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1. Introduccion general

El estudio de las interacciones hospedador-parasito, nos ha permitido disponer de cierta
informacion sobre este historico dialogo entre el sistema inmune y un agente infeccioso.
Ambos participantes han mantenido este dialogo por millones de afos — intercambiando
golpes, revisando tacticas y realizando esfuerzos para obtener la mano mas alta. Los
parasitos iniciaron esta interrelacion con sus hospedadores para reforzar sus propias
chances de sobrevivencia, proliferacion y subsecuente diseminacion. Desde el punto de
vista del parasito, una interaccién estable implica un alto rango de prevalencia entre la
poblacién de hospedadores y una larga persistencia en estos con minimos sintomas de
la enfermedad. Alcanzar estas metas garantiza que el parasito amplié el tiempo de
reproduccion e invasion a un nuevo hospedador, forzando al sistema inmune a movilizar
el arsenal molecular y celular para frustrar la multiplicacion y favorecer la eliminacion el
agente infeccioso. En respuesta a esto, los parasitos protozoarios y helmintos han
evolucionado desarrollando diferentes estrategias para hacer frente a las amenazas del

sistema inmune del hospedador (Siracusano A. et al. 2008).

Algunas de las estrategias utilizadas por los parasitos son: a) la secreciéon de proteasas
(que degradan anticuerpos o moléculas del complemento)(Chapman C.B. & Mitchell GF
1982; Mejri N. & Gottstein B. 2009); b) la inhibicion de las vias de sefalizacion de las
células hospedador (Stanley A.C. & Engwerda C.R., 2007); c) inhibicion de la sintesis de
citoquinas criticas (McDowell M.A. & Sacks D.L., 1999), y d) la reclusién anatémica,
(Thompson R.C.A., 1995; Handman E., 1999; de Souza W. et a/. 2010) entre otros tipos

de estrategia.

El modelo experimental por excelencia para el estudio de las interacciones hospedador-
parasito ya sea en el caso de infecciones por parasitos protozoarios o parasitos
helmintos es el modelo del ratdén. Gran parte del conocimiento disponible sobre la
respuesta inmune que ocurre durante las enfermedades parasitarias proviene del uso
de este modelo. Las razones por las cuales se utiliza este modelo son varias: a) los
ratones son animales relativamente sencillos de manejar y trabajar a nivel de
laboratorio; b) se tiene un amplio conocimiento de su sistema inmune; c) se pueden
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utilizar cepas de ratones endogamicas que permite evitar las diferencias genéticas entre
hospedadores, abriendo asi la posibilidad de investigar los factores parasitarios que
puedan influenciar el resultado de la infeccidn. Al utilizar diferentes cepas de ratones
que difieren en la susceptibilidad a una determinada infeccién parasitaria, es posible
obtener un acercamiento a aquellas respuestas inmunes que son mas optimas para la
eliminacion de dicha infeccién. La importancia de esto Ultimo es clave para poder
desarrollar vacunas o estrategias de inmuno intervencién que logren inducir la

respuesta inmune mas adecuada para eliminar al parasito.
1.1. Infecciones por protozoarios

En los ultimos anos se han analizado las respuestas humorales y celulares en diferentes
cepas de ratones que difieren en la resistencia/susceptibilidad de frente a una

determinada infeccién parasitaria. A continuacién daremos algunos ejemplos.

Un ejemplo interesante del cual se conoce en detalle el factor asociado directamente
con la resistencia o susceptibilidad, lo constituye la infeccidon experimental por
Leishmania donovani. Leishmania es parasito protozoario intracelular obligatorio que
parasita diferentes especies y causa un amplio espectro de enfermedades que
colectivamente se conocen como Leishmaniasis, y que constituyen un importante
problema de la salud publica en varias partes del mundo (Stanley A.C. & Engwerda
C.R., 2007). En raton, el crecimiento temprano de Leishmania en macrofagos tisulares
esta determinado por un antiportador proton-cation fagosomal codificado por el gen
Slc11al. Las cepas de ratones genéticamente resistentes (ej. CBA) poseen un gen
Skc11al funcional que puede controlar el crecimiento temprano del parasito
independientemente de mecanismos inmunes adquiridos, de la Oxido nitrico sintasa
inducible o de la actividad oxidasa fagocitica. Las cepas de ratones susceptibles (gj.
C57BL/6 y BALB/c) poseen un gen S/cilal mutante, con una sustitucion (Gly por Asp
169) produciendo un producto génico Sikcli1al no funcional, que resulta en un
crecimiento desenfrenado del parasito. Sin embargo, la mayoria de los ratones

mutantes para Sl/c11al pueden controlar la infeccion hepatica después de un tiempo, y
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la tasa de resolucién esta ampliamente determinada por el haplotipo del complejo
mayor de histocompatibilidad, indicando un importante rol de las respuestas inmunes
adquiridas en la fase de control parasitario por el hospedador (Stanley A.C. & Engwerda
C.R., 2007).

En general, la cepa Balb/c es mas susceptible a la infeccién por 7rypanosoma cruzi
comparada contra la cepa C57BL/6 en términos de parasitemia incrementada vy
mortalidad dado un desafio similar de parasitos (Hoft D.F. et a/. 1993). Frente a una
misma dosis relativa de parasitos Bryan M.A. et al. (2010) observaron que la cepa
susceptible BALB/c muestra una activacion temprana de células B con expansion de las
células B de zona marginal, seguido a un importante aumento de células secretoras de
anticuerpos (ASC), pero sin formacién de ASC productoras de anticuerpos especificos
contra el parasito (Bryan M.A. et al. 2010). A su vez la activacién policlonal en la cepa
BALB/c estuvo asociada con una sostenida respuesta de citoquinas tipo Th2, pero con
una respuesta tardia de tipo Thl. Por el contrario observaron que la cepa resistente
C57BL/6 desarrolla mejores respuestas IgM e IgG especificas contra el parasito
(evaluado contra la proteina reguladora del complemento, CRP), detectandose
anticuerpos especificos a las dos semanas post infeccién, pero ademas con poca
evidencia de activacion policlonal B. A su vez, el andlisis de citoquinas en C57BL/6
demostrd que la respuesta humoral especifica estuvo asociada con una respuesta tipo

Th1, con produccion de IFN-y temprana.

Esta informacién sugiere que el sesgo genético del hospedador podria impactar
sensiblemente en el tipo de respuesta humoral que se desarrolla. En este contexto, la
infeccién por 7. cruzi de ratones susceptibles, induce un perfil de citoquinas tipo Th2 el
cual esta asociado con un incremento en la produccién de anticuerpos totales (no
especificos) concomitantemente con un retraso de la inmunidad humoral especifica
contra el patdgeno. Este estudio resalta la necesidad de considerar el efecto de sesgo
del hospedador cuando se estudia la respuesta inmune (celular y/o humoral) contra
cualquier patdégeno en el que se haya reportado activacion policlonal B durante la
infeccion (Bryan M.A. et al., 2010).
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En el caso del parasito intracelular obligatorio 7oxoplasma gondii, la resistencia
depende del reconocimiento del patdogeno por las células dendriticas y de la secrecion
de IL-12 por estas células y ademas por macrofagos y neutrdfilos, que a su vez
promueven la produccién de IFN-y en células T “respondedoras” y células NK (Blader &
Saeij, 2009; LaRosa D.F. et a/. 2008). El IFN-y, producido en respuesta a la expresion
de IL-12, es la citoquina critica para la resistencia, tanto para la infeccion aguda como
cronica. Varios efectores de IFN-y importantes para la resistencia han sido identificados
incluyendo, la familia p47 de GTPasas activada por IFN-y, oxido nitrico sintasa, e
indolamina dioxigenasa (Blader & Saeij, 2009). Estos genes blancos del IFN-y, afectan
el crecimiento de Toxoplasma por diferentes mecanismos (Blader & Saeij, 2009).

El IFN-y regula la expresién de sus genes efectores principalmente a través de la
activacion del factor de transcripcion STAT1. Cuando el IFN-y se une a su receptor
dispara la activacion de las quinasas de Janus (JAK1 y JAK2). STAT1 solo o en
combinacién con otros factores de transcripcion (como el Factor Regulador del
Interferén 1, IRF-1) induciran la transcripcion de los genes efectores importantes para
la resistencia contra 7oxoplasma (Blader & Saeij, 2009). Por esta razdn Toxoplasma ha
desarrollado formas para subvertir la sefializacion de IFN-y, permitiéndole convertirse
en un patdgeno exitoso y distribuido mundialmente. Debido a que la activacion de la via
de sefializacién STAT1 por IFN-y es esencial para el control del crecimiento del parasito,
se ha puesto mucho esfuerzo en dilucidar la forma que Toxoplasma inhibe Ia
transcripcion de STAT1 en células estimuladas con IFN-y. Existe cierta evidencia de que
Toxoplasma inhibe STAT1 por la regulacién al alza de las proteinas de sefalizacion
supresoras de citoquinas (SOCS) (Blader & Saeij, 2009). Las SOCS son una familia de 8
proteinas (SOCS 1-7 y CIS), que estan bien reconocidas como atenuadores de la
sefalizacion dependiente de IFN-y (Murray P.J., 2007). Estas proteinas afectan la
sefializacion del IFN-y ya sea inhibiendo la actividad catalitica de JAKs (SOCS1, SOCS3)
o inhibiendo el reclutamiento de STATs (CIS). La infeccion de macréfagos con
Toxoplasma regula a la alza los niveles de ARNm de SOCS-1 SOCS-3 y CIS. El rol de
estas proteinas en la evasion de la respuesta inmune por Toxoplasma fue establecido

mostrando que macréfagos infectados por Toxoplasma que expresaban de forma
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estable SOCS-1, SOCS-3 o CIS, eran incapaces, en respuesta al IFN-y, de producir éxido

nitrico o limitar el crecimiento del parasito (Blader & Saeij, 2009).
1.2. Infecciones por helmintos

Los helmintos son parasitos metazoarios que actualmente afectan a un cuarto de la
poblacion mundial produciendo en su mayoria infecciones cronicas (Hotez P.J. et al.,
2008). Dentro de los helmintos existen dos grandes clasificaciones los nematodos y los
platelmintos. Las infecciones por nematodos tanto en humanos como del ganado
contindan imponiendo una significativa carga de salud y econémica alrededor del
mundo. La organizacién mundial de la salud estima que hay mas de 1000 millones de
personas en el mundo infectadas con uno o mas de las especies patdgenas principales
de humanos: Trichuris trichuria, Asacaris lumbricoides y los gusanos con ganchos
Necator americanus'y Ancylostoma duodenalis. Los modelos murinos de infecciones de
nematodos intestinales, han probado ser un sistema relevante y manejable para definir
las bases celulares y moleculares en como el sistema inmune del hospedador regula la
resistencia y la susceptibilidad frente a la infeccion (Artis D., 2006). Mientras que la
susceptibilidad a la infeccién cronica es propagada por respuestas de citoquinas del tipo
Th1 (caracterizada por la produccion de IL-12, IL-18 e IFN-y), la inmunidad contra el
gusano nematodo adulto es criticamente dependiente de respuesta de citoquinas de
tipo Th2 (controladas por células T CD4" colaboradoras que secretan citoquinas IL-4,
IL-5, IL-9 e IL-13) (Artis D., 2006).

