratón desarrolladas en presencia de factores de crecimiento, ocasionando una 

transformación espontánea a la dependencia de 11..-2 o 11.-4. Estas células se mantuvieron 

en cultivo y una vez crecidas se utilizaron para el hioensayo. 

Para mantenerlas en cultivo se sembraron en cajas de 75 em2 con 25 ml de RPM1-C 

y 1 tliml de 1-1E-2. Una vez que se obtuvo una concentración de 1 x 106 células/mi se 

diluyeron en una proporción de 1:10. 



Para cuantificar la concentración de 11.-2 se recolectaron células en fase de 

crecimiento (2 días después de la dilución) y se lavaron dos veces con 121%11-I sin 01.-2. 

Los lavados se realizaron por centrifugaeion a 335 x g durante 8 minutos. agregando 30  ml 

de RPMI-I. Después se resuspendieron en 10 ml de RP1‘11-e y se sembraron en cajas de 24 

pozos (Costar, Co.) se incubaron durante 2 hrs a 37°C y 5% de CO), se lavaron dos veces 

más y el sedimento se resuspendió a una concentración final de 1 x 10` células; ml. 

1)e la suspensión anterior se sembraron 100 plipozo en una cala de 96 pozos y a 

cada pozo se le agregaron 100 id de los sobrenadanies dializados de linfocitos o bien 100 

id de IIPM1-C y diferentes concentraciones de 111.-2 (1.5, 3.1, 6.3. 12.5, 25 (Pm1) para 

obtener una curva estándar, además, se agregaron 1.5 non) de un anticuerpo anti-11.-4 

(rata mAb 	 Genzyme. Diagnostics) a cada poz.o. con la finalidad de 

bloquear el efecto de esta interleucina. 1.as células se incubaron a 371' y 5% de CU,, se les 

agregó 0.5 per de timidina tritiada a las 24 hrs y se cosecharon a las 48 hrs. 1.a 

radioactividad se midió en un contador de centelleo Packard Tri-carb 300. Se incluyeron 

testigos y blancos ((Abs. et al. 1978). 

Análisis estadístico 

Lb análisis estadístico de las variables experimentales se realizó usando un 

programa estadístico "Sigma Stat para windokss. Statistical Sofware. Versión 1.0" (Jandel 

Corporation), en el cual se hicieron las pruebas de r o ANOVA. En dichas pruebas el límite 

máximo permitido del valor alfa (u) fue de 0.05 y el valor expresado como p es la 

significancia expresada en cada caso. 
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RESUI,TADOS 

Croma tografla en Bio-Gel P6 

eromatograma mostró dos picos ( I y 2). el material cluído se detecto usando 

longitudes de onda de 260 y 280 mit (Fig. I ). 

Fracciones 

Fig. I. i:romatogrania del extracto crudo del factor de meraceswdo en una columna de llio-Gel P6. I.a 
alción se realizó con agua desionizada estéril, se recolectaron fracciones de 3 

Determinación química 

Se realizó la determinación química de extracto crudo del FM, detectándose la 

presencia de ribosa a una concentración de 25 pg/Ing de peso seco, mientras que los picos 

de la cromatogratia en Bio-Gel P6 contenían 13 pg/mg. 
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Transformación illastoide 

Con el objeto de comprobar la actividad del extracto crudo del factor de 

metacéstodo a-sí como la del pico 1 (fracciones 46-118, 	N. se procedió a efectuar 

una prueba de transformación blastoide con células esplenicas 

Estos experimentos mostraron una disminución en la incorporación de titnidina 

(11-1) corno respuesta a la presencia del extracto crudo y del pico 1 en los cultivos 

correspondientes. El efecto supresor tanto del factor crudo como del material purificado. 

mostró ser dosis dependiente (Fig. 2 y Fig. 3). 

Fig. 2. Efecto del extracto crudo del factor de 
metacestodo sobre la proliferación de 
linfocitos estimulados con Con A. Las 
barras representan la media t I)S. 
p--0.0065 Ctrl (4) vs 10 y p-0.0002 Ctrl 
( 	vs 20 utilizando una prueba de t. 

