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RESUMEN 

Se ha demostrado que los antígenos de mctacés_todos de Tt1enia soliu111 inoculados en 
cerdos son capaces de inducir respuestas protectoras contra el parásito. El objetivo de este 
trabajo fue estudiar y caracterizar la respuesta inn1une generada por los ant{genos de 
metacéstodos de 7'. solium utilizando como modelo experimental ratones de la cepa Balb/c. 

Los resultados mostraron que los antígenos contienen al menos 18 polipéptidos 
diferentes con pesos moleculares entre 220 y 7 kDa. 

Al estudiar la respuesta celular se encontró que los antígenos indujeron respuestas 
prolifcrativas de csplcnocitos de ratones inmunizados en f"orma dosis dependiente y 
estadísticamente significativas cuando se compararon con sus testigos (P < 0.02). Las células 
de animales inrnunizados y testigos estimuladas con Con A produjeron rncnsajeros para IL-2~ 
IFN-y e IL-4 mientras que. la cstimulación con antígenos de metacéstodos mostró que las 
células de animales inmuni7..ados produjeron mensajeros para IFN-y. IL-4 e IL-5 mientras que. 
las células de anin1alcs testigos no produjeron ningún mensajero. Los antígenos 
aparentemente inducen la expresión de respuestas mixtas Th 1 (IFN-y) / Th2 (IL-4 e IL-5). 

Los antígenos indujeron en ratones un incremento transitorio y significativo de 
eosinófilos en sangre periférica (P <O.O 1) en comparación con la eosinofilia de animales 
testigos. 

También indujeron anticuerpos específicos lgE e lgG en los sueros de ratones 
inmunizados en comparación con los de animales testigos. lgG 1 fue el isotipo más abundante 
(P<0.0007). aunque lgG2b e lgG3 también estaban incrementadas significativamente en los 
sueros de rc.1toncs inmuni7..ados .. mientras que la lgG2a permaneció sin cambio. Tres antígenos 
de mctacéstodos (95. 85 y 7 kDa) füeron reconocidos por todas las subclases de lgG e lgE. de 
éstos antígenos.. los 2 primeros fueron reconocidos por un suero anti-paramiosina. Una 
proteína aproximadamente de 57 kDa fue reconocida por lgG 1. lgG2a., lgG2b e lgE mientras 
que. otros antígenos (52. 30 y 20 kDa). fueron reconocidos por lgG 1 e lgG2b. Dos (68 y 60 
kDa) de las 4 bandas que fueron reconocidas por el suero anti-lgG de cerdo. también lo fueron 
por los antisueros contra todas las subclases de lgG y por lgE. 

Las respuestas de <..-osinofilia y de isotipos de anticuerpos correlacionaron bien con lo 
encontrado in vitro ya que. la l."'Osinofilia está controlada por IL-5 y el cambio de isotipo a lgE 
e lgG 1 por IL-4 .. lo que sugiere que in vivo predominan las respuestas tipo ... rh2. 

Se consiguió la separación de 7 picos por cromatografia de intercambio iónico. que al 
ser analizados por electroforesis mostraron diferentes componentes. Los picos 2 y 3 
indujeron la expresión de RNAm para IL-5 a las 44 h en esplcnoeitos de animales 
inmunizados mientras que. el pico 5 indujo la expresión de mensajeros para IL-4. IL-5 e IFN
y a las 66 h en los animales inmunizados y también par..l IL-4 e IFN-y en los testigos. El pico 2 
indujo eosinofilia significativa (P = 0.04) en sangre periférica al compararla con la de los 
animales t<."Stigo. Probablemente alguna de las proteínas compartidas por los picos 2, 3 y 5 
(66. 56 y 35 kDa) inducen la síntesis del mensajero para IL-5 y eosinofilia in vivo. 

Al parecer. el ratón puede ser un buen modelo para estudiar las respuestas inmunes 
contra antígenos del mctacéstodo de T. so/i11111 ya que inducen respuestas similares a las 
observadas en el cerdo y en humano. 

TESIS ce:~ 
FALLA :CE C?liGEN 



ABSTRACT 

lt has bccn dcmonstratcd that a Tc1enia .t;o/ium mctacestodc antigcnic complcx induced 
immunc responses in pigs that are able to preven! inf'cetion and dcstroy the parasite. The aim 
of this work was to study and characterize the imniuric responses induced by-the T.- solium 
mctacestode antigcns using Balb/c mice as a model. 

RcsulL'< showed that this complex contains al lcast 18 dillbrcnt polypcptidcs with 
molecular wcights ranging from 220 to 7 kDa. 

This immunogenic complcx induced proliferative responses in splccn cclls from 
immunizcd micc in a dosc-dcpendent manner. Thc prolifcrativc responses ofimmunc spleen 
cclls wcrc statistically significant when compared with their controls. Con A induced thc 
synthesis of" IL-2. IFN--y e IL-4 mRNAs in eithcr cells from immunized and control animals. 
Meanwhile. antigcnic complex induced IFN-y. IL-4 e IL-5 mRNAs synthesis in cclls from 
immunizcd animals and no mcssenger synthesis wns induced in control cclls. Antigcns 
induccd Th 1 (IFN-y) I Th2 (IL-4 and IL-5) mixcd responses. 

On thc othcr hand. antigens induced a transient and significant incrcasc of eosinophil 
numbers in pcripheral blood (p<0.01) in comparison to pcripheral blood from control animals. 

Besidcs. the antigens induced lgE and lgG spccific serum antibodies in mice. lgGI 
was thc most abundant isotype produced howcvcr. lgG2b and lgG3 were also significantly 
increased in sera from immunized micc. lgG2a conccntration in sera showt..~ no ditTcrcncc 
between immunized and control sera. Three antigens (95. 85 and 7 kDa) were recognizcd by 
ali lgG subclasscs and lgE antibodies but two of thcm (95 and 85 kDa) corresponded to 
paramyosin sincc they wcre rccognizc:d by anti-paramyosin antibodies. Othcr antigens (52. 
30 y 20 kDa) wcrc rc...-cognizc:d by lgG 1 and lgG2b. Four proteins were rc...-cognizc:d by anti-pig 
lgG. all the lgG subclasscs and lgE recognizcd two ofthcm. 

There was good correlation between eosinophilia and antibody isotypcs and the 
cytokincs dctcctcd in vitro sinee cosinophilia is controlled by IL-5 and thc switching of 
antibodics to lgE and lgG 1 by IL-4. The results suggcst that thc responses controllcd by Th2 
cells prcdominatcd in vivo. 

The antigcnic complcx was scparated in 7 peaks using chromatography. Pcaks 2 and 3 
induccd the synthcsis oflL-5 and IL-4 mRNAs. 44 h aflcr thc stimulation ofsplecn cells from 
immunized mice. Mcanwhile. 66 h afler stimulation. peak 5 induccd the exprcssion of IL-4. 
IL-5 and IFN-y mRNAs in spleen cclls from immunizcd mice as well as IL-4 and IFN-y in 
splccn cclls from control mice. 

Peak 2 induced significant peripheral blood cosinophilia (/> = 0.04) in comparison to 
that of control animals. Likely, one of the protcins shared by pcaks 2. 3 and 5 (66. 56 y 35 
kDa) is the responsible ofinducing IL-5 mRNA synthcsis and thc eosinophilia in vivo. 

The rcsults support thc idea that the mousc in a good experimental model to study the 
immune responses against T. soli11n1 mctaccstodc antigens sincc thcy are similar to thosc 
observed in pigs and humans. 
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INTROl>UCCION 

l. Morfología del pará. .. ilo. 

Taenia solium pertenece al Phylum Platyhelminthes, á la Clase ·cestocla y al 

Orden Taeniidae .. es cauSantc de tenios~s e~· el honl.br~· -Y. ~isticercósis ·en éste·-~ ~n el 

cerdo. El cuerpo del gusano adulto tiene ap~~i~·ncia de ;ist~n o ~~ll;rin ;~stáconstituido. 
por el escólex o región cefiílica:: el "~lnhy un:i cadena de prog;l~~ki6s ll;n1áda estróbilo. 

El escólex tiene un diá~et~odt.I mnl.;está,for~a~~·~ori~uai~o ;.,entosasy'unrostelo 

que posee una '.d?~t~ c;jro~~····~~,;,~~~~h~f ¿~~~l~l~?;1!9,~Z~~~.~;~:h9~-J~~iis~~~de' :q~~ los 

ganchos y vento5as'sori l;,,~'~i~'inc;;~~~ ~~~ió'.Tt'¡J'.;~ ~e¿,;, ;¿;,;~~.f\~i~~id ~~;rij~ ali~t~tino 
. ' . ._ .. ·~ ·. " . ~"" • ' : >'~,; \<:_'.'.- :)-- , ·;!;:O' 

de hámstcr CM~~i:;h~hfY' col.;';) 998), y.se plcn~ ~~e '1~· ·~i~.;;c; ~cui-J:~>c'~ el hÚm~o; 
:;·.'. : ~--~-~,,- ::~ <·· ~-·.:··· '.;.;• -- :.· ., .. --._:,\·-·_, .. '.;.~-~,.:~;:~::·;-:~·,>·<· 

donde· pucd~. pei-~~~~e(~~~.-~~rios ¡}eríodas:: 'A·~~iff:ci$t;;'c.~~110,·~~/ciesarrolhi ci 

estróbilo qÚé llega';á' mcdir~dc''2:a 7.ri dc·'largo>L,.;sifonia
0

s'sori~IÍ.;n,:.rarroditas'y cada 

proglótido tién~ ~r~iios ~~~=ates ~'asculin;,s y •fc~e~·~~~·::Y~osc ·~;¡~l~t'¡~~s cercanos al 
'._,. ·;~;:~ ·;, . ,~_ ,; .. "',6~ ) •>;'.;' ' .... ;_.¡( :'.'. • " >:,:: ";.e ';<-:::;'~ \"'.;.· . , : • ./':. ·, - '. ;,; • '.I/' º •• iJ;¿:<; ~-f, :'.~/ ··r' 

:::;~iifl~~fl~~~j~¡~~~ff~~ 
:~:;º~¡r~'f;f~¡¡t¿t~~~~~~fc~~r1~~1'if~i5~r5:::: 
definit iVO 'es~~ ~~·¡t\~(~~~~'n¡~\~rn~;:¡~~~~~~~~~n infu~~~l~S (t~:'l~t;f i coil:.J 982). 

Los mctacéstodos de T. sofium .tienen apari7ncla de pcquci!as vcsiél,;tas~ esféricas 

u ovales que miclc11dé _0.5 a Í5 cm. lo. que permite idcntificark;s fiícil;ncnte. La pared 

de la 'vesícula es translúcida y a través de ella puede verse el escólex invaginado 

(Escobar. 1983). 
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2. Ciclo de Vida 

El ciclo biológico de T. súliú111 invOlucra--dO_s_ hués(lcdcS., üno. definitivo- y _otro 

intcnncdiario; así como tres cstadios·.de dcsárrollo: el gusal)~ adulto .. e~ el hu.ésped 

definitivo. los huevos en el _medio. -amb_iente y_ el nietacé_st~d? -en el huésped 

intermediario. El hombre ·:es el huésped' definitivo. ya que· alberga· a( gu_sano. adÜlto 
. '; .->: .-~-.;/-.<---· .::" :~_: .. ~ .<-t;~·- -:;·.,, '.~·:·:~··---~-.::~--:>·<~~--.·:-.-: 

mientras que., la fo.rma·~ : IilrVal-iá., ." · CollOcida como: ,rnctacéstOd~.. se desarrolla 

principalmente_ en el .cerdo (huésped intermediario) y_ accid~ntalmentc en el. hombre 

(Flisscr.1998) (Fig. 1). 

Figura l. Ciclo Biológico dc-Taenia solium. (Tomado de A. Flisscr. Larval ccstodcs. 
En: Toplcy and Wilson•s Microbiologyand _Mii:robial lnfcctions). 

El adulto se desarrolla :en el imestino del. hombre después de que éste ingiere 

carne de cerdo infectada con mctacésto.dos ahí., el escólex evagina estimulado por la 
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bilis y las enzimas digestivas .. las ventosas se anclan a las microvellosidades intestinales 

y la tenia comienza a crecer (Merchant y col.. 1998). Tres ó 4 meses después de la 

in fceción;-·1os -proglótidris sr'ávidos'sec' dcsprenden~del esiróbilo-conalrcdedor de -50.000 
--- -- -·- -· . 

huevos cada uno.: los h-...evos ,;e,;., .;:Íi~ln~dos libres .o -~,,. 1'~6gtótidC>s con las hcc~s 

En lugar°es'do~Clcja'étimÍ~áciÓn dc'ti'ec'~s huinanas. no es adecuada.· tos cerdos 
__ -• <.;;«-,,,_-;.e·· 0.~'':·~·.¡0:.""; ].'--'"\<·', •:'-::;-¡¿,¡(.+--'-"'; ;; __ >.;:-".': 

pueden ingerfr riia~e~i~ • f"ccal 'é:on huevos _d;,, 1;';'º/iri~11. Cuando· los huevos· pasan· por el 

estómago dél ccrdc:;•son,;_ctivados''p~;.~~cl~n de l~s enzimas gástricas e intestinales.y_ las 

oncosfcras.;ol'1-1ibe.:<ld~s:6;..'';,1.i~t;;;~¡¡~J;cÍ61gado (Flisscr. 1994). Después de q~c son 
, ·. ;:¡;_, _,' - ' " ' ·:- ·"' '.:./: :- •• '' •'. - ' - . ' 

liberadas. y aC:ii~~d;.s :-~':;';..;;'ir.iflTelti~jÍ.~6 í~tc;sii;.;~¡ y ~l=n~n el torrcrÍtc i:ircÜta~CJri.; o 

linfiítico. por C:st~ Jt~\i:i~~c•~:·J;v~~~os 'órganos y tejidos como sistema ncrviosri <!cntraL 

músculo csqucté~Íc~·.:~~ji#§\Ji~u_ián~o ;-~j~' {y~~hino~ l 933a) /~e 3'sc~anas. a. 2 

n1cscs ··se 1~anSrorm3r(~~· 1;·m~t~~~é~·~:od~S~: éOmPicÚlri.do ~f ciclo ... q'tJC ,~~~":_:~~-~.-J~ a ·iniciar 

cuando un ser ti~rríiúlC>:}: ~~¿Ü~,~~~1r·eiih:~- '.~-.;,~:; .irifci~:~d-~::,'.~~-~~~~:::~ ~i~~~~~ ._ viablés· . .-
-.,..,_~~ ;;··'.:'_,_ ·,,<"~· '.-':,:. _:\_-~ ,,' :~•-" - ., - r• 

dcsarr-ollando una nueva tenia'; ' FrCc:ucrÍteme~l.~; ios' cisti~~r~os -· s~_cncúcntr.m .·rodeados. · 

en los tejidos del huéspeé!;>¿~r "l111~~:ffr~~i~-~-~; ~~lág~lla .c()~~.;~ie~do células 

inllamatorias. dentro.~ dc;;r ta clii•} •-~-~ffi.~2~!f~l:~i~~s ~(~i11n;;; C~_".:_;M'.erctia~t. .1980: 

Hcrnándcz-Jáurcgui y 661'.: 198J; ;Whiti! y eol.~;~t 997b):-~·.'/ ' . . . >:. _· --· 
El hombre adquiere 'ta'.cisticé'rcÓsis ()óÍ-( tá ingestión de- 'alimentos contaminados 

,-~c;-: f' ~ (."-'-':,'~!e!''~'--?--=~-':'-·" :::· ~ =--:;.'::~~;;}.·:,';.,-· ·-·'""-- ~ . _-o-¡ -

con huevos de -T.·-~o/;,J;,, (¡jet Br;Juo y c;,j:'/t 9!17i Giu'cía y Martínc7_ 1999) y por auto 

infección_ (S~~í y·cá~'.199ib;.\~:i~····-~;~u~n~c.;,~~tc. se.asocia a malas prácticas 

higiénicas en. I~. preparación de ~:li~cntos por portadores de la tenia. lo cual representa 

un peligro para la comunidad. 
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3. Cisticercosis humana. 

