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Los resultados pressntados en esta tesis pretenden mejorar nuastra
comprensidén acerca del papel que juepa el antigeno B (AgB) en el mantenimiento
ds la relacién huésped-cisticerco. En este irabajo se presenta svidencia que
demuastra que el antigeno B del cisticerco de Taepia splium inhibe la cascada
del complemento.

Se describen dos procedimientos de afinidaq, utiles para la purificacidn
del AgB. El primero de ellos aprovecha la propiedad del AgB de interaccionar
con coldgena, Este método de purificacién, qua utiliza un "algodén" de colagens
de tendén bovino, resulté ser rédpido, sencillo y de bajo costo. El segundo de
ellos coneiste en una cromatografia de afinidad convencional, que wutiliza
anticuerpos monoclonales anti-AgB. El andlisis bioquimico e inmunoldgico de
las fracciones ohtenidas por ambos procedimientos mostird que el AgB constituye
mas de B5% de la proieina en la fracclén obisnida con lo coldgonc y mas dal 95%
en la fraccién obtenida por cromatografie de afinidad.

El AgB purificado por los dos métodos fue empleado en ensayos de Fijacion
de Complemento en eriirocitos de carnero aenuibiliz;dos con hamolisina. Como
fuente de complemenio se utilizé suero humano normal preadsorbido con  los
mismos eritrocitos y preincubado a 5@°C durante 20 min para inactivar la via
alterna. Los resultados mostraron una disminucién en la actividad de
complemento en el suero, que variaba en relacidn inversa cor la concentracién
do AgB utilizada. Asimismo ensayos de  inmunocelectroforesis utillzand§
anticuerpos anti-Factor B mostraron que el AgB, al ser preincubade con suero
humano normal, sin inactivar, no induce consumo de complemento. Es decir, gue
la dieminucién en la actividad de complemento inducida por el AgB se debs a una

inhibicidén sobre la via cléasica.



Ensayos de ELISA en los cuales =e adsorbié Clq a la placa y después se

incubd con AgB, mosiraron gue el RQB' interacciona con Clg. Esto sugiers que la
cascada del complemento és inhiblda & través de un bloqueo sobre Clq.

El AgB pareace juper un papsl ceniral en la relacidén huéasped-cisticerco, ya
gue sdemds de detviar una porcién considarable de la respuesta inmune humoral
hacia una proleina de Bocrecién, parece  inhibir un mecanismo sfsctor del

huésped cisticercoso: el Complemento.
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CLASIFICACION TAXONOMICA

REIND: ANIMALIA
SUBREINO: METAZOA
PHYLUM: PLATYHELMINTES
CLASE: CESTODA ’
ORDEN: CICLOPHYLLIDEA
SUPERFAMILIA: TAENDIIDEA
FAMILIA: TAENIDAE
BENERD: TAENIA

ESPECIE: soliunm

ETAPA LARVARIA: CISTICERCO



I. INTRODUCCION

La cisticercosis constituye un serio problema de salud piblica y de
sconomia en el mercado e industria de alimentos elaborados con carne de cerdo
on México y en oiros paises subdesarrollados en el mundo (1-4),

El metacésiodo o cisticerco do Tzania solium &s el pardsito causants de la
cisticorcosin humana y porcina. El cicticerco as un estadio intermedic en el
desarrollo que sigue el embridén para convertirse en gusano adulto o solitaria.
Como el hombre es ol anico huéspod definitivo de la T, gglium, la prevalencia
da la teniasis-cisticercosies depende exclusivamente de la relacién que el

hombre establece con los animales y en particular con el cerdo.

CICLO DE VIDA

Las tenias son paréaitos 1ntast1nalo§ de los vertebrados. Sus ciclos de
vida incluyen uno o mds huéspsdes intormediarios, los cuales pueden ser
artrépodos o vertebrados. La figura | muestra el ciclo de vids do Igenia
golium, las formas inlermedias en su desarrollo son: la oncosfera que
eclosiona del huevecillo y una fase do cisticerco o metacéstodo (5) J. solium
en su forma adulta es un pardsjito obligado que habita en el intestino dalgadob
del hombre, en donde logra sobravivir hasta por 25 afos (6) y puede alcanzar &
una longitud de hasta 7 metros. Estd constituida por un escélex o cabmza que en
su parte inferior se adelgeza pars formar un cuello a partir del cual se
producen los proglétidos 6>5égmsntos (fig. 2). EI1 conjunto de proplotidos
unidos entre si en forma de cadena se denomina esirdbilo.  Los proglétidos '

unidos a8l cuello son los mas jévenss e indiferenciados y los mis distales no
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. 1 Ctclo de vida de la ag*;gu: 1) Pardsito adulto: 2) Proglétid
Fig grévido; 3) Huevecillo: y. listlcercos. {iomado de la rg?? 2@).0 )



Fig. 2 Microgra®ia electrénica de barrido de un escolex de I, solium, C:
cuello; V: ventosas y R: rostelo. (tomada de la ref. 19.)




solo eatdn totalmente diferenciados sino éue ademés contienen un gran numero de
huevecillos (aprox, 50,0000 c/u). Los proglétidos maduros o gravidos son
dasprandidos aspontaneamenta por el gusano adulto (promadio 4-5/dia) (8) y son
eliminados en las haces fecales del huésped. La primera expulsidén de
proglétides de I, solium generalmente ocurrs entre los 62 y 72 dias dospués de
la infecciodn (7}, cuando la tenia mide alrededor de 2.280 m de large (6).
La descomposicidén de los proglétidos en ol medio ambiente pérmite la
"liberacion de-los huevacillos, los cuales puedan infectar al hudsped
intermediario (cerdo o incluso el hombra) por ingestidn directa de las haces de
un tenidsico o por ingestion de agus o vegatales contaminados con huevecillos.
»Las enzimas proteoliticas y sales biliares dal tubo digeativ& del huésped
intermediario, activan a la oncosfera contenida en el huevecille (8). Las
oncosferas activadas penetran la pared intestinal del hudspsd hasts alcanzar
capilere§ linfdticos y sanguineos que las disiribuysn & una gran variedad de
oérpanos y tejidos (tejfdo suheutinss, viccoras, miUsculous cerdiaco y
eaéuglético, cerebro, ojos, etc.), Se sahe que el embrion raquiere al menos de
10 semanas para convortirse en un cisticerco (1) que pusde sobravivir por
varios afos an los tejidos dol hudsped intermediario.

El ciclo me cierra cuando al hombre ingiore carne de cerdo cruda o mal
coc;da proveniente de un cerdo cisticercoso. Os nuovo las anzimas gastricas e
intestinales, asi como las sales biliaras activan al cietfcerco que se fije en’
la pared intestinal (8)., Una vez fijo el gusano crece y se diferencia hasta

convertirse en un gusano adulto productor de husvecillos (9-10),



HORFOLOGIA DEL CISTICERCO.
El cisticerco de I. gplium estd formado por una vesicula ovalada y
translicida llena do liguido (haste 2 om de didmairo), con un pequefio sscolex
invaginado (fig. 3). Al igual que el de la tenis adults, el escélex del
cisticerco poses cuairo ventosas y un rostelo con dos hileras de ganchos.
Cuando un cisticerco viable as ingerido por el huésped definitivo, las enzimas
pastricas e intestinales activen al escélex para evaginar de la vesicula y
posteriorments fijarse a la pared intestinal.
La superficis que presentas sl cisticerco & su huésped es un tegumento
citoplasmatico, sincicial y continuo en toda la cara externa de la pared
" vesicular. Puesto que los céstodos carecan de iracio digestivo, obtienen sus
nutrientes y excratan sus desochos a travées de la superficie tegumental (11).
Ls superficie dsl cisticerco en contacto con el huésped as una membrana
plasmitica que como tal debiera ser susceptible al dafio por los diversos
mecanismoz de defensa del hudcped, como son al complemanto, células sfectoras
compuastos toxices, etc., Sin anbergo, a pesar de que ol huésped monta una

‘

respussta inmunoldpica espacifica, la'auperf{cie dal parédsito no sufre dsfo

aparente, al menos duran}e ciertos periodos &12—14).
4. .
DISTRIBUCION BEQGRAFICA Y PREVALENCIA DE LA CISTICERCOSIS HUMANA EN MEXICO.
La mayoria do los estudios estadisticos disponibles se rafieren
principalmente a la nesurocisticercosis, pues es an esta localizacién en donda
elwpa;éaito produce las manifestacionsns mds graves de la anfermedad.