Fig. 3. Efecto del pico 1 alitheiel l'O, sobre la 
proliferación de linfocitos estimulados 
con Con A. Las barras representan la 
media a DS. p-0.0121 Ctrl (+) vs 10 y 
p<0.000I Ctrl O vs 20 utilizando una 
pntetta de t. 
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Cromatogratia líquida de alta precisión (IIPLC) 

habiendo comprobado que el pico I posee la ad' idad supresora, se procedió 

determinar la pureza del material, realizándose un análisis cromatogratico por 1 il'I.C. El 

tmálisis confirmó la presencia de un solo componente que se eluyó a los 4.411 minutos 

4). 

4:48 

1 	1 	 1 

0 	1 	2 	3 	4 	5 	6 	7 	8 	9 	10 I 1 	12 13 	14 15 

minutos 

Fig, 4, El análisis cromatográlico del pico 1 en IIPLC, mostró un solo pico a los 4:48 minutos. La 
crotnatogratla se realizó en una columna de C18, utilizando un gradiente lineal cuyos 
amortiguadores fueron: A) Tris 0,181 y 13) Tris 0.181 y NaCI 1 AM durante 30 minutos. 

Efecto del factor de metacéstodo sobre la viabilidad celular 

Debido a que la disminución en la incoporación de timidina (311), que se observó en 

los experimentos de transformación blastoide podría deberse a muerte celular y no a 

supresión, se realizó un estudio para determinar si el FM afectaba la viabilidad celular. Los 

resultados mostraron que durante 48 hrs con dosis de 10 y 20 pg del FM solo hubo una 

mortalidad del 7 y 13 % respectivamente (Cuadro 3). 
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Dosis (R) de FM 

O 

10 

20 

Viabilidad (%) 

1(1(1 

93 

117 

Cuadre 3. Viabilidad de células de balo de ratón cubicadas durante 48 has en presencia de diferentes dosis 

del l'actor de MCIaté 

Determinación de la concentración de Modus 

Para la proliferación de los linfocitos se requiere la presencia de citocinas que ellos 

mismos producen en respuesta a una estimulación con un mitógeno (1.iles y Van Voarhis. 

1995), por lo que el siguiente paso era investigar si en la supresión observada en los 

linfochs tratados con FM se encontraba alterada la producción de alguna enocina, al 

comparar su concennación con aquella de los linfocitos testigos cultivados en las mismas 

condiciones sin FM. 

Para estimar la concentración de 11.-2, 11.-4 e II N-7 se realizó la determinación de la 

concentración de dichas citocinas en sobrenadarles de linfocitos tratados con 10 lig del 

factor de nietacestodo, en pruebas de transformaciiin blastoide y para determinar si la 

disminución en la concentración de dichas citocinas era la responsable del efeció supresor, 

se realizaron pruebas de transtbrinación blastoide agregándolas de manera exógena. 

Para caracterizar sí el efecto observado se debía a la presencia de 11,10 se hizo un 

ensayo de neutralización contra la citocina, durante una prueba de transformación blastoide 

en presencia de FM. 
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haerleueina 2 (11,2) 

En la prueba de proliferación de linfocitos para obtener sobrenadantes, se observó 

que la supresión es dosis dependiente del FM. La diferencia de incorporación de hundirla 

(111) fue significativa para todas las dosis en relación a las pruebas con linfocitos testigos 

(Fig. 5). 

Los resultados de la determinación de 11.-2 en sobrenadantes de cultivos de 

linfocitos en presencia del Fh1 (1(1 y 20 µg/pozo), mostraron una concentración de 11..-2 

significativamente disminuida respecto de los testigos (p 0.0001) (Fig. u). 

15,000 
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12,000 

rá 
9,000 

E 

6,000 

17, 
e 	3,000 

o 
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1 t 

 

   

Ctrl 
	

Ctrl 4 
	

10 	20 
pg factor 

Fig. 5. Efecto del factor de metacéstodo en la proliferación de linfocitos estimulados con Con A. Las barras 
representan la media de 3 experimentos t f)S. p- 0.0294 Cul (-) vs 10 y p-0.0024) Cut 	vs 21) 
utilizando una prueba de:. 
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Fig. 6. Producción de 11.-2 tn sobrenadantes de linfocitos estimulados con Con A en presencia del Mentí 
metacestodo. Las barras representan la media de 3 e.xperimentos 	DS. p 0.0001 Ctil 	vs 10 y 
p-0.0001 Ctrl ( • ) vs 20 utilizando una prueba de r 

En virtud de que los linfocitos tratados con el factor de metacéstodo sufrieron una 

supresión en su proliferación y una reducción en la producción de 11,-2, se ensayó la adición 

de r11,2 exógena para probar si ésta reconstituía la proliferación de las células. 