La cisticercosis es una parasitosis provocada ·por el cstablecirnicnto de los 
. •J' 

metacéstódos de T..soliilm en- los ~'cjidos-dCJ huésped;- Eri el. hombre~' los cistiCcrcos-

ticncn P!"éd-i1~¿~_i_~.~-- ~~-C:~. -~~-~te~a~ij~~Yi~?.s~.- ~~~~ra.~ _ ~ª~--~~n.~.~ ~i~r-~-~i~t,i~C~c~~i~~ 
La n~~ro~ist·i~~r~();is ~s ~~~ ~;,,c;:;;,~~;.d ~¿~1-pl~J~ ··~.~~ ~J'6d~ ~~; · . .:~int6mática 

-;.;,,~-:.:-.;-; . .-.=-..;:·<-·- "''• -- ,. -.·?c-s,:: ."¡--,c,-.'o. ·.;-.~ -'---=f.· 

entre CI 9:1 yf~;G;~~;;;l~~-~;~t~,{~;~~:~:;''.~'I~:,3f}~,~-~~~~-~l~~,i~i~~,.~~!~:~é!'~~:~i ~l~ury Y: 
col.. 2003) o .•bien/ tener, íma;, presentación "clínica·.plcomórficá.'i:cuyas·;manifcstacioncs 

·--- •''- .,~,:.. __ ,,,.·; .. - .·.'._\"•·('~"; -~- \~'~'':.·.'.'3;._,~. ·-~:,,.,, 

principa1..s dep;;;,.:i.:;n"C:te1 ;,ú~ero, 1oca1izacíóri:· vÍábmciáC! 'Y i;i>o~de- i>ID-ás;iC>s'a1bergados 
"< 4~ .;·.:: ·: .. ~·;,,· .~\o,: - ··~ ::{.~·::~-:_:;<''·, '"'-;• .. ~»~"1,-,,. 

en elsistema •. nérvioso .central.·:isi. ~<:)01º· cfcl .. g'rado .dc\larcspue5ta•.irifl~matori:iinducida 

por ;;¡ ·rn~~ll~~~td~biÜ~1 ~juÚo y sC;1;;;10.:i; 9~s:~¡ie §;é~'í:'~;t¡~;ji);". ~~~¡;~~;que el 
;.' . '·::·-, ,··)::,' ,'.5 :··-:'.'. ,, 

periodo de ·•inC:uba'ció;..' ~s en prornccÍio 'd6'4:~ s :a,1C;~;(oixo~•Y:'•t:;J;~omb'.1961 ); La 
;'-_'. ·~-,, ' ··~; ;- ,·~:":.'_·,,' :~ ._,,~! 

prcsenci~- '-de . metclcéstOd~s -~iablCs _ 'c~tÍ :· ~I -sist~-~~-¡(~~~-rV-iO~~-:--;:;~~t~¡· ... US·~:af~;.ie r16·_ ·~ausa 

síntomas. probablerncnte·po~(¡uc el ~~dsito ~v~d~ ;;~:r~spuC:~il1~·¡;0~~r~~I ~lÍéspcd, lo 

:::~::=~~~~~~\~f ~t~~il~~~i¡~2=~~~: 
q uc puede' ocasioÜar: cu~;o~fclinicos g.ii:vcs'0co~: aracnolditiS%hidro-ccfallii. cnccfalit is. 

focal.· edema c;r¡~;~1· y ~~:·:liti~. Ca~~~~;:~s ·I:~v~;~;~::\~¿~;;r ~~ii~~~~C:ión clínica 

más fr~cueritc y ocur~cn en ;I 1Óo/.. de. Íos casos. Por lo ~Ü~~·:Ía. ·~~~r?C:isticercosis se 
.... -- - ··-·. -

define como causa de epilepsia. de· aparición tardía cn.:c1·:. so'.;¿,· :d·~·· los pacientes en 

México (Del Brutto y Sote lo. J 988: Medina y col.. J 990: Carpio y col .• 1994). 

4. Epidemiología de la cisticercosis humana y porcina 

La ncurocisticcrcosis humana es un importante problema de salud pública en 

México. América Latina. Asia y África (Majan. 1982: Schcnone y col.. 1982; Sarti y 
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col.. 1986; Schantz y Sarti. 1989). Actualmente. en paises como Estados Unidos la 

incidencia de la enfcnnedad va en aumento debido a la migración (Richards y col.. 

1985; S~h;};,t¡;: y-C-01'.: (992;-Shand~a y col .• Í 994): La mayor parte-de los - paises de 
-;- > - -

Latinoarné~.i~ so.n cndé.mi_~~.~~f.~~.~¡·;~~Cr~osis (Cuadro 1). 

CuadrtJ J; -p,ifvJjl~~¡¡~,:-;{¡e :~-cl:iii,;erct1.d,.· huma11a y porcina en a/¡:unt1.•• pai.~es de 
Lati11oa1nérica: · .. -.. , .. ·· ;:·; 

País· --

--- --
Mé.xicc.-, 

Guatemala 

llonduras 

Bolivia 

l!cuador 

Perú 

Seropreva lcncia 
(EITD) ("/•) 

1·- 7.65 

15.5 

25.5 

22.6 

10.4 

11.5 

Prevalencia en 
cerdos (•/•) 

5.25 

9.0 

27.1 

311.9 

7.5 

42.0· 

Prevalencia de cisticercosis en cerdos medida por: 
1Examcn visual y palpación de lengua 
.: Dcll.-Cciún de anticuerpos por ErJ"B. 

Referencias 

Sarti y col.. 19')2•; 1992b: 
1994. Diaz. Camachn y col. 
1990. 1991. 
Allan y col. .. 1996. 
Garcia-Noval ". col ... 200 l 
SWlchezy col •• 1997 .. 1999 
Sakai v coL .. 199K 
Tsang y Wilson .. 1995 

Cruz y cul ... 1998 

Díaz y col... 1992 
Garcla y col.. 1996. 19tJ9. 

En México. los primeros reportes sobre la incidencia de neurocisticcrcosis -se 

derivaron de registros de autc:>psias de hospitales de Neurología y de losservicios de 

Patología (Villagrán y Rabicla-1989;~ Esc6bcdo y col.;•-:_1983)>oesde •1984 se están 
-., •. ·•· -:- .-_ .,-.- -,-··. ·'-- , __ :_.," .··, o:.. . • 

llevando a cabo· estudios_ epidc"mioÍógi~s~cn ·.;omuníciádcs·:•dc 'nucstr6 país - (DÍaz 

Camacho y col. 1990:_1992; Sartí y col;~ _1992b;-1994; Schantz y coL/1994).· 
·. -~ . _:~; 

La infección alcct.'.. la é:alidad de vidÚ del paciente; y 'sll entorno social. el 75% de 

los pacientes• están -en -edades· ;;-;.;dJ~ti~~.} :;{1; ~ eaJ~ d~ '~p;~~lmadamcnte · 50.000 

muertes cada año (Vclasco-S~áre7_ l 983;FH~scr. 19~~). 
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Por otro lado .. la frecuencia de cisticercosis porcina en nuestro país no es 

homogénea.. variando de un estado a otro desde 0.05 a IOo/o (Aluja 1982; Sani y col.. 

1992a). 

S. RespueSta lnmun_~ en _la cisfic'ercosiS. 

La respuesta Ínmuric qÚcsé induce en ~I hÜé~ped ante la p~esencia de los 

mctacéstodos de T. so/ium varra·desde una marcada t.olcrancia.t.ad'.'.el.parásito hasta 

una intensa reacción inflamatori": que es capazdedc~iruid~, 
. . .. - ' - ;" ~< . , . -. '': . -: . : ·, , .. ,. ; 

La ingestión de.,las oncosferas inducc:.una:rc:spucsta:inmune:contra ·el parásito. 

En infecciones con v;.;;i~ elipecles de ·T'Lienici cT.1;,,,¡,¡¿;¡;j¡;;;;;;_~,,T. di•is/T. il)'datigena) 

se ha observ~do :q~e 'º" ~ticuérposy el cornplcmé~i_o .. ~.rotegenccmtra la infocdón por 

las oncosfcras'.(wmíani~.". 1982; Rick;.~d .. ~ :wiÍt:i:i,;~;é;.1982). ' En el modelo de 

cisticercosis' ~~r 7: ra~nia~formis. tl> dcst;~fc'¡·J,~·~:.r~~Í~di~ oncosfcral está mediada 

principalmente 'por anticuerpos 'tgCÍ2a y c~m~~fome~fa (Williams. 1982). Esta resistencia 
.., , -~ .·';-7~:~,, -·-- ::;,º·'._:,...:': :_•.:_..-:' 

puede · Sér .tr~sferid'1 pasiv~ente\ a: animalés./rcccptores (Mitchell y col.. 1977) . 
. ' ~ '· ' . - • ' ' - . ; -···"'" - - ,.;.,-·. >;,:· •'. .,,.· ··. 

Además.se ha. ob~;,~,,;dc:>,C¡;.¡.;~_.;..,.ci,~icr~t:i;'.;cúb'1d;.~cori sueros de pacientes con 
-~:'::-':'. .:< ·: 'i ~'- .. 

neu:ocistlcéroosi~ e~·J;~;;r;¡,~·ci6 ¿~i;..¡>1~rriáitii:i''~;.; dest~uidas(Molinari y col. •. l 993b): 

En cuanto· ;;;i;; produ~:¡~~\i'.;··:~¡~i:e~~.JIJ¡~~h~ll (1982) mostraron que ratones de. 
~.:;· ·~"~;\'t '~:" 

cepas resistentes a .la infección por T.'/aen~cl'ej~~~iÍ.f.' producen nn~icu.;rpos ~s¡Jccificos 

más rápido que tos de las cep~ s.;sccp~,i~i;;i;~J.Y ''., <} ,. 

Una vez establecido cl. mct;;¡;j~¡ddC: ~,; 11~~:· t:ji:Jos del huésped. sé induce una 

respuesta humoral dirigida contra ~ntige~~~; d~'.~Sta f;,i~ d.;~ ~a~ito. Se han detectado 

diferentes clases d;,"- inmunoglobuli~~;~¡';~Ífi~;;~. en suero;' líq.;ido cefalorraquídeo 
• - ·:, ·- ',· ·~'.-,-. ·, : •• _':: ',:: ;·;~;; • 1 ' --

( LC R) y saliva de enfermos o animalés in_ti!ctados (Flisser y col.. 1980: Grogl y col.. 

1985; Espino7..a y col.. 1986: Corona y col .• 1986; Shon y col:. 1991 ). 
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La lgG es el anticuerpo predominante y su presencia es compatible con que la 

enfermedad es un proceso crónico y de largaevolución (Corona y col.. 1986; Espinoza 

y col .• 1986; Zini y .::.;1.. 1990). i·ambién se hll"ci;,,;TI;;5trado la7 prc;;;,:,C:ia de lgMen LCR 

(Espinoza y col.. 1986;RC>sas y ~ol,. ;9~6)'t~~e~lgA.;n ~ue~'."; ~C~(Espinoza y col.. 

1986; Flisser.ycol. •. i ~8()) a::;i eom(, ,J,', incre:~cnt() .de lgE tó~al (Chmerosy.col.. 1982;. 

:=;~·.:;;,t~J:~f:~:~,~~l1ri~!lfüfi~g&~Tg!}f~f~&!!Jg7,: 
neuroci~tice~c6s¡,; (Cho ;ci,1}/19ss; É~~no1./.;0L; i 989)Ycal:IC 'destacar que á1 parecer 

-5~, - .·: __ .,__. ::;;:.. --~ ' . .;~·: ' '"'• ~·: ~~-.~\ :. 
el papel de. la. res·¡,·~csta humoral no .cS ·detenÜinante 'én la :destrucción del metacéstodo.· 

. '..- . ,' -- '• .. '-.'.'.'' . ··~-'.-:-;. '.,-;;·_. : .":Í-· :.:· ·>·: <· :;".:- : _, :. -.~-~-"· 1: :'; . .- " ; '._ .. ; 1, .. -'-"" '· ;. ·' •. ' ... ,~~-~·:. :>. ::,:> .. :. -~,; ·-. :». < '· .: ... : . -- ,.· 

ya que sé ha d~mo;trado ~~e nó hay correlación entre; la' ~rescncia1'¡¡~'Tsa IJO'r6ina y C3b 

en la · superlici.!:>~~·~f'~tacést6~'~! ~f~"?~~~ d~··,pacicntes'.~tJiJ'~~§cl',·~ •.. 1~{ P<trásitos 

(Gorod::k:i:i:~~,~9ds}~E~ito j~jg;; u·~. p~~I~ im:·rt1~:c 
0
:: ~¡:eQ:blc~i~i~nto dé la 

respuesta ce lula~.·, Al t!nv;,_¡e-;,e/• o ·. lllorir. l~s";0:~~1.~~i~~%'.i ~~ ;• c.i~J, nriiural. por 

tratamiento o • v~cunaciÓn. pi~rd~n ··su(cá~ri~~~;{~ ' i:~¡~~;~~z:;~~~~:zt;-libc~,¡n · sus 

antígenos induciendo• u~ re~pue~ta'• l~~J~~;i:,.~lJ~~:~~~t~Ji~~~;~~,;~~ ~~ia con ·una· 

intensá reacción granulomat<l~ ;'.ía AP,~~~¿ÍÓ~~Oci~;~'.?i¿i,,'~J~.¡~;~k{:C~i;j·¡;;;fúili~6~ .áños. 

ha surgido un creciente interés po~ • eonóc~r ~~ ·~;i~()·\:1.;}~p~e~t;~~(Th t \ () :Thi): C¡Úe se 

asocia con la sobrevida delcis~ieerco o favoref~·;:~~~.rl~:?~~esfrÜci:i¿~~bt~~ito. 
·-;- -,:• -..,_+-;' ~·- ---,,.- -=-, ___ ,:,- ··--~.-:o·;·.-,. -,,:0:::-_·?-x:;f(-:~~;:'f~{'.f.':"1--.· _:;; 

Durante Jadestr;..;ción dt!1; p~~itol'.sch,;·d;.s~rit~ que ·~·presenta ün proceso 
-·: -- --.-,;-:· ··+-~ ~::.:-:.:~ ···· .. ·,-,·:- ... :.-o:-· ·--"'·-·.:,:j>,::; ..• , '}'.,r"'·:· 

inflamatorio .. comp~est'o''pri~eipá,ll11c~1;!.<.X,r;ma':'nsf~gi~~; c_élutas .. c.~iÍ.eH<lidés.cCé1u1as 

gigantes. cé1u1as · p1ru:~ti¿asi·Íintb~it?~ ;; ~¿~inófiio~>· ii~.:,s.'C:1ti~~i:~6r1·;~í,urid~1cs en 

cerdos .Pero es~as6~ ~il hmn~no~ (M;quez \971; ·wmms) M~r;;l,aJ11: ;í~sÓi Rabieta y 

col.. 1982; Hemández-Jauregui y :Coi .• 1 ~83; Escob~r. 1983; M;,linariy col.. l 983a. 

l 983b. 1986: Aluja y Vargas. 1988). 
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En estudios histopatolÓgicos de _cisticercosis_ porcina se ha identificado- que- al 

inicio existe un fbco de infiltración celular discreto. for_mado _principalme11tc por 

linfocitos. células plasmátic":-" ~osinófltos.: predominan,d() los _:2_ prÍmer'()s tipos 

celulares (Grado··-·1 ).;-~<>si~ófiiC>s-_y ~;;· ._;,-..;~~;_nú~c~'c:,-~a..;r9!~s~~ -~,, atraídC>s'ha..;ia el 

borde imcrno de .~- ~cÍn~ i-~narií~tciria que. ro~ea I~ C:~Ci~~~ -~&J c~iniJ~~-·;.t::iieta~éstodo. 
En la periforia de la zona inflamatoria· se· obs<!~:n~-.-~l~~~~miá';~{dÍáped~sis en las 

artcriol~sy~~pilarcs·(Grado 2). El incrémento 'de .;~¡i¡:;óÍil.;~:r~.lo~ :cji<J~s·quc•rodcan 
.' ~ ·~ ~. _:;.' ·-¡ , , O; t ,_,, ··-~ :.-;_ ,• •.· \. 

al nietacé~todo; es _el -indicador más' i;T;p'C,n~'r";l.;;;d~ q';I~'?C:iT¡>~c;~e'.;.;_'de~irS..;¡ivo ha 
···-'~' - ''--!;.:_·: •:-..., ,_ .·_-:<'· -·"".7 

come117.ado. Algunos _cosinófilos se adhieren'' a 1á'p,.,;cd;:~..;5;;;.:;íá~ dei' p-a-iásit;::> y'pücidcn 
,- -. ·--~ , -~ - - .--,<e'.::... ,_ ·;¡::.~ .. --- -

observarse dcgranulando. Los macrófag;::ls\ ;;Q_r;-;;;:;r,zi:t;l' 'a}'áúili::ái-',;c 'en err;palizadas 
''-O-'·,-.'.._ 

(células epitclioidcs) y se forman agreg~'d6;;' de;.ééíutás' linfoides dentro 'dé la extensa 

zona granulomatosa. (Grado3): En;ctapaS-~~rdíruÓ;la'dege~e~.ig¡.;,~;cÍ¿,I teg.:;ménto del 
~"1,.',;,; "<"'~·-;:.,;,;\~;~-':t;:--" _',;'-~;:·'. ·-,:~. '- ~ -,·_._ -',~;·. 