La pravalencia de la neurocisticercosis ha sido estimada en slrededor del

2% por estudios de autopsias en distintas instituciones hospitalarias (15,18),
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Fig. 3 a) Cisticercos expuestos en un corte de misculo esquelético de un
cerdo infectado masivamente: b) Representacidén esguematica de un
coris de cisticerco mosirando las diferentes estructuras. (E: canal-
espiral: Es: macédlex; P: parénquima; Ve: vestibulo: PU: pared
vesicular) (tomada de la ref, 6),



Sin eambargo, aste porcentaje debe ser tomado con cautels puouto'due la
poblacién de casos a los que se les practica la autopsia no es representativa
de la poblacidn total del pais. A su vez, algunos estudios uoroepidaﬁiolégicoa
han demoatraﬁo la presencia de anticuerpos anti-cisticerco en al 1-3.8% de los
susros de la poblacion abierta en México (17,18,20 y 43). Nuevaments, la
presencia de anticuerpos solo demuestra que el individuo hea tenido contacto con
ol puréu!io y no necesariamenie que osté infectado; es posible que la
prevalencia real difiera considerablemente de los valores arriba mencionados
(18), En estudios seroepidemiolégicos (18,20) se reporta que existe una
correlaciéon entre la frecusncia de la seropositividad y las ragiones
peoecondémicas del pais (Fig. 4). La mis alta seropositividad se encuenira en
los estados porcicultores mas importantes coma son Michoacan, Jalisco, Nayarit

y Guanajuato.

FRECUENCIA E IMPACTO ECONOMICO DE LA CISTICERCOSIS PORCINA EN MEXICO.

La inspeccion sanitaria de los cerdos sacrificados en nuesiro pais,
consista en hacer un corte en el misculo para buscar visualmente los
cisticercos. Cuando se encuenira un cerdo infectado se registra y se decomisa,
El estudio m&s amplio reslizado hasta la facha es el de Aluja (21), quién
reunid informacién de 75 rastros en 22 sstados de la republica dutunte los afos
198@-198{ (Tahla 1), El promedio nacional resulté ser de 1.5% % con un rango
nue va desde @.004 % (Monterray, N.L.) hasta 10 %X (Qcampo, Gto. y La Piedad,

Mich.)., Estas cifras no son del i{odo confiables por las siguientes razonas:

a) un gran nimero de cerdos sacrificados no se somesten a inspeccion



Fig. 4

Mapa geoecondmico de la Republica.Mexicana indicando la frecuencia
regional de anticuerpos anti-cisticercos. El area 5 tiene mayor
porcentaje, seguida por las areas cercanas al Oceano Pacifico
(tomada de la ref. 33).
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mBLA I. Frecuencia de cisticercosis porcina en 75 rastros de 22 estados en

México*

gstado y localidad Frecuencia (%) Afo Fuente?
Aguascalientes
aguascalientes 0.52 1980 ssa
campeche sin registros disponibles
Chihuahua b
Chihuahua TIF 0.49 1980 SARH
Chihuahua 3.32 1980 M
1.65 1981 M
Colima
Colima, Villa Alvarez,
Coquimatla, Comala 2.4 1980 M
Coahuila
Torredn 2.37 1561 M
pistrito Federal
Ferreria 0.13 1980 SSA
0.16 1981 SSA
Durango '
Durango 2.21 1980 M
Guanajuato
Qcampo 10.0 1981 M
San Felipe 3.0 1981 M
Jalisco .
Guadalajara 0.005 1980 SSA
Bstado de México
39 rastros 0.22 {0.09-7.9) 1980 SSA
Michoac8n
ia Piedad 10.0°¢ 1980 SARH
Horelos
Cuernavaca 0.37 1980 SSA
Jojutla, Zacatepec,
Tlalguiltengo, Puente :
de Ixtla 1.8 1980 M
Nuevo Ledn
Monterrey 0.004 1980 SSh
0.016 1981 SSA
Querétaro ' . '
Querétaro 0.56 ) 19680 SSA
0.74 1981 SSA
San Luis Potosi
San Luis Potosf ’ 0.67 1980 SSA
0.39 1981 SSA
Sonora
Hermosillo 0.07 1980 SSA
Tabasco ‘
Villahermosa no se sacrifican cerdos en este rastro
Tamaulipas

Ciudad Victoria

0.37 . © 1980 SSA
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TABLAR I. (continuacidn)

Estado y localidad : Frecuencia (%) Afio Fuente®
Tlaxcala
Tlaxcala 1.0 1981 M
Huamantla 0.63 1980 M
apizaco 3.3 1980 M
Veracruz
Jalapa 0.11 1980 SSR
Veracruz 0.75 1980 SSA
Tuxpan 1.08 1980 ssa
Yucatdn
Mérida 0.04 1980 SSA
Zacatecas . )
© Jerez ©0.75 1ese §5A
Fresnillo 2.10 1980 ssa
Zacatecas 1.26 ’ 1980 SSA

a: Datos no publicados obtenidos de: SSh, Secretarfa de Salubridad y Asistencia;
M, registros en rastros municipales; SARH, Secretarfa de Agricultura y Recur-
508 Hidriulicos.

b: TIF, rastros en donde sa sacrifican animales destinados a la exportacidn.

c: Valor estimado.

*: Tomada de la referencia 2i.
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b) la inspeccidn sanitaria se lleva a cabo bajo la supervision de
tree autoridades distintas, cada una con sus propios estandares y
raglamentos; La Secretaria de Salud conirola alradedor de 200
rastros en las grandes ciudades; la Secretaria de Agricultura y
Racursos Hidraulicos controla los rastros que sacrifican animalas
para exportacidon: las autoridades nunXCipgleu controlan los
rastros de las localidades menores y

El método de inspeccién sanitaria que ee utiliza no destecta a

~

[~}

todos los cerdos cisticercosos.

En 1980 Acevedo-Hernandez (22) estimé las pérdidas economicas debidas a la
cisticercosis porcina. De acuerdo al censo nacional ganadero llavado a cabo sl
mismo ano, fueron sacrificados alradedor de 17 millones de cerdos en el pais.
Basdndose en la suposicidn de que al 1.55 % de los cerdos sacrificados fusron
encontrados cisticercosos durante la inspsccidn sanitaria, el autor calcula que

las pérdidas debidas a decomiso ascandieron a 1,000 millones de pasos.

SINTOMATOLOGIA DE LA CISTICERCOSIS HUMANA,

Los pacientas cisticercosos caen en dos grandes categorias las cuales se
puedan distinguir clinicamente: asxntonéticéu y sintomaticos. A su Qez. los
sintomdticoe pueden subdividirse en cuatro grupos de acuerdo a la localizacion
de los paréai(oa. El primer grupo incluye pacientes con parasitos distribuidos
an las visceras, piel y miusculo (cisticercosis diseminada); al segundo grupo
comprende a los que afectan los ojos (oftalmocisticercosis): el tercer grupo

consiste en pacisntes con larvas localizadas en el sistema nervioso central



..13...

cisticercos en mas de una de las anteriores localizaciones (cisticercosis
mixta) (23),

En general la cisticercosis de locallzacién externa al sistema nervioso
central, puede considerarse como una enfermedad benigna. Los cisticercos
localizados en el tejido subcutdneo son caracterizados unicamente por la
presencia de ndédulos y con frecuencia pasan desaparcibidog (24), La presencia
de cisticercos en misculo esqualética ha sido determinada en un pequafo numero
de casos. En infecciones masivas, los sintomas descritos son dolor muscular y
debilidad (23). La lnfeccidﬁven misculo cardiaco en algunos casos puede
producir taquicardia, disnea, sincopes y ruidos cardiacos anormales (25,26),
Exceptuando a la neurocisticercosis, la cisticercosis ccular es la que pueds
ocasionar los dafios mas graves. Los cisticercos pueden estar localizados en
cualquiera de los tejidos dal ojo (27,28), produciéndose respuesias
inflamatorias que frecuentemente ocasionan la pérdida de la vista (29).