Los resultados de este experimento mostraron que la proliferación afectada en los 

linfocitos tratados con FM se pudo restituir hasta en un 85 % con la adición de I00 ll/m1 de 

r11,-2, la restitución mostró ser dependiente de la dosis (Cuadro 4 y Fig. 7). 

Cuadro 4. Reconstitución de la proliferación de linfocitos estimulados con Con A y suprimidos ron FM 
(10 pg) en presencia de diferentes concentraciones de r11.-2. 

r1L-2 (U/m1) Con A 

media (CPM)L D.N. 

Con A + FM (10 µg) 

inedia (CPNI) t- DS 

Porcicnto de 

Reconstitución 

0 13,815 ± 1,498' 3,951 ± 1,637 29 

10 9,352 ± 2,687' 7,068 ± I .1 84' 51 

100 13,930 i. 3,255 11,7271 2,255 85 

(a) No se encontraron diferencias significativas entre O y las 2 dosis (le r1L-2 de los testigos (ANOVA). 
p-0.0015 en (a) vs (b), v0.0023 cti (a) vs (e) y p-0.0604 en (a) vs (d) utilizando una prueba de t. 
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Fig. 7. Reconstitución de la respuesta proliferatis a poi adición de 111.-2 en cultivos <le Iinfocino estimulsde 
con Con A en presencia de 10 fi g del factor de metacestodo. Las bascas representan la media de 1 
experimentos = Dti y el Cul (A es sin a-2 p 0.0015 Col (,) es O. p=00023 Col 1') vs 10 
p-0.0604 Cid ( 4 ) ss 100 utilizando una mucha de r. 

Los análisis estadísticos no mostraron una diferencia significativa entre las 

diferentes dosis de di.-2 de los grupos testigos, mientras que entre los linfocitos tratados 

con FM y el grupo testigo se encontró una diferencia significativa, con excepción de la 

dosis de 100 11/m1 de rIL-2. Los valores de p para las dosis de (1 y 10 1.1/m1 de :41.-2 fueron 

p=0.0015 y p=0.0023 respectivamente, mientras que la dosis de 100 11/tul tuvo un valor de 

p-0.0604. 
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huedivón-y (11.75'-7) 

En un nuevo ensayo de proliferación de linfocitos se observó que el factor de 

metacéstodo produjo una supresión dosis dependiente de la proliferación de los linfocitos 

(Fig. 8). 

40,000 
a. 

32,0(10 

24,000 
E 

-a u 	16,000 

8,00(1 

1e  
O 

 

 

Ctrl - 	Ctrl -f. 
	

10 	20 
¡tí; factor 

Fig. 8. Efecto del factor de metacéstodo en la proliferación de linfocitos estimulados con Con A. Las barras 
representan la media de 3 experimentos DS. p-0.0002 Cul (4) vs 10, y p.0.0001 Ctrl (4) vs 20 
utilizando una prueba de r. 

Se observó que la concentración de IFNi-y en los sobrenadantes de los cultivos 

anteriores también estaba disminuida (Fig. 9). La diferencia de la concentración de IFN-y 

entre los sobrenadantes de los gntpos tratados con el factor de metacéstodo y el testigo fue 

evidente. La diferencia fue estadísticamente significativa entre los valores de las medias del 

grupo testigo y aquellos de los tratados con FM. Los valores de significando fueron de 

pl0.0013 para los experimentos con !O pg de FM y p-0.0004 para aquellos con 20 lir. 
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Fig. 9. Producción de IFN-y en sobienddanies de linfocitos estimulado con 	A en ptc,cnent del f.irur 
de inetacctstodo. las barcas representan la medir de 3 expenincntos 1)5 p 04013 	( 	s 10 y 
Ir 0,0004 Ctrl (+) vas 20 wiluando una prueba de r 

En el experimento de reconstitución con 	no se logró restituir la proliferación 

de linfocitos estimulados con Con A en presencia del fui« de memeéstodo, con las dosis 

utilizadas de r11S-y (Cuadro 5 y Fig. 10). El análisis estadístico no mostró una diferencia 

significativa entre las diferentes dosis de rIFN-y de los grupos testigos. pero mostró una 

diferencia significativa entre el grupo testigo y cada uno de los grupos problema. 