parásito coincide con la prcsenc:iá• de éélul~icpitelioicté~';. ~étul~_'gig'1nics y numerosos 

fibroblastos· .que .• se: atin;iar'i·'·p¡¡;';i: ú!Tii~~-,:;·ía/l;,;;¡¿~;,·1.:-.;~;:;;.;~;~'óiú6~ ~;~kni<:i entre el 

mctacéstodo '; ~·,Í~s c'Cé.f~la5 ef :~~·i.;'f~~;f~~~~~ --~~;~C>r~,~~;é;.~ó~ ~g.~~ii~,~~~. -de éélu las 

linfoides son cxie~~~s :Y c:o','.;'Jmitósis:· iviuchos oos'i;Jóm()5 ;.;,; • obs.;~:V'iln 'd;;nt~<l <lcit .,,;nat 

cspiraL. 0~.;-~-~i~.ad -. d~. l¿~~~1~¿:1a'-~iá ]1~.;~~'.~c:~~i§!~~Í~I · ~~~dd~!!¿~9·~~;~ }as' ;Jccróticas 
.·.· ·'·" '<, .-. . .;·;,.,.:,:, - ,'!_,..·· • ·::: \" - : -~-· "' · •. ~: i :::, .;.~: ,·~· -· 

(Grado .4 ).· ('.;uando · t.a. degenéráción;dcl .Pa~ito e;; 'oompletll; pocosCteÍallcs estruc.turalcs 
. . - ··: : .. -'.·'_ · · _:~::·:·-~:·>.-'~? :,~;~~~i_~;/·,~.~:r·>.-.-.?.:~j-~./.::::_~:-/ ·.:.~r~·-?.~~-~~~:'.;:-~::{~~1 :5~~~/~'->~~<./ .. · . .'~-:~·~,-~~ .. .-:r:~:·:~::~_~,';~N-:::"~~;,;:;/-~~ ~:.~~~r-/ i: «-:'~t ... ·'.·. 

son reconocibles •excepto_··. por' los· corpú~culos caléárc<>s _y_: ganchos:·• El' contenido.• de la 
-· - " -,'>~. . \ :<. ~:.:-':,'-- ·''.;,.'...1.- ' 

vcsicula del · parásit~:~~~7',¡(l¡i ~ru;.,,·~,C! ~?,~;'.~r~! .~~;;ro~.~() con m;1;,',Có[~~~s que fagocitan 

restos cclÚ l~fcs •• rara.me.rite •. 5;_, . ob,seri.a •. calci_fici.<!;_ói-..,:· F,ibrÍ>bl3"tps 'yjéétLí ias •gigantes en 

mayor n~~~r~. ;¿~~~~-.. ~·,ri~·.·-.~~p~~~-.. ~-.~:;.··._~~~.-~~~-- : .. ~·g~~~~·16~~·_:),a _'il'o se ~~~ú~ntran linfocitos_ 

células plasmáticas )leosinófilo~- Los agrc~ados linfoid~ se muestran más pequeños o 
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ausentes (Grado5). Finalmente. el lugar que ocupaba el metacéstodo es invadido por 

tejido fibroso. Las células inflamatorias son escasas. los ganchos y corpúsculos 

r)lit!ci;;n: ser ·"iC!cntilicablcs: Ca CC:avidad CICI 

metacéstodo 5e .localiza dentro. de tejido.;ccmcctivo ~dipo~o i~t.,~1\,,,~ic;ul~~ yparcce 
·-·· -- - - ;·.· -.j - >-~---., 

,: ,,;::-~--~;.;.,~ ") ·-: . .'..·.::.~; ',,_: -
(Aluja yVargas/1988); :!\. ,,~·- J.i:~ · ·:·"' • ... :.·=:: ,,. 

R~cie;;¡e~.i{~; por csÍu~~=: ·~~ ;~:u~oh'¡!¡:~.:i:i~~-~ h~'cX:l~i~Ú.{~1 tipo de 
:.v" ·. '-:·.: ,,::; ',. · /·:.-~ -·"~·,;\'·--' <«: ;·~,,--· -,,., ... /-' -·, ·-~-:'>.~ , - ';/;~-,:·: ·,·":\'.~~:-t:=:.:;~. · ;., ·~··; 

linfocito~<, p~~scn~e~;',bn{ti.:J~~~~ió~;;y;;;n,~~t~ri~;c~f~~~.ci~~én~~~-~l~;,~~c 'in fcctados 

:::E!J~)(~~ti~jl~'if~~~~~~~~~~i~1l?~.;·~:.º: 
linfocitos •. B (P,ér~z~T~':'."'?'.{col:;· 2~02): ., Porf·IO,t~nto.;·1~· inmunida~ 111ás ·.~e levante 

cont~ .el 'n1~r~c~~c,~~--~~:~~e;¿~~~·~~~·:~~~~~~l:~~1·~"1;(~~~:1~~~;;·:;;~~;:~ '{ á~~'1·.19~~b ). 

Existe : c".idcncia ~; dc)quM 1~g rcspu~~i~,; ccl~.I~~ ;~stá d ismln ... id~ riiicn¡ras : los 

parásitos ;;st~n•:'.~i'.'~.1~~-? E~ '~i~~¡~~~iº~J~·" p();<;i".¡:¡.se'_ha :~porta~~. ·i~múnosupresión 
causada •·por';;. ;·;;¡,et'.'ééstodo; .yr;_';c¡¡:.~ 'ehi e~t~di()s :hi~t()iógibh~'C'~; h'1; observado una 

-:F¡:·. :.-·,_·· :,/: :.'.:~:,:~~·:'. .····-•. · .... ·.'. - ... ·.-.:::.-.·.~:-.:-··:'- .... ··:- --~·· 
mínima. rc'áccióÓ ~· inllrun'1foria 'alrCd~orc de: los>métácéSiocÍos viables c;\,,01í,,{'.'ri y col. 

1 983a) ·;¡'~~' c~~;6~ •.. d~~ii~i~~:.ri;~~ióri ' :l~toiciC::\uni~ ~i~~in·~.;l<'m : Clc 1'1'· ;espue~ta 
·::".· ;-, '.•O #~~-:.;:-_- ;,:·~:>·· .;,;O>: », :, >'-~~~-, ;.\'.'.~,;~~~~;~~~~~. JI~. :·,: ·5·{._,., -:--,~:r '.>_~'.-/ <:'' ·:.": :-;:. .... "'. .. - ,· 

proliferati~a .¡;.¡cit'.cida:porCon'''A de .. lirifocitos;provenicntcs :de ·cerdos cisticcrcosos 
./•', 

(Molinarl··)- ,<:6t::_·~1~93'>5.~"T"º~bj~ll i~ 11'1 de~c~t~~~~.~,{,i ~~~~in~biÓ~ 'd;; li~foCitos T 

pro~rcional a ia ca~ga p~a~itaria y 1'1 ;el'1clón de linfocitOs T CD4'-'/CÍ:>8+ está alterada 
, ·,_.:_· -- ·-, ·., ,- , 

por un incremento en lá subpoblación.d;,, células.CD8 •. (Molinari.y col. 1987; Tato y 

col. 1987). 
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/11n11111idud en Neuroci . ..;tic:erct1sb.· 

En estudios de autopsias en hUman~s se h.a reportado que en pacientes que no 

preserliaba·n síntomas los mctacéstodos ..Staban viables y 

rodeados ~r un~ ~:is~;~ta;.;ad~lórl irlflamatoria.(estadio vesicular)' (~id:Ura.. l 987) •. en 
.i•,. ;i \.· "" '.i,·: 

tanto qUe. én\la mayor . partC:.. déJL 1.'is .~.ri-;étacéstodos •. pr?venientcs .. de pacientes .. con 

enfermedad ll,~tiva_;}~ •o"bs{~;~uná~~P~~~i~6~f ~~,~~¡~ p~~~iiic~~~~g~~~~o;b~.·. 1983; 

Gu.tiérrez. ,;l~~d;'. /i\1 ; perde~ eI cistiécr~o ~ h1 Cápacida,d ·• pár.:Í .;,º~.rl~~ '.1a r_;,puesta del 

huésped.: la ;p~~~d Ód.el • nl.;t~C:~~~df · •.• ~~·¡~i1~f~~"Yi)~fai"t1~ª',·~fr ·¡,éÍ~I~~~ ;~~;l~atorias 
principaÍmente·•• .Tiononucleares. Las, célulás'iriOámatoriáS'ieni~an ~·~1 <,1Í~uido'\iesicu lar 

dándole. u~-·aspcclo gelati"º"º ce~tadio coloi~~·;;:··rE;t:i:.fE]~~~~~.I~t •. i~cia·····con .ª 
producción de citocináS Th 1 como' 1 FN~y e. 1 L-2 (Restrcpo: y'"C:óL:;~: 1998):'' La re5pucsta 

·' •. ' ·~ '.;. ' ¡- - ' 

del huésped progresa hacia la fibrosis alrededor . del :,;¡.;tli~ésió!éf¡,:•;.'é~ya ·:pa~ed es 

reemplazada por ~ódulos·· linfoides focales y ncci-osis (~~¡¡~·¡~-;fi'c)ci~ia~~granular). 
Eventualmente. el parásito es reemplazado por estructuraS,'.d~~~~-;i~~~a·y/;.~~;~cntc se 

' - ,'",• :·.:.'JJ - .;-_-,_' '._ :l.,":' 

calcifica (estadio nodular-calcificado) (Escobar. 1983), ;·}. '.i' ·''· ;'~ ~;,.'·' . 
En lo que ser refiere a inmunosupresión en - ·~-ª~-~~-~~~~-~ c·on';,/nCt.u=ó'C"iSt~éCí-cas"is.. las' -

evidencias son controversiales, Correa y col. (1,~~~;~6:";;E~{i;¿f~t#~:~e~~~¡ó¡i de la 

proliferación Ín vitro de. células monoriUclcares 1 de •Sángre•:'¡:>eriÍi..<f.ié:á élJalldo eran 

estimulada5 con mit~genos (PHA. o .:con ~A)~·.:.·;i:~t:~;,;i~~i.?;~~~i;~}~·- ~;- ~2001) 
rcportarOn -_qu~~~h'.:b~~~ ji-c'tivo~ ~d~~-:~~.}~~i~li~-J-~¿8~j¡<~~~~¡iy;¡~~~~ri1;~~~~~~ió";;'.,: 

--- ...... ,·. ; "':'-· ". >i\-f ':"> . .;·<· ·,- ~,, f ·,:,_' -~;: ''":. 

Por , otro>· 1,;'(Jc)jt 5.; ;l,~i1 buSci~d6 la:c p~cS.,rl.éi~ :dc.>,cit~cinas' cf1. pacientes con 

ncurocisticercosi;; '{'s.', ·;,~ri · e~C:oni~cl~: ni~el;;g_ele~~~6's; de'~¡~()~;;.;~,· ¡,1"6inflamatorias 
~"·.'- .. " 

como 1L-:113 :e ( L~i)C:n '.LCR . de paC:icntcs con _elli-crmedá'cÍ; activar(()st~osky-Zeicher y 

col .• 1996). un incremento de l L-5 en suero y LCR y de eotaxina ·en suero de pacientes 

(Evans y col.. 1998). 
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Más aún~ en eones de cerebro utili7..ando inn1unohistoquímica se ha demostrado 

que la respuesta inmunológica in .situ., .al inicio es principalr:ncntc de tipo celular con 

producción de citocina.5 pro inflamatorias. especialmente 1 L-12 que. se asocia. con una 

respuesta :Thl (ResÍr~·~()-'y 'coL.:: l,99S) yal progr.csar Ja infocción. Ja respuesta es mixta 

(Th 1rrh2> CR.;streop~ 'y é6í~.'2001). · 
.·.~.·e_;;..: . '""·-«· .. 

::·; .. _. ~~; -<~~~:~.~~;'.,~,~~ ~;~':,~-.~. 
'.-'¡-'. •"•<e· 

Respuesta.v inniUlíe~ ·en "CLv11ce;~¡,sis' ex,;e,;n1en1a1 

La infecC:iórl·~~,~~io~e~'~oh rnétacéstodos de T. crassiceps. es un modelo de 

cisticercosis cxper¡,nb'níh; q¿~ tlasid;o empicado para estudiar Ja participacÍón de los 

linfocitos (Th 1 o Th·~~\e~t:~: d~~¡t~sis y que ha aportado i~forma~ión vali6.ia; 

Se ha denk~t~d.o'.ciud;!,'i i;,feééio,ncs' tempranas, la carg~ pa~a'sit~ria es rnfnirna y 

la respuesta··.~ ~~,i€~!~f:~l~;f:«ff <i~~;~ -~.f 1,:;~;:199c~) +dfr~:,q~6D~~,i ~aide en la 

infc=ión sepróduc;;/prcdomi,,'a;:.1.;ri;c,11tc ~lla ~¿;pucsta·-ná' é.'iriíra l~s n'1~taC:éstodos. 

pues al esti~~Í~r''~J;~:I;¡;. (~;_t.az6;--~~ ~~~;~~- ~~~ ;~~~¿¡~~,~~-~~·.;-·: 1a''pf6ci~cciÓ~·· éte 1 L-4. 

IL-6 e 1~~1~_,m'igtt~-·· '.~~~: ;~ ~rod.u~~~~~ d_~ •~.··~:·~',;·,,;;;;~~;'~~tj,;di~~in_J,kl~'(Larralde y 
. ""·''".}' --,,-.::··.;·.-- -- ---. 

::~·~:::::.~~~¡t~~~!~J~Z~{~~d:ti~L7i~!1ii~~~1~~tE~f1'~t.{1it::~é:;d:: 
'- -·:.,"._.:.:»~"; -< ":,,'._-< ·"~~/ ,.=.:;__:~.,--.;:~·- ~'· ,.'" 

ya qué ia_.ca"rga~ p_arn5itá"ri3.f5~ ·:)n·crc;nc~ta _·c.=t, ra·ianes·;·_con·~'¡firccCiórl. cróniCa.. Esto se 

confirma·•.~n':·e:studi6: , r;~~~ciC,,; · J;;~Ji~~,;~~-;':·~i1i~rcos·~de r.··•·crassiceps donde se 

obscrvaro~ ~rd~,,:Z16~. l~.::;p~;:nis· •.• con\'cara'c't~~í~tic¡I;: ~tuna·. respuesta tipo Thl 
.. ···<·:~--.-.=."~~---·-::",¡; .. .' ;);:.~:-U2\·,: __ ,">:"'? ........ -':·:·--.-:--;¡.::=::~.-:~i·,¡:.:_ -.. ~~):-'~:./~:.~. ·.~-.·, .. _·.~-.;< ~. "--- -, . .,· 

mientras que. en•lm~•granuloma,;.tarc:1ros;,cn.l?s_cjue,cl párfi,;ito c;;tá destruido se observa 

una .mczda d~ ~.;sp·~~t~ -+~ 1 . y,'Th2~ s~gid~n~~ ~~e. Í~ :rc~¡>u.;sta.Tli 1. ju¡,ga ~n papel 
''·! 

importante ta;..to<eni1~fpai6genia'cic•1a cnlcrmcdad corno, en la clirninaCión de los 

parásitos mientras que; I~ ~~~d~ión de u~~ -re~;uestaTh~ 012-4) ~/r~;a~iona con la 

regulación negativa de la respuesta inicial .(Robinson y coL. 1997). A niver' sistémico. se 
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ha reportado también que ratones Balb/c con cisticercosis experimental (T. crassiceps) 

muestran una respuesta mixta Th 1 rrh2. ya que los niveles de 1 L-4 e 1 FN-y en suero se 
. --- - ---- ·-., 

incrementan en la infección tardía (Tocajes y col.. 1999). L~. r~~-p-~~-s-ta· i-nmunc. inicial 

durante la ,~is~icercosis experimental también, es, una res~uesta, mixt~' Th 1 rrh2 con la 
. ·':''--·.'. ' ,..-. , ... :: '" ;- . 

producción d,~ '~·p¡../-y que es rápidamente seguida por la producci~n d~ 11__~ 1 O (Tocnjcs y 

Khun. 2003). 

6. Evasión de la Respuesta Inmune 

Utilizando modelos experimentales se han identificado , diferentes mecanismos 

de evasión utilizados por los cisticercos para modular las respuestas inmunes especificas 

Se ha reportado la presencia 

.-:_:";. ··. ,· ·. -· -

de un receptor ..•. F~dc'la· l~d··~~· Jt\:su. (>erfi.;ie del 
. . 

y la inílamación en el huésped. 

mctacéstodo de T. so/ium que puede unir inrt::~-;:;o~lÓbuli~as (t\;1<l~·d;_;j~nC:. y col;;; 1985). 