En el caso da la nouroclatlcarcéu!n, es posible ancontrar pacientes
sintomaticos y asintomaticos. €n un estudio de 4250 autopsias de adulto
l1levadas a cabo esntre 1969 y 1974, se ancontraron 135 casos de
neurocisticercosis equivalentes a una frecusncia de 3.2 % (38). De acuerdo a
los autores, el 81 % de los individuos neurocisticercosos nunca prasentaron
sintomas de alteraciones neurologicas, En cambio en un estudio similar de S412
ohtopbiaa. un 57Zlde los neurocisticercosos detectados habia mostrado sintomas
relacionados con la prasencia del paradsito (31). Este segundo porcentaje
coincide con el obtenido por Lombardo (32), a travds do una revision de
pacisnies neuroldégicos con tomografia axial computarizada., Tomando el
porcentaje promedio entre los tres estudios, se tendria gque un 45% de los

pacientes neurocisticercosos son sintomdticos (19),
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SINTOMATOLOGIA DE LA CISTICERCOSIS PORCINA,

La sintomatologia se pueda considerar en general como leve. Asi, es
frecuente gue cerdos masivamente infectados sean dotectados solo a través de
inspeccion sanitaria. En algunos casos, la infeccidn es tal que una porcidn
considerable de la masa muscular esta invadida por miles de parasitos, sin que
el cerdo presente una sintomatologia clara. La diferencia entre la
sintomatologia de la enfermedad sn humanos y en cerdos podria deberse, al menos
an parte, a la edad de la infeccién (19), Cabe hacer notar que los métodos
actuales para la oiblotacién de los cerdos impiden que los animales vivan més
alla de los 9 meses, por lo que la edad de la infeccidn es consideréblenenta

menor que on la cisticercosis humana.
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La presencia de uno o de varios cisticercos en los tejidos del huésped
induce una respuesta inmune sspscifica que protege al huésped en contra de una
segunda infeccidn (2,4-7), Sin embargo, en la mayor parte de los casos los
cisticercos ya establecidos no son afectados por la raspuesta del huésped

(37,38) logrando sobrevivir por larges pariodos.

COMPOSICION ANTIGENICA OEL CISTICERCO.

La respuesta inmune de los humanos neurocisticercosos ha sido estudiada
por inmunoelectroforesis (IEF) en la que se enfrenta un extracto crude
parasitario con los sueros de pacientes. La IEF permitidé establecer una
clasificacion de los antipenos del cisticerco de acuerdo a su movilidad
alantrofordtica (34), DU Gsia manera se han definido ocho antigenos del
cisticerco, los cuales se han denominado con las primeras letras del alfabeto
(fig 5). El entigeno isosléctrico denominedo como "B", resulté ser el mas
frecuentamants raconoci@o {84%) por anticuerpos en los sueros de pacientes que
tenian niveles detectables por IEF, seguidos por los antigenos "A" (47%),"E"

(35%), "C* (30%), etc. (34),

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E INMUNOLOGICAS DEL ANTIGEND B (AgB)

El AgB ha sido aislado hasta un 95X ds pureza (19) y ha sido parcialmente
caracterizado, Se trate de una glicoproteina con 12 % ds carbohidratos; .
constituida por dos cadenas polipeﬁtidicua con papos moleculares de 95,000 y

85,000 (39), Las dos cadenas presentan i{dentidad antigénica cuando son
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Frocuencia %
(116 sueros)

B 84
A 4
E 35
c %
A € GOBB!: .0 25
u 6 22

H

F

)
i4

Fig. § Clasificacién de ios antigenos de Tasnia solium en-hase a su migracién
en inmunoelectroforesis (tomada de la ref. 34),
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enfrantadas con anticuerpos anti-B en un sistema de dobleinmunodifusidén (38) .
El analisis de aminocdcidos mosird gque él AgB estd compuesto por proteinas poco
comunes con respecto a8 su composicion de aminedcidos (48), Lae fracciones
molares correspondientes a Lis, Arg, 6lu y Asp, representan un §2% del
contenido total, indlcandé que aproximadaments la mitad de ;ou residuos puaden
estar cargados (19).

La disponibilidad del AgB en forma pura ha parmitido su utilizacién en sl
disefio de métodos de innunodiégnéstico para neurocisticercosis. Resultados de
ELISA (enzyme-linked~immuno sorbent assay) muesiran que el uso des sste antigenco
permite detectaf anticuerpos en al 80X y B8% de los sueros y liquidos
cefaloraquideos de pacientes naurocisticercosos, respactivamente (41), Estos
porcentajes son similares a los que‘se obtiensn cuando se utilize un exiracto

crudo como fuente de antigenos,

PAPEL DEL AgB EN LA RELACION HUESPEb-CISTICERCO.

Estudios de inmunof}uoreacencia muestiran que el AgB tiene una amplia
distribucién en los tejidos del cisticerco, observédndose la fluorescencia mas
intensa en las céfulas tegumentalas, lo cual Bugiere gue estas células son las
responsables de su sintesis (42). Pueu§o que estas células son las encargadas
de sintetizar los productos que posteriormente son enviados al tegumento, lo
anterior tambhién sugiers que se trata de un antigeno de sﬁpor?icie o de
Becrecién. Rasultadob de experimentos de yodacidén de la superficie y de
inmunoperoxidasa en microscopia elecirdénica apoyan la alternativa de que se
trate de un antigeno de secrecidn (42).

La sacrqclbn dal AgB es congruente con el hecho ds que sea 8! antigano més

frecuentemente reconocido por los susros de pacientes neuracisticercosos
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(20,43), va que un antigeno de secrecion claramente entraria en contacto con el
sistema inmune dal hudsped (i8). La liberacion de ApB hacia la raspuesta
inflamatoria que rodea al cisticerco es congruente con el hecho de que las
células plasmaticas del granuloma s{ntetiznn principalmente anticuerpos anti-B
(37,44), E1 AgB sacretado estimula al sistema inmune del huésped, que monta
una respueste espacifica anti-B que es incapaz de dafar al cisticerco (19)
puesto que ests dirigida & un antigeno que se libera.

La capacidad del AgB para interaccionar con colégena (45,46}, pudiera
indicar que su participacidén en la relacidn huésped-cisticerco no termina con
su sacrecidén. Por ejemplo, el AgB pudiera alterar la via cldsica dal
complemento (Apéndice 1) al interaccionar con el subcomponente Clg en su
porcion 5£nilar a coldpena, Cabe mencionar que Clq forma parte del primer
componente de la via clasica,; el cual inicia la cascada al unirse con los

complejos antigeno-anticuerpo.

0BJETIVO

El objetivo dal presente trabajo do tosis congiut!é en determinar si sl
AgB altera de algtn modo el funcibnamiento del sistema de complemento. Un
hallazgo en sste sentido tondr;a implicaciones aobre nuestra comprension de los

mecanismos que permiten el mantenimiento de la relacion huésped-ciuticeﬁco, )
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I11. MATERIALES Y HETODOS

REACTIVOS QUIMICOS.

La sepharosa 48 activada con bromuro de ciandpano, la alblimins sérica
bowvwina (QSA), la hidroxiprolina, el barbiturato de sodio, el Acido
dietilbarbitirico, 8! zimosan, el etilendinitrilotreta acetato (EDTA), el
p-hidroximercuribenzoato (PHMB), fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), el
orto-fenilendiamino v el 1-4 cloronaftol fueron obtenidos de Sigma Chemical
Company. La agarosa y todos los reactivos para la elactroforesis en éelus ds
poliacrilamida con dodecil sulfate de sodio fueron ohtenidos de Bio-Rad
{aboratories, El papsl de nitrocelulosa de 0.45 um de didmeiro fus obtenide de
Schieicher and Schiel.

Todos los demds reactivos usados fueran de grade analitito, ssi como los

demas materiales fueron de la mejor calidad disponibile comercialmante.

MATERIALES BIOLOGICOS

Los cisticercos de I, solium fueron obtenidos por diseccidn de musculo
esquelético de cerdos altamente infectados, provenientes de varios rastros
oficiales de la ciudad de México y sa almscanaron a -70°C hasta su uso. El
suero de cerdo anti-ApB (anti-B) fue amablemente aportado por el M, en C.
Agustin Plancarie y el suero humano fue amablemente donade por la Bidloga
Lourdes Arcos de! Inetituto de Inveptigaciones Biomédicas de la UNANM,

La colagena de tenddén bovino fue amablemente aportada por al Or. Alfonso
Torre Blanco de la Facultiad de Cisncias, UNAM; los eritrociios de carnero se

obtuvieron de animales normales de la Facultad de Medicina Veterinaria vy
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Zootecnia, UNAM, la hemolisina (susro anti-aritrocitos) y los anticuerpos
monoclonslos anti-AgB fusron preparados en al laboratorio; el suero anti-
Factor B se obtuvo de Atlantic Antibodiesi el Clg del complemenio. fue obtanido
de Sigma Chemical Coi la proteina A peroxidasa fué obtenida de Zymad

Laboratories,

METODOS.

Obtencién do los extractos crudos (EC) de cisticercos:

ECI: Los oisticercos recién descongelados fueron homogeneizados en un
volumen de § ml de PBS/g de tejido humedo, utilizando un homogeneizador
Polytren a maxima potencia durants 1-2 min a 4°C. El homogeneizado que
presentabs uns apariencia lechosa fue aclarado por centrifugacién a IGG,QQQ‘D
(Ultracentrifupa Baockman TL-108) durents 15 min 8 4°C (19). Este exiracto fue
usado para la purificacién del Agb utilizando coldgena de tendon bovino,

ECII: Los cieticarcoavrocién descongelados fueron homogensizados en un
volumen da 5 ml de una solucidn de exiraccioén/g de tejido huimedo, en un
homogeneizador Polytron a méxima potsncia durante 1-2 min a 4'C. La solucidén de
axtraccién contenia NaCl ©.45 M, EDTA 2.5 mM, 0.04% do PHMB y 0.006% do PMSF
v(solucién A). El homogensizado fua aclarado por centrifugacidn a 100,000 g
(Ultracentrifuga Beckman TL~180) duranie 16 min a 4°C (39). Este extracto fue

usado para la purificacién del AgB por cromatografia de afinidad.