Cuadro 5. Ensayo de reconstitución en la proliferación de linfocitos estinsulados con Con A y suprimidos 
con FM (10 pg) en presencia de diferentes concentraciones de r IFN-y. 

rIFN-y (nrim1) Con A 

media (Cpm) s O.S. 

Con A 4-  FM (10 pg) 

inedia (CPM) t II 5 

Poreiento de 

Iteconstiluelón 

0 14,380 :i. 2,9181  6,867 ± 7/17 48 

1 15,622 a 3,0271  6,7061: 398 47 

5 10,816 í 506/  5.895 .1: I .0501--  41 

4.324 ±-1--.Wir  --- --- - — Mi----  --- - 10 9,311 .t 	1781  

20 13.930 :t. 240 ----  ----T.-É771 7-7-4-5-1--  - 	----11------ 

(a) No se encontraron diferencias significativas entre 0 y las 4 dosis de OEN, / en los testigos (ANOVA): 
p<0.05 en (a) vs (b), (a) vs (e), (a) es (d). (a) es (e) y.  (a) es (O utiliumdo Ulla prueba de 
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Fig. ID. Reconstitución de la respuesta prolifeialk a por la adición de di:N-y en cultivos de linfocitos 

estimulados con Con A en presencia de lb ng del fautor de inetacesnxio. Las barras representan la 
inedia de 3 experimentos INS y el Cul t i es sin rlIN-3. p-.0.05 en todos los casos utilizando una 

prueba de 

Interlelicina 4 (11,4) 

Con el objeto de saber d la disminución observada en la producción de 11-2 e 

ITN-y, se debía a una supresión generalizada o bien a un aumento en la producción de 

citocinas propias de células Th2, las cuales pudieran estar modulando la expresión de 

citocinas de Thl, se procedió a determinar la concentración de 11-4 e 11.-10. 

Se determinó la concentración de 11-4 en los mismos sobrenadantes obtenidos para 

la determinación de la concentración de 	(Fig. 5), los resultados mostraron que la 11.4 

se encontró disminuida al igual que 11.2 e ITN-y como se puede observar en la fig. I I. La 

diferencia en la concentración de 11-4 observada en los sobrenadantes con respecto al 
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control fue clara, el análisis por medio de una prueba de t nuestro que la diferencia lile 

significativa con un valor de p-0.001 para I() pg y p-0.004 para 20 pg del factor de 

me tac és todo. 

I I 

Ctrl - 	Ctrl 10 	20 

pg factor 

Fig. 11. Producción de 11,-4 de sobrenadantes de linfocitos estimulados con Con A en presencia del facto' 
metacéstotio. Las barras representan la inedia de 3 experimentos z DS. 1) ,(40010 Cul 	ss 10. y 
p-0.0040 Cul (+) sis 20 utilizando una prueba de 

Debido a que 11.-4, al igual que 1L-2, es un factor de crecimiento para células 

procedimos a probar si la citocina recombinante era capaz de revertir el efecto supresor del 

fitctor de metacéstodo en un ensayo de proliferación. En la figura 12 y el cuadro 6 se 

muestran los resultados de dicho ensayo, en donde se observa que rIL-4 reconstituyó en 

71% la proliferación celular con la dosis más alta (12(1 U/m1), aunque no con la misma 

eficiencia que rlL-2. La prueba de ANOVA entre las diferentes dosis de r11.-4 de los grupos 

testigos no mostraron una diferencia significativa, mientras que la prueba de t mostró una 

diferencia significativa entre los cultivos tratados con O y 12 U/ml y su testigo con un valor 

de F0.02 y p-0.04 respectivamente. 
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Fig. 12. Heck) de diferente, concentraciones de r11.-4 sobre la respuesta proliferariva de los linfocitos 
estimulados con Con A en presencia de 1(1 pg del factor de InetacIstotio. 1.as barras representan la 
media de 3 experimentos < DS y el Cul )')c,  sin r11.-4- p-0 02 ClrItt ) es O. p-0-04 Ctr1 t • / es 12 
y p-0.2074 Cul y 1 ss 12t1 liffiii.stIld0 lifla prueba de r 

Cuadro 6. Reconstitución de la proliferación de linfi.tcaos estimulados con Con A s  suprimidos con FM 
(10 pg) en presencia de diferentes concentraciones de r1L-1. 