Existen dentro del intestino del hospedero diferentes mecanismos y células efectoras
que inducen la expulsién del parasito. Entre ellos tenemos, los mastocitos, las células
caliciformes, eosindfilos, anticuerpos, efectos fisioldgicos, inflamacion intestinal y células

epiteliales.

Las células epiteliales, por ejemplo, son muy importantes para la expulsion del
nematodo 7richuris muris en el modelo experimental murino, en el cual actian como
“escalera mecanica epitelial” (Cliffe L.J. et al, 2005). Cliffe L.J. et a/. (2005) comparan

la tasa de migracion celular epitelial y el recambio epitelial, en cepas de ratones que
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desarrollan una respuesta de citoquinas de tipo Th2 y expulsan el nematodo (BALB/c),
versus aquellos que expresan una respuesta de citoquinas de tipo Thl y desarrollan la
infeccion crénica (AKR). Los ratones de cepas resistentes (BALB/c) exhiben una tasa
mas rapida de migracidon celular epitelial por la columna de la cripta, alrededor del
periodo de expulsion del gusano (Cliffe L.J. et a/, 2005). La tasa del movimiento celular
epitelial estd bajo el control inmune mediante la citoquina interlequina-13 y la
quimioquina CXCL10. La citoquina critica protectiva de tipo Th2, IL-13, esta involucrada
en conducir una rapida migracion y recambio del epitelio, esencialmente creando una

|Il

“escalera mecanica epitelial” propuesta para desalojar a 7. muris de su nicho epitelial.
La expresion de la quimioquina CXCL10 inducida por el IFN-y reduce el recambio
epitelial en animales susceptibles. El bloqueo de esta quimioquina en ratones AKR
infectados revierte la acumulacion de las células proliferativas epiteliales, y resulta en
una potenciacion del recambio y la migracion de las células epiteliales conjuntamente
con la expulsidon de 7. muris (Cliffe L.J. et al, 2005). De hecho, el enlentecimiento de
las tasas de recambio celular epitelial podria ser una estrategia empleada por los
parasitos nematodos para promover su propia supervivencia (Cliffe L.J. et al, 2005).
Esta hipotesis esta apoyada por el hecho que se han encontrado factores derivados de
nematodos que pueden influenciar en la proliferacion celular del epitelio (Rikihisa Y. et

al, 1984; Huby F. et al., 1999).

Asi como para L. donovani se conoce con precision que el determinante de la
susceptibilidad de los ratones BALB/c y C57BL/6 es una mutacion genética en el gen
Skc11al que causa una proteina no funcional, es dificil determinar con precision las
causas de susceptibilidad en ratones infectados con parasitos helmintos, pues estos
ultimos son organismos de mayor complejidad, en donde participan un mayor nimero

de moléculas por parte del organismo invasor.

2. Echinococcus granulosus

2.1. Ciclo de vida basico
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El ciclo de vida de Echinococcus granulosus siempre involucra a un hospedador
definitivo que alberga al gusano adulto, y a un hospedador intermediario en el que se
desarrolla la larva o metacestodo (Figura 1). El hospedador definitivo (carnivoro) se
infecta por ingestién de protoscdlices, contenidos en quistes fértiles, los cuales se
desarrollan principalmente en las visceras del hospedador intermediario. Los
protoscoleces se desarrollan a gusanos planos (de 3 mm de longitud) el intestino del
hospedador definitivo, los cuales producen huevos. El hospedador intermediario,
(herbivoro u omnivoro), se infecta por la ingestion accidental de huevos distribuidos por
las heces del hospedador definitivo. Los huevos de este parasito son capaces de

sobrevivir al ambiente durante largos periodos (Thomson R.C.A., 1995).

2.2. Echinococcosis quistica

La infeccidn por la larva E. granulosus se conoce con el de término de enfermedad
hidatica, hidatidosis o echinococcosis quistica. Presenta una distribucion cosmopolita y
la transmisidn entre animales y humanos la hace pertenecer al grupo de enfermedades
conocidas como zoonosis (Thomson R.C.A., 1995). La infeccién por Echinococcus
granulosus presenta una prevalencia estimada en 6 millones de individuos infectados
(Siracusano A. et al., 2009).

2.3. Genotipos de E. granulosus

Una caracteristica sobresaliente en la biologia de £. granulosus es el hecho que a nivel
poblacional presenta un nuimero de variantes genéticas intraespecificas denominadas
cepas o genotipos, habiéndose identificado hasta la fecha 10 genotipos (denominados
G1-10) (McManus D.P. & Thompson R.C.A., 2003; Thompson R.C. & McManus D.P.,
2002). Cada genotipo se caracteriza por ser capaz de establecerse y desarrollarse en
quistes hidaticos fértiles en hospederos intermediarios especificos, aunque algunas
genotipos pueden infectar un rango mayor de hospederos pero produciendo
mayoritariamente quistes no fértiles. Por ejemplo, el genotipo G1 desarrolla quistes
fértiles en ovejas, pero también es capaz de infectar bovinos, cerdos, cabras,

camélidos, macrépodos y humanos aunque con una tasa de fertilidad menor a la
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observada en ovejas. Por el contrario, el genotipo G7 ha sido identificado
exclusivamente en cerdos y jabalies, salvo algunos casos excepcionales en humanos
(Thompson R.C.A., 2008; Schneider R. et al, 2010). Mas alla de la peculiaridad en la
especificidad por el hospedero intermediario, las distintas cepas de E. granulosus
presentarian caracteristicas propias en cuanto a sus ciclos de vida, velocidad en
alcanzar la madurez sexual, antigenicidad, epidemiologia de la transmision, sensibilidad
a agentes quimioterapéuticos y severidad de la infeccion (Thompson R.C., 2008). En
este sentido, nuestro grupo ha mostrado que el genotipo G1 es altamente infectivo en
ratones mostrando porcentajes de individuos infectados del 70-100% segun la cepa de
ratdn utilizada. Por el contrario, el genotipo G7 no fue capaz de establecer la infeccién
en todas las cepas de ratones analizadas (Cucher M. et al., sometido). Asi, el estudio
diferencial de la respuesta inmune frente a diferentes genotipos de E. granulosus
aportaria al disefio y desarrollo de reactivos diagnosticos, preparaciones vacunales y
quimioterapéuticos que generen un mayor impacto en la epidemiologia y control de la
hidatidosis.

2.4. Metacestodo de Echinococcus granulosus

Una vez ingeridos por el hospedador intermediario, los huevos liberan los embriones
(oncosferas) que penetran la pared intestinal, viajan a través de la sangre o la linfa, y
quedan atrapados en los érganos internos, donde se desarrollan en metecestodes. El
estadio de metacestodo o quiste hidatico se desarrolla en drganos internos del
hospedero intermediario (principalmente higado y pulmones), y esta compuesto de dos
laminas: una interna (capa germinal) y otra externa (capa laminar). La capa germinal
esta formada por una fina capa celular que limita una cavidad llena de liquido (fluido
del quiste hidatico, o fluido vesicular). Esta estructura basica se desarrolla tipicamente
como un quiste unilocular esférico y turgente, que crece mediante el incremento de
diametro. (Diaz A., et al.,, 2011).

La Capa Germinal forma vesiculas proligeras que por gemacion interna generan el

estadio de protoescdlex (PE) (Thompson R.C.A., 1995). Con el tiempo, las vesiculas se
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desprenden de la capa germinativa y flotan libremente en el interior del quiste
(vesiculas hijas); algunas se rompen y se liberan los protoscoleces que se acumulan
formando la denominada arenilla hidatidica. Hacia el exterior la capa germinal expone la
membrana plasmatica apical de su tegumento sincitial, que lleva microtriquias
truncadas. La capa germinal posee ademas células no sincitiales adicionales, incluyendo
musculares, de almacenamiento de glicdgeno, y células no diferenciadas. Hacia la
cavidad del quiste, no existe ni organizacion sincitial ni complejos de unién entre las
células, por lo que aparentemente el fluido intracelular de la capa germinal es continuo
con el fluido vesicular (Diaz A., et al, 2011). El quiste esta envuelto por una capa de
tejido conjuntivo o adventicia procedente de la reaccién inflamatoria del hospedador
(Siracusano A. et al., 2009).

Separando la capa germinal de la matriz extracelular y de las células del hospedador se
encuentra la capa laminar, una envoltura acelular rica en carbohidratos. La Capa
Laminar alcanza aproximadamente hasta 3 mm en £. granulosus y se describe como
una matriz extracelular especializada, disefiada evolutivamente para mantener la
integridad fisica del metacestode y para proteger las células de la Capa Germinal de la
inmunidad del hospedador. Es probable que la primera de estas demandas sea la que
determine el impresionante grosor de la Capa Laminar de E. granulosus. los quistes
hidaticos vivos son turgentes, y la presion desde el exterior es una gran amenaza para
el hospedador, como queda ilustrado por la ruptura traumatica de un quiste (Diaz A., et
al., 2011).

La sintesis de la capa laminar ocurre apenas después del comienzo del desarrollo del
quiste. Oncosferas de E. granulosus desarrolladas /in vitro secretan material fibrilar tan
tempranamente como a los tres dias luego de la activacién, aunque el primer material
que se asemeja a la malla madura de la capa laminar aparece al dia seis. Es probable
que cuando el metacestodo se desarrolla a partir de protoscélex, que necesita ser
reprogramado para el desarrollo reverso, la formacion de la capa laminar se retrasa,
apareciendo /n vitro aproximadamente a los 28 dias, o después de 20-40 dias /in vivo

(Diaz A., et al., 2011). Esta es una importante razon para estudiar la respuesta inmune
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temprana desencadenada por el hospedador, pues es aqui donde probablemente el

quiste en desarrollo sea mas susceptible al ataque inmune.