Purificacién dol AgB utilizando coldgena de tenddén bovino:

El AgB se purificéd a partir dol ECI por medio de un método que aprovecha
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“su afinidad por colégeﬁi; un resuman del prSCedlmiento se presenta an la figura
8., El método consiste en incubar el algodén de coladgena {(fig.7b) con 30 ml de
EC con una concentracion de proteina carcana a los 5 mg/ml, durante 80 min con
apitascion lenta y a temperatura ambiente. El material no unido a la
colagena fue eluldo con PBS hasta que la sbsorbencia a 280 nm en los lavados
disminuia~a un valor cercano s cero {aprox, .0058). A su vez sl material unido
a la colégena fue eluido con un lavado con PBS al cual s& la aumentd la
concentracion de NaCl (@.5 M). Ambas soluciones da lavado fueron concentrados
en cémara da Amicon, usando una membrana Aricon FM 10,000, hasta obiener una

concentracion aproximada de %08 ug/ml y fueron dializados contra PBS.

Purificacidn del ﬁdB por cromatografis de afinidad:

El AgB también fue purificado utilizando una columna de sepharosa
4B~anticuerpos monoclonales anti-AgB, equilibrada con la solucidn de
extraccién. La colurna tenia un volumen de cama de S ml de sepharosa 4B,
conteniando ~10 mg de anticuerpos monaclonales acoplados. Se pasaron 30 ni de
EC IT con una concantracidn de proteinas de B mg/ml a una velocidad de flujo de
30 ml por hora. EIl material no unido a la columna fue aluido con la misma
solucidn hasta que la sbsorbencia a 280 nm de las fraccionss colectadas tenia
un valor cercano a cero (0,805), El material unido a la columna fus eluido
aplicando un pulgo de amortiguador de glicina-HCl ©.,1 M pH 2.9, Se colactaron
fracciones de | ml a lams cuales se les determind su absorbencis a 280 n». La
fraccionss obtenidas en el unico pleco (fig. 11) fusron mezcladas y dializadas

contra PBS, la proteins itsnia una concentracién aproximada de 150 ug/ml.
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Purificacién de colagena soluble a partir de piel de cobayo (47):

t.a piel de un cobayo, rasurada y cortada en pequefios trozos, se Bolubiliza
sn ac, acético 0.5 M a 4°C con agitacidon, durante toda la noche. EIl
sobrenadante obtenido por cenirifugacidn a 4,000 g se dializa contra una
solucion de fosfatos 20 mM; pH 9, El precipitado de esta didlisie ee recupera
centrifugando a 4,000 g, se resuspande en ac. acético 8.5 M a 4°C con agitacion
durante 24 Hr y se cenirifuga a 150,000 g. Posteriormente, al sobrenadante se
precipita con NaCl al 5% y el precipitado obtenido por centrifugacién a 4,800 g
se resuspende en ac. acético 8.5 M; se dializa contra una solueién de fosfaton
@.15 M pH 7.3; se precipita con NaCl al 20% y se centrifupa a 4,000 g. El
precipitado se rasuspendé nusvamsnie en ac., acético @.5 M; se dializa conira

ac. acético .15 M y se centrifuga a 150,000 g.

Purificacidén de colégena polimérica de tenddn bovino (48):

El tandon fue limpiade de mlscule y grasa adheridos y cortado sn pequerios
fragmentos. El material cortado fue deslipidizado empapandolo an acetona, y
rehidratado con agua destilada y se dejo en una solucidon que contenia EDTA al
4% toda lz noche a 4°C con agitacidén constante. El material lavado con apus
destilada fue suspendido an 2 | de &cido acético 0.2 M, pH 2-3: homogeneizado
con un Polytron (Brinkmann Instruments) a maxima potencia durante 20-32 seg;
agitado toda la noche a 4'C y centrifugado a 300 g. Al sobrenadante que
contenia fibras de colagena dispersas, se ls ajustd el pH entre 6y 7 con I M
de NaOH para colectar las fibras insolubles con una espatula. El agregado de
fihra§ de coldgena tenia una apariencia muy similar a la de un algodon (Fig.

7a). E)l algodién de colégena fue lavado con ac. acédtico 8.1 My con PBS (NaCl
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8.15 M y NaH2P04 0.015 M; pH 7.2) antes de usarse,

Acoplamiento de la coldgena a la sepharosa 4B:

400 mg de colagena soluble fueron dializados contra NaHC03 9.iH y
guardados a 4°C hasta su uso. Por otro lado, la sepharosa 4B fué activada con
bromuro de ciandgeno siguiendo el método de Cuatrecasas pt al. (48): la
sepharosa 4B se lava y resuspends en agua bidestilada y se le agrega bromuro
de cianégano en una relacién de 100 mg/ml de resina a 4°C, manteniendo una
agitacién constante. Sa ajusta el pH de la mezcla con NaOH 4 N hasta que se
mantenga estable en un valor de 1l (aproximadamente 8 min.), indicando que la
activacién ha terminado, Posteriormenta, se lava la resina con 12 volumenes de
NaOH 4 N y con 20 volimenes de NaH2C03 0.1 M a 4°C: se mezcla con la solucidn
de colagena y se deja en agitacion durante 20-24 Hr a 4°C. Los sitios
remanentes an la rasina se bloguean con etanolamina al 1%; se lava la resina

con PBS y se empaca en una columna que se equilibra con el mismo amortiguador.

Acoplamiento de anticuerpos monoclonales anti-AgB a sepharosa 4B:

12 mg de anticuerpos monoclonales en un volumen de 1@ ml previamante
prepsrados eon el laboratorio fueron dializados contra NaHCO3 Q0.1 M y NaCl 9.8 M
y almacenados hasta su uso, Por otro lado | gr de sepharosa 4B activada
comercialmente fus hidratada en 150 ml de HCl1 1 mM, durante 1§ min a
temperatura ambiente, Se filtré la resina para eliminar la solucién y sa lavd
con 308 m] de agua destilada. La resina himeda fue transferida a un recipientie
qus contenia los anticuerpos monoclonales y se incubd durante 2 hr a

temperatura ambiente con agitacién constante, Los sitios remanentes en la
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resina fusron blbqueados adicionando una solucion de stanolamina al 1% en

NaHCO3. Posteriormente la resina fue equilibrada con la solucidén A,

Determinacién del contenido de hidroxiprolina:

Se realizaron analisis de hldroxiﬁrolina para detearminar la conceniracidn
tanto de la colagena soluble como de la colagena acoplada a la Sefarosa 4B.
Para ello, se siguid el método descrito por Rojkind y Gonzédlez (50) usando

hidroxiprolina como patrén.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGE-505):

L.a composicidn polipeptidica de las fracciones obtenidas fus determinada
por PABGE-SDS utilizando gelas de placa al 1@% de acrilamida de acuerdo al
método descrito por Payne (Bi}. La visuaiizacién de las bandas proteicas se
realizo por tincidn de los geles con azul brillante de Coomassie. La
detarminacidon del peso molecular aparsnte de las bandan proteicas se llavd a

cabo usando una mezcla de proteinas globulares (Bio-Rad) como patrones,

Determinacién de la concentracion de proteinas:
La concentracién ds proteinas en las fraccidnas obtenidas fue determinada

por al método de Loury modificado por Hartree, usando BSA como patrén (82).

Inmunaelectroforesis:
La inmunoelectroforesis se llavé a cabo en geles de agarosa al 0.8% (p/v)

oon amortiguador de barbital .05 M, pH 8.6, &e cubrieron laminillas con
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agarosa y se aplicaron 25 ul de muestra en cada pozo del gel., La
imnunoelectroforesis se corriéd por 60-90 min, & 3mA por laminilla: el suero se
adiciono al canal y se dejo difundir sn camara humada durante 48 Hr., Las
laminillas fueron lavadas exhaustivamente con NaCl @.85 M, en agua y secadas
con un ventilador. Finalmente, las laminillas se tefian con negro de amido al
@.1% (p/v) en acido acético al 10% (v/v) y se destefiian con acido acético al

1@% (53).