(1i/m1) Con A 

media iCIttel 

Con A + FM (10 jtg) 

media (CI9)11 	D.S. 

Porciento de 

Reconstitución 

O 15,806 t 4,616 	357)1'.  29 

12 18,279 k 5,388 7,498 i 1,812 47 

120 1/1,146 ± 4,90271-  11,249 7578 71 

(a) No se encontraron diferencias significativas en re O y las 2 dosis de NI.- e» los testigos (ANOVA); 
ry-0.02 en (a) vs (b), o-0.O4 en (a) vs (e) y p-0.2074 en (a) es (d) utilizando una prueba de t. 
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(x-11,10 (pg/m1) 	 Con A 

media (CM11 D.S.  

O 	 8,145 

2 	 9,250 -t. 3,676 

4 
	

8,843 1,418' 

Factor (10 lig) 

media (cnt) D.S. 

4.728 ± 203.1  

5,394:i:4144  

Inierlem 	) 1) 111 -10) 

11.-10 es una eilOCilla pleiotropica que funciOna como un modulador importante de 

la respuesta inmune y de las funciones de células inmunológicas cuino la inhibición de 

reactives intermediarios de oxígeno y nitrógeno en macrokt,os, el incremento de la 

expresión de moléculas clase II del MI1C en linfocitos 11 pequeños y la supresión en la 

proliferación de linfocitos 1.  en presencia de células presentadoras de antígeno. lista 

citocina es capaz de inhibir funciones efectoras de macrOfagos, así como bloquear la 

síntesis de citocinas por parte los linfocitos 1 u otra población celular (bloom, et al. 1993). 

Debido a que la 11.-10 es capaz de inhibir la síntesis de otras citminas se decidió determinar 

la presencia de ésta en cultivos de células estimuladas con Con A en presencia de 10 rig del 

factor. Con este fin, se realizaron ensayos de neutralización por medio de mi anticuerpo 

monoelonal anti-11.-10 en los ensayos de transformación blastoide en presencia del factor. 

Gn el cuadro 7 y la figura 13 se muestran los resultados en donde se (Ibsen a que ninguna de 

las dosis de este anticuerpo fue capaz de revertir el efecto supresor del factor de 

tuetacéstodo sobre los linfocitos cultivados. 

Cuadro 7. Ensayo de reconstitución en la proliferación de linfocitos estimulados con Con A en presencia de 
diferentes concentraciones de u-11,10 y 10 pg del factor de inetacestodo 

(a) No se encontraron diferencias significativas entre O > 145 2 dosis de o -11,-10 en los testigos IANOVA); 
p<0.05 en la) ss (br, (a) vs (c) y (a) vs (d) ufiliando una prueba de 
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Fig. 13. Lfecto de diferentes concentraciones de anticuerpo <1.1L•10 sobre la respuesta prolifcratir a de los 
linfocitos estinitilados con Con A en presencia de 10 pg del factor de metacéstodu las barras 
representan la media de 3 experimentos Dti y el Cul (-1 es sin antid1.-10. p,0.05 en todos los 
casos Utilizando una prueba de r 

El análisis de varianza (ANOVA) entre las diferentes dosis de ex-11.-1() de los grupos 

testigos no mostró una diferencia significativa. mientras que la prueba de r mostró una 

diferencia significativa entre el control y los grupos con dosis de anticuerpos anti-11..-10 

< 0.05). 

Factor de Necrosis Amoral-u (INF-a) 

Considerando que la concentración de todas las citocinas estudiadas se encontraban 

disminuidas, se decidió estudiar el efecto del F\1 sobre la producción de una citocina, el 

TNF-o., que no es producida exclusivamente por linfocitos. Para esto se determinó la 

producción de TNF-a en una línea de macrdigos murinos IC-21 estimulada con 1,PS e 

IFN-y en presencia o ausencia del factor de metacestodos. 
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Los resultados mostraron que la liberación de INF-tx se encontró disminuida al 

igual que las otras eitocinas (Fig. 14), mostrando una relación dosis dependiente con la 

concentración del FM. 1:,1 análisis estadístico mostró una diferencia significativa con un 

valor de p-0.0212 para la dosis de 10 pg y un valor de p-0.0039 pata 2(1 lig del factor. 