La infeccién secundaria por E. granulosus es un grave problema de salud publica que
ocurre luego de la ruptura accidental de un quiste hidatico fértil, y se debe a la
capacidad que tienen los protoscdlex de desarrollarse en nuevos metacestodos. El
modelo experimental de infeccidn secundaria consiste en la inoculacién intraperitoneal
de protoscolices viables en ratones inmunocompetentes y es ampliamente utilizado para
el estudio de la interaccidn hospedero-parasito, asi como para el analisis de nuevos
guimioterapéuticos o formulaciones vacunales. La infeccion secundaria experimental
ratones Balb/c puede dividirse en dos etapas: una etapa temprana (hasta el dia 20-30
p.i.) en la cual los protoscolices se diferencian a quiste hidatico (establecimiento de la
infeccién) (Richards K.S. et al, 1983), seguida de una etapa tardia en la cual los quiste

hidatico crecen y eventualmente se transforman en quiste hidatico fértiles (infeccidn

cronica).
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Figura 1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus. (Tomada de Moro P. & Schantz
P.M., 2009).

2.5. Respuesta Inmune contra E. granulosus

Las helmintiasis se caracterizan por desencadenar respuestas polarizadas de citoquinas
de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) con escasos o nulos componentes de tipo Thl. El rol de
estas respuestas en la interaccion hospedador parasito permanece desconocido en
muchas infecciones y no se correlaciona con resistencia en todos los casos (Baz A. et
al., 2006). Las citoquinas son importantes para la regulacion del sistema inmune y son
secretadas por una variedad de células en respuesta a estimulos propios y no propios.
La comunicacion entre células, en mismos sitios anatomicos o distantes, ocurre via
citoquinas que determinan la calidad y la intensidad de la respuesta inmune innata y
adaptativa (Baz A. et al., 2006).

Particularmente, en el caso de la infeccion en humanos por £. granulosus se ha
sugerido que las respuestas de citoquinas de tipo Th2 serian responsables de la
susceptibilidad a la enfermedad y se asociarian a los estadios cronicos de la infeccidn
(Mezioug D. & Touil-Boukoffa C., 2009). En el contexto del modelo experimental,
nuestro grupo ha mostrado que durante el establecimiento de la infeccidon existe una
clara respuesta de citoquinas de tipo Th2 tanto a nivel sistémico (Dematteis S. et al.,
1999) como local (Mourglia-Ettlin G. et a/., 2011a). Por lo tanto, dado que la infeccién
se establece exitosamente en presencia de este tipo de respuesta, nuestra hipotesis es
que las mismas no se asociarian con una respuesta inmune eficiente. Ademas, reportes
de nuestro grupo y de otros sugieren que respuestas de tipo Thl serian eficientes,
tanto en humanos como en el modelo experimental, para combatir el establecimiento
de la infeccién (Rogan M.T., 1998; Rigand R. et al, 1999; Rigano R. et al, 2001; Al-
Qaoud K.M. & Abdel-Hafez SK, 2008; Amri M. et al., 2007).

El resultado de la infeccidon por E. granulosus puede ser evaluado usando dos
parametros: el porcentaje de establecimiento de la infeccidn y la carga parasitaria. El

porcentaje de establecimiento de la infeccion es una medida indirecta de la eficiencia de
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la respuesta inmune temprana del hospedero, ya que se relaciona con la habilidad de
los protoscolices de sobrevivir y diferenciarse a quiste hidatico (nimero de quiste
hidatico desarrollados respecto al inoculo inicial de protoscdlices). Un menor porcentaje
de establecimiento de la infeccidn sugeriria una respuesta inmune temprana mas
eficiente. Por otro lado, la carga parasitaria evalua tanto el nimero de quistes hidaticos
desarrollados en un individuo como el volumen alcanzado por los mismos. De esta
forma, la carga parasitaria puede ser utilizada como una medida de la capacidad del
hospedero infectado para controlar el crecimiento parasitario: una carga parasitaria
baja sugeriria un buen control. En este contexto, nuestro grupo ha analizado el
porcentaje de establecimiento de la infeccidn y la carga parasitaria en diferentes cepas
de ratones concluyendo que ambos parametros son fuertemente dependientes de la
cepa de ratones utilizada. La mediana de los valores de porcentaje de establecimiento
de la infeccion para ratones Balb/c y C57BIl/6 fue de 7% y 1%, respectivamente
(Cucher M. et al., manuscrito en preparacion). Por su parte, la mediana de los valores
de carga parasitaria luego de 9 meses de infeccion fue de 26 mL para la cepa Balb/c y
12 mL para los ratones C57BI/6 (Mourglia-Ettlin G. et al, manuscrito en preparacion).
Estos resultados mostraron que la cepa Balb/c es susceptible a la infeccion por E.
granulosus, mientras que la cepa C57BI/6 mostraria cierto grado de resistencia. Por lo
tanto, dicha susceptibilidad diferencial a la infeccion motiva un estudio mas profundo y
comparativo de las respuestas inmunes tempranas ya que estas serian claves en el
resultado final de la infeccidn. De esta forma podriamos conocer cudles serian las

respuestas inmunes mas eficientes frente a la infeccién por £. granulosus.

La etapa en la cual se establece la infeccion es clave, ya que es el momento durante el
cual el parasito seria mas susceptible a la respuesta inmune. En este sentido, nuestro
grupo ha mostrado que la respuesta temprana de citoquinas en la cavidad peritoneal de
ratones Balb/c infectados muestra un comportamiento bifasico caracterizado por una
induccién temprana predominante de citoquinas de tipo Thl (IFN-y, IL-2 e IL-15),
seguida por un cambio rapido (dia 5 p.i.) hacia un perfil de citoquinas de tipo Th2 (IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) (Mourglia-Ettlin G. et a/, 2011a). Asimismo, se mostro
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también que E. granulosus induce tempranamente la produccién local de anticuerpos
IgM e IgG2b especificos contra antigenos de protoscolices, asi como IgG2b e IgG3 no
especificos, sugiriendo esto ultimo cierto grado de activacion policlonal de linfocitos B
locales (Mourglia-Ettlin G. et a/, 2011a).

En el modelo de ratén para la infeccidon secundaria de echinococcosis alveolar, estudios
en células del bazo de ratones C57BL/6 han mostrado una expresion inicial de
citoquinas orientadas hacia perfil tipo Thl (IFN-y e IL-2) observado en la infeccion
temprana, que en etapas posteriores de la infeccidon, gradualmente se reemplazan por
las citoquinas IL-4 e IL-5 que son del tipo Th2 (Mejri N. et al, 2011). Este cambio
gradual hacia un perfil de citoquinas tipo Th2 durante la infeccién crénica es
interpretado por Mejri N. et al (2011), como una activacion y al mismo tiempo
modulacion de la respuesta inmune del murino por parte de los metacestodes

proliferativos.

Ademas, células dendriticas aisladas de la cavidad peritoneal de ratones C57BL/6
infectados con echinococcosis alveolar en las etapas temprana (6 semanas) y tardia de
la infeccion (4 meses), expresan altos niveles de mRNA de TGF-B, mientras que los
niveles de mRNA de IL-10 e IL-12 (p40) permanecen regulados a la baja en ambas
etapas. Los autores reportan ademas, que células T peritoneales mostraron una alta
expresion de TGF-B, mientras que a su vez la expresion de IFN-y estaba regulada a la
baja (Mejri N. et al., 2011). Estas observaciones serian de importancia en el caso de la
infeccion experimental por £. multilocularis ya que el TGF-B tiene un importante rol
como modulador de la inmunidad y es secretado como un precursor inactivo, el cual

una vez activado inhibe la expresion de IFN-y (Taylor A.W. et al., 2009).

Por otra parte, se ha mostrado que la inducciéon de iNOS mediada por IFN-y podria ser
uno de los mecanismos de defensa del hospedador contra la infeccion de £. granulosus
en humanos. Amri M. et a/. (2007) analizaron el efecto del IFN-y sobre la viabilidad de
los protoscdlices en co-cultivo con células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

de pacientes con hidatidosis. Los autores observaron que las PBMC de pacientes con
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hidatidosis incubados solamente con IFN-y fueron efectivas en matar protoscolices.
Ademas, observaron que cuando estimulaban PBMC de pacientes hidaticos en co-cultivo
con protoscdlices con IL-10 o IL-4, la viabilidad de los protoscodlices era mayor que en
las PBMC no estimuladas (Amri M. et al. 2009). A su vez observaron que ésta reduccion
se correlaciona con una disminucidon en la produccidon de oxido nitrico por los PBMC
(Amri M. et al, 2009). Resultados obtenidos por nuestro grupo sugieren que la
secrecion temprana de IL-10, secretada por la células B en respuesta a glicoconjugados
de E. granulosus, podrian favorecer la sobrevida del parasito y el establecimiento de
una respuesta de citoquinas hacia perfil tipo Th2 (Baz A. et al., 2006). La interleuquina-
10 es una citoquina regulatoria clave ya que suprime las respuestas inmunes mediante

el bloqueo de produccién muchas citoquinas por diversos tipos de células.

Breijo M. et al. (2008) mediante el uso de camara de difusion implantadas en la cavidad
peritoneal, observaron que la inflamacion inicial alrededor de los parasitos no danados
disminuia pero no asi en aquellos parasitos que estaban dafiados. Ademas, en donde el
complemento habia participado en la induccion de la inflamacidn temprana, la
deposicion de C3 en los parasitos sanos habia progresivamente disminuido, e incluso
algunos parasitos no mostraban deposicion de C3 al dia 3 p.i. (Breijo M. et al., 1998;
Breijo M. et al., 2008). Los autores sugieren que el establecimiento de la infeccién y la
sobrevida del quiste podrian estar asociados, al menos en parte, con el control del

complemento en las fases iniciales de la infeccion (Breijo M. et al., 2008).

La funcion precisa de los eosindfilos en la infecciones parasitarias /in vivo permanecen
pobremente entendidas a pesar de que los eosindfilos han mostrado ser potentes
efectores matando parasitos /in vitro (Klion A.D. et al. 2004). A diferencia de los
protozoarios, los helmintos son demasiado grandes para ser fagocitados y sélo podrian
ser eliminados por estas células cuando han sido activadas por productos de la
respuesta inmune adaptativa. Durante la maduracion, liberacion al torrente sanguineo y
reclutamiento a los tejidos, los eosindfilos responden a sefales de citoquinas,
quemoquinas, y otros mediadores pro-inflamatorios a través de receptores celulares

especificos (Rosenberg H.F. et al, 2007). Durante las infecciones parasitarias, el
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numero de eosindfilos en sangre periférica se encuentran elevados debido a la
influencia de moléculas secretadas por células Th2 (IL-5, IL-13 y GM-CSF) y los
eosindfilos son reclutados hacia al tejido inflamado o dafnado selectivamente por la

quemoquina eotaxina (Shin M.H. et al., 2009).