Inmuncelectrotransferencia:

Se llevo a cabo siguiendo el método de Taang at al. (54), que consiste en
1a resolucion inicial de las bandas proieicas en las fracciones (EC ¢ AgB) por
PAGE-SD5. La cantidad de proteina aplicade por carril del gel era de 150 ug-en
ei caso del EC y 25 upg de Apd puro. Al finalizar la clectroforesis, las
proteinas del gel fueron transferidas a papel de nitrocelulosa (PNC), en una
camara de transferencis (Trans—blot Cell, Bio-Rad), aplicando 250 mA por 2 hrs
a 4'C, Para corroborar la transferencia de las pfotainas al papal, uno da los
carriles era recortado y isfiido con negro de amido al 0.1 % (p/v) en 45% de
metanol, 10% de acido acético y 45% de agus destilada, durante S5 min, El exceso
de colorante era eliminado con 30% de metanol, 2% de é&cido acético y 8% de apgua
destilada, durante § min,

Para los ensayos inmunpenzimdiicos, el PNC con las proteinas transferidas
fué i1ncubado toda la noche con BSA al 3% an PBS (PBS/BSA) a 4°C, con el objeto
de bloquear los sitics libres en el papel., Posteriormente, se lavé 3 veces con
PBS & temperatura ambiente durante 10 min cada vez, manteniendo agitacion

suave., Se recortaron tiras de PNC de acuerdo al esguema de ensayos por
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agarosa y se aplicaron 25 ul de muestira en cada pozo del gel. La
imnunoelectroforesis se corrid por 6@-32 min, a 3mA por laminilla; el suero se
adiciond al canal y se dejo difundir en cémara humeda duranie 48 Hr. L(as
laminillas fueron lavadas exhaustivamente con Nafl 9.B65 ¥, en agua y secadas
con un ventilador, Finslmente, las laminillas se tefiian con negro de amido al
2.1% {p/v) en acido aceético al 1@% (v/v) y Be destefiian con acido acético al

19% (83).

Inmunocelectrotransferencia:

Se Ilevod a cabo siguiendo el método de Teang af al. (54), que consiste en
ia resolucion inicial de las bandas proteicas en las fracciones (EC ¢ AgB) por
PAGE~S5DS. La cantidad de proteina aplicada por carril del gel era de 150 ug en

el caso del EC y 25 ug de AgB puro., Al finalizar la aelectroforasis, las
proteinas del gel fueron transferidess a papel de nitrocelulosa (PNC), en una
camara de transferencia {(Trans-blot Cell, Bio-Rad), aplicando 250 mA por 2 hrs
a 4'C, Para corrchorar la transferencia de las proteinas al papel, uno de los
carriles era recortado y tefido con negro de amido al @.1 % (p/v) en 45% de
metanol, 10% de 4cido acético y 45% de agua desitlada, durante 5 min., El exceso
da colorante era eliminado con 90% de metanol, 2% de &cido acético y 8% de apua
‘destilada, durante 5 niﬁ.

Para los ensayoa‘inmunoenzimbticoa, el PNC con las proteinas transferidas
fué incubado toda la noche con BS5A al 3% en PBS (PBS/8SA) a 4°C, con el objeio
de bloquear los sitios libres en al papel. Posteriormente, se lavo 3 veces con
PBS & temperatura ambiente durante 10 min cada vez, mantenisndo agitacidén

suave. Se recortaron tiras de PNC de acusrdo al ssquema de ensayos por



~-28-

volumen de suero/la cantidad de zymosan obtenida al centrifugar dos voldﬁbnés
de la solucioén al 0.1%) durante 6@ min a 37'C . La suspensién fue cenirifugads

. para saparar el susro del zymosan y colectar sl sobrenadante (G5).

Obtencion de eritrocitos de carnero:

Se obtuvo sangre de un carnero normal por puncion de 15 yugular con una
aguja § 14, que fue recibida en un recipienia conteniendo un volumen
equivalente de Bolucién de Alsever (1@ g de glucosa, 4.5 g de citrato éb'sodlo.
9.3t g de dcido citrico, 2.! g de NaCl; llavado a un volumen de 580 ml, pH- ‘
§.1), La mezcla se dejdé squilibrar a temperatura smbiante y se almacand a 4°C
durante una semana, por lo menos, para estabilizar a los eritrocitos (56).
Posteriormente, se decantd el sobrenadante, v el paguete deo células,
constituido principalmente por eritrocitos, fué resuspendido en una solucién de

Veronal (Acido 5,5-Distilbarbitirico 2 mM, Barbiturato de uodib 2 mM, CaCl
8.015 mM, MgCl 0.4 mM y NaCl 0.15 M), centirifugado a 700 g por 10 miny

resuspondido nuavamente en Varonal para almacenarsa a 4°'C, hasta su uso,

Ensayas de fijacién de complemeanto:

La actividad de complemento (C) en un suero, puade astimarse midiende la
hamdlisis que asts suero induce sobre eritrocitos utilizados como vélulas
blanco. Clasicamente, se emplean eritrocitos do carnero, hemolisina de conajo
(suero hiperinmune con actividad anti-aritrocitos de carnero) y suero ndrnul da’
cobayo conb fuente de C (57). La hemdlisis se determina
espacirofaotomdtricamente midiendo la absorbencia a 541 nm debida a la

hemoglobina liberada, 0Oe este modo, el porcentaje de eriirocitos lisados se
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COMPLEMENTO ADICIONADO (i)

Fig. £ Curva de dosis respuesta paré,]a lisas 1nnune'de eritrocitos de
- carnero por complemento humano, al cual se le inactiivé la via alterna
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caléula por comparacién con una muosira de ia misma cantided de eritrocitos, a
la cuel 66 le induce lisis total por incubacidén con agua destilada, Cuando se
grafica el porcentaje de lisis en conira de la cantided de C adicionada,
genaralmente se obtiens una curva sipnoide con una mesota asintotica al 100% de
lisis (ver por ejemplo la Fig. 8). En la regién intermedia ds la curva,
alrededor del 50% de lisip, existe una relacidén casi lineal entre ambas
varisbles, Es por ello, que la cantidad de C necesaria para inducir 50% de
lisis (CH50) es un parédmetro muy usado en estudios cugniiiativos del sisiena de
oonplementa.

El CHS58 del suero humano utllizﬁdo en este trabajo, se determind

graficamante de acuerdo con la ecuacion de von Krogh (Fig. 9):

1 Y
log X = log K 4 —~-log -—-

i 1-yY

on donde: Y= porcentaje de lisis (sxpresade como fracoidén de 1)
X= ul de suero sin diluir
* K= constante

n= constante

Los valores de Y/I1-Y fueron graficados sobre papel log-log conira los ul
da suero éﬁudido. La CHS@ del susro se 6b£uvo a partir de la inversa do la
abcisa al origen.

En los ensayos de fijacion de C descritos en la pressnte tesis, ce

utilizaron eritrocitios do carnero como c¢élulas blanco, hemolisina de conejo y
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Fig. 9 Determinacion grafica (procedimiento de von Krogh) de la CHS@ del
suaro humano utilizado, a partir-de los resultados mostrados en la
grafica anterior



-33

4

TUBO RELACION AgB:C AgBlul) COMPLEMENTO (ul) UERONAL
1 8:1 800 100 100
2 4:1 400 100 500
3 2:1 200 100 700
4 ‘ 1:1 100 100 800
5 1:2 50 100 850
8 1:4 25 100 ‘ 875
7 1:8 12.5 1w 867.5

TABLA I1 Relaciones de AgB:C probadas en los ensayos de Fifacién de
' Complemento i .
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suero de un humano normal como fuenta de C. El suero humano fue incubado
durante 20 min & 56°C para inactivar la via alterna del C. Posteriormente,
seie susro 8o diluyd 1:10 an amortiguador de Veronal, se preincubd 60 min a
37°Cy se utilizd en los ensayos para obtener una curva patrén de lisis, asi
como para determinar la CHS56. La oira parte del suero se diluyd 1:10 con
diferentes concentraciones conocidas de AgB an PBS (AgB:C) y se preincubd
durante 60 min a 37'C antes de ser usado en los ensayos de fijacion dal
comlemento. Las relaciones AgB:C probadas fueron: 8:1, 4:1, 2:1, t:1, 1:2, 104
y 1:8 {tabla II). Se utilizd una suspensidn de eritrocitos sl 2% en Veronal,
que fus sansibilizada por ingubacién con la hemolisine {(dilucion 1:50,0000)
durents 28 min a 37'C. Posteriormente, el suero humano preincubado o no con
fgB, fue incubado con los eritrocitos durante 6@ min a 37°C. Finalmente, se
centrifugaron los tubos a 700 g por 10 min y se determind la absorbencia del
sobrenadante a’541 nm. Los resultados de ios experimentos de fijacion de k

complamentc se exprasan en forma de porcentajes de lisis,

Ensayos ;nnunoenzinéticos (ELISA):