Este receptor podría m_ediar· la_1e~doc!t~si~defi~n1J~~i1~,~~lina~/'~~..._;ada en· ·.r~. 
taeniaeformis y T..crassicep.\· (Ani~rosio"y :\~;,(¡~94; 1-l~~~~a·y co;.·.;+~89;Kalinna y 

r.~ , ··~ •· ;·,---: 'o_::~'' '" '... - - ·- · ; ''- :,.·::'. · 

col.. 1993). Adenlás •. el ,n;;tt\c6to-do>d.;·';r.-''.<(;¡¡í/~í; 'p'ued.; u;¡,.r ~,¡t~ i,:;;'-;l;:;'riC:globuli,:;as 
--/:.;-·'..< :.~~-,~·.,.-:~ ·:.<º";:. ¿"":·;:;·,~¡__.·-.;.--,:·e-:-r:.--;.-c'.'::~"-_::¡---.;H.~;,\: ·-

como·. fuente de protein~d~bido ·a·qu'e pr?du~e prot~s c¡uclas~dlgierc;, (~hitcyco1:. 

1 992). Se ha . descri~~ •. queo';J. ;~~~;~J~;i;;;;;} 'sJl~~;;i 'J,X ~;,-~;b¡~¿; ~t '. :lri~a '.~rol~ 
-~ -·-, : -" :-~;>- -~:E?·· ;·:~~-:~~ .. :;.~~·~·-' .,,,,,~,. ,- -~,-:/>, _:. ~-:: - '--::7::- ,' e··,,. , 

llamado teniastatina. el ~ual" inhibe .'_l_a actiya_ción ·del _complemento. __ disminuye la 

prolifcraciÓ.; de li.;f~¡;;ii',;~'~ Í~~~~d~~i,'í6;i''.Jc;c~; L:'.°l'~~'.'1'iJ~i''(~~~~~ ~i,~~'1:•>¡934} L;;ld y 
·- :·:'· ·;,":'.':-,y,.~-:~.- ;.v: --~::. -- : :\:;;~~ • :-,:·.-

col.. 1987).,.-y··· qui:; k>s¡ J>?Iisác.áride>sf~úlfa~ii~?s;/qUe ;c~~~f~.; .1~·.;uperticic·· del 

metacéstóclo al ser SC:~rc~ri~c,,;; acti~a:~{Y':~~~;~~e~. é1 ·~º,"?p~mento.:~: dls~"á~cia. (Lctonja. 

y Hammerbcrg.J9.83)'.ú~as prostaglandiniis E2 (PGE2) cláb<>radás ~por, l~~ ~~tai::éstodos 
de - T. 1de11iaefo/.;;¡¡s .-cli;;minu;d..; l~ ;..;~~mación ; .)(}t.i;;;,'ln l~ ;~~¿e~~~ hacia la 

produ.;ción .de citocinas' del tipo Th2 (Le id y McConncll .. 1983; Maizels y col.. 1993; 
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Katamura y cols .• 1995). Por otro lado. el tratamiento de ratones con PGE2 antes de la 

intCcción incrementa el crecimiento de mctacéstodos de 7: crassic_eps disminuyendo las 

respuestas' a Con X:/ la' secrcció'n de Ciiocinas Th 1 . e increm¡;;.,1~;:,-do ,.;5·;.,iv<!Jes. cÍe ·' L-6 

e IL-IO(C:it~ci~asTh~)c:.;·e~~~asycc:.L.1999). .. · ·,•· .. / <. .·.,···.· ... ·· ... 
Se _ha :;Cte-~~,r!~~.~··~-,(·~-~~:íi;ien?«:· ~n~-~~.?.:d9rTiinant~;-q_u_~. Secreta~:. lo~~ mcl-a~--~ÓStodo~-· de 

7: solizún ··(anlíg~;.,C:,~(B) ;~.e .·ripro;.:Í~ri'ct~~d;.,¡ci_ 9S k~.a. q1:1e':~ .. ~ ~;';ri~'p.l~~ .... :.~ic:>.sln;,:·;..· .. ·"lue. 
';· . :.,· ,~· 

inhibe la .vía clá~i~a d<!'i.cii~a<!ión'd<:I cC>mpJ<!llle~t() .11 u~ir~c?a.(.:1é¡'.;;; vf;~o(Laclettc y 
;;: . ~\ ~~ . .;, 

col.. 1992; Lanclá· y col.~ t 99J) yiun;factór''dcl :ríl.;¡~.;é~tC>ét<l?(FM)!·dc~jo peso 
~· ·~ ' ..... _ - <~ .... , .. :/;:,· .- ;" • . .:;·,, ':;-;• .::: ' ..... . 

molecular que es sec~etado'ii..vúr;,y que mC><l.:.1a·1a'~<!sp~cSí.a inlll.:.nC:EJ. FM •inhibe· la 

respuesta inm~nc co·~-~~:;~~~~~~'n'O~tdc·' S~1;,~~~iú~~~i~fa/~¡;~~;/",.¡~;,;--_:=:~~·: JJJ~:~{Mo 1inári ~y· co 1._ ·.: 

;:::.'.: ;~::~m~~:~:~·~70~0~~r~~i~é~j~::~~if f:~t1~tB::":: 
metacéstodos ,el.;. i_,·'.~~}j¡~;A·;';';i{~·l~~;~~:O,~;.~~btii;l';.~~~.;'~~/;•~ ;ia't¿i~~~:;t,1~' ~~~~uesta. 

humora1 .. ;. 6~1u1~i ~~;~+:~~iíss~~e~~'~:·~~~~E~;·H~:~.: ;zc~L:,í:;~9~)'.J,!~~1;H\.l~lliéri 
inhibe Ja·produC::éión'Ctc'Citocin.iScor:.i'ó IL-2';1FÑ-y:1It.:'..4 crÍ'célÜla's.;~pléni~s dé·ratón 

-- .. ~ _ :· ~;.~:---- :·-·.:.-·-~.-~.:.~~-é~: .:·¡.\1.Z_'.?_~;:-:/;\~~-\~-:-~;~ft :~;~{-~;.·,_-~:j'.-- ·-:~~~~~: ::~:~~~~'.>~ .~,.~.'.,'.:; ~ :,--:_,,:_: :·.; .. ~ ·--~~,-~;::.:.- _ /:.·. ;-... _ , ... : : :_· -. . 
y de TNF~a. por inacrófagos".estimulados con, LPS.".e.1 FN-y (Arcchaval,<:ta"y col.;·· 1998). 

;:~,. ··--' '·~:<.J: ~;>~ ·,¡~;,¿·,•: ' ·' !.'.: ;:.:;_o:·_'._· : ~-.o.;-.,·,- ~·:;:.;-1_co:-;:. -'.-i::_ '.:: ''.<;.~_,:0-,:·: · 

Ade~áise lia'd~~cdiéí ú'.'i'f-.;<:1o~tipo LPSq,;;; illclucc':a'c'iívdcióri'[>'oHi:lori~t ele linfocitos 
··:.:: ··'.·:- ·::._~)·:···· "-'L·~~_.::.:,i:·· }. .,:. 

B (Seale~y c~L;~)981):, "''. 

Los ;~~~~éi.'t~~~s cte' T. .io[¡;;;;, ~;odú'ccr.'"i~t~i~a-. ~pánico~. y metaÍo-proteasas 

(White y co1.:" 1992)~'.·~.; iia' c:le,;c;ri~b' q~e .'.in~ cistcína'')Jro~ca5a sccretacla p0r Fc'r¿,-_.:.icep.~. 
es la enzima ~r&i~;,,i~~~¡i i~volui:r~d: en I~ ~egradación de lgG (~hite y col.. l 997b) . 

• - • • • '. .~. ·,-~- ••• '· '. " >. 

Más aún. se ha. mo~rad;, que prod\Jctos de excresión/secreción (E/S) de metacéstodos 

viables de_ T. ... ·t;Jli11111;_·con. act_ividad de cistcína protcasa disminuyen i~1 °vilro la cantidad 

de linfocitos CD4 • importantes para la respuesta inmune del. huésped (Molinari y col.. 

2000). 
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7. Vacunación de ccnlos 
- - - - ~ o _- • -

La vacunación de cerdos puede ser una potente estrategia para la erradicación de 

la neurocisticercosis (Molinari y col.. l 993a; Lightowlers. _ 1999; Planearle y col.. 1999).

La capacidad inmunogénica de un cxtracto_anti.gén~co~dc~·-~étac.é~t,<?dO~_.f~c ~valU~da en 

poblaciones de cerdos de. una zon~ endémica_ de ~-isti~c;r~~~iS"' en·':·~f CSíad~-;de 'a·Ucrl-Cr~ .. · 
' ;;,.··· • . .-, ·-,,,_-._:.-.,:--·-- - 1-- .. •. -., .. -·---·-· .-

México y se enContrÓ que la cisticercosis en ~erdos~.~¡-~~i.?_~;_Ó_:·;~·; ... ~~;~~~~6¡~:-~d:c s·.2% a 
' '~ 

0% en .un primer estudio (Molinari y col .• 1993a) .y'de;:2;6%':;,>o:4·53-:¡,,¡·:un segundo 
.- :.~·.,'.:,:.• ... ;,:! . .,,:. :'.·-<.''"•.'.'.o,;,:., ;;~•J:, 'e~"~_"'.,-: •. -. 

(Molinari y col.. 1997). El contar con muc'has';es~~ic~;<l,i;\n~.,';,;;;;q~e infectan. 
,.-. > ',• - ;-~." • •-' • •: > ~· ,;, : :; :.: ~~ •c :" - • 

diferentes mamiferos (roedores. ovinos y bOvi,:,O's) ha pe·~.:,:;itldO' ;- ~el.Ji~~-- C,,;i,:.dios que 
. ·; .. ,,,·,; 

demuestran que es posible adquirir inmu,:,id~d p~Óicctor~ cion;~a- 1~'/d'j¡;¡cé~c..;~i~ por 

medio de la vacunación. 

extractos crudos obtenidos de oncosfcras.-cisticercos o gusanos ádúltos y: Jos resultados 

han mostrado/que Já inoculaéiÓn de o.:.cosfcr~ vivas 'o sus'~,:,tíg~;.;~;,-e¡;-;.-sido el 
··.,,; ; .¡ ,.~_,_,.~~· - •""'. 

mecanis~~· - ~·~-~ -~·fe~:li~~·::.p~~~t'..~~~~Crlir la infección. Rf.'.:~-¡~~t~~~~~-~~~:.:·~--~'~.:~:~~ •. :·~¿a··.-·de 
'·,':-~~:'.', ,•-• •. , •'' '"f ;. i>~.'r.' -.·;c;;::·-._;,;~,'.',7•'' 

proteínas r~é::~~biflaiilCS_·.y:.' DNA·-··como vacunas contra: ciSti~~r~~o~·¡~~,~·n-:.~~~:~d~-~~S~'/~·virios 

y bovinos se him~~~tcni~o ta~11bién~lws grad~s d~ inrn~~¡~~¿ oi>'~~~~~· j;'~()¡_;: 1989; lto 
.·j.· 

y col.. 1991; Hárrison Y,c§i.. 1996;'Lighto~;,,lcrs y co( 1996). 

Re.sulta,do~.::o,~ .di't\~;:~t;,s,~ntíg~n<JS p;.ra p~pte~~~~¡{ los c~rdos co~tr~.cl).,-to_oral 

con huevos de T. S()lif;,,;:~e ~c~i.'mcn:~n·Cl Cuád~o 2.,dondc se puede obs.;;ivarque los 

antígenos· qúe. se han', utilizad_oi;sori';del- metácéstodo completo. del 'escólex, Íluido 

Los mejores resultados se 

han obtcnido.~bri,i'i~<!¿~~ y'iiX;í~cnos,de oncosferas (91 y 95%. de protección) 

probablemente ¡iorq~e la infccCión es _:controlada por la respuest;i inmune muy 

tempranamente. Estos estudi<?S indican que la cisticercosis porcina puede ser controlada 
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por vacunación y las expectativas para la producción de una vacuna c1Cctiva son 111uy 

alentadoras.. una de las estrategias. us3dUs ha sido identificar proteínas nativas derivadas 

del parásito. 'ª"'<:iJátcstccngan ;J.lá ,;:11; ~~ob<ibitiCl~~ét ¿¡c;~;;,ci;.C:;f-';il.Tiú¡:.;dad rrot~étora. Et 

uso de prolCinas rCCombiñ~~leS ·dC·:ónC·osrc~aS- ha -~ÍOstrado alta eficacia y ha resucito el 
• •" "••'-••' •-'•,O."• m':,·,, ,'•', "'.•' _. • ,• '• 

CuadrtJ 2. E.'tilahlecimient11 de ci.,·ticerc11 . .¡ tle T. .~11liun1 en certlo.,· t.•acunudt1.'\0 J' c11n diferente.,· 
untígeno .... 

Desafio 
Referencia Vacuna Cerdos No. Porcentaje de Porcentaje 

huevos cstableci01iento!'i de 
Protección 

llcrbt..'rt y Testigos 3 4.JOO 
Obcr"11974 111ucvos (2 dosis) 4 3.900 

3.4 
0.1 96.0 

Molinari/ 1983• ·rcstigos 5 K400 0.9 
ExtrJcto crudo de (, 8400 0.1 84.X 
mctacéstodos 

Na...o;.cim1...-nto/ 1995 Testigos 4 J0.000 
ExtrJL."1.o crudo de 7 10.000 
4.---Scúlcx 

9.3 
3.2 6S.O ! 

Manoutchurian/ 1996 ·1·cstigos (, 10.U(Xl o.os 
Fluido vesicular 7 10.000 0.02 so.o 
Proteínas (56. 66 y (, 10.000 0.002 95.0 
74 Kda) 

Kumar/1987 Testigos 4 IS,O<Kl 
2 Picc."12 4 IS.OCK> 

1.7 
0.4 77.6 

2 1•iet.'ll 4 IS.000 U.04 97.6 

Pathak/ 1990 Testigos K 15.000 
'EIS de oncosfcrJ.."i X IS.OIKJ 

2.5 
0.1 94.9 

l•lancartc:/1999 Testigos s 25.000 
4 Prutcina rccomb. s 25.000 
Extr-Jcto crudo de s 25.000 
oncosfcras 

0.7 
0.2 77.3 
0.06 90.7 

1 
lnfi .. "Cción con huevos de 7: .'folium 

2 Fraccion1...~ obtenida"> de la cn.-,matogmtia en Sc.jlhadcx G-200 de antígenos de cscóliccs 
1 Productos de cxcrcsión/sccrcción 
"'Proteína rt."Comhinantc de T. cn•i.'i 
~La.,. ditCrcncias entre los porccntaj1...-s de L"Stabk-cimicnto en cada cxr-:rimcnto se pueden deber a las 
condicion1...-s de la inti.""Ccic."m y a Ja viabilidad de los hu&...·vos. 
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ANTECEDENTES 

Se sabe que en rnuchas infCccioncs parasitarias .. las respuestas que conllCvan a la 

resolución o al progreso de la enfermedad dependen de la subpoblación ·de células 

CD4+. Th 1 o Th2 que··= induzcan. IFN-y. IL-2 y TNF-13 son citoci~ás producidas por 
' _:-_ e-.:.- - : '-; ~· -. '. .-.·-

la subpoblación'T~Lmientras que. IL-4. IL-5. IL-6. 1L-10 e.IL~.13 son,pro_ducidas por 

Th2 (M~s~;;:.~ri:/s6rriii~~. 1989). Los linfocitos Th 1.· soll importálltcs·(l;..:.;.1a inducción 

de inm~llid;,d •• ~~~i~~tPcir célul~- ... ~~.contraste •. las ééíulá~. ;r1ti ·.~,~~ían\cspucstas 
inmunes rfC>~ ~~ii.,~$~~C;~}ije~r~~{shcl"./2~9)'.'. :L ...•. ~~····· .2 . <' ··3EJ~ ,'. L{ · · .. 