A pesar del dogma predominante, los modelos animales no respaldan fuertemente un
rol indispensable para los eosindfilos en la inmunidad /7 vivo contra los parasitos
helmintos (Klion A.D. et al., 2004). De todas formas, los eosindfilos son uno de los tipos
de células presentes en los granulomas hidaticos, vy cierta evidencia sugiere que
contribuyen con la defensa del hospedador contra el quiste hidatico: (i) el nimero de
eosinofilos alrededor del quiste de bovinos infectados se correlaciona con el grado de
degeneracion del quiste, (ii) ratones deficientes de C5 (B10.D2 0/Snj) y que por tanto
tienen disminuida la capacidad de reclutar eosindfilos, muestran menores infiltrados de
eosindfilos en las etapas temprana y cronicas de la infecciébn que los ratones no
deficientes en C5 (B10.D2 n/Snj) (Ferreira A.M. et al., 2000; Ramos A.L. et al., 2006).

Ademas, se ha reportado que la proteina cationica de los eosindfilos (ECP) es capaz de
dafiar a protoscolices cultivados in vitro a concentraciones del orden micromolar. Esto
estaria reforzando la idea que los eosindfilos podrian tener un papel en el control de la
hidatidosis secundaria (Ramos A.L. et al, 2006). En quistes hidaticos humanos, se ha
observado que la proteina cationica del eosindfilo esta asociada con la capa laminar de
la pared de los quistes, y que también esta presente en concentraciones micromolares
en el liquido hidatico. Por esta razén, Ramos A.L. et al. (2006), sugieren que estos
resultados tomados en su conjunto sugieren la degranulacidon de los eosindfilos in vivo
en la interfase hospedero-parasito, y que la liberacién de la ECP podria actuar a
concentraciones tales que podrian ser potencialmente dafiina para el parasito (Ramos
A.L. et al., 2006).

En la infeccién intraperitoneal experimental en ratones C57BL/6 con metacestodes de £.
multilocularis, se reportd la ausencia de eosindfilos en la cavidad peritoneal, y ademas

un disminuido nimero de estas células en la sangre de los animales infectados (Mejri N.
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& Gottstein B., 2009). Interesantemente estos autores mostraron que los antigenos
(metabolitos de E/S y fluido vesicular generado /n vitro) del metacestodo E.
multilocularis contienen una cistein proteasa que es capaz de digerir in vitro a la
eotaxina. Los autores proponen que ésta inactivacion de la eotaxina por el fluido
vesicular o productos de E/S podria contribuir a explicar la ausencia de eosindfilos en la
cavidad peritoneal de ratones infectados con echinococcosis alveolar secundaria. La
ausencia de eosindfilos podria ser parte de una serie de eventos desplegados en la
cavidad peritoneal para mantener bajos niveles de inflamacion en ratones

experimentalmente infectados (Mejri N. & Gottstein B., 2009).

Algunos aspectos de los mecanismos mediados por C5, que podrian contribuir en la
defensa del hospedero, en la infeccion secundaria de ratones B10.D20/Snj por E.
granulosus, fueron analizados por Ferreira et al. (2000). Los autores sugieren, que
podria ser probable que C5a fuera responsable de la infiltracion de eosinofilos,
teniendo en cuenta que la falta de quimiotaxis mediada por C5a, no pudo ser
compensada por mecanismos redundantes, como por ejemplo la eotaxina o MIP-1a
(Ferreira A.M. et al., 2000).

3. Inmunomodulacion

La inmunoregulacién por parasitos es un concepto global que incluye la supresion,
desviacion y conversion de la respuesta inmune del hospedero para beneficio del
patdgeno. Mientras muchos parasitos escapan al ataque inmune por variacion de
antigenos de superficie, los helmintos aparentan prosperar en localizaciones
extracelulares expuestas, como los tractos linfaticos, la sangre y los intestinos (Maizels
R.M. et al, 2003). Los productos de excrecién/secrecién de nematodes, trematodes y
cestodes contribuyen a las estrategias de evasidon inmune del parasito a través de
mecanismos que incluyen la “muda” de ligandos y células unidos a su superficie;
alteracion de las funciones de linfocitos, macréfagos y granulocitos; la modulacion del
sistema complemento; y la modulacién de otras respuesta inmunes inflamatorias del
hospedero (Lightowlers M.W. & Richard M.D., 1988).
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El termino inmunomodulacion es usualmente definido como “un cambio en el sistema
inmune, causado por agentes que activan o suprimen su funcidén”. El quiste hidatico
secreta y expone numerosas moléculas inmunomoduladoras al sistema inmune del
hospedador. Estas moléculas podrian ser capaces de modular tanto las respuestas de la
inmunidad innata como la adaptativa, y aparentemente tendrian como blanco tanto las

respuestas celulares como humorales (Siracusano et al., 2008).

El principal antigeno con caracteristicas inmunomoduladoras presente en liquido
hidatico de E. granulosus es el antigeno lipoproteico llamado antigeno B (AgB) (Mamuti
W. et al., 2006). La abundancia del AgB en el liquido hidatico sugiere que este antigeno
podria tener un rol bioldgico importante en la infeccidon por £. granulosus (Siracusano A.
et al., 2008). El AgB podria eventualmente influenciar el balance de las respuestas tipo
Th1/Th2 preferencialmente hacia un perfil tipo Th2, ya que PBMC de pacientes con
hidatidosis estimulados con el AgB producen IL-4 e IL-13, con bajas concentraciones de

IFN-y, pero no producen IL-12 (Rigano R. et al/., 2001).

Los glicoconjugados son componentes importantes de la capa laminar del quiste y del
tegumento del protoscdlex (McManus & Bryant, 1995) y podrian ser capaces de inducir
una fuerte respuesta de anticuerpos durante la etapa cronica de la infeccion
experimental. La respuesta de anticuerpos en el modelo experimental de la hidatidosis

secundaria ha sido bien caracterizada. (Ferragut & Nieto, 1996; Severi et al., 1997).

Por otra parte nuestro grupo ha analizado la respuesta de anticuerpos de ratones
BALB/c infectados con E. granulosus en las etapas temprana de la infeccién, y ha
mostrado que la misma esta dirigida principalmente contra epitopes glucidicos (Baz A.
et al, 1999). Dematteis S. et al (1999) mostraron que los glicoconjugados de
protoscolices E. granulosus tienen un efecto en la respuesta celular durante la infeccién
temprana en ratones BALB/c. Los autores mostraron que estos glicoconjugados eran
reconocidos por el suero de ratones BALB/c infectados, y podria tener una funcién

inmunomoduladora a través de la induccidon de la secrecion de IL-10. De esta forma,

21
Rafael Capurro Gari



Andlisis de la respuesta inmune temprana en ratones C57BI/6 frente a la infeccién secundaria
experimental por Echinococcus granulosus

los glicoconjugados de protoscolices podrian contribuir en la induccién temprana de una

respuesta de citoquinas de tipo Th2.

4. Inmunoproteccion

Se han realizados diferentes ensayos de inmunizacion en ratones con resultados de
proteccion satisfactorios (Sun J. et al,, 2011; Lightowlers M.W. et al., 1996; Lightowlers
M.W. et al, 1999; Siles-Lucas et al, 2003; Al-Qaoud K.M. & Abdel-Hafez SK, 2005). Las
actuales investigaciones para desarrollar vacunas utilizando un criterio racional y que
sea efectiva contra helmintos apuntan en los roles bioldgicos que juegan las proteinas
en el parasito, y en discernir cuales son los mecanismos que induzcan una respuesta
inmune efectiva contra los parasitos (Ligthowlers M.W. et al, 2004). Las proteinas
recombinantes de E£. granulosus y los péptidos sintéticos han mostrado ser mas
especificos para propositos de diagnostico que los antigenos nativos y las fracciones de

subunidades purificadas (Carmena D. et al., 2006).

Ratones ICR (ratones outbred, son colonias que se mantiene con una composicion
genética variable cercana, ICR es la sigla de “Imprinting Control Region”) inmunizados
con miofilina recombinante de £. granulosus (rEg.myophilin) una reduccién importante
de la carga de quistes, observandose ademas, un aumento en los titulos de IgGl,
IgG2a e IgE especificos acompafiado por un significativo incremento de los niveles de
IFN-y e IL-4. Es de notar, que los animales del grupo control mostraron niveles
aumentados de IL-10, se observd cierta tendencia a estar disminuida en el grupo
inmunizado, (Sun J. et al,, 2011).

Otra proteina que ha mostrado gran eficacia en los ensayos de inmunoproteccion es el
antigeno EG95. La vacunacion en ovinos con EG95 confiere un alto grado de proteccion
frente al desafio de huevos del parasito (Lightowlers M.W. et al., 1999). Este ensayo
mostro que la vacunacién reducia el nimero de quistes viables en un 99% comparado
contra los controles sin vacunar (Lightowlers M.W. et a/,, 1999). EG95 esta altamente
expresado en las oncosferas, el estadio parasitario que activamente invade al

hospedador intermediario (Haag K.L. et a/, 2009). Sin embargo en oncosferas que no
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han sido activadas o han sido recientemente activadas EG95 presenta una distribucion
limitada a dos pares de células bilaterales, que son células glandulares de penetracion
(Jabbar A. et al, 2011). Esta poca presencia inicial de EG95 en la superficie de las
oncosferas sugiere que el parasito no seria susceptible a un anticuerpo inducido por
vacuna y ataque mediado por el complemento hasta que algun desarrollo post-
oncosfera haya ocurrido (Jabbar A. et al, 2011). Ademas existe variabilidad de EG95
entre distintas especies de Echinococcus, que podria influenciar plegamiento de la
proteina (Haag et al, 2009). Se ha propuesto que una mezcla de las isoformas de EG95

podria maximizar la eficacia de la vacunacién (Haag et a/., 2009).

Al-Qoaud et al., (2005) lograron inducir proteccién contra la infeccién secundaria de
ratones Balb/c utilizando AgB como antigeno. Sus resultados mostraron un 98% de
reduccion de carga quistica. Esta reduccion estaba acompafiada de altas
concentraciones de IFN-y secretado por esplenocitos re-estimulados /n vitro, en
comparacion con las células de los ratones inmunizados con un homogenizado crudo de
fluido hidatico o protoscdlices. A su vez el andlisis cinético de las inmunoglobulinas en
los ratones inmunizados con AgB mostraron un aumento persistente de las subclases
IgG1 e IgG2a hasta los 5 meses, mientras que IgG3 mostrd un declive después de un
mes de infeccién. Mientras que los grupos infectados no inmunizados mostraron un
aumento de todas las inmunoglobulinas (Al-Qaoud K.M. & Abdel-Hafez S.K., 2005).