Se realizaron ensayos de ELISAs (58) para determinar si el ApB
interacciona con la molécula de Clgq. El Clg obtenido comercialmente en una
iglucién de Tr;a fue dializado an contra de un umortiguadof de carbonatos ;1
B;ZX. pH 9.6. Se adsorbieron microplacas inmulon de 98 pozos, con | o con 10 ug
de Clq/pozo duranie 24 Hr, 8 4°'C. Después. de lavar tres veces la placa con PBS
conteniendo 9,05% de Tween {PBS-T), se incubd con albumina sérica humana ai 1%
an PBS~T, adicionando 288 ul/pozo, durante 2 Hr & 37°C. La placa fue lavada de

nuevo con PBS-T y se incubd con | o con 10 ug de AgB. Se realizd un nuevo cicle

de lavado con PBS-T y.ae incubé con suero de cerdo anti~AgB, durante Z Hr a
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37'C. Posteriormente, se lavo con PBS-T y se incubd con Igh6 da conejo anti-Ig6
de cerdo acoplada a peroxidasa. Como subsirato de la enzima se utilizd 0.4% de
orto~fenilendiamina en ©.1 M de amortiguador de ciiratos, pH 4.5, Le reaccion
se dejé desarrollar durante 30 min a iemperatura ambiente y se detuvo
adicionando 100 ul/pozo de écldo sulfdrico 1 M, La absorbencia a 450 nm de los

pozos se determino con un lector automédtico de ELISA,
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V. BESULTADOS.

PURIFICACION DEL AgB:

Inicialmente, se intentélun procedimiento de purificacion por afinidad,
utilizando una columna de Sepharosa 4B-coldgena. Para el acoplamiento de la
coldgena se utilizaron dos tipos de resinas activadas. La primera fue sepharosa
activada de origen comercial, miantras que la otra fue activada en al
laboratorio, con bromuro do ciandgeno justo antee del acoplamisnto. Los
porcentajes da acoplamiento obisnidos con ambas resinas fueron similaraes y
menoras al 1%, Por ejemplo, al mejor resultado obtenido fue de 88 ug de
colanena acoplada/ml de resina humada, determinado por el método ds
hidroxiprolina, en una columna de 28 ml, A través de esta columna se pasaron
30 ml de un EC, obteniéndose el perfil de slucién gue se muasstira en la figura
18. La cantidad de proteina parasitaria retenida por la columna, de acuerdo a
1as daterminaciones realizadas fue de 100 ug totales.

Se intentd otro ;étodo de purificacién utilizando un “algodén” de colagéna
insoluble obtenido a partir de tandon bovino., La cantidad de proteina
parasitaria unida a la colagena cuando se incubaron 3@ ml de ECI con un algodén

‘de 1=2 g fue de 300 ug. Este material fue eluido de 15 colagena por medio de
lavados tanto de PBS + NaCl 0.5 M como de Ac. Acético O.1 M. La figura 12
ilugtra al patrdén de bandeo en SDS-PAGE de! material unido al algodén de
colédgena. Las 2 bandas mds abundantes con pezos moleculares de 85 y 95 Kd
coinciden en su migracién respectiva con las bandas principales,

caracteripticas del AgB (42). Un andlisis densitomdtrico de los geles secos



“3 7=

0.3

0.2

01 F

PBS.
~—~NaCl G.5 M

D.0. 280 nm

] i J

10 20 30

# de Fraccidn

Fig. 10 Perfil de elucidn del ECI através de una columns de sepharosa 4B8-
colagena. El material retenido por la columna fué eluido con PBS al
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indicd que las dos bandas mas abundantes constiiuian el 85% del contenido de

proteinas en la fraccion,

El AgB fue también purificado por cromatografia de afinidad, utilizando
una columna de sepharosa 4B con anticuerpos monoclonales anti-AgB acoplados, el
perfil de alucioén se muestra en la figura 11. La cantidad de proteina unida a
la columna después de que se pasaban 30 ml de ECII a una velocidad de flujo de
30 ml por hora, fue de 150 ug. Esta fraccién fue eluida de la columna por medio
de un lavado con un amortiguador de glicina-HCl 0.1 M, La figura 13 wuastra el
Patrén de bandeo en SDS-PAGE de material eluido de la columna. La banda:

obtenida constituia el 95% de la proteina obtenida.

ANALISTS INMUNOLOGICO DE LAS FRACCIONES PURI?ICﬁDﬂS.

Para determinar si el AgB se encontraba presente an las fracciones
obtenidas por medio del algodon de colagena y par la cromatografia de afinid;d.
- se llevaron a cabo ensayos de innunoeiectrotransferencia utilizando un susro
hiperinmune de cerdo anti-AgB. En la figura 14 se observe gue el suero
reconocs solamante las dos bandas mas abundantes en el carril correspondiente a
la fraccion purificada por medio del algodén de coldgena, asi como también
raconoce s0lo una banda en sl carril corrsspondiente a la fraccibn‘purlficade
por la columna de monoclonalas (fig. 14). No se obsarvaron bandas de cuando wme

incubd con suero normal -de cerdo.



40~

)
[:]

93 g

Fig.12 SDS-PASE de las fracciones obtenidas durante ia purificacion del AgB
utilizando un algodén de colégena insluble de tendén bovino (figs. 6 y
7b). Tincién con azul brillante de Coomassie: 1) ECI antes de ser
incubado con el algodén de coléagena: 2) ECI después de la tncubacion vy
3) Fraccion retenida por la coldgena .
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Fig.‘13 S0S-PAGE de las fracciones obtanidas durante la purificacidn dal AQB a
través de una columns de sepharosa 4B anti-B. Tincidn con azul
brillante de Coomassie: 1) ECII antes de ser pasado por la columna y

2) ECII después da ser pasado por la columna 3) Fraccién retenida por
la columna, :
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Fig, 4 Inmunasiacirotransferencia de ECI (1 y 2, fraccion retenida por la
colagena (3 y 41, €ECI1 (5 y 6) ¥ fraccion rotenida en la columna de

sepharosa 4B- anticuerpos moncclonaies anti-8 (7 y 8) Carriles: 1,38
y 7) Incubados con suero de cerdo anti-B, dilucion 1:500; 2,4,6 v 8
Incubados con suera de cerdo normal .dilucién 1:500. En lugar de

segundo anticuerpo se usd proteina A peroxidada dilucién 1:100@, el

sustrato usado fué 1-4 cloronaftol.
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INHIBICION DE LA CASCADA DEL COMPLEMENTO.

Cuando se usd ol suero frasco de un humano normal como fuente de C, se
abasrvd un considerable porcentaje de lisis inespscifica en los experimsnios ds
fijacian de complemento, & pesar de que ss habian utilizado eritrocitos de
carnero sin sensibilizar (datos no mosirados). Para avitar esta lisis
inespecifica sl suero fue preadsorbide con eritrocitos de carnero para asf
eliminar anticuerpos dirigidos hacia determinantes manores de superficie,
Adicionalmente, la via alterna del C fue inactivada por incubacidén del auerc a
50°C durante 20 min. En eaias condiciones, la lisis inespecifica fue
practicamente eliminada on las sisayos de fijacidn de complemento adamas de
lograrse una excelente reproducibilidad sn gxperlmentos cansecutivos, La figura
8 muestra el perfil tipico de una cinética de lisis inmune utilizando el suereo
humnano prcadaorb!dal

Para determinar si el AgB, tanto el purificado por medio de la coligana
como el purificado por crohatografia de afinidad, tienen algin efectoc sobre el
sistema del C, sa realizaron ensayos de fijscién en las condiciones descritas
arriba, en los gue sl suero humano habia sido preincubado con diferentes
cantidades de AgB. Como se muesira en la figura 15, el AgB produjo una
dianlnucién en la actividad de C presente en el suero despuds de la
preincubacidén, El efecto inhibitorio debide al AgB es aparente incluso en las
relaciones AgB:C ds 1:4 y 1:8.

Se realizaron ansayos para determinar si la inhibicién causada por sl AgB
sa debia exclusivamante a un sfecto sobre la via clasica del C. Para sllo, se
tomd una muestira del suara humano, sin haber sido tratada a 58°C por 20 min, y
se tncubd con AgB purificado por medio de la colégena, en una relacidén de 1:!

por un lado y con Iymosan por otro, durante B@* a 37°C. Posteriormente, se
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Fig. 15 1Inhthicién del complemento por el AgB del cisticerco a) con AgB
purificado por medio del algodén de coldgena y b) con figB purificado
por medio de la columna de afintidad.
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Inmunoeleciroforesis de un suero humano incubado con AgB (pozo
superior o con zymosan (pozo inferior). El canal contenia suerc
niperinmune anti- Factor B

5
m

Fig.
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realizaron inmuncelectiroforesis de ambas muestras en contra de un suero
hiperinmune con actividad de anti~Factor B+ del complemanio. Loas resuliados
mostraron que el AgB no tiene ningun efecto sobre la via alierna, daterminado

por hidrolisis del Factor B (fig. 16).