5,000 

4,000 

;I: 	3,000 

ro 
2,000 . 

a 
1,000 

O 

Ctrl + 
	

10 lig  factor  20 

Fig. 14. 	Concentración de TNF-u en sobrenadantes ie macrótaeos. estimulados con rtlN•y y 1.11S en 
presencia del factor de metacéstodo durante •IB hes. Las !auras tepresentan la inedia de 3 
experimentos I1S p-0.0112 Col ( -) ss 10, y p,  0 0039 Cul ( 4 ) %S 20 utilizando una prueba de 
t. 
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Experimentos In vivo 

Con el fin de determinar si el FM atCcta la producción de citocinas in vivo, se 

inocularon ratones BALII/c con factor de metacéstodo (4 dosis de InD lig de FM cada una), 

y con células esplénicas de estos animales se realizaron pruebas de transformación 

blastoide. Los resultados mostraron una disminución significativa de incorporación de 

timidina el° entre linfocitos de ratones inoculados con el FM y linfocitos de ratones 

testigos (p--.0.0001) (Fig. 15). 

Fig. 15. Efecto del factor de metacéstodo sobre la proliftracitSn de células esplénicas de ratones inoculados 
con solución salina isotónica o con 100 pg del factor durante 12 (Has, las células se estimulan con 
Con A durante 48 hrs in vitro. Animales testigos (C) y animales con factor de metacéstodo (F). Las 
barras representan la media de 3 experimentos 1 l)S de cada animal. p-0.0001 CI y C2 vs FI y F2 
utilizando una prueba de t. 

De los cultivos de estas células se recuperaron los sobrenadantes, de los cuales se 

determinaron las concentraciones de 11'N-y e 11,-4 (Fig. 16 y Fig. 17). Los resultados 

mostraron una disminución no significativa estadisticamente en el caso de IFN-y. En 

cambio, la disminución de 11.-4, tuvo una alta significancia (p=0.0002). 
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Fig. 16. Concentración de IFN•y en sobrenadarles de linfocitos de animales inoculadas con factor de 
metacéstodo. Animales testigo (C) y amirnales con factor (F). las barras representan la media de 3 
experimentos i l)S. r0.05 C vs E utilizando una prueba de s, 

C 	 F 

Fig. 17. Concentración de IL•4 en sobrenadantes de linfocitos de animales inoculados con factor de 
metacdstodo. Animales testigo (C) y animales con factor (E). Las barras representan la media de 3 
experimentos t DS. p-0.0002 C vs F utilizando una prueba de t. 
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D1SCUSION 

Los resultados del presente trabajo mostraron la capacidad del l'irctor de metacéstodo 

para  inhibir significativamente (1'iii:005) la proliferación, tanto de linfocitos esplénicos 

obtenidos de ratones normales, como de linfocitos de ratones previamente tratados con el 

FM y estimulados in vitro con concanavalina. Asi mismo, se encontró una disminución 

significativa (' 1/40.02) de la concentración de citocinas (11.-2, 11,-4, INF-y y INF-o) en los 

sobrenadantes de los ensayos de proliferación de linfocitos y ensayos con macrOfagos 

deprimidos por el FM in vitro, en comparación con la concentración de citocinas en los 

sobrenadantes de linfocitos y macrófagos testigos También se encontró disminuida 

signiticativamente (1)<0.02) la concentración de 1L-4 y.  ligera pero no significatiY a (P>0.05) 

la de 11N-y en los sobrenadantes de las pruebas de proli feracii in de lintbcitos obtenidos de 

ratones tratados con FM. en relación con sus testigos. 

En los trabajos previos al presente (Molinari, et al. 1989; Molinari, et al. 1990; 'lato, 

et al. 1995) se reportó el aislamiento del FM y.  se observó su capacidad para suprimir la 

incorporación de timidina tritiada por linfocitos humanos y murinos estimulados con 

fitohemaglutinina y concanavalina respectivamente. Recientemente, (Tato, et al. 19%) 

encontraron que el FM inhibió la reacción inflamatoria alrededor de inelacéstodos de 

Ludri ,direrr implantados subcutáneamente en ratones, además de la disminución en las 

respuestas humoral y celular hacia antígenos del mismo metacéstodo, que indujo el FM en 

esos animales. 