Las proteina 14-3-3 han sido descritas y caracterizadas en varios parasitos, y han sido
estudiadas en E. granulosus 'y E. multilocularis. Estas son proteinas diméricas acidicas
altamente conservadas de 30~kDa encontradas en todos los eucariotas. Funcionan en
sefializacién celular, regulacion del ciclo celular, trafico intracelular, y otros procesos por
modulacién de interacciones proteina-proteina (Aitken A., 2006), y estan presentes
tanto en el tejido del metacestodo como en los protoscdlex (Siles-Lucas et al., 2003).
E14t es una proteina del tipo 14-3-3 que se encuentra en E. multilocularis y E.
granulosus. La vacunacién con la proteina recombinante E14C (porcion carboxilo

terminal de E14t) en ratones BALB/c, resulta en una reduccidn en la carga parasitaria
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de 97.35% frente al desafio oral de 2000 huevos de E. multilocularis (Siles-Lucas et al.,
2003).

Ademas de inmunizaciones con proteinas, otros trabajos han inyectado vectores de
expresidn con promotores murinos que contienen marcos de lectura abierta para
distintas citoquinas. Al-Qaoud & Abdel-Hafez SK, (2008) con, inyectaron al dia 28 p.i.
promotores con marcos de lectura abiertos (ORFs) para IFN-y, IL-12, o IL-4 a ratones
BALB/c infectados con protoscélices. La evaluacion de la carga de quistes (determinado
como el numero total de los quistes multiplicado por el promedio del diametro de los
mismos en cada ratdn) a la semana 22 pi.infeccion, mostrd una significativa reduccién
en los ratones inyectados con IFN-y e IL-12 (60% y 47% respectivamente). En
contraste, los ratones inyectados con IL-4 mostraron un incremento de seis veces en
comparacion al grupo control (inyectados con plasmidos vacios) (Al-Qaoud K.M. &
Abdel-Hafez S.K., 2008).

5. Objetivos

El objetivo de este estudio es ampliar la informacidén existente sobre la respuesta
inmune temprana en infecciones experimentales por £. granulosus. Para este propdsito
en este estudio se realizd un analisis comparativo de la respuesta inmune temprana en
cepas murinas endogamicas que muestran diferencias en susceptibilidad frente a la
infecciébn secundaria por E. granulosus. Especificamente, se estudid en forma
comparativa la respuesta de citoquinas a nivel de la cavidad peritoneal y la respuesta
de anticuerpo especificos a nivel sistémico en ratones Balb/c (alta susceptibilidad) y

C57BI/6 (baja susceptibilidad) infectados con protoscdlices £. granulosus (genotipo G1).
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MATERIALES Y METODOS
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1. Animales.
Para los experimentos se utilizaron ratones hembras Balb/c y C57BI/6 de 6-8 semanas
de edad obtenido del DILAVE. Se mantuvieron los animales en el Bioterio de
Experimentacién de la Catedra de Inmunologia (Instituto de Higiene) en condiciones
asépticas con ciclos de luz/oscuridad y temperatura controlada, alimentados con racion

y agua ad libitum.

2. Parasitos.
Los protoescoleces se obtuvieron por puncidon aséptica de quistes hidaticos bovinos
fértiles segun Baz A. et al. (1995). Los parasitos se lavaron varias veces con buffer
fosfato salino (PBS) pH 7.2 conteniendo gentamicina (40 pg/mL). La viabilidad de los
parasitos se determind por exclusion de eosina (Dematteis S. et a/., 2003) y actividad
de las células flamigeras (Gurri J., 1963). Se utilizaron solo aquellos lotes con una

viabilidad superior al 90%.

3. Infecciones experimentales.
Se inocularon ratones Balb/c (n=4) y C57BI/6 (n=15) por via i.p. con una suspension de
2000 protoescoleces vivos en 200 UL de PBS estéril. Ratones Balb/c (n=5) y C57BI/6

(n=8) inoculados i.p. con 200 pL de PBS estéril se utilizaron como grupos control.

4. Obtencion de suero.
La sangre de ratones infectados y ratones control previamente anestesiados con
isofluorano se obtuvo mediante puncién capilar y retrorbital. El suero se separd dejando
coagular la muestra de sangre durante 2 hs. a 37°C, y se almacend a -20°C hasta su

uso.

5. Obtencion de células peritoneales.
Se sacrificaron los animales con distinto tiempo de infeccidn, para Balb/c el dia 1: n=9,
y para C57BL/6 en los dias 1, 3, 5y 7 p.i., por dislocacion cervical previa anestesia con
isofluorano. Se lavo la cavidad peritoneal de los ratones con 5 mL de medio de cultivo
frio RPMI 1640 suplementado con 2% de suero fetal bovino (FCS). La suspension
celular obtenida se centrifugd durante 7 min. a 1200 r.p.m. y a 4°C y luego se trato con
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buffer de lisis de eritrocitos (Lysis Buffer, Sigma). Finalmente, se lavaron tres veces con
PBS estéril y frio, se resuspendieron en 500uL de TRIzol® (Invitrogen) y se

conservaron a -80C hasta su uso.

6. qRT-PCR para citoquinas.
El andlisis por qRT-PCR para citoquinas se realiza sobre células peritoneales totales de

ratones para los dias 1, 3, 5y 7 post infeccion y controles.

6.1  Extraccion de ARN.

La extraccion de ARNm se realiza siguiendo las indicaciones del fabricante de TRIzol®

(Invitrogen). Brevemente, se centrifugan las células obtenidas durante 7 minutos a
1200 r.p.m. y 4C, y se las resuspende en TRIzol® a una concentracién de 1x10’
células/mL y se congelan a -70 C hasta se procesamiento. Una vez descongeladas se
toma una alicuota de 500 pL, se centrifuga durante 10 minutos a 12.000 gy 4 C, y el
sobrenadante obtenido se deja reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se agregan 100 pL de CHCl; y se mezcla por inversion suave hasta alcanzar
monofase. Se deja reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifuga
la muestra durante 10 min. a 12.000 g y 4 C. Posteriormente, se recolecta la fase
acuosa (superior) y se la centrifuga nuevamente en las mismas condiciones. A la fase
acuosa resultante se le agrega 250 L de isopropanol y se deja reposar durante 10 min.
a temperatura ambiente. Seguidamente, se centrifuga la muestra durante 10 min. a
12.000 g y 4 C, y se descarta el sobrenadante. El pellet se lava con 500 uL de etanol
75% y se centrifuga nuevamente durante 10 min. a 12.000 g y 4 C. Luego de descartar
el sobrenadante, se deja secar el alcohol remanente durante 30 min. a temperatura
ambiente. El pellet final seco se resuspende en 45 puL de H,0 libre de nucleasas y se
calienta durante 10 min. a 65°C. Mediante geles de agarosa se analiza la integridad de
los ARN extraidos, y se determina la concentracion mediante la absorbancia a 260 nm
(A260) utilizando un Nanodrop (Thermo Scientific). La relacion Aygo/Azs0 Se utiliza para

analizar la contaminacion de proteinas (Sambrook & Russel, 2001).

6.2 Tratamiento con DNasa.
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La remocion del ADN gendmico potencialmente contaminante en la muestra se realiza
previo a la transcripcion reversa mediante tratamiento con DNasa I (Invitrogen)
siguiendo las intrcciones del fabricante. Muy brevemente, se incuba 0.35 UI de DNasa I
cada 1 pg de ARN total en la mezcla de reaccion durante 15 min. a temperatura
ambiente. Luego, se inactiva la enzima mediante la adicion de 2.5 mM EDTA y

calentamiento durante 10 min. a 65°C.

6.3 RT.
La sintesis de ADN copia (ADNc) se realiza mediante el uso de la transcriptasa reversa
M-MLV (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incuba conjuntamente
1 pug de ARN con 0.2 g de primers hexaméricos aleatorios (Invitrogen), 0.5 mM dNTPs
(Invitrogen), 10 mM DTT (Invitrogen), 40 UI RNaseOUT (Invitrogen) y 200 UI de M-
MLV transcriptasa reversa (Invitrogen) en un volumen final de 20 yL. Muy brevemente,
la mezcla final de reaccion se incuba durante 50 min. a 42°C seguido de una incubacion
durante 15 min. a 70°C. El ADNc generado se diluye en un volumen final de 80 pL en

H,O libre de nucleasas y se almacena a -20°C.

6.4 Primers.
Las secuencias de los primers especificos a utilizar para la amplificacion de los ADNc
correspondientes a ARNm murinos para citoquinas (TNFa, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, TGF-B) se muestran en la tabla 1. Los primers se
obtuvieron de la empresa Operon. La B-actina de raton (expresion constitutiva) se

utiliza como gen normalizador.

6.5 PCR.
Se realizaran las PCR cuantitativas o en tiempo real (qPCR) utilizando QuantiTech SYBR
Green PCR Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones se
realizan en un volumen final de 10 pL conteniendo 5 pL de QuantiTech SYBR Green
PCR Kit (QIAGEN) y 2 pL de ANDc (previamente diluido '4), en presencia de 0.9 uM de

cada primer especifico. Se realizan las gPCR en un Rotor-Gene 6000 (Corbett Life
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Science). Muy brevemente, se desnaturalizan las muestras durante 15 min. a 95°C y
seguidamente se aplican 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min. a 60°C.

La calidad del ADNc se estudia analizando la B-actina y solo se incluyen en el analisis
aquellas muestras con un valor de Ct menor a 20. Las cantidades relativas de los ARNm
en cada muestra se calcularan utilizando el método 22" (Livak K.J. & Schmittgen T.D.,
2001) donde ACt = Ctanaiito - Ctp-actina- S€ €xpresan las mismas como el incremento en

veces de la muestra en estudio respecto al promedio del grupo control.

PRODUCTO
PRIMER SECUENCIA AMPLIFICADO
(pb)
B-actina-F GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
B-actina-R CGTCATCCATGGCGAACTG o8
IL-10-F CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA
IL-10-R TGCTCCACTGCCTTGCTCTT o1
IL-6-F GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA 28
IL-6-R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
TNFa-F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
TNFa-R CCTCCACTTGGTGGTTTGCT o3
IL-17A-F CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC
IL-17A-R GGGTCTTCATTGCGGTGG *
IFNy-F TCAGCAACAGCAAGGCGAAA 0
IFNy-R CCGCTTCCTGAGGCTGGAT
IL-4-F ACAGGAGAAGGGACGCCAT
IL-4-R GAAGCCCTACAGACGAGCTCA >
p35-IL12-F ATCACACGGGACCAAACCA -
p35-IL12-R CAGGCAACTCTCGTTCTTGTGTAGT
IL-5-F AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT 117
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IL-5-R TCCAATGCATAGCTGGTGATT

IL-13-F GGAGCTGAGCAACATCACACA

IL-13-R GGTCCTGTAGATGGCATTGCA 2
IL-2-F CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA

IL-2-R CTTTCAATTCTGTGGCCTGCTTGGG >
IL-15-F CATCCATCTCGTGCTACTTGTGTT

IL-15-R AGGGAGACCTACACTGACACAGCCCAAAA o1

Tabla 1. Primers especificos de secuencias murinas para qPCR de citoquinas. Se indica
la secuencia para cada uno de los primers (forward y reverse) y el tamano de los

productos amplificados en pares de bases (pb).