INTERACCION AgB-Clg

Se realizaron ensayos de ELISA para daterminar si el AgB se unia al Clq.
El Clg se adsorbido a la placa y posteriorments se incubd con ! o con 1@ ug de
AgB. Los resultados mostrados an la tabla II1 indican que sl AgB interacciona

por igual con el Clq, en las dos concentraciones probadas.

* Cabe hacer notar que el AgB no tiene ninguna relacién con el Factor B del
complemento, El Factor B es un componenta que participa an la formacidon de la

C3 conyertasa de la via alisrna,
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SUERO DE CERDO T1qlugd AgBLug) D.0.
ANT1-B 1 1 0.219
<1:1000) 10 10 0.310
NORMAL 1 ' 1 0.083
<111000) 10 10 0.098
ANT1-B 1 1 0.252
¢<1:500) 10 10 : 0.275
NORMAL 1 1 0.094
<1:500? 10 10 6.099

# LAS LECTURAS SE OBTUVIERON EN ENSAY0S DE ELISA EN LOS
QUE EL Clq FUE ADSDRBIDO A LA PLACA Y EL AgB FUE INCU-
BADD 2 h A 37°C, COMO 2do. ANTICUERPO SE USO 1g9G DE
CONEJO PEROXIDADS ANTI-19G DE CERDO.

Tabla 111 Interaccién AgB-Clg determinada en un ensayo de ELISA



V. DISCUSION,

La purificacién del AgB se intentd inicialmente usando una columna de
sepharosa 4B-colédgena. Para ello, se acopld la colagena a la sepharosa
siguiendo el procedimiento del bromuro de cianogeno (48). El porcentaje de
acoplamiento fue de 0.4%, obteniéndose al final una resina que tenia 88 ug de
colagena acoplados en cada ml. Aunque estas cifras pueden considerarse
normales con respecto a las raportadas por otros autores para el acoplamianto
de la coléagena (59), raesultaron muy bajas como para permitir la purlficacién de
una cantidad razonable de AgB.

Se intentd ademas acoplar la colagena por el método del 2-iminotiolano
(60) y de los oxiranos bifuncionales (61), obieniéndose cantidades similarmente

"bajas de proteina acoplada por ml de resina. Lo anterior sugiere que el factor
limitante para al acoplamiento de la colédgena a la sapharosa 4B no es la
disponibilidad de grupos reactivos en la proteina. sino quiza, la accesibilidad
de los sitios en la resina, especislmente considerando que se trata de una
proteina altamente asinétrica.

Se trataba pués de desarrollar un método para la purificacion del AgB, gue
aprovachara su afinidad por colagans y gque no necesitara el uso de una resina
como soports. En consecuencia, se utilizd colagena polimérica la cual se
obtiens induciende la ressociacidn de colagena pura en solucidn (48), La
colagena reasociada tiene la apariencia de un algoddn (fig.7a) que puede ser
facilmente manipulado. El uso del algodén de colégena permitio captar
cantidades mayores de proteina a partir de! ECI de cisticercos. El andlisis de

ia proteina atrapada con el algodén de coligena, por SDS-PAGE (Fig. 12) asi



como por inmunoslectrotransferencia usando anticuerpos anti-AgB (Fig. 14),
demostrd que el AgB constituie el 85% de la proteina en la fraccidn. Elvraato
de la proteina en la fraccién astaba formada principalmente por colagena
desprendida espontanaamente del algoddn, En . resumen, el uso de colégena
polimérica posibilita la purificacién de 6AgB en cantidades dal ordan de los
miligramos, a través de un procedimisnto rapido, sencillo y de bajo costo.

Cabe hacer notar que el algodon de colégena puede ser utilizado miltiples
veces con similares resultados. Solo se obeervd un decaimiento de su capacidad
para atrapar AgB .después ds varios meses de uso frecuente.

El AgB purificado como se describld arriba fue utilizado en ensayos de
fijacion de complemento. El objetivo era detarminar si este antigeno afectaba
de algun modo la'cascada del C. La idea subyacente era que la propiedad del
AgB para interaccionar con colagena podria permitirle interaccionar con el Clg
y alterar su funcidn., Puesto que el Clq es ellcomponente inicial en la via
clasica, una alteracién en su funcionamiento provocaria efectos en todos los
pasos subsecuentes de'la cascada {ver apéndice). Los resuliados mostraron que
el nivel de C funcional d;smxnuye en las muastras de suero que habian sido
preincubadas con AgB. La actividad de C varia en relacién inversa con la
concentracién del AgB en la preincubacién (Fig. 16). Estos resultados puedsn
tener dos explicaciones. La disminucién en la activiaad del C puede deberse a
que durante la preincubaciéh con el ApB se produce un consumo a su vez debido a
una activacién por via alterna. Al respecto, se conoce un gran nimero de
compuestos da naturaleze diversa, incluyendo & una glicoproteina de
metacéstodos ténidos (62), capaces de consumir complemento por activacion de la
via alterna (83). Cabe hacer notar que los exper%nentgs de fijacidn del

complemento descritos en la presente iesie, se llevaron a cabo utilizando un
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susro humano que habia sido incubado a 58°C durante 28 min. Este tratamiento
produce la inactivacién de la via alterna dehido a una destruccion de
componaentes termolabiles (E4). Es decir, que en las condiciones en las que se
realizaron los ensayos de fijacidn, seria razonable esperar bajos niveles de
actividad de la via alterna. La otra explicacidn posible seria que sl AgB actua
como inhibidor de la cascada, de tal modo que a pesar de que los niveles de
complemento funcional no varien duraﬁte la preincubacidn, la activacién es
impedida por el AgB. .
Para distinguir entre las anteriores posibilidades se realizaron
inmunoalectroforesis en las gue 55 enfrentaron muestras de suero preincubadas o
no con el AgB y anticuerpos dirigidos en contra del Factor B. El suero
utilizado en las inmunceleciroforesis no fue sometido al tratamiento térmico
"(GB°C por 2@ min). Ademas, fe utilizd una poncantr;cién dm AoB que inducia una
considerable disminucidén en la actividad de 6. tos resultados mosiraron que la
preincubabién con al AgB no induce la hidrolisis del Factor 8, indicando que no
ocurre activacién de la via alternai
Pusstio gque la puréza del Agb utillzadé ara: del 85X, existia la posibilidad
de gque la inhibicidén observads en los snsayos de fijacién del complemento, se
debiera a alguna otra proteina presente en la fraccidn., Este punto era
espacialmente critico si se toma en cuenta que el AgB habia sido purificado
aprovechando su afinidad por colagena (Fig. 7b), Otra proteina parasitaria con
capacidad para interaccionar con colagena podria ser la reaponnaﬁ{e dal ofactio.
Esta posibilidad fue explorads realizando ensayos de fijacién con AgB
purificado por medio de una columna de aapharoga 4B que tenia acoplados
anticuarpos monoclonales anti-B. En estas condiciones, el AgB que se obitiane de

la columna as aproximadamente 95% puro. Las nequdﬁaa cantidades ds proteinas
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contaminantes en la fraccidn, eran diferenies a las que se obasrvan en la
fraccion obtenida con el algodén de colagena. El sfecto inhibiiorio enconirade
fue practicamente idéntico, lo cual permite identificar al AgB como el Unico
responsable del efecto inhibitorio sobre el complemento.

Cabe mencionar qus al AgB purificado por medio da la columna con
anticuerpos monoclonales solo presenta la cadena polipeptidica de 95 Kd. Esto
puede deberse a que el extracto crudo del cual se purificoé el ApB se obiuvo
utilizando varios inhibidores de proteasas; en estas condiciones; es posible
que se evite la degradacion del AgB nativo, La antericr explicacion implics
que la cadena de menor peso moleculsr en el AgB es producto de la hidrolisis de
la cadena mayor. Oira posible explicacidén consiste sn suponer que los
anticuerpos monoclonales reconocen dn epitopo de carbohidrato en la molécula
Adel AgB, que soclo se encuentre presente en la cadena de 35,932 d.