La hipótesis central de estos trabajos gira sobre el papel del FM en la 

inmunosupresión reportada en neurocisticercosis humana y porcina. Ridaura (1987) 

observó ausencia de inflamación alrededor de inetacéstodos en pacientes asintomáticos e 

inmunodeprimidos. Del Brumo y Sotelo (1988) observaron una relación entre la ausencia de 

sintomatologla y la falta de inflamación en LCR en enfermos con neurocisticercosis. Otros 

investigadores han observado que cuando los parásitos están bién preservados y 
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probablemente vivos, ellos están rodeados 'muy a menudo por una discreta reacción 

inflamatoria (Márquez, 1971; habida. et al. 1882; Escobar. 1983; V illagrán, et al. 1988). 

En un estudio de 450 casos de neurocisticercosis entre personal miW.ar que regresó de una 

estancia en la India, Dixon y Lipscomb II 961), concluyeron que clínicamente la 

neurocisticercosis sigue un prolongado periodo asintomático antes de la aparición de la 

sintomatología (de 4 a 5 años). 

En estudios de cisticercosis porcina se ha observado una discreta reacción 

inflamatoria alrededor de los parásitos (1 letnández•Jaútegui, et al. 1973; Willms, et al. 

1980) y a veces ausencia de inflamación (Aloja y Vargas, 1988). Por otro lado, se ha 

observado una estrecha relación entre la alta viabilidad de los metacéstodos obtenidos de 

cerdos jóvenes naturalmente cisticercosos, el estado de inmunodepresión y la discreta 

reacción inflamatoria alrededor de ellos, la cual se puede comparar con la intensa reacción 

granulomatosa observada alrededor de los metacéstodos de cerdos inmunizados con 

antígenos del mismo metacéstodo de T. udrum e infectados experimentalmente con huevos 

de este parásito o de cerdos naturalmente cisticercosos e inmunizados (Molinari, et al. 

1983a; Molinari, el al. 1933b; Molaran, et al. 1985: Molinari, et al. 1993). 

Con todas estas observaciones se puede establecer una triada de signos como 

denominador común en la neurocisticercosis humana: un cuadro asintomático, parásitos 

presumiblemente viables y la ausencia o presencia de una discreta inflamación alrededor de 

los mctacéstodos. En contraste, la aparición y establecimiento de un cuadro clínico, 

concomitante con el desarrollo de un proceso granulomatoso alrededor de los parásitos 

cuando éstos están degenerados, sugiere que el metacéstodo de T. udium mientras está 

viable en los tejidos de sus huéspedes, debe estar produciendo sustancias que inhiben 

funciones inmunes por parte del huésped en contra del parásito. Se ha descrito que 

metacéstodos de raeniq 512. escapan a la destrucción mediada por complemento, al producir 

polisacáridos sulfatados que activan y consumen complemento (1lammerberg y Williams, 

1978), taeniaestatina que inhibe las vías clásica y alterna del complemento (Suquet, et al. 

1984) y paramiosina que inhibe elq (L'elche, el al. 1992). En otras investigaciones, se ha 
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observado que la proliferación de linfocitos estimulada por mitógeno y la producción de 

interleucina 2 (11,-2), son marcadamente disminuidas en presencia de taeniaestatina y en 

infecciones con E. kfinklickunb. o E. 	(Leid, et al. 1984; I,eid, et al. 1986; 

Burger, et al. 1986; Sciutto, et al. 1995). 

Los resultados descritos aquí sobre los efectos producidos en dos células diferentes 

(linfocitos y macrófagos) por parte del FM, en cuanto a la determinación de un parámetro. 

la  liberación de diferentes citocina_s, que en particular unas (1L-2 e 1NF-y) son producidas 

por una subpoblación de células T denominadas 111 y otras (II.-4 e 11,-10) son producidas 

por una subpoblación denominada Th2, y por otro lado, el TNF-ut producido por 

macrófagos, sugiere un mecanismo novedoso, aún no descrito. por el cual, el Fls1 inhiba la 

síntesis de proteínas de las células probadas. Un mecanismo inespecífico que afecte esta 

función en cualquier célula, no que solo afecte una subpoblación de células T y que este 

efecto a su vez conduzca a una ininunosupresión por innumomodulacion, como ocurre 

durante la schistosomiasis donde los cosinófilos del granuloma producen el péptido 

intestinal vasoactivo (VIP), que inhibe la proliferación y la producción de 11.-2 de linfocitos 

in rimo (Metwali, et al. 1993) o bien, como se ha reportado para Echinoweim 

Muldecultirk que en presencia de protoescolices los linfocitos disminuyen su prolit •ración. 