La ~e>sillofili<.'.;: 1á. ¡)~()d.-;6¡,iÓn··.•éi~'.: lgE ••cí6t.i1 y}•e;p~~íficáf ~()~ c;,;;,~tedsticas 
inmunológica~ q~,;;•~~·¡;;~~e~i·~·e~}i~ ·¡~~J~jf~nd~i;~~ ~~¡'.;,i~t~~,~(<;Q~~~ •y ~()1 .• ·.1 999; 

Bueno. Y· col.: 20ooi{·~ió~ob;~~;~~·~· dep~~~¿~ de'.: una r61,~est;~;Ípo· Th2 (Shcr. y 
':.- ~ , _ ~.,,, 1.}~;:., ·':\f \- '.·d;',~'i-' .,:;;; , -:-·,::; ~-:n '.'Se;~· '·;:'~J."i·C:~"·:'· .·';:o·_,.";;··; _-·:ó!.· ',-'.·~.:-~: 

Coflinan. 1992).;yá é¡úc este grupo de linfocitos'cs füentc ··prindpal d<°!' 1 c.:.5. (cneargada 
_ ·. ·- .-.' ,.- _-.·.: · · . .' . ... :0 ;>3_,,c -.:;,:.: ·-·-· ;: .,:.:·'z-_,.;:: ::>:_,_:;: ·· \:·. "·~<.__,/f:;:;· ':'.~:-::·,--.< 'f:>1 ' • ·,_:._> .... ··. --~· .- ~ ·; '»! · ~-':.:~-:.. ·>.!f- :: < «. · · · · · · · 

de controla~·1a··µr6dúcción Cié: eosinÓlilos)cc1tittcrbuék :y·coi:':19s9;s;.nClerson· 1990). y 

de 1 L-4 cÍ L0; 3'(~'~_¡;'.;;;;~i~~Í~n ··a ·pi~~~~~¡¿·~'~á~ Íg~f (ri~c y .;¿;¡_;•;~SS >.Baricll~~cau y 

Rou~set •. ·.·IJÚt~U~~~~~f.Y.·~~i)_( 99j):·~.~·.h~ d~~rit~':~~e~~~is,i~~.;¡~~l~ishu~~~a que 

la.•·pre~en_.;i~\~di .,6sin~f.1i:i. <~1url"~c~. ri:;,,1~.~ 1 ?~3;¡~~ii~-~ ~C:1./.1Jsi>) resp~cstas 
elevadas RÍ:>r antiéue~pós· específioos · lgE (l·l;.gan y éot~;: 199.1; ÚurÍnc y:cÓL~ 1992). se 

corre1Uci~~~~/~~--.=.-·rcS-i~tcncia: a-.~ rc¡~r~c-.ió·n:;:iY~"- ",;::: ~:<. ..-. "::>·._,>: :~~> "~'.~-:~----
<L~ _-_.·,.'.: '. ~--:-;~ ~·· 

LÓs.é:o~inófilos son las céÍulas ·~rC.::\o;as ,en·¡~: inmunl~~d co'nt.:a Trichinella 

spiralis (Kazllra y Aikawa. 1980; Vall;.nce y col.';·2~00)~'.0~é/z~¿e;;~· ;,~frí;¡¡,_. (Greene 

y col.. 1981 ). Brugia malayi (Sim y coL.19S2);c~Z.;i;.,ri/~..;},;~ (Fatta~ ; col.. 1986). 
• • • '.- -·, .-- .1 '· , ... .,';.; • __ -, •• _;.: -~,·p-· --. _: ·: ... -_· ,. ... : .-

Angiostro;,gy/11s costaricensis (S~gáya ~·y-:·C~Í~).2{)(}??~--· S{J;í.~-~~.~~~;u/~1~1unsot1i (Grczcl y 

col.. 1993; Dunne y col .• 1993; But~en~orth·; ~¿L.:¡977; (;;.,~b~.;,~ics y col .• 2000) y 

Taenia .wlium (Molinari y col .• 1983,a. 1983~: Willn'is y Mcr6han~.- 1980). 
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Los anticuerpos lgE al igual que los lgG. contribuyen a la muerte de helmintos 

por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Capron _Y col.. _1982). 

Este pr.oces~ ha sid~- ~~_fin_ ido ~: ca~~-c~cri~~do. en ·.~ar:ios._ ~c;>dcl_~s ~~p-~r~-~~_nt~l~s in· ~ir ro 

(Buttcrworth y col .• Í977;-B~t;~~vo~h • 1984; Me~~,; y'~ol.. 1981; Chandra~hck',.r y. col.. 

1 985; Garísm~Íi~r t C:~·I .• _• i ~-~;; <:,;;;.¿;~ ~:¿~~~~~:-1 <)¿;!)~ aunq~~-~su rcl.;vancia in vivo 
.;:~->-~~~·'." .. '··· . __ ·,;_,_,;, ~.;;·-~- ~' - i:·: . .,'~·-».·~'::~.-

no ha sido claramcntcCstableCidá '(Jcnnifcr.1998) . 
. _--,·.:1 - ;·::·':'·' ~--:o~;--:v ,::r;;c.- ,,.,,.- - .,;:·.~--- ---~--,,. -

En ·c·¡~{¡C·~~c·~-~'isi-~>~: h~.;~,.:¡~~-~~t:¡g·~~-~--· las". ~~~~ismos 'de inmunidad. :c{u~-: co~du-~en 

a la clknin~~i<)~Y~-~~~~~~Í~~~}~ los ;~tacéstodos. ya que éstos pueden sobrevivir por 
'.:''.!·/< :-?· ;'.:' ~ - -

largos período~ -~~-io~• t~j-idos•cie1.11'uésped sin que se establezca una respuesta capaz de 
- . ;_·C'-

climiná~l6'~~;\ g¡;:¡·,_ ~~~;~g~'~\ ~:-::Po~ib1c ·inducir respuestas inmunes capaces de eliminar a 
" . · ___ ::"--... ).',·::·, ,:..-:.:.\'_:·;-"::.::.·;·:_'.:·· :··- -. 

los metacéstodos ·mediante la·. vacunación. Molinari y col. ( l 983a). demostraron que 

antígenos obte;,id-,;s de metaCéstodos de 7: solium inoculados en cerdos. son capaces de 

inducir respuestas de tipo celular que llevan a la muerte y destrucción de los parásitos. 

tanto en cerdos inmunizados e infectados experimentalmente con huevos del parásito 

como en cerdos naturalmente. parasitados e inmunizados (Molinari y col.. 1983b). La · 
... '.: . . ; . 

cinética de las respuestas -inducidas po'r. _los· ant~gcnos de. mctacéstodos en-.- cerdo's. se 

resumen a continuacióñ'.-. ~ ., ~~~p..¡~·~.~ d':~; 1~1-f~it~.~~~~¡~!1 ;~e _observa,_ un -i_nc~c-m~-~to _ de 

cosinófilos en 5angre .-. periférica ' ( 11%) ~ (Molinari Y: col.. l 983b). 

abandonan los "ª~~~s.i~s~ír;i•=<>~ y~;,;igr~~ ~~_l()~_tcjidos_hasta llegar,aÍsiti()_CÍÓitd.:,,se ·~-· 

han establecido ¡,;s pa;áS¡i(,~; O P<:>r .;,.;~diÓ~ d~ )1i~<'.>~atologÍa se.· h~ ·_ mostr:id~ ~l..·~; los • 

antígCnos ~ ind.ÚCen: ~·na· iittcn:~ rcac~=¡ó~::'· i~na~~~~r~¡¡- · alrC~·edo~: -d~-'.:;\~~ ... ::·~~~-~~é~-~"odos.. 
compuesta por eosinófilos; - : Hrifocit6s:;"- macrófagos. - ·células.- ;~pitcl¿l~~~~- ·células 

plasmáticas y fibroblastos (MÓlif1ari y_~ol;] 1'.}~3-.i_ 19S3b). Estas célul~ intlrimatorlris 

infiltran el canal_ espiral dc-1 parásito_ y, los' gránulos liberados de _·,los cosinófilos 

empiezan la destrucción del tegumento y parénquima del mctacéstodo como se ha 
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documentado por e!."tudios de microscopía de luz y electrónica (Molinari y col.. 1983b. 

1986)~ Finalmente. se produce la destrucción completa del parásito. se observa al 

parásito toialmcnte-caseilicado_y_ congraricantidadde células_-iritla.n~aioriasdonae-antes 

se encontrabán s.lls .est~uétll~as (Molinari y' col: l 983a;;I 9S3b). ~- l~~tcis ant;.,6~dentes 
.. -.. .'" '-,::-

mucStran que~ ta ·~·p~cS~n<;i~::: d-~<CO'S¡n'~filos:-_ ifldu'~~d_Ci_~~: por_j~-~-:~~~1íg~n~·s;·_ d~ -~-éiaCéstO.dos 
", .. ' " : -~ . - . ;:,-,, "-~~.--- :\ -.~.--y. \ • ' 

de 7: _ so~i11i!1~ju,.;~~,<~rf'f~~~}.!i~~-i;~"-~~ ~~f·<J;;~~-i-~:~,¡s;~t:§~~~<L~ ~~}ª,;~c¡;~nc¡:aéión y 

dcstruccÍÓn Ci<! 1(,;{~et-;,icé~tC> __ <l __ o_s:· .·-.·-··, ,.. - ;:<':/: <_ ..• _.-•. _- -- -- ·:,_•.: 
'.-'" ;'.;.-'~~ ,._ - ···,,' .;',..'>: ~ ' ' 

Se rd'lui~rd d~u~~siu;~i;.;-qO:.;ii~~Íl11ii:re~t;,,ncÍ~r .lasrcsplidstii.~ i~d_u_~ldas por los 
'•:.~::.';.,;¡ <--'. ;.~-' "·'·-~ ·:;·.· --~f>C ;, ' .-,\;:.;:- ·<<·_:.· :~- • ··.. :,., • 

antígenos del 'mctacéstodo.de -T.~•-soÚum;•y éá~acicriiar a' los anÚgenos'í-cspon~bles. de 

esta in~~nÍd~d::f ºJ~ifa~;~~ ~lh'~hi~;i~ó'~r ·~ "i;1~~ d~ ~~-~~~~~1~;6~~~~¡,;;;;,~;~f .íc~6sible. 
ya que ~{~lláji; ~~:~·~:t~j~~~~~;;¡~~~~~~~J~~~~ Kif~~~) J~ éilr.~ii;~;.'~cist~J()· ~ 1a' falta de 

acccslbili~~d- ' dé ,: ;e~'~i;~~~é·'<'tbiológiéos:; co~¡;j .;,;;ti~~~~~os (anti~isotipos de 
··.: ~.··:'> .· .: . .. ·•'.:. ~-:: _:- <' ,.:.,..,< 

inmunoglobulinas dc.,cerdo{(~~¡_;1~~·~,s~'i>c1ascs::dc -'1~a{pa~~ la·;cvalúación ·de la 

rcspue~ta ¡J~u~j;; ·••.E~ P,orj ello; 'qúe 0 

1a· n~~nct~d ';del presente trábajo ruc estudiar y 

caracterizar. la· respuesta . ill,:;....;11~' gcllero.cl;,i por lo's antígenos de .. mctacéstodos de T. 

solium útiliz<lndo bo~~ mocfd~ ~xp.,'rimclltalrat.:.rics ~e la cep;,i Balb/c. 
• - 1 • • - - • 
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HIPÓTESIS 

Existen evidencias de. que los cosinófilos forman parte de ia respuesta inmune 

inducida por con1poncntcs ,. antigénicos del mctacéstodo de Tae11ia soli11111 en cerdos 

naturalmente· parasila~os- .c . .inmunizados y que estas células so.n rc,~ponsablcs de la 

dcstrúcciórl<de1_·;parásit-~~ LU.cSo entonces., algunos antígenos del m~.l~césto.do deben 

inducir. la·· ;iodu2ci~~-.~~· c•itoc;nas Th2 relacionadas co.n la eosinofilia ; • relacionad~s 
con la sinte;is de antkuerposcspccificos que median la degranulación de estas células. 

OB.JETIVO GENERAL 

El objetivo del presente trabajo fue estudiar y caractcri7~'lr la respuesta inmune 

generada por los antígenos de metacéstodos de T. so/ium determináÍ1do los patrones de 

citocinas y de isotipos de anticuerpos que inducen en ratones de la cepa Balb/c. 

00.JETIVOS PARTICULARES 

1. Estimar la eósinofilia .en sangre periférica de ratones inoculados con los antígenos de 

mctacéstodos de -TaeniD so/i11111. 

2. Determinar anticuerpos específicos de los isotipos lgE e lgG y de las subClases de 

lgG hacia. los· antígenos ·de metacéstodos de Taenia so/ium en suero de ratones 

inmunizados. 
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3. Identificar las proteínas de mctacéstodos de Taenia so/izun que son reconocidas por 

los diferentes isotipos y subclases de anticuerpos. 

4. PUl-itiCar--~~~.t~-~n~:d.e-~10:~~-~f?~a~s-.:_~~~~~ ~c-;r.-.-~.;"o/~~~-!'' P"~-f-C~on-~at~-g-~a-11a= 

5. Dctc~n1in?-r~. in _y~iffl"·quC~- ír3CCiClrleS-. iñcluy'crl~·Proteínas. qUc_ pa.rticipnn _en la inducción 

de 1a sínt~sis,~e'~e;kj~~~¡/~;~~ :L;:é/tL-;s en células esp1énie:as. de ratones 

inmunizados·.;c;;;-ª~.~is~~c;5<le !11éi~~ést~-ci~5~·cie-r..c;~{i;,~;;~ 
6. lnv.;~tigar ~¡ la~ prot.;í.:.as pll~ificadas q.:ici inducerl IL-4 e IL-5 estimulan la 

producción dc_anticuer¡:>as IgE y eosinofilia' in vivo. 
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MATEIUAL..ES V M.::TOl>OS 

Ohte11ch>11 1/e a11tíge110.~ de n1etac1E\·to1/11.,· de T ... \·t1/i11n1. 

Los metacéstodos se disecaron cuidadosamente de carne de cerdos parasitados con 

metacéstodos de T. soli111n y fueron lavados exhaustivamente con agua desionizada. 

postcriorn1ente se colocaron en un n~ortcro y se molieron con arena de .vidrio. utilizando un 

amortiguador de. fosfatos de sodio O.O! M pl-1 7.2. que contcni~;:·act~rnás. cloruro de 

magnesio O.O 12 M: sacaroJ 0.25 M. deso~ih,;lato de .sodio 0.40.. ;;:l~rur~ ~~ ~~tasi~ 0.1 
. .. ~·. · .•... - ,,. ; : ::· :. '. '. " .. -··: ·-.. ',.; -_, ·.' : . ': ·:,·' ~\ : '°'~ ., ' .' ,_: .. -· \~; ~-~ ·.:... . . J :· .-_ ·. '-,-· >: -~ ', ~ < "· .-, -. : : ~' ;_ ·, "~" .. )\ :~. , . ·- ;• "· 

M. Una .vez q~e se obtUvo uryá masa rosadll: en laque no se observabán ya lo!:{escóliccs. se 

agregó desox;~i·¿~nÚ~l~~~ .;~~ ;~g/~/ Y·S~~;·~fÜbó'¡:d~';:...;:;t~ ;'iJ1~ !~ ,;·s~~::J x'1·~;~~:li~_ar la 

inc~bació~ •• el 'nc;~i~~i·il':~,.~;~¡;~i;&~¿';~ ·!'; 0ÓC>.J;~·p~;:20: ~i~,'~·fü¡ :':1e~b1'·,,~~·~cnádante. 
se dializó· conir~ ·~~·~ortig~;~d~~~ dr fo~~ª~~: de sO~i;,, o~o 1.~}~1~;;;{i!·~( término de la 

diálisis: el nÍat¡,~iiiC~~;~~t::;;B¿c)~~:;s ooo·~~~pr,~15;~¡~~~ 4:~ycil~~obrcnadami: se filtró 
. '· ->'.'1 ;·: "-: ~:.~;/:;' ._;~º'..-.; ,-,~·".;"·-- '-, -;; ¡": ~-~-·0<" ::.,·- ·, ·: - -., i 

usando. membr'ana'.s de; Mi1Üp6~.;'.(8;;;éfror~C.ivt.A:.) de Ó.22 µri1 -(Moii~~ri,y col.; 1 993 ). Al 
-~-;¡::.:,:;,, :•:.. :·;::;:_:.y·;,:.· .. - : '; :· ·~~i-- >'"· 

material filtrado se le det'¿rn,.i;.)ó'fa. conc~ntración de protein~ por el método de Bradford 
~ .. ,,, _. _ __,_._._ .. _ 'l~:~¿-< '---~~~'._:;_; _·:'·-

< 1 976). se liofilizó y>ie com;.;;;.vó' a 4°é h~sta su uso. 