7. Cuantificacion de anticuerpos totales por ELISA.
La cuantificacion de anticuerpos totales de los isotipos IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3
se realizd mediante ELISA de captura. Muy brevemente, se sensibilizaron placas de
microtitulacion de 96 pocillos durante toda la noche a 4°C con diluciones adecuadas de
antisueros de cabra anti-isotipos de ratdn (Sigma) en PBS. Se descartaron los
sobrenadantes y se bloqueo con 200 pL/pocillo de PBS-Seroalbimina Bovina (BSA)(1%)
incubando durante 1 h. en cdmara himeda a temperatura ambiente. Luego se descarto
el sobrenadante y se lavaron las placas dos veces con 200 pL/pocillo de PBS-
Tween(0.05%), incubando 3 min. cada vez, y se dispensaron 100 pL/pocillo de las
muestras diluidas en PBS-BSA(1%)-Tween(0.05%). Se emplearon como estandares
cada uno de los isotipos de ratdn purificados (Sigma) realizando diluciones seriadas al
medio en PBS-BSA(1%)-Tween(0.05%). Se incubaron las placas durante 2 horas a
37°C en camara humeda. Luego se descartaron los sobrenadantes, se lavo la placa 3
veces con PBS-Tween(0.05%) y se dispensaron 100 pL/pocillo del segundo anticuerpo
(anticuerpo monoclonal especifico para cada isotipo conjugado a peroxidasa, Sigma)
diluido en PBS-BSA(1%)-Tween(0.05%). Se incubd la placa durante 1 h. en cdmara

humeda a 37°C y luego se lavaron 4 veces con PBS-Tween(0.05%), con un lavado final
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con PBS. Por ultimo, se dispensaron 100 pL/pocillo de solucion de H,0, 30% como
sustrato y ortofenilendiamina (OPD) con agua MiliQ como cromodgeno y se incubd
durante 30 min. en cdmara himeda a temperatura ambiente en oscuridad. La reaccion
se detuvo con 50 pL/pocillo de H,SO4 3M y se midid la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotometro para placas (Titertek Multiscan Plus, Flow Laboratories, Helsinski,

Finlandia).

8. Deteccion de anticuerpos especificos contra antigenos somaticos de
protoescolex por ELISA.

Se analizd por ELISA los titulos de anticuerpos IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3
especificos contra antigenos somaticos de protoescélex (PSA) en suero. Muy
brevemente, se sensibilizaron placas de microtitulacion de 96 pocillos durante toda la
noche a 4°C con PSA (10 pg/mL en proteinas) diluidos en PBS. Se descartaron los
sobrenadantes y se bloqued con 200 pL/pocillo de PBS-BSA(1%) incubando durante 1
hora en camara himeda a temperatura ambiente. Luego de descartas el sobrenadante,
las placas se lavaron dos veces con 200 pL/pocillo de PBS-Tween(0.05%), incubando 3
min. cada vez, y se dispensaron 100 pL/pocillo de las muestras diluidas en PBS-
BSA(0.5%)-Tween(0.05%). Se incubaron las placas durante toda la noche a 4°C en
camara himeda. Luego de descartar los sobrenadantes y lavar las placas 3 veces con
PBS-Tween(0.05%), se dispensaron 100 pL/pocillo de anticuerpo monoclonal especifico
para cada isotipo conjugado a peroxidasa (Sigma) diluido en PBS-BSA(1%)-
Tween(0.05%). Se incubaron las placas durante 1 h. en camara himeda a 37°C y luego
se lavaron 4 veces con PBS-Tween(0.05%), con un lavado final con PBS. Por Ultimo, se
dispensaron 100 pL/pocillo de solucion de H,O, 30% como sustrato vy
ortofenilendiamina (OPD) con agua MiliQ como cromdégeno y se incubd durante 30 min.
en camara humeda a temperatura ambiente en oscuridad. La reaccion se detuvo con 50
uL/pocillo de H,SO4 3M y se midid la absorbancia a 492 nm en un espectrofotémetro

para placas (Titertek Multiscan Plus, Flow Laboratories, Helsinski, Finlandia).

9. Analisis estadistico de los datos.
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Para evaluar diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos experimentales y sus

controles, se utilizé el test Mann-Whitney-Wilcoxon.
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RESULTADOS
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1.- Niveles tempranos de expresion de ARNm para citoquinas en células
peritoneales de ratones C57BI/6 infectados con protoscoleces de E.
granulosus

Los resultados obtenidos por Cucher et al, (comunicacidn personal) muestran una
diferencia bien importante en el resultado de la infeccion entre ratones de las cepas de
Balb/c y la C57BI/6.Esto nos llevd a plantear la hipdtesis que el resultado de la
infeccion, en estos dos modelos experimentales, podria estar asociado con una
expresion diferencial del perfil de citoquinas en las primeras etapas de la infeccidn

secundaria por E. granulosus.

Por esta razdn, se analizd en células peritoneales de ratones C57BI/6 infectados, la
expresion de varias citoquinas asociadas a perfiles de tipo-Th1/Th2 por gRT-PCR,
durante un periodo de tiempo similar al considerado por Mourglia-Ettlin et al. (2011a)
en ratones de la cepa Balb/c. Concretamente, se determind en los dias 1, 3, 5y 7 pi., la
expresion de ARNm para TNFa, IFN-y, IL-2, IL-12, IL-15, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y
TGF-B sobre células peritoneales totales de ratones C57BIl/6 infectados con

protoscoleces de E. granulosus.

Realizando un agrupamiento entre citoquinas que son tipo-Thl (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-
12, IL-15) y aquellas que son tipo-Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13), los resultados
obtenidos fueron bien interesantes. En el caso de la expresion de citoquinas asociadas
con un perfil tipo-Th1 (Figura 1), se observd un aumento significativo y sostenido en el
nivel de expresion de IFN-y en los dias 1, 3 y 5 con respecto al grupo control. En
cuanto a la expresion de TNF-a, el nivel fue mayor significativamente mayor al dia 1,
para luego pasar, en los dias 3 y 5 a niveles de expresion no significativamente
diferentes, y finalmente hacia dia 7 pi. se observd una represion en el nivel de
expresion; todos ellos referidos al grupo control (Figura 1A y 1B). Con respecto a las
otras citoquinas, IL-15, IL-2 e IL-12, no se observd un cambio significativo con respecto
al grupo control, con excepcidon de una represion en el nivel de expresion de IL-12 al
dia 7 pi., (Figura 1C).
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En cuanto a la expresion de citoquinas asociadas con un perfil tipo-Th2, de manera
interesante se observd un nivel de IL-5 significativamente mayor que el grupo control
en todo el periodo de tiempo analizado (Figura 2B). Los niveles de IL-6 estuvieron
significativamente aumentados recién hacia los dias 5 y 7 (Figura 2E), mientras que el
nivel de IL-4 e IL-13 fue significativamente mayor al grupo control, al dia 7 y en los dias
5-7, respectivamente (Figura 2C y 2D). Sorprendentemente, el nivel de expresion para

IL-10 fue siempre no significativamente diferente al grupo control (Figura 2A).

Estos resultados en su conjunto muestran que, al dia 7 pi. A expresidn de citoquinas
claramente es de tipo-Th2, concomitantemente con una expresion reprimida o similar
de citoquinas asociadas con un perfil tipo-Thl (IL-12, TNF-a e IFN-y) a las observadas
en el grupo control. Sin embargo, en una etapa mas temprana de la infeccién se
expresan niveles significativos de IFN-y, TNF-a e IL-5. Estos resultados preliminares,
son bien interesantes ya que estas citoquinas podrian estar relacionadas con el
reclutamiento y activacion de macrdfagos, neutrdfilos y/o eosindfilos (Klion A.D. et al.,

2004; Shim M.H. et al., 2009) hacia el sitio en donde la infeccidn se establece.
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Figura 1. Expresion de citoquinas asociadas a un perfil tipo Thl en
C57BL/6. Se infectd un grupo de ratones C57BL/6 (n=12) con 2000
protoscoleces/ratdn por via i.p. y otro grupo (n=8) se inoculd con igual volumen de
PBS estéril (grupo control). Luego de 1, 3, 5 y 7 dias p.i. se sacrifico 3 animales
infectados y 2 del grupo control. Niveles relativos de ARNm para IFN-y, TNF-q, IL-2,
IL-12 e IL-15, fueron medidos a partir de células peritoneales totales por qRT-PCR.

Las barras representan el valor promedio de los datos y las lineas verticales la
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desviacion estandar. Los resultados se analizaron utilizando el test de Wilcoxon’s, las
diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control se indica con un

asterisco (*).
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Figura 2. Expresion de citoquinas asociadas a un perfil Th2 en C57BL/6.
Se infectd un grupo de ratones C57BL/6 (n=12) con 2000 protoscoleces/ratdn por
via i.p. y otro grupo (n=8) se inoculd con igual volumen de PBS estéril (grupo
control). Luego de 1, 3, 5y 7 dias p.i. se sacrificd 3 animales infectados y 2 del
grupo control. Niveles relativos de ARNm para IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 fueron
medidos a partir de células peritoneales totales. Las barras representan el valor
promedio de los datos y las lineas verticales la desviacion estandar. Los resultados
se analizaron utilizando el test de Wilcoxon’s, las diferencias significativas (p<0,05)

respecto al grupo control se indica con un asterisco (*).