su producción de 11,-2 y la expresión del receptor de 11,-2 cuando son estimulados con 

Con A (Kizaki, et al. 1993). En otras parasitosis también se ha observado que los 

macrófagos o los productos de éstos ocasionan una disminución en la proliferación o 

producción de 11.-2 posterior ala infección con LeLyhmár tropio (Scott y Forren, 1981) 

Trypanumill ctuzi (Kierszenbaum, 1982) o anigia pahmi(Larrunie y Katz, 1983). 

El hallazgo de que 11.-4 e 11'N-y están también disminuidas en linfocitos 

provenientes de ratones tratados con FM, refuerzá la idea de que el FM está inhibiendo de 

manera inespecífico a células T, tanto a las de tipo Thl como a las de Th2, en particular su 

síntesis de proteínas. Los resultados reportados en el presente trabajo nos permite formular 
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la hipótesis de que el FM podría estar inhibiendo la síntesis de proteínas, por lo que 

tendríamos que diseñar un camino 111CtOdOkigiCO que nos permitiera dilucidar en primer 

término, sí el FM inhibe la síntesis de proteínas y en segundo. si es a nivel de transcripción 

o de traducción. 

Los experimentos de reconstitución con t'y-2 y IL-•1, son consistentes de que 

linfocitos en presencia del FM disminuyen la liberación de citocinas, principalmente las 

involucradas como factores de crecimiento. La reconstitución no alcanzó el 100 %, con 

1-11,2 se alcanzó un 85 %, lo que sugiere que otras proteínas pudieran estar también 

inhibidas en su síntesis y pudieran ser necesarias para alcanzar el nivel de proliferación 

como el de los linfocitos testigos. 

La disminución en la liberación de TNF-a a partir de una línea de macrófagos. al ser 

estimulada con LIS e II'N-y en presencia del FM, sugiere que la ausencia de ésta y otras 

citocinas prointlamatorias, sean las responsables de la inhibición de la inflamación 

observada alrededor de metacéstodos de heilia ,51ilirdll (lato, et al. en 1996). 

La posibilidad de que el FM pudiera estar induciendo la síntesis de 1E-10 producida 

por células Th2 y que esta citocina regulara la síntesis de citocinas de células Thl, como 

sucede en la infección por Leisluuritria áp, iYippPáltilti,Uhiá briisiilbsii o 5eht,510,512flIti 

llumwili (Mosmann y Moore, 1991; Moore, et al. 1993), resulta improbable ya que el 

experimento de neutralización indicó la ausencia esta citocina. Además, la disminución en 

la respuesta humoral nutrirla hacia antígenos del mismo metacéstodo (Tato, et al, 1996) 

correlaciona claramente con la ausencia de IL-10 (Liles y Van Voorhis, 1995). 

La mayor parte del conocimiento sobre la relación huésped-parásito en la 

cisticercosis de L .wlium aún está por dilucidarse, sin embargo uno de los problemas que 

deberá abordarse es el conocimiento sobre la estructura del FM y otro será el conocer que 

mecanismos opera el FM para inhibir procesos fisiológicos. 
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CONCIATSIONES 

I. El factor de metacéstodo de liluiiu állfilfill disminuye la proliferación tanto de linfocitos 

esplénicos obtenidos de ratones normales como de linhicitos de ratones previamente 

inoculados con él y estimulados in vitro con concanavalina A. 

2. La inhibición de la proliferación observada en los linfOcitos esplénicos de ratones 

normales tratados con el FM, se debe en parte a la disminución de 11..-2 e II..-4, en los 

cultivos estimulados con Con A, 

3. El efecto del FM en linfOcims de ratones normales asó como de ratones tratados 

previamente con él, es una disminución en la liberación de citucinas (11,2, II'N-y e 11.4) 

en los cultivos estimulados con Con A. 

4. El efecto del FM sobre los macról4os en cultivo, es una disminución en la producción 

de INF-a al ser estimulados con LIS e 11'N-y 
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