Electrofore~·is (PAGE;.SDS) 
' .. -- , -

Con el fin de conCic.:.rccuantas proteinas_y los pesos moleculares aproximados que 

tienen los antigen~s de diet,;.~:~s.to.~os de T. .~olium. se realizó una electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 10% en presenda de 0.4% SDS y en condiciones· reductoras (13-

mercaptoetanol) de acuerdo al método descrito por Laemri1li (1970). Se depositaron 40 µg 

de proteína del antígeno de metacéstodo por. pozo. se. incluyeron estándares de peso 

molecular preteñidos (Bio-Rad. Hércules. CA.). El corrimiento se realizó a 1 00 V durante 2 
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h. Entonces. el gel fue teñido con azul de Coomassie al 5% durante toda la noche y se 

eliminó el exceso de colorante con una solución que contenía .1.0% de ácido. acético y 15% 

de metano! hasta que seéobserva_ran c?n C:laridad. las b~das; hiego se secó para su análisis. 

Se realiz~· U~t.: tiricióri pÍ:U-a.'gli~~prÓtCír.~s co.:; el fin . ~e determinar cuantos de Jos 
1 ·-· ; -' "<¡-:_ ~ ._·,-.'..; ·" . ,,.-_;, ' ; ~--·. 

:~ 1::p:~~~f~]~~2~~~~~~;f~~~~~2ttt?z~~i;~~!:~i[Xi110t1~¿?1~~11Jlie~"1:•::1e;::~:::::~ 
ambiente, d~-~pués. ~~ t;;:~~ri~*'c a ~.~~O~o'i~~;i~~ ~d~';;~~:~: peryódico •al 0.2% en;. agua. 

incuband~ ·Í><>~ .~~-;i~.;;-~~~S;;r~~~~f~o~j;¡~K~~c::~i~·;~ó;:e 1 '<i;i<l~ Pt,~i¿<l.ic~. • y}{agreg~. el 

reactivo'.~~ S~lli~·y.seiricuoo.·por45 min'a<Í~C::;\·~~·~~i'séd~ÍiÚñó ccm áCldo acético al 

10%, los ge~es ~e. desecaron y se analizaron. L~ l:><lj-,~~·~tl~' co~iien:n caroohidratos se 

tiñen de color rojo sobre un fondo rosa (Zacharlus ~ d~1. .. 1969). 

P11rificació11 de proteí11as 

a) Cromatografía de intercrunbio iónico. 

La purificación de proteínas se realizó· por. cro.matografla'.de intercambio iónieo 

empleando un sistema de FPLC (Pharmacia, ~iicataway>NJ.),acste~istema'seacopló una· 

columna Hi-Trap Q de 5 mi. Se depositó'l.tna 'n1uest.:U dé 15 .hg de pr~teína (P.,so seco) por 
:- _ . __ ,_ ._, , -·~- - :.~-...····, .- , ·-:-r,1 ':"\'::< -~::::.· ... 

corrimiento, ·resuspendida._e~·l·~~Tl• .• d_e a~~~!gu~d.~~- T~~9~T§i:~~H,;,?:;~·;La:e1u.;ión. se 

llevó a cabo ~~.un ~~d,iente'écii-Jt.0,í.t.)fde .~~<;:1
1

<l~;ó;~ .. 1 ;~,~-~ .;1 a~~rtig'uad¡;r de ,.ris. Se 
> .. :.:, '_, ! - ··~. ~· :. " ~.-. !,;¡ _, 

colectaron. l~ccion§s;;.<l~~.·:1} ~·y·~.;/n1e~~1,ircill,1,.S;;n:i.c~ioi;ies;quc,.;orrespc)ndían a·. los 

diforentes. picci~ :~.~é·i'#¡~!~~"11(e~n~~'ii'<!i. #<>~Ig~~d~f d~ Tris para q~it,¡,. elexéeso· de.sal. 

Se liofilfaaro!l ,y ~.; ¡;,;éleí.!...:Ui~Ó ;,. .. ~~d~ ;ic¿ ;~·~()~é~;,~ra~ión d6.proteífl~ ~tili;_,.ndo el 

método de Bradford · ( 197G): Se rea
1

1izó cl~ctroforesis en geles de poliacrilmnid~al I 0% en 
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presencia de SDS de cada pico para determinar grado de purc7.a y caraeteri7.ar las proteínas 

presentes. 

. . 

b) EICctroelúción . . :_ ... ·_ :_ .· 

La clec"t~oéh~~itSn se e_mpleó también para la purificacióñ de proteínas de .los 

antígen~sdé ~~~f~~~~.:,~~s '.~iguiendo eÍ ínét~do desC::~ito por Bhaskar. (2060) c<'>n algunas 

modificacio~<'O~ .. ; Br~~~J;cÍlte~ ~e prepararon geles( 1.5 ínm de grosor) de poliacrilamida al 
- -. • • .,. -· .· - - ·- - . , .. : - . <, < • • •• ·- - - ~- - - - ~ '.. " ' •• ; - •• - - .- • • , -·· •, ' • • • -:.. • • 

8.5% cri~O-~~.~~'.~é~--·~c.'.~e~fs!t~rc)~~2~.~:~~.od;~¡;f(,t¿í;~··~.~1··~6~ígfaf·~~.•~1cta5ést~do·por 
cada pozci (1 é~) yc;Í ~o~im'i~rlto ~e rc~lizó a,130 V'dur~ntel :s 11;:,AI tcrÍliin.;, el gel fue 

teftido. co~ I~ ~i~~ió~;~~~~~~-~1~~hii~~b1C~6~)~~1fat~·;d~~id~.' Se cl;o~J ~¡.gel por 20 .min 
.".::: ":_e-_)',':.-~-;;'·'• .::,,:::¿-~---~ ':, .. - "->:<-:;.·:_::,_;;-~f.':_.;~~~---{~~·-,_'·,._:;,:: ._ 

en 1a so1l1.::ióri d~1;nid3Z°o1 'o)M:sos'.().O,e?;i>:·;;:~;,_1a,"ª/~1 gc1 ¿~il . .J~i.j~éariibi.os de agua. 
·-'e~·¡.~·,- :.,·· -.: .• · ,, . • /z ;_; 

Se le : agrega una · sc)l¡j¿ión' dc;!~Sulfató/de_ Zinc;!) 0.25, .1\.1 .'· hásta ; que se. observen bandas 

transparent.;s ~6b~e .i:u:; fo;:.do ~l~~~;k~e'cC:,rtiifl1.is.bi:l;;d·..5';•s'~1 des~Ífier'i c'on··ÉbTA0.5M. 
-" .o·:,<.,¿:-,·,;,;,.~.;-::~'.; -~-; :..;\!,~,:~: ;;-;;.:·.' -,-

pH 8. se lava~ .;on ~,U:i(;~ cllinbio{ac;agtÍ.;_ y se. les ;gr¡;ga amortiguad~r (:¡¿ .clcctoclución 

<Tris 25mM~gli~i;;lt192~~:§Ó:s: o:'i'~)_:~:;c .· ·· ,~, ·· .. •·.··.·· 

Las. bandas c~ri·1'iiJ~~c¡.~~ífrnas· ~: ~;~-~~ en trjgúc:~tj~ t11:~~cqt·cños Y s~ depositan 
--~-~J:'~d(~'°\··>'-"'<-?t,,·,_'...!,ic--:~-/.:,·_.-. ~···~<.L~-.; --;;_ ---·--·----- -· _ .. - , 

en una cámara de electri'>eiuCión (Modelo 420~. Bio~Rád'. Hércul.es SA:)> La clectroclución 

de las protci~as,~c lle~¡;·~d~~~·~~;::,t~4 ~~·~o,;'.¡)~~r tubo~ 'én corriente. constante. Para 
.,_;¿;-~;~:_· ~--::.:~·-~"--~ ~-'.--.: ~::;/' ,_;::-:'_z;-:í_~¡:,:-: .;·>:-.;·;;·,~ ···-~;.-<'; -

eliminar el exces~ cié'sbs~'se"d~j;;Ja: .;!e'Ctrl:>ef;JciÓn meclla hora máS.en el an1ortiguador sin 
-·_'.,'r:·:, ·-,<\·.- : :, 

SDS. 
-· .... :.-

Se recolectan las proteínaS electroCtuídas y concentradas en un volumen de 300-500 
' - :·- . -.: .·-. - - - ._ -. - ._. ' 

µI y se mide su densidad óptica a 28Ó nrn. Las proteínas purificadas se dializan contra un 

25 

TESIS CON \ 
FA, rr.~ ryr ,.,-r •• ,..._'!i'.N 1 !.J.1.-....... _ ... ~ 



amortiguador de Tris 1 mM pH 7 .6 y se reali7-a electroforesis para determinar la pureza de 

las proteínas obtenidas; 

-. -_ 

I11n11111izaCión- de:1:tj/011es .lialb/c co11 antíge11os---d~1 ~~~iá'c¿stodo 

Con eifi~,cl~-~s~Údinr la respuest~ q~_e,i~cj~~e~~,:!~s:a~~ígc~os de lo_s metacéstodos de 

T. so/iúm ell. los \,il~!'~~; se iriocularo~ ~Óf vta:;s'U~~Ütai"..i!~ grupos de 1 O ratones Balb/c. 

hembra$. d~-6-~·:,;;;h;a;..as de edad. con loo µgd.; ~ritígcnb (completoo·semipurificado) 
,.. 

suspcndidocn o.r .. ft'.i1 __ des·o1ución salina. Diez días después. se les aplicó una segunda dosis 

en Se incluyeron grupos de animales testigo inoculados 

únican1crite ccin· solución salina. 

A11álisis de_ la eosinofi/ia e11 sangre periférica 

La eosinofilia se midió diariamente por 1 O días. iniciando 24 h después de aplicar la 

segunda dosis -de antígenos. Los ratones inmuni7-ados .. eón el antíge;,o completo o 
'J. - ,,' '• ·-. -

semipurificado ·y testigos se sangraron por la vena de la cola 'y• 10',i ,·ebsino'filos. fueron 
-·-,·-~- ; .'. ,.~'..;: -

contadós sig~iendo la técnica descrita por Raphael (19B~):--q-i.1~.;o'osi;;te c!f di!Üir la sangre 

( 1 :20) con el C()IOrant_ede HinkJerrian·~ (arn~iHo'cÍc eÓsi;,a/formol al ~0% y rc'nol al 95% 
<- ·'·· ·.¡~::"::_ -_.,_., -

en agua) •. el cual tijj~/los gí-anÚlos de los cosinÓfll~s d.; color ~~nja. Para el conteo de los 

eosinófilos se utilizó un ··. he~ocitÓmé~ro y 

eosinófilos/mm3
, 
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E11.'<ayo.'< de proliferació11 

Los ensayos de.proliferación se llevaron a cabo con células de bazo de los ratones 

siguiendo e1_':11é~()dCl d~~~~lt~ ~()r ~reé:havalet~ ( 1 99~). Quince dí~ después de la se~unda 
inmuni?..ációri; l~s b~os''provenie¡.;t;,,; de· los ratones inmunizados y. testlgos se ren1ovieron 

en condi6iohes'd~-:~~te~¡li~~~·y's.:;<:~1oé:::lroné:n cajás'de petri 'é:ónténie~d~rrú!dió• RPMI; 

Los baz~~;·~·J~W~u·~~-ij:~¿n:;::c.~·,~:·:1• :~e··:~~·¡~ ~tili~~;º·.·J;~~j~ti~~~---:~#i~·:~~-~~~g~i~.···..;na 
suspensión c~l..;lárl las C::é1.:.1;;. e,;plénicaS se lavaron un::l vez por'é:c¡.;trir.:.gaciól"l'a 400 g por 

. :·;,--:' ---:.-·· <«.::>'.;:;·~;~=I' (;\(-:.: __ ~ ::::.{;: -;·'.~r1--:-· . :._,_-'-;, .;-' 

10 min y después se rcsuspcndierón en medioRPMl•suplementadó''cori:'.10% de.'sueró fetal 

bovino • (Gi~c~·-~fi;;;, d~~~ · l~iand. • NY .), , 1 .• -~~l~~l c;~~-i~. e.: .. ·.-~.-.• ~·.i.~1~~·:; ·~')~:~·:0l{ . de 
,·y·:.~· ' -;· _. ~-' 

estreptrimicif1a.:C (R}>M'1:C::.;~J>1<.to) ... La vlabilÍd~d'(:<','1..;1,i;;:~~"/Cl~tcril-ii¡.;Óc, por é(r1léiodo. de 
. ·_ -_.;_-.,:-. ·.:_: ;,: ·:~· --~·.,_;_ -. >. '.>.: ; : : t-.-_:-, :·. ..-,: .... - ,·,,.: '·_-·,··: ~;:_:.-: )'º'·,'· .. ~-:.~ -~ ::-;~(.;~>>" .:·.>': ;··~:~/;. :~·::.';',_ "':"·_;;;' __ -:: .:t,;>.' ·~ ~6··:>~·~.' - :· ··.:· .- . 

exclusión de azul de:tripano y las·suspens1oncs celulares·se'aJUstaron:a·5•·x'l O,. celulas/rnl. 
.., __ - :~~··· ·.·¡."- •• :;;;;\~;:·;::>,' :··c·\;k~-~ <'•::~-)~.~~\::.;"~~c·>~-.;···c>;'.'; -

Alícuotas de 5 x 1 0 5 células se colocaron por triplic';.d¡, en cajas ,de c~ltivo. de ~6 pozós 

(Costar~ c~bri~~;·~~:)'. L~~ .. 3f,~íg'~.td'~·~je1;~c~~+~~f ~:~~x~:-:'.~~;3~5~"iJ#fr~n,sa:on en 

conéentraciones de. 0.5;2'.5 •y 5 ··µg;decl:n:oteína porj~ozo Y'.Pº.r .. tripli.cado:}:Lris .cultivos se 
.. , .. -, ." ;. . !->,,_~·-:1 "';~' - ·::;~::;--·: >':~~¿.:¡,.~;~: ._, ·. -. ~:~~:.-. :,~~-·.·-¡.:: ':'.'~;S>, -:-·.:.~-¡":~'.·? _._:¿:.~,;:,; :;y.:,-..-~'.,., .. : - .: 

incubaron én una atmÓsféra dé .S~ Cid "ccj2 ·,a' una"lc6°mperatura di!'•j 7ºC. por 7 días;< Dieciseis 
----;=- '~·-.-:-!,- .::_.;;:.;·.!;-~ ;{~_~. ---__ ,_,_~;;_-·_;_,-t.-·· -.:•·e,,-_,_ ., -~-:;:·~"t+ ' -'~:...,~-:---'-- -

11oras···antes;Ci.; . .;.;i~·~6'iJ''1fuiililt;í~,~~~~'.'~~¡~*~~'í.JtESI·~1:~\J~~!1,~:~f¡;;'.·~\~~rb4· .. ?~'11mmo1: 
ICN, Irvlne;C~'.) ~·~~~~:~~¡t~';b. Las.célÜÍa5,secosecharonén papel filtro;de microfibra.de 

vidrio. (Wh~trn~934~~1-Ó Milictston'6;. ri~~:l~~d ;,~:l~~~d~' c{;JÍcá¡'Í;~~t&e~tii~Jkc Ús~do. ·un 
-~ .- - ;-;.;_;- ,,;,:>'. .. ~ ._." «"-O. - -,• ;:- '.• ·-·~ '._. -::i---:.::.'.;-,'· ~,~~-- • ~ ':-'°~;;.'. :~\ ;·_::~'C'. ::-~~·;~--~·,¡;o; \~ ,.;.;-;. '~.:;_ ;\7:;,"°,:..·:o::~j-

mu lticosechadC>r ~;:,tomdtic~ . (Nu;.:;c::c Roskild.:;; Dc~a;i<): ... L~·Yric~il).:;rri~ión' • de' limidina 
' . --··-- - ' - -·-· ., . ··, .. . ·• ..... -. '·•·-· ""¡<>,: :.· ·' ,. ·, 

tritiada se midió en un.contador de centelieo (Plidk~rd<;¡:~i-l:ard 300 B~ckm~n lnstruments 
:· :.- .. ·:· -· ·~.~ . . " .. ::>.'. :·,~·::.--:': ··-:.~>·,.::··'_-c .. ,--- ··;; 

(ne. Fullerton. CA~). Los datos se expresaron como la rnedi:a de las· c.ucnw poi: minuto ± 

error estándar (ES). 
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Expres;,;,, de RNA!!; nre11.'<a}eros tle cit"cilra,.· 

Se detern1inó la expresión de RNAs mensajeros de citocinas por RT-PCR. Se 
·--- - -'=·--=r--. 

indujo la expresión en células cspléniéas (5 x 1_0~ célula:s/ml) <fe ratones .inmunizados y 

testigos. mediante incubación a 37°c:J~n· .. s~·.cleéci/en:~~j~sde ºcllliivo d~24.•pÓzos 

::':::~o;~:·m::~ZJf E~~:f~iJ~~;~~~~~f~~I&~8~~~~f.~7L:~:::;: 
.-:~: .. :·:.;··· ··:·~.;. :....'."''~, ;,·//~· "~:,~';· •• :":. -r "';-~--; ,_,_; 

µg) de 1a cromatosrafia
1
.de iilicrca'ITli,¡ü/¡ó,:.¡¡éói,·iJ;,~;64',i{ ;;I;C",~<R.Ni\.s 1<lbiils .cé1u1as 

::;:.:·~~~~~~~tf .~::.x:==;f ~;:EE.~~~:1~~~:::.::::::0~:.'. •• :: 
estándar (chó~1~zy~ski1;s,}~chi. t;9·~~):E,ilt;~~~~~.;s~~ii~N~~;~_I ;i~J~~RB.~'.i~;a1s<! usó 

en las reaécion~s crin· fa l!nzi~aDNA}~(}ií;ri<!illi>"d~~<!lldi¿n'i.; <l...;' Í~A:• (transcriptasa 

reversa). Las secuencias .de·Josiniciadores.~~d;~--~¡;d ~~~1 dc I~~ si~uicntcs citocinas son 
·"" ~:·~~_.:·;_~:':.'' -\·,::;. ._ 

las descritas por Cook (1993). · ' ,.,, .. ~. /, 
,. -:.-:)~·-';. :--~~ -

IL-2 

IL-4 

IL-5 

IFN-y 

s· -ATGTACAGCÁTGCÁGCTCGCATC~3 · 

5•:..GGCTTGTTGAGATGATÓCTTTGACA~3 • 

5?-GCTCTTT AGGCTTTCCAÓGMGTC-3. 