Por otra parte, se analizd la expresidn de citoquinas en células peritoneales de
ratones Balb/c al dia 1 pi. Los resultados se muestran en la Figuras 3 y 4, también
bajo forma de agrupamiento de las citoquinas de tipo-Th1 y tipo-Th2. Se comparan
ademas, con los niveles de expresion de las diferentes citoquinas obtenidos en el

experimento anterior al dia 1 pi., en ratones C57BL/6.
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Figura 3. Expresion de citoquinas asociadas a un perfil tipo-Th1 al dia 1 pi,
en células peritoneales de ratones Balb/c y C57BI/6. Se infectd un grupo de
ratones BALB/c (n=4) con 2000 protoscoleces/ratdn por via i.p. y otro grupo (n=5)
se inoculd con igual volumen de PBS estéril (grupo control). Luego al dia 1 p.i. se
sacrificaron los 4 animales infectados y los 5 del grupo control. Niveles relativos de
ARNm para IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-12 e IL-15 fueron medidos a partir de células
peritoneales totales. Las barras representan el valor promedio de los datos y las
lineas verticales la desviacion estandar. Los resultados se analizaron utilizando el
test de Wilcoxon’s, Las diferencias significativas (p<0.05) de los ratones infectados

respecto al grupo control se indican con un asterisco (*).
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Figura 4. Expresion de citoquinas asociadas a un perfil tipo-Th2 a dia 1 pi,
en células peritoneales de ratones Balb/c y C57BI/6. Se infectd un grupo de

ratones BALB/c (n=4) con 2000 protoscoleces/raton por via i.p. y otro grupo (n=5)
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se inoculdé con igual volumen de PBS estéril (grupo control). Luego al dia 1 p.i. se
sacrificaron los 4 animales infectados y los 5 del grupo control. Niveles relativos de
ARNm para IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 fueron medidos a partir de células
peritoneales totales. Las barras representan el valor promedio de los datos y las
lineas verticales la desviacion estandar. Los resultados se analizaron utilizando el
test de Wilcoxon's, las diferencias significativas (p<0.05) de los ratones infectados

respecto al grupo control se indican con un asterisco (*).

Interesantemente, al dia 1 pi el nivel de expresion de ARNm para TNF-a aparece
reprimido en la cepa Balb/c mientras que en C57BI/6 se encuentra aumentado
respecto a sus respectivos grupos control (Figura 3). Esta citoquina participa en la
activacion del neutrdfilo (Al-Qaoud K.M. et al., 2000), célula que juega un rol clave
en el comienzo de muchos tipos de infecciones. Por otro lado el IFN-y al dia 1 pi ya
se encuentra aumentado respecto a su grupo control en la cepa C57BI/6, lo cual es
mas que interesante pues esta citoquina tiene un papel preponderante en la
activacion de muchas funciones del sistema inmune.

Los resultados al dia 1 pi de las citoquinas de tipo Th2 en la cepa Balb/c muestran
solo el aumento significativo de IL-10, lo cual es mas que interesante por diversas
razones (Figura 4). Por ejemplo, esta citoquina esta asociada con actividades anti-
inflamatorias, y tiene una gran influencia en las respuestas inmunes (Mosser D.M. &
Zhang X., 2008).

Por otra parte, la citoquina IL-5 al dia 1 pi marca otra diferencia en el perfil de
expresion de citoquinas Th2 entre las cepas, la cual se encuentra significativamente

aumentada respecto a su grupo control en C57BI/6 y no asi en Balb/c.

2. Respuesta sistémica de Anticuerpos Especificos contra PSA.

El hecho que células peritoneales de ratones infectados de estas dos cepas
mostraran diferente expresion del perfil de citoquinas, nos llevo a estudiar si podrian
también existir diferencias a nivel de la respuesta sistémica de anticuerpos

especificos. Por esta razon, se analizd por ELISA el titulo de anticuerpos IgM, IgG1,
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IgG2a, IgG2b e IgG3 especificos contra antigenos somaticos de protoscoleces (PSA)

en suero de ratones C57BL/6 y BALB/c infectados en los dias 0, 1 y 5 pi. (Figura 5).

Ni los ratones Balb/c, ni los C57BIl/6, mostraron un titulo de IgG1l, IgG2a e IgG3
especificas significativamente diferente al de su respectivo grupo control. Sin
embargo, los titulos de IgM e IgG2b mostraron diferencias interesantes entre las dos
cepas de ratones estudiadas. El titulo de IgM Udnicamente mostrd estar
significativamente aumentado en la cepa Balb/c y solo al dia 5 pi. Con respecto al
titulo de IgG2b especificas, los ratones Balb/c mostraron titulos significativamente
mayores al grupo control en los dias 1 y 5 pi. Sin embargo, en el caso de los ratones

C57BI/6 el titulo de IgG2b solo se observé un aumento significativo al dia 1 pi.

En resumen, los ratones C57BI/6 muestran, al dia 1 pi, Unicamente niveles de IgG2b
especificos  significativamente mayores respecto a su grupo control.
Interesantemente al dia 5 pi solo los ratones Balb/c muestran niveles significativos
de IgM e IgG2b, lo cual es coincidente con los resultados obtenidos por Mourglia-
Ettlin G. et a/. (2011a).
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Figura 5. Respuesta sistémica de anticuerpos especificos en ratones
C57BI/6 y Balb/c infectados con protoscoleces de E. granulosus. Se
determind por ELISA el titulo especifico de anticuerpos IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3 en suero contra antigenos somaticos de protoscolex (PSA). Los ratones fueron
sangrados en al dia 1 pi y al dia 5 pi. Los resultados fueron analizados utilizando el
test no de Wilcoxon’s, la diferencia significativas (p<0.05) de los ratones infectados
respecto al grupo control se indican con un asterisco (*). Las barras representan el

valor medio del grupo y las lineas verticales la desviacion estandar.
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DISCUSION
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Resultados recientes obtenidos por Cucher M. et a/ (manuscrito en preparacion)
demuestran que la cepa de ratones C57BI/6 tiene una menor susceptibilidad a la
infeccion secundaria por £. granulosus que la cepa de ratones Balb/c. Esto nos llevd a
plantearnos la siguiente hipétesis: “la diferencia en la susceptibilidad entre estas dos
cepas de ratones puede estar asociada con una expresion diferencial en el perfil de
citoquinas en el sitio en donde la infeccion se establece”. Por otra parte, una parte
importante de los eventos tempranos a nivel peritoneal de ratones Balb/c infectados
por E. granulosus fue recientemente reportada por Mourglia-Ettlin G. et a/ (2011a).
Por esa razdn, el presente trabajo estd centrado en un andlisis de la expresion de
citoquinas en células peritoneales de ratones C57BI/6 infectados con protocoleces de E.
granulosus, durante un periodo de tiempo post-infeccién similar (aunque no

exactamente igual) a aquel seleccionado por Mourglia-Ettlin G. et a/., (2011a).

Para esto, se determind la expresion de citoquinas tipo-Th1 (IFN-y, IL-12, TNF-q, IL-2 e
IL-15) y tipo-Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-6 e IL-13) en células peritoneales de ratones
C57BI/6 infectados, en los dias 1, 3, 5y 7 pi. Para facilitar el analisis se muestran por
separado los resultados obtenidos para las citoquinas tipo-Thl (Figura 1) y para las
tipo-Th2 (Figura 2). La Figura 1 muestra que en los dias 1, 3 y 5 pi., los ratones
infectados expresan niveles significativamente aumentados de IFN-y, mientras que en
el caso del TNF-q, el nivel de expresidn solo fue significativamente mayor al dia 1 pi.,
en ambos casos comparados con respecto al grupo control. Sin embargo, en el caso de
la expresion de IL-2, IL-12 e IL-15, los niveles no fueron significativamente diferentes al
grupo control, durante todo el periodo de tiempo en que este andlisis fue realizado. Con
respecto al nivel de expresion de citoquinas tipo-Th2 observado antes del dia 5 pi.,
(Figura 2) Unicamente se detectaron niveles significativamente mayores al grupo
control en el caso de la IL-5. Estos resultados preliminares en su conjunto, son bien
interesantes ya que indican antes del dias 5 pi., de todas las citoquinas analizadas solo
se observa una expresion significativa de IFN-y, TNF-a y de IL-5. Este perfil temprano
de expresion de citoquinas es bien diferente al reportado recientemente por Mourglia-

Ettlin G. et al (2011a). En efecto, estos autores reportaron que antes del dia 5 pi.,
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células peritoneales de ratones Balb/c infectados con £. granulosus, muestran niveles
de expresidn significativamente mayores, al grupo control, de IL-2, IL-15, IFN-y y de
IL-10. Los autores proponen que la IL-2 y la IL-15 podrian estar involucradas en la
activacion y proliferaciéon de células NK, las que a través de la secrecion de IFNy,
podrian a su vez activar macrofagos peritoneales. Estas Ultimas, podrian in vivo tener
un efecto potencialmente dafiino sobre el parasito, al igual que como fue descrito
previamente in vitro (Dematteis S. et a/, 2003). Aunque la respuesta inmune que
genera la cepa de ratones Balb/c en las primeras etapas de la infeccion no es
protectora, ya que la infeccidon se establece, podria ser responsable de la eliminacion de
un numero importante (93%) de los protoscoleces (PSC) que se administran (Cucher et
al, manuscrito en preparacion). El resto de los PSC del inoculo (7%), podrian
diferenciarse a quiste a través de mecanismos de evasion y/o modulacion de la
respuesta del hospedador que favorezcan su sobrevida (Baz A. et a/,, 1998; Rogan M.T.
& Craig P.S., 1997; Rogan M.T., 1998; Dematteis S. et al., 1999).

Sin embargo, en el caso de los ratones C57BI/6 solamente el 2% del inoculo inicial de
PSC es capaz de diferenciarse a quiste, observandose ademas una importante reduccion
de la carga parasitaria (Cucher M. et al., manuscrito en preparacion). La diferencia en la
expresion del perfil de citoquinas antes del dia 5 pi., sugiere que los mecanismos
protoscolicidas en esta cepa de ratones podrian ser diferente al propuesto por Mourglia-
Ettlin G. et a/. (2011a), aunque es claro que un analisis mas profundo debe realizarse
en la cepa de ratones C57BL/6. Sin embargo, algunas hipdtesis podrian plantearse.
Desde hace bastante tiempo se conoce que la IL-5 tiene un papel esencial en la
activacion de los eosinofilos asi como sobre la eosinofilia. La IL-5 es sintetizada
predominantemente por linfocitos Th2, pero también aunque en menores cantidades
por otros tipos celulares como los mastocitos y los eosinofilos. Walker C. et al. (1998)
utilizando un modelo de inflamacion alérgica en ratones C57Bl/6, mostraron que las
células NK son capaces de secretar /in vivo IL-5, y que ademas estas células contribuyen
en el desarrollo de la respuesta inflamatoria mediada por eosindfilos a nivel de la

cavidad peritoneal (Walker C. et al, 1998). Teniendo en cuenta que los eosinofilos
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tienen un papel efector importante en algunas infecciones por helmintos (Klion A.D. et
al, 2004), podrian también tener un papel importante en la infeccion de ratones
C57BI/6 con E. granulosus. Esto podria estar apoyado por lo descrito por Ramos et al.
(2006) donde muestran que in vitro la proteina cationica recombinante de eosindfilos

humanos es capaz de dafiar protoscoleces in vitro (Ramos A. et al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que los neutrdfilos tendrian también un papel
importante en las infecciones por helmintos (Al-Qaoud et a/, 2000; Panopoulos A.D.
et al. 2008). Rajan et al, (2002) y Ramalingam et al., (2003) utilizando el modelo de
infeccién experimental por Brugia malayiy Brugia pahangi, mostraron que 24 horas pi.,
la principal poblacion celular aumentada en cavidad peritoneal de ratones infectados
eran neutrdfilos. Ademas, observaron que 48 horas pi. el nimero de estas células
disminuye, y que desaparece completamente al dia 3 pi. Al-Qaoud et a/ (2000)
infectando ratones Balb/c con L. sigmodontis, reportaron que la produccién de IL-5
resultaba esencial para la formacién de nddulos inflamatorios, dependientes de los
neutrdfilos, alrededor del parasito los cuales mediaban el control de la infeccion.
Ademas, mostraron que en los ratones tratados con anti-IL-5, los niveles de citoquinas
conocidas en promover directamente la acumulacién de neutréfilos como TNF-a, el
Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos (G-CSF) y KC (IL-8) estaban
fuertemente reducidos, mientras que el nivel de IL-10 (citoquina que desactiva a los

neutrdfilos) estaba aumentado (Al-Qaoud et a/., 2000).