Los resultados hasta aqui descritos demuestran por un lado, que el AgB no
es un agente consumidor de complemento, y por el otro, que l$ aisnxnucién de la
actividad dal complemento debida a este antigeno, se lleva a cabo a través de
una inhibicién sobre la via clasica, 5in embargo, se ignoraba a que nivel de la
via clasica se produce el blogueo por AgB. -

Como primer acercamisnto a esta cusstidén, los resultados de losrensayoa de
ELISA demuestran que el AéB'interacciona con el Clg (Tabla III1), lo cual hace
pensar gque la inhibicidn de la via clasica ocurre a nivael de Cl (ver apéndice).
L.a explicacidén mas sencilla, considerando la propiedad del AgB para
interaccionar con coldgena, seria que la molécula del AgB unida a la regién
colagénica del Clg, produce un impedimenio estérico que avita la actiyucién del
Cir y del Cle. Sin embargo, se reguiere evidencia mas directa al respacto.

Actualmente se llevan a cabo ensayos para determinar ei la inhibieién del C
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causada por el AgB puade ser ravertida por adicién de Cl o de Clg puro. Ademds,
se intentara determiner el sitio de interaccidn AgB-Clg usando técnicas de
microscopia elecironica asi como por ensayos con Clg parcialmente digerido.
Cualquiera gue sea el mecanismo por el cual el AgB inhibe la cascada del
conplenonto, la evidencia disponible indica que aste antigeno juegs un papel
central en el panteniniento de la relacidén huésped-cisticerco. Por un lado, es
al antigeno mas fracuentananteZreconocido por anticuerpos presentes an sueros
de pacientes y cerdos cisticorcosos (34,65). Ademds, el AgB es responsable de
gran parte da los anticuerpos sintetizados an 1a reaccitn inflamatoria que
rodea al parasito (37). Se irata pues de una proteina inmunodominante, que
parece deaviar'una porcidén considerable de la respussta inmune humoral del
huéspad cisticarcoso hacia un producto de secrecidon. Por otro lado, la
secrecidn continua de AgB hecia los isjidos del huédsped podria reducir su
capacidad de respuesta hacia otros antigenos del cisticerco. Los resultados.
descritos en la presente tesis sugieren que el AgB secretado podria inhibir
localmente 1a activacion del complemsnto debida a la pﬁesancie da cbnplajos
inmunes en la interfase huéspaed-parasito. Antes de considerar las implicaciones
de esta inhibicién, conviene recordar que durante la activacion del complemento
&
se producen factores quimioatrayentes de células asi caomo anafilatoxinas. Es
decir, que la activacidon del complemsnto no solo constituye un mecanismo
efectof directo debido a la formacidn de lesiones en.las membranas blanco vy a
los factores opsonificadores, sino que también, otros factores contribuysn a
modular fendmenos tan importantes como la inflamacidn local. En consecuencia,
la caracteristica inhibitoria del AgB sugiere que su secracion hacia la

interfase podria disminuir la respuesta inflamatoria, y de eate modo, reducir

la confrontacién huésped-parésita.



~-53-

Si el AgB juege un papel re)evante en el mantenimiento de la relacidn
huéaped—cislicarco. s posxbie que ia induccidn de una reupuﬁsta tumoral
anti-B, anterior a la instalacion del cisticerco en los tejidos del huédsped,
pudiera tener efectos xnmunoprofiiécticos. Al respecto, solo se dispone &e
evidencias preliminares provenientes de axperimentos en lﬁs que se inmunizaron
ratonas BALB/C ceon una sola dosis de AgB: posteriorments, se loc reté con
cisticercos de I, crassjceps por transferencia intraperitoneal. Los resultados
mostraron una proteccion significativa debida a la inmunizacién por AgB, lo
cual abre las puertas para el uso futuro de este antigeno en enscayos de
vacunacion,

Finalmente, los esfuerzos futuros estaran dirigidos a caracterizar en
. detalle la eccidn inhibitoria del AgB sobre el sisiema ael complemento, con
la 1dea de lograr una mejor comprension de esta compleja relacion
huésped-parasito, que a su vez aporie nuevas abtrategiaerpara el control de la

aﬁfernedad.
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EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

En la sangre de todos los vertebrados existen sistemas protectores que al
activarse desencadenan reacciones en cascada. Entre ellos se pusde mencionar
al sistema do coagulacién ds la sungrb. dastinado a controlar las heridas, y al
nistema del complemento que participa‘hn 1a defensa contra agentes infecciosos.
l.a activacion de ambos sistemas depende de la conversidn de zimdgenos
proteoliticos en proteasas activas (66).

El complemento es con mucho el mds complejo de estos sistemas y tiene como
funcidn principal la destruccion de organismos extrafos y de copplejoa inmunes.
Esta funcién es llevada a cabo por dos mecanismos: }) Recubriéiento da las
partidulas con las proteinas C3 y C4, dando por resultado su opsonificacion que
facilita la fagocitosis de las partfculas por los macréfagos y 2) La lisis de
los organismos extrafos por la insercién en sus membranas de una estructura
coﬁplaja que resulta del ensamble de varias moléculas de C9, Esta aestructura
tisne un “agujero” central que permite la entrada libre de agus y cales al
interior de la célula, con al subsecuente aumento de volumen interno y ruptura
de la membrana plasmatica (67). Cabe hacer notar que a lo largo de la
activacién del complemento se liberan algunos factores quimioatrayentes y
anafilatoxinas que participan en la modulacidn de fendmenos defensivos tan
importantes como la respussta inflamatoria.

El sistema‘dsl complemento puede ser activado por dos mecanismos

diferentes designados como via clasica y via alterna. La via clasica a5
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dependiente de anticuerpos mieniras que la alterna es tolalmente independiente
de la respuesta inmune (Fig. 17).

La via -clasica es5 activada por complejos antigsno-anticuerpo o por
inmunoglobulinas agFegudas. En los humanos, las inmunoglobulinas de la clase
IgM y de las subclases IgGl, Ig62 e IgG3, son capaces de iniciar la via clédsica
(68), La activacion inmunolégica ocurre a travées de la combinacion del primer
componente de complemento (CLl) con un sitio localizado en el dominio CHZ de la
reqidn Fc de la molécula de I1g6 o IgM humana (69) . Una vez activado el C!, la
reaccidn se propaga a los demas componentes hasta la formacion del complejo
litico que se inserta y produce canales en las membranas bioldgicas. -

A su vez, la via alterna es activada por diversos tipos de superficies
biolégicas asi como por una variedad de otros factores no dependientes dal
sistema inmune, Despuds que el C3 ha sido activado por la via alterna, la

.cascada continua a través de los mismaos pasos descritos para la activacién por
via cldsica. Por esta razén, se piensa que constituye el primer frante de
defensa dal orpanismo. Cabe hacer notar que durante la activacién de la via
alterna, el factor B asociado al C3b es hidrolizado por el factor D en dos
frapmentos: Ba y Bb. Este hecho permite detectar facilmente la activacion de la
via alterna en una muestra de suaro, por modio'de una inmunoelactroforesis

utilizando anticuerpos anti-factor B.

Activacidn del Ci:

Como se menciond anteriormente, la dctivacién del complemento por via
clasica se.inicia con la activacién del Ci, El Cl que estad formado por tres
protelnas denominadas Clg, Cir y Cls, inicla la gaacada en el sitio en donde se

debe producir la accidn efectora ya qus es el Unico componente que interacciona
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directamente con sl anticuerpo unido a su antigeno. Ests interéccxén es mpdiada
por sl Clg, que tiene un peso molecular de 460,000 y que es el mayor de los
tres subcomponenties (Fig. 18).

La molécula de Clg se compone de 18 cadenas polipeptidicas que forman seis
cabazas globularcs periféricas, unidas enira si por brazos fibrilares que las
reunen on un tallo central (Fig. 18). Los brazos fibrilarss y el talio central
tienen una estructura colagénica y cada cabeza presenta un sitio de
raconocimiento para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (71). Los otros
componentes del Cl: Clr y Cls, son proenzimas similares que forman un tetramero
con dos subunidades de cada uno, que se mantiene unido electrostaticamente por
calcio. Después de la activacién del Cig, el Clr que tiene un peso molecular de
83,000, sufre un proceso no bien enten&@do de autoaclivacidén qus lo convisric
an una ssterasa con capacidad de activer enzimaticamente al Cls. A su vez, el
Cls activado adquiere una actividad de esterasa de serina que le permite

activar enzimAticaments ql siguienta componante de la cascada: el (4 (Fig. 1.



Fig. 18
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Aspectos astructurales del Clq: a) Composicién polipeptidica (tomada
de la ref, 72); b) microscopia electronica de transmision mostrando un

tallo y & cahezas globularss (tomada de la ref. 68 ); ¢) Esquema que
describe simplificadamente la interaccién de Clq-Cir-Cls con el
complejo antigeno-anticuerpo (tomada de la ref. 727,
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