5· -TGGAGATTCCCATGAGCACAGTGG..:3 ~ 

s· -AGGAAG;c:-i.ac.l\.ci~~ ,¿_~~(:¡GG-3. 
5 "-TGAACGCTACAc:C:n~C:A TCTTGG-3. 

5'-CGACTCCTTTTCCGCTTCCTGAG-3 · 

Todas· las reacciones de_ . arripHficación ~-se realizaron con 30 ciclos en un 

tcrrnociclador (MJ Research. !ne. Watertown. MA.). El programa de Jos ciclos para PCR 
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consistió en: desnaturali7..ación por 1 min a 94ºC. hibridización por 2 min a 60ºC y 

extensión por 3 min a 72ºC. terminando con una extensión final de. 7 min a 72ºC. Los 

productos de PCR se scp;.raron por'clcC:t~.;foresis en geles de ág;.rosa al 2% con bromuro 

de etidio (5~/50 mi) en'~5X TBE~;;isbás~O.SM. á~id•; b¿ric~ 0.9 M. EDTA ~.O 1 M) a 

1 oo V P()r ~5_'q1,iri,.:~.:~~~r~;}:.i~s'?,R::cig.~s'..~~,1·0,:i_ñ~;~~i1úri;inador d<! luz µlt;,avio_lct.i. Los 

producta's e~~er~<l6's'.dt!'ii'rriJíiri¿36fon ~"rán~ú:'..'~2.'5()2 pb. IL-4 399 pb. IL~.5 3()4 pbc IFN-y 

460 pb. Se i~cl;~~;~r;·.~~~~A~~re~ ~~ ~'?~;; ~~ieculrir (Ready Load 1 00 bp b~~ Laddcr. 

Gibco BRL •. Órand 1ú;.í'..d.NY~)··· 
--- - ' ··-- --·-- '!.:;~'· - -

; . . . ',, ·--. -·:.· ·· . .,-· ·- --·:·:_.~:;. , .>~!· .·>··· :,::.{;~·<, 

Deter1ni1lacÚ~ ;/eJsotij,_os de los anticuerpos espec(ficos 

Se rc;.Ii~o~; p~;_;eb~ 'de EL.ÍSA: para cuantificar los anticuerpos específicos lgG e 
' .. ·.-~.·· . . .- .· --- . •' 

lgE en el suero d~ l~~·~di~ncis i~~~~~i;~~os. Se incubaron placas de 96 pozos. toda la noche 
• • . '" .-•. -~ •e ' ·.- • ·~ -•,,. • ,, •• 

con leche semidc~crerÍ~áéla (Svehy) al5% en PBS pH 7 A que contenía 0.3% de .Tween 20. 

Se colocaro~ en:'1~'(liri6~::?:.~il~~i<j~es 'de los sueros (1 :1 OO)ys~:i~~~~~º~~du~,nic 30 

min a 3 7ºCc' Posterionnente:"scideposiÚÍron los anticuerpos' pcroxidad~s ru'iti::lgG '~fe ratón 
-.' .. ::' _._._,., .. _, 

policlonal dc,con.!jo, (i)~()oo>' (Sigma, St. Louis, MO.) o anti-IgE d~ ratón rriono~lonal de 

rata ( 1: 1 OOÓ). (South'~ni·Biotcchnology Associates, Inc .• Bhm.mgtiarii;·~:A.üir1 .. as ~Üb.;lases 
de lgG fueron taritbiéri d~t~ctadas usando anticuerpos·.~i:¡:ri;~óri .;61i~lbn~t~X·d.;éonejo 

¡ . ~)· '. , ~. - •.. 

lgGJ, lgG2a. lgG2b e.IgG3 (1:8000) (ZYMED Labor,;_to~Íes:in¿San j:¡~;;i~.;.:,; CA.). 

Los anticuerpos específicos fueron visualizad()s .usando o~';e~ile~~:i~~nÜ'));k:~.~~ilicñada 
":- ,~;·:···-- '.;·:~·.:;- ~-::· 

al 3% como substrato de la peroxidasa. Lá á.;ti~idad.en;;i~á.tic~ rll.; det.ini<l~'c~n i~Í2SÓ4 y 

la determinación de los valbres se realizó en uri .lector de ELl,SA a t1~a>cl~nsldad óptica 
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(DO) de 492 nm. Los valores de corte fueron dclinidos como la nlcdia aritmética + 3 

desviaciones estándar (DS) de las actividades de los anticuerpos en los sueros de animales 

testigos. 

/11,,1111ioelectrotraniferencia 

Para determinar las especifiéidades de los anticuerpos IgG e lgE y de. las subclases 
. '. -· . 

de lgG. los antígenos de Ínetacéstodos.de.T. so!Íúm·íllei-on elcctrotransleridos a papel de 
- . : . ' . . ~ : : ' :'. -. - ' _- ... : ' .· 

nitrocelulosa siguiendo el mét<:ldo previamente ~epo~ado (Tówbiri y col .• 1979). pero a 18 
c.- t ·" -;.~ - - ,'· - "'. O" 

V por 57 miri y .en llna cámara de trcinsfe~ericici s6fui~se~a (BioiRad~ Hércúies; CA.). Los 
_,_ ___ ;:_-,> ---.,-. ··:,-2·-; 

sitios libres'de la inei'nbrana fuer<Hl bloqueados ~'8n'l~ch.::':sen~id;;kcr~111ada .(S~elty) al· 5% 

~::::~::JiDlJ0~~}~.'.::t~i2tt~~~f ~~~~~~:,;f &.:~:.Si.~;Ef.:.~: 
en rl3s ·· pHL7 .4y~µ~.~~_111~~í~E)~~~ f ~_e}~~~~~:·~o'h6,f,:,,~.i1'1~i¿~.r~ºfü·1~1e''?ºVi 2 h. ,; 

1e.:Operatur~ · ~ bi~rii~'. •• cC::.i· ·i.n1id..í~~~'ci'2' ~~ido~;[~~~üll'. "i~S~1~i~d:¿s ;~i .· i~~u~Z'.~ri· cigita~ión 
constantes por·2.h,a·.{g~;e;~f~~·~~i1~ie;~i:~~;~·i5,i;;iicu:r~~;, C!~ cB~~jó' ª~ii-1go ··<le ~atón 

". ·. -.· ,,.,_ , ... -~i;>.·< ~' "'-.-. . ,---:- . ., .. ::'\: -._\::·-~~.\ .. <,.,.::'.e:· .. : .. -'.<~?/~\;~·.·.~~~ :';:{'~ :~. -. \'.::-~;,_:·'.\ " ::·>t':~ :: .'. -.~·. -.~:-:;,:~·:·,.-~~~}~.'' -· -
o ·ami-stibela5es .de:IgCLperoxidado·s·en--uila.dilución'-1:1500-en'eFmisi-nó!ari10rtiguadór o 

,.;-;-.. :"·;,,' '< , ':> :".;· y.-.c;.-:_: •• : '.:.o;'·:;:. .. ' .·.;_.·.··;. ". _; ~ ',~.~· , -:; ~ \ -~·:.; ' . -:::· ~;:::r~-: :;·:.:~_~ .. ·.,y:~:'->: ~'..;_::._ ~---; ~~·":~;-~·>' ~l-~~ <: :~ ~~}-, =-~:;·:·; ' . ,.:·_:···" . - .• ._,' ''. ·: , .2 

con anticuerpo::- ~~rataj•11.ticlgE .é!i:.;.1<1tóJi eilir .. a'di1úd~_n'l:JÓ()O~.·ca:s.P~6.1~X?.&_~e'co:;,ocidas 
- - •• , ... ,> 

por los •c!ireie'rit~s ;ii;°otipos:· .. fue~c;ll .Vii;ú;.:.li:ri'id~s·;cri:;, •.·6¡;~ist~ri-.á .5t"ll:>~t;~t.<:> "l~i;o21orto-
.·,:.~- --, ·_;:_, 

cloronafiotEI p.;so ~~Iec.:.1ar. d~ las prot~íri,.; se~stimÓ u~Ci(;- un ~qÚipci-·omc.;:Jet G85 

(Hewlen Packard, México) para digitali7..ació~ y un ~rogrcima Labw~;~~ (rvte~ia cybernetics 

V 3.Q). 
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RESULTADOS 

A11álisi.« Electroforétict1 

Los ensayos elcctroforéticos mostraron que los antígenos de los metacéstodos de T. 

solium contienen al menos 1. 8 polipéptidos diforentes con pesos moleculares entre 220 y 7 

kDa corno ·se.puede observar en la Figura 2. 

PM 
kDa a b 

216- -;;:::;: 132- .......... 
78- ;1 45_7_ 

32.t5-

18.4- 11 7.4-

Figura 2. Electroforesis de los antígenos de mctacéstodos de .T. solium. en geles de 
poliacrilamida en presencia de SDS. a) Marcadores de peso molecular: miosina (216 kDa). 13-
galactosidasa (132 kDa). albúmina sérica bovina (78 kDa). anhidrasa carbónica (45.7 kDa). 
inhibidor de tripsina (32.5 kDa). lizosima ( 18.4 kDa) y aprotinina (7.4 kDa) .. b). Antígenos de 
metacéstodos. · · · · · ·· · 

: ,, .··~ -~ >·'·:'"::·>- •" ', o.~- • 

se realizó otra electroforesis en las mismas condiciones p_e.ro ei gel. se:. tiño ··con : PAS. los 

resultados mostraron que al menos 7 polipéptidos son glicoproteínaS .(35. 42; ·56. 66. 76 y 80 

kDa) y que 5 de ellos corresponden a antígenos inmunodominantes (35. 56. 66. 76 y 80 kDa) 

(Fig. 3). 
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PM 
kDa .. b e 

216- im-. 
132- '·•+! 
78- - -eo 

-76 
-66 

1 
-56 

45.7- _ .. 2 

32.5- !..,11.":I -35 

-29 

18.4- .·-hall~ 

Figura 3. Electroforesis de los antígenos de metacéstodo de T. so/i11111. en geles de 
poliacrilamida en presencia de SDS. a) Marcadores de peso molecular. Antígenos de 
mctacéstodos teñidos con: b) Azul de Coomassic y c) PAS 

- , >· -;_' ~- ·.:-~ __ , ~ . ':. : , ··-

Para dcte:i~,j~i~~Úp~.,'barttciónantigénica teníamos anlígen~s conocidos ~e T. 
·-·· . ¿,,:.:i:,;· ·;";2 ;,:'~.}..':;;:~~-: ~ ::_,, ·:::-: ·.'..·;j·: ' .~· '. 

solium comolaparamiosi11a'y'cn vistade queténíamos,un~ banda con.peso molecular.de 95 

kDa. se reall;.;~~~-¡~~~~~tJ::ri~ff¡.~,;;;~;.~·~;"ret~¡.;~1~~·~;~~;;;~riti~pa~ml;;si;,a(amablemente 
;l ~·-·'·'' i:.:::0""' .¿.::: ~"· \~.:.;'. <-:-: ~-- ··<e- .,_- .-"'f-~:;-- • --=--- . '>'y-.· 

donado. por-.Dr.•tb~h'1~-Lrifl'd~)'Los-.~;sjltados.mostraron, que;e1.··sucro''.'nti-pa~miosina 

rcconociÓ i·~·ªf~E~~~~f~f~~&~~i~;~~l~E;~~!~rÍ~i~i~~i~~)f 5_·~.ss,~kª·_cií~. J{ •• :._ ..•. ·. 
Por. otro'' lado;::: se:;· dctcrmi.:;'ó ''si entré'; los 'antigenos:'de '.Ínetacéstodos también se 

. ' - ' _,,,_ '." :-:-·-;· ' "- -- ,. - ·.,_,..,.. ,~ .. . .. - ... :: ' ... " . " . , •' .. . •' - ., - ,• ... \ .. , -. ,. . '" .. , 

encontraban pr?teinas.det~'~rdo éómo,albúmirm>~érica e iriínún6~i~'buHmis •. para lo cual 

rcalizam_os." ~tra··;:in·~~~~~~,ransf~~~rlc~~ J~~~ :.ah'.6·~ ~~vCJllino·s· co~~'_.--~tic·u·~~~·~·\,n.~i-alb.Úmina 

sérica de cerdo yantl-IgG de cerdo •. Los rcsu.ltados mostraron que el suero a~(i-ai~úmina de 
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cerdo reconoció una banda de aproximadamente 74 kDa y el anti-lgG de cerdo 4 polipéptidos 

con pesos moleculares de 68. 60. 42 y 35 kDa (Fig. 4). 

PM 
kDa 1 2 3 .. 5 ... 

205 

123 

1~ 79 ~05 
-68 
-60 

41 
_ .. 2 

31 -35 

Figura 4. lnmunotransfcrcncia de antígenos de mctacéstodos de T.. so/iun1. Línea 1: Suero 
anti-antígenos .de metacéstodos. Linea 2: Suero anti-paramiosina. Línea 3: Suero anti
albúmina ·de cerdo. Línea 4: Albúmina de cerdo revelada con anti-albúmina de cerdo. 
Línea 5: s.uero anti-lgG de cerdo. 

Ensayos de Proliferacitín .· 

Las r.;:;Ü:<!~~,~~~,\ifc'"(tivas de esplenocitos de ratón a Con A y a los antígenos de 

metacéstodos' ibu;'.1es' fue~on~·detennin.adas 20 días después de la última inmunización. Se 
, ..,i·-:o,," 

entre las.célu 1.;:s 'cle .;:,:,¡;,;01cs; testigos y,de 10",:i inmunÍzaÍ:lós'.y l¿;s;v.;:lores. füc~on'.m;:.éhó mas 

altos que 1osobtcnid~s ~1\~{i~~~ai c~~'1¿~'.0;.,t;g~ll~~faat~s ~: ,'.;;'ostri.ci~~>-··~~sMÚg~nos de 

metacéStodos 'indujeron ·1:>i~~ifernc~.S ... ·c1¡; las ~;;I~;~~ ~pléniéas de riil~~cs 'inm;:.ni~dÓs.' de una 
. ,::,>; < :~:;, ~ ;_~¡ ;;: !•;'· ·: .;:_,_:, ·;\t.;. 

manera dosis/dependi~ntc~; én co.mi>araci<;}(l ~~n:los)mhnal~~-testigo en)~S,:~.u~lcsla captura 

de timidina tritiad,;,f;:.~ sirnjl~r,; l~~b~éri..ícia.;nÚJul~.,"ultÍ~ad.Ís ;;;11 ~eclio de.cultivo 
-: __ ; ' . : ,, ,·,·, ; ' . ··---··' 

RPMI. Las diferencias en Ja· incorporación de timidina tritiada fueron _estadísticamente 
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significativa (P<0.02) en todas las dosis probadas cuando se con1pararon con sus testigos 

(Fig. 5) .. lo que demuestra que los antígenos indujeron una respuesta celular. 

12 

10 

o 

O Testigo liill--

antígenos de metacéstodoa (t.Jg) 

-

Figura S. Proliferación de célula...;,; esplénicas l!stin1uladas con antígenos de mctacéstodos. 
Las células esplénicas de ratones inmunizados y testigos fueron estimuladas con diferentes 
dosis de los antígenos de mctaeéstodos. • P<0.02: • • P<0.003. Los resultados mostrados son 
representativos de 3 experimentos. 