Por otra parte Saeftel et a/. (2003) observaron también que durante la infeccién por L.
sigmodontis, el IFN-y y la IL-5 actuaban de forma sinérgica en el control de la
infeccién. Segun los autores, estos efectos sinérgicos para el control de este parasito
estaban, al menos en parte, mediado por los neutréfilos. Ademas, mostraron que
deficiencias en la produccion de IL-5 y/o IFN-y, reducian el nivel de TNF-a secretado
por macrofagos de la cavidad tordcica, citoquina importante para el reclutamiento de
neutrofilos (Saeftel et al., 2003).
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De acuerdo a los datos existentes hasta el momento, y teniendo en cuenta que las
células peritoneales de ratones C57BI/6 infectados con E. granulosus, expresan
inicialmente INF-y, TNF-a e IL-5, podria ser posible que exista un reclutamiento
temprano de neutréfilos hacia la cavidad peritoneal, y que junto con macréfagos y
eosindfilos estas células puedan mediar mecanismos efectores con actividad

protoscolicida.

Considerando los resultados obtenidos, a partir del dia 5 pi. el perfil de la expresion de
citoquinas en células peritoneales de ratones C57BI/6 infectados, sufre un cambio hacia
un tipico perfil tipo-Th2. En efecto, los resultados (Figura 2) muestran que se produce
un aumento significativo en los niveles de expresion de IL-4, IL-5, IL-16 e IL-13
concomitantemente con una represion (Figura 1) en los niveles de IFNy y de IL-12.
Estos resultados son coincidentes con los reportados por Mourglia-Ettlin G. et al.
(2011a), para la cepa Balb/c. En efecto, los autores reportan que hacia el dia 5-7 pi., se
produce un cambio en la expresidon de citoquinas hacia un perfil tipo Th2. Esto podria
explicar porque también en ratones de la cepa C57BI/6 algunos de los PSC (aunque
menos que en el caso de la cepa Balb/c) logran desarrollarse a quiste. En su conjunto,
estos resultados sugieren que E. granulosus seria capaz de inducir un rapido cambio en

la expresidn de citoquinas hacia un tipico perfil tipo-Th2 para favorecer su sobrevida.

El segundo conjunto de experimentos estuvo basado en la comparacion entre estas dos
cepas de ratones de los niveles de expresion de citoquinas en células de cavidad
peritoneal tan pronto como al dia 1 pi. Los resultados (Figuras 3 y 4) muestran que
como se menciond anteriormente los ratones C57BI/6 expresan niveles aumentados y
significativos de TNF-a, IFN-y y de IL-5 con respecto a su grupo control. Sin embargo,
en los ratones Balb/c solamente se observan niveles de expresién significativamente
aumentados de IL-10, mientras que la expresion de TNF-a esta reprimida con respecto

al grupo control.

Estos resultados, juntos con los obtenidos en el primer conjunto de experimentos, mas

los reportados por Mourglia-Ettlin et a/ (2011a), son bien interesantes ya que muestran
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que la expresidon de niveles significativos de IL-10 en cavidad peritoneal de ratones
Balb/c infectados se produce a partir del dia 1 pi., y ademas en forma sostenida hasta
el dia 9 pi. Por el contrario, el nivel de expresion de esta citoquina en los ratones
C57BI/6 nunca fue significativamente diferente al del grupo control. Teniendo en cuenta
la importante funcién reguladora de la IL-10, su expresion local, temprana y sostenida
en ratones Balb/c, podria estar asociada con la mayor susceptibilidad a la infeccion de

esta cepa de ratones comparada con la observada en ratones C57BI/6.

Finalmente, el dltimo conjunto de experimentos estuvo centrado en el analisis
comparativo de los niveles de anticuerpos sistémicos especificos (IgM, IgG1, IgG2a,
IgG2b, IgG3) contra antigenos de protoscolex (PSA) entre las dos cepas de ratones en
los dias 1 y 5 pi. Los resultados mostrados en la Figura 5, indican que los ratones
C57BI/6 muestran Unicamente titulos de IgG2b especificas significativamente diferentes
al grupo control al dia 1 pi. Sin embargo, los ratones Balb/c muestran titulos de IgM
especificas significativamente mayores que el grupo control al dia 5 pi; mientras que los
titulos de IgG2b especificas estuvieron significativamente aumentados tanto al dia 1
como al dia 5 pi. Estos resultados, son por demas interesantes, ya que Mourglia-Ettlin
et al. (2011a), reportaron que células peritoneales obtenidas al dia 5 de ratones Balb/c
infectados, eran capaces de secretar in vitro IgM e IgG2b especificas. Si bien es algo
que debe ser demostrado, estos resultados podrian indicar que los anticuerpos
especificos IgG2b detectados a nivel sistémico tan pronto como al dia 1 pi., podrian
derivar de células productoras de anticuerpos peritoneales, conectando de esta forma la
respuesta local con la sistémica. Es interesante mencionar que en la infeccidn
experimental con 7. cruzi, la cepa de ratones Balb/c es mas susceptible a la infeccion
que la cepa de ratones C57BL/6 (Bryan et al., 2010). Segln estos autores, la respuesta
tipo-Th2 en Balb/c esta asociada con una amplificacion de activacion policlonal B que
conduce a una disminucion de la inmunidad humoral especifica, que vuelve la cepa mas
susceptible. Esto esta siendo analizado en estos momentos en nuestro laboratorio para

el caso de la infeccidn experimental por £. granulosus.
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En resumen, estos resultados preliminares (junto con los de otros), tomados en su
conjunto muestran que en la primera etapa de la infeccion experimental (dias 1-3), hay
una clara diferencia en la expresidon de citoquinas tipo-Th1/Th2 en células peritoneales
de ratones Balb/c y C57BI/6 infectados por E. granulosus. Mientras que, las células
peritoneales de ratones Balb/c muestran una mayor y significativa expresion de los
niveles de IFN-y, IL-15, IL-2 e IL-10 (Mourglia-Ettlin G. et al, 2011a); células
peritoneales de ratones C57BI/6 muestran una significativo aumento en expresion de
IFN-y, TNF-a y de IL-5. Esto sugiere que los mecanismos moleculares y celulares que
ocurren a nivel local serian diferentes, y podrian ser la base de la susceptibilidad
diferencial a la infeccion entre estas dos cepas de ratones. Sin embargo, hacia el dia 5-
7 pi, la expresidn de citoquinas en las dos cepas de ratones es claramente de tipo-Th2.
Este cambio la expresion del perfil de citoquinas observado en estas dos cepas, podrian
estar relacionados con mecanismos de evasion/modulacion de la respuesta del
hospedador activamente inducido por E. granulosus para favorecer su sobrevida. Dos
escenarios hipotéticos, sobre los eventos inmunoldgicos que tendrian lugar en la
cavidad peritoneal de ratones Balb/c y C57Bl/6, en la etapa temprana de la infeccion

experimental son mostrados (Figura 6 y Figura 7).
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Figura 6. Luego de la administracion de protoscoleces a ratones Balb/c solamente el 7% de los
parasitos finalmente desarrollan quistes hidaticos. Asi, la respuesta inmune temprana, aunque
no es Optima en prevenir el establecimiento de la infeccidn, es probablemente no totalmente
inefectiva. Mourglia-Ettlin G. et a/, (2011a) sugieren que las células NK tendrian un papel
importante en la etapa muy temprana de la infeccion. Células NK activadas a través de la
produccion de IFNy podrian ser parcialmente responsables de la activacion de macréfagos
residentes induciendo su actividad protoscolicida. De esta forma, los macréfagos residentes
activados podrian ser parcialmente responsables de la eliminacion del 93% del indculo inicial de
protoscoleces. Hacia el dia 5-7 pi E. granulosus podria ser capaz de sesgar la respuesta de
citoquinas hacia un perfil tipo-Th2, bloqueando los efectos disparados inicialmente por el IFN-y

favoreciendo la sobrevida del parasito.
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Escenario hipotético de eventos inmunoldgicos en cavidad peritoneal de
ratones C57BI/6 infectados con E. granulosus
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Figura 7. Luego de la administracidén de protoscoleces a ratones C57BI/6, Unicamente el 2% de
los parasitos finalmente desarrollan quistes hidaticos. Asi, la respuesta inmune temprana
aunque no es Optima para prevenir el establecimiento de la infeccidn, es probablemente mas
efectiva que la respuesta inmune de ratones de la cepa Balb/c. Basados en los resultados
preliminares obtenidos en este trabajo, planteamos que las células NK activadas via IFN-y
podrian activar macréfagos residentes induciendo la secrecién de TNF-a. La IL-5 actuando en
forma sinérgica con el TNF-a podrian inducir el reclutamiento de neutrdfilos hacia el sitio de
infeccion. Ademas, la expresion temprana de IL-5 podria ser responsable de la induccién de
eosinofilia. Esto podria indicar que otras células ademdas de macréfagos activados, como
neutrdfilos y eosindfilos podrian tener una papel en la eliminacidon del 98% del inoculo inicial de
protoscoleces. A partir del dia 5-7 pi los protoscoleces con capacidad de modular la respuesta

de citoquinas hacia un perfil tipo-Th2 serian capaces de establecer la infeccién.
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