Detern1i11aciti11 de RNA,.,, de citocina.'f> 

Los RNAm de citocinas fueron determinadas por RT-PCR a partir de células 

esplénicas de ratones inmunizados (20 días después de la segunda inmunización) y testigos 

estimuladas con Con A o con los antígenos totales del parásito. Los resultados mostraron que 
. . . . 

las células. tanto de animales inmunizados.como testigos, estimuladas con Con A produjeron 

RNAm para IL-2. IFN-y e IL-4 (Fig. 6A). Por otro lado. la cstimulación con los antígenos 

mostró que las células de animales inmunizados produjeron RNAm de IFN-y. IL-4 e IL-5 

mientras que. las células de los animales testigos no presentaron mensajeros (Fig. 68). 
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Figura 6. Perfil de RNA mensajeros de citocinas. La determinación de RNAm de IL-2. IL-4. 
IL-5 e IFN-y se realizó en células esplénicas de ratones inmunizados con antígenos de 
metacéstodos de T. solium y testigos. A) Estimuladas con Con A (5 µg/ml). B) Estimuladas 
con antígenos (5 µg/ml). Los productos de amplificación de PCR fueron analizados usando 
geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio. El peso molecular esperado de los 
productos de PCR fue: IL-2: 502 pb; IL-4: 399 pb; IL-5: 304 pb; IFN-y: 460 pb; J3-actina: 514 
pb. 

Cinérica de eosinofi/ia en o;angre periférica 

Los valores normales. de eosinófilos en ratones. fluc.túan. entre. 200 y 500 por mm3
• Los 

antígenos de metacéstodos de r.· solium· indujeron en ratones un incremento .. transitorio.de 

eosinófilos en sangre periférica.' La.Jsinofilia empezó .el segundo• di ... ~;;~~ué~~e.la s.,'gunda 

inmunización y alcanz~ su=.;iv~I .n<l!i ~Í~o ~l. tercer d ia ( 1 383 eosinómcis!rriirA cr<o:o 1 ). La 

diferencia observada e~trc ;o~ ¡~i~aÍ~s inmunizados y. t~stigos al c~~~.y:~ui~to ~ia. fue 

también estadísticamente signiflcaÚ..;a (P<0.01 ). Los eosinófilos regre5aron a sus valores 

normales al séptimo día (Fig. 7). 
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Figura 7. Eosinofilia en sangre periférica de ratones inn1unizados y testigos. Los eosinófilos 
fueron cuantificados diariamente en cada ratón después de la segunda inn1unización con 
antígenos de metacéstodos. • P<O.O 1. 

Deter111i11ación de isotipos de a11ticuerpo.\· 
. _·... . - . ' . \ . . . . 

Anticuerpos Ígá'e lgE específicos contra antígenos de rnctacéstodos füeron detectados 
:_ .... -- __ ;_ -· ._:\~ :":'~<~_,:_-:~~ ' .. ,. -. . ·. .·~-- -- - -. 

por ELISA en sueros de ratones in-munizados (20 días después_ de la segunda irnmunización) y 
- -,....-•• 

testigos. Los resultados mo5traróri_quc la;absorbancia a,492nm_ dc_los sueros de ratones 
. . •: 

inmunizados fueron similares para: IgG e ,lg_E.,:_Los süeros de animales testigos mostraron una 

absorbancia por debajo de 0.06(Fi~:sA)."A.1~~i~l,;:,¡~~ub;,lases de lgG s6.m.::ontró que lgG 1 
' - '-- J~ 

fue la mas elevada. aunque lgG2b e IgG3 tari-.biéÍl ~staba.n inc~cmentadas en lo's sueros de 

r"dloncs inmunizados (P<0.02) rni~ntras qu~:\'11gbza ~~illlaneció sin cambio.. Las subclases 
. . .. • .. , . 

de lgG en los sueros de animales testigos (no inmllnizados) presentaron absorbancias por 

debajo de 0.:2 (Fig. 813). 
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Fig11ra 8. Respuestas de anticuerpos específicos contra antígenos de mctacéstodos de T. 
solium detenninadas por ELISA. A) lgE e lgG (T: testigos e 1: inmunizados) y B) Subclases 
de lgG. Los resultados están expresados como la mcdia dc la absorbancia a 492nm ± DS. 
*P<0.012 y **P<0.0007. 

Detern1i11acitJ11 de la i11n1u1111reactÍl-'idad de lt>.\" a11ticuerp11.'\· /gG e /¡.:E 

Tres antígenos de metacéstodos con pesos molccularcs de 95. 85 y 7 kDa fueron 

reconocidos por todas las subclases de. lgG y por lgE. Una proteína de aproximadamente 57 

kDa fuc reconocida por lgGI. lgG2a. lgG2b e lgE. Otros antígenos (52. 30 y 20 kDa) fueron 

reconocidos por lgG 1 e lgG2b' (Fig. 9). El segundo anticuerpo y el sustrato al igual que los 

sueros norn1ales no reaccionaron con los antígenos de mctacéstodos como se puede observar 
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en la Figura 9 (lineas 1. 2 y 3). Dos de las 4 bandas (68 y 60 kDa) que fueron reconocidas por 

el suero anti- lgG de cerdo (Fig. 3) fueron reconocidas también por los antisueros contra todas 

las subclasesde-lgG y por la lgE (Fig. 9). 

PM 
kDa lgG lgG1 lgG2•1gG2b lgG:J lgE 2 3 

E:~ -.:!:; 

205 :::::! ..... 
123 

11~ 
_104 

79 1 _¡ - -88 
-68 
-60 
~52 

41 
31 -311 

17 

-~ 
-20 

6 • .-: - -7 

Figura 9. lnrnunoreactividad de los anticuerpos lgG e lgE. Tiras de nitrocelulosa que 
contenían los antígenos de 1nctacéstodos fueron incubadas con sueros de ratones inmuni7...ados 
y testigos y la inrnunorcactividad fue visualizada usando anticuerpos anti-lgG. anti-lgG 1. 
anti-lgG2a. anti-lgG2b. anti-lgG3 y anti-lgE de ratón. Linea 1: incubada con suero normal y 
revelada con anti-lgG de ratón. Línea 2: incubada con el segundo anticuerpo. Línea 3: 
incubada con la solución de sustrato. Se incluyeron marcadores de peso n1olccular. 

Cro1nutografla de interca1nbio iónico de los antígeno.'< de metucéstodo 

Los antígenos de metacéstodos se separaron en una columna 1-li-trap Q y los resultados 

mostraron que se eluyeron 7 picos a las siguientes rnolaridades de cloruro de sodio: Pico 1 -

O; Pico 2 - 0.08; Pico 3 - 0.18; Pico 4 - 0.29; Pico 5 - 0.38; Pico 6 - 0.55; y Pico 7 - 1.0. Un 

perfil de elución típico se puede observar en In Figura 1 O. 
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Figura JO. Perfil de elución de los antígenos de metacéstodos separados en una columna l-li
trap Q de intercambio iónico. En este perfil de elución se puede observar la separación de 7 
picos y las molaridades a las cuales se obtuvieron. 

Se realiz~ ~lect_r:~foresis de los. 7 picos. los resultados de. los primeros 5 aparecen en la 
': --_ -- - : > -. - -: _; < -. - ' -- ·-~ ' ' -- , - - - • 

Figura - 1 1. donde se p.:it;<le' obs.;i-var que' comparte-n proteínas entre ;,llos~ El análisis de los 
- - - •e:..·- ----

geles de elcctrot'ó~csis dé 1057:r;iC:c:>'s ~.;puede c,¡;,;.;rva~ .;r1 c'1 cuadro 3 y.muestraque 1as 
' , '.... - ·- ' - ., - ,_ 0'·'·''• . .... . , 

proteínas de 66. • 56 y ~5 Kdá; rue~ón .'!1J;Ja~ eri ttict~s i~~ Ji~s exc~pi() <=1 6 i 7: Proteínas con 
':_'--':....:_:- - - -----~-~- :~--' -~-·;.:_~-----~ ,·_:-.;o 

pesos moleculares P?r.debajO'cj(!24Kéta s(,~ c:ornríirt,.icj;.s ¡lc:>í- todos. los picos excepto por el 7. 

mientras que protc'inas de .95 y80 K.cl;. fi.;er'anscparadas con Íllla concentración en el pico 4 

junto con proteínas tanto de alto y bajo peso molecular. 
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-46 
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-24 
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Figura J J. Electrof"oresis de Jos picos obtenidos de Ja cromatografia de intercambio iónico en 
geles de poliacrilamida en presencia de SDS. En Ja primera columna se observan Jos pesos 
moleculares y en Ja segunda Jos antígenos de mctacéstodos completos. Líneas 1-5 contienen 
el material de Jos picos 1-5. 

Cuadro .3. Prote/11a . .; contenidas en los pico~· obtenidos por cromatografla de intercan1bio 
iónico de los untíge11os de nretacéstodos y estudiada:!; por e/ectroforo·is e11 pre.'<encia de 
SDS. 
PM (kDa) Ae.CC Pico 1 Pic=o2 Pico3 Pico4 Picos Pico6 PiC'o7 

210 X X X X X 
190 X X X X 
170 X X 
156 X X 
95 X X 
85 X 1 X X 
73 X 1 X 
66 X X X 1 X X X 
56 X X X 1 X X X 
46 X X 1 X X 
38 X 1 X 
35 X X X X X X 
29 X X X 
27 X X X 
24 X X X X X 
21 X X X X X 
19 X X X X 

40 TESIS CON 
FALLA r-~ (:!Y~EN 



En este cuadro se puede observar que los picos 2. 3 y 5. contienen 3 proteínas con 

pesos moleculares de 66. 56 y 35 kDa. Con la finaHdad 'de determinar sí estas proteínas 

inducían la expresión-de RNAs mensajcro~-d.;,=éitC>-cina-s. se rcali?,,;;()n ensayos d¡; PCR 

utilizando, ,células de, bazo de ª,!'imillés lrln;i,~n¡Z;ídos con. lo~ an'tig;,rlOS CO~~letos (20, d Ías 

después de la ~eg~nda inmúniZá~iÓ.l}"y ~ti~Ül~ci~~ cC>~/;,;sto~ picios' es µ~( ~-. ét6 c~ét~ uno) y 
_.: .. : ·., .. _; -----, ;·:: __ --.. ,.. 

::~::::~::d::::·4: 
6

:~~,tij/[{1~dc jg~~f~~t;i~;~~l6~E~jtf~'.t.~:~~n4~j:i::~:· 
mientras que. las células de anima,lcs té~~{sci~ 5riC> ~~s~.:n~¿n l~_é~~,~~iÓ~,~~)i~g~n ~ensajero 
para citocinas (datos no mostrados)'. Él piéci 5 ind.¡ji:> IÍi' exprc~iórl de .;,'stc'Íncnsajerci hasta las 

66 h pero también la expresión de IL-4 e IFN-y tanto en los animales inmunizados como en 

los testigos (Fig. 1 2). 

A 

B 

PM 
pb 

500--
300--

Pico5 

Inmunizados Testigos 

L..2 L-4 L·5 --T •-=t- L·2 L-4 L-5 --'f ·--- ..... - - -
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

Figura 12. Expresión de RNAm de citocinas inducidos por los picos 2. 3 y 5. Células de 
bazo de ratones inmunizados con antígenos totales de mctacéstodos o de ratones testigos 
fueron estimuladas con A: Picos 2 y 3 (células de animales inmunizados) y B: Pico 5 (células 
de animales inmunizados y testigos). Los productos de amplificación que se obtuvieron 
fueron los siguientes: IL-5 304 pb. IL-4 399 pb. IFN-y 460 pb. 
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Con estos resultados .. se decidió determinar su actividad in vivo para lo cual se 

inmunizar~n- 4 ratones':_º"} 00 µg de prote!_na del Pico 2 e~ 0.1 mi de_s~Ju;ión salina por v!a 
. . ·- . . " . - .. . - -

subcutánea y_ lo días_.después se les dio un··refüerzo en las mismas condicioncs.'_·,Sc.determinó 

Ja cosinofili~ ·;,n-~~;:·pcr;,::éd6~:ioÍ'~¡~'1;·-3;y'~ d;~p~és~i-1a·i~J~nda •. il11illniiaciÓn: •Se 
-· =·~ ':., ·· > ~:,:... - · :'-:· ;'·· !_· -- :1 _._, - • • '> Y:· :-·-· "' ~: '':· 

incluyó colTlo.'testigcÍ 'positivo éariimalés' inmú'niiados'cón. anlÍgenos··ilel 'metacéstódó:- Los 
'" " ·-·· :, ••>• "'.·•• ~ ; •> ·<- ·~ •.•.- ,_,._,.,:~ ... :··.-:·¡ _;• ::_V•;:.~,.,-:,'",¡~· '~':',"":'';:~'. ;'"~::~'-.·" ••" <: • "',; ,;. -;.-,-- .. ,.-,•-•:'"\"C ~·-- • ··~¡. "'.,~_. • ' .;_~'"" ('" ~0•':••• ••••-: _ ... •••m~ •' •' -,. •' 

res u lt3do"s ~ :~:~~;tra_~~~n ~-::~·úc{~I-_:':; P_i_C_o·~.~ 2< i~d-U'jo~-~ ·c~~-¡_.;~fÚia''·:·g¡g~ ¡f'.¡'~ti~~\: cn;;::S~~-g~~: ~-p~ri ~érica 
(P=0~02) e~~ u~'~~,-~~ ~~t;~~ ~i terci~~;~·~e d5d,eosi~ófilC>0;'J,~~ (~i~. \-))'al ig~al que Jos 

_. ,. ' -. 

antígenos de ITl~taéést.;ciC>s (P~0.004). 

o Testigos 

•AgCC 
1600 DPK:o2 
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Figura /3. Eosinofilia de sangre periférica de ratones inmunizados con Pico 2. Se determinó 
la cosinofilia en sangre de periférica de animales testigos_ inmunizados con antígenos de 
cisticerco y con el pico 2. *P=0.004; ••P=0.02. 
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DISCUSIÓN 

La inmunidad contra --las infecciones parasitarias por helmintos-- se caracteri7..a por 

cosinophilia e lgE elevadas. respuestas controladas por linfocitos cooperadores (CD4'). Las 

respuestas de. las suhpoblaciones Th 1 y Th2 de células CD4+ han sido b·astantc bien 
- - . ' ' - :-:- -' ? - - '; ,.- ' . _',~' ' -. -

caracterizadas-~':1 ·modctos murinos de_ inlbccioncs causadaS: por:.$-·_11u111so11i.; A; co • ..,·taricensis.¡· 

y T. crassi'c:ep.v (or:-/.Y'c;hyc.;1.: 1'J91; Sugayri y c'oL. 1997;TC:rr.iias y ~ol.. 1998; Toenjes y 
; .. i' .. ·_ ·: ' (,_,:; ' . _•;.' •, - •. ;, : "' :;-· '_. . - - . ., - .. - ;.~- - :- ·- ,· ·::.': ·,. __ •. ::._·:·-... '.," , ___ ' - '"-

col.. 1999). sÍ;,·d~bllrg~ ncri1~y ~sÍudi.;s ~~,.li~dos c~·.;i!itic~~6osi; por 7:. -~oliúm, . 
·:•.'¡.']·_">.:·~ ,,-:,-._, .··:-'.:-·;,_-;; • --·2: « 

Cerdos
--_ se. e0·····n_=-?t.-'~raª:~"1·ªA·~.;~nzfc,:-ªetc.jtc·:,_.01n§e.;c:º·tºn·./11 ..• ªu:ne···· .. ~vi~º·~s· ~n.d~ef "~~~fe: "d; esie tr~bájC); )ndujcron r>roteceión en 

'i:)'{j/;l11il/y,en cC:rdOs naturálmenté par11sitados 

(M~linarÍ <y.~º.:~ \~~;~){1 ~~.31:>;.< En 'rátones •••.• éstos.·· ántígenos indújeron un proceso 
·t.":J- -· ",.;.; ~; . ·::.},:, ;\.-· 

granulomátos6 air::édC.:'dotde~~id~éstodo#' i~l?):l';.:.1U:ci~s subc~tánellnicnte que .. de;;truyen al. 
- " - ,. . . ... -. . ... -. .. . -- ' - ., 

parásito (Tato y C.:01 .• 1.996: Mollnari y c61.; 1998): E..; todos estÓs trabajos. se hán encontrado. 

eosinófilo~ (r~spuesta Th2) en las reacci~ne~· i~~al11~wrias ·que rodean a la fa...;·a y estas· 
- '-~ 

células se. han relácionado con el dailo al parásitc:>: 

Aquí se describe el perfil de Rl'JA me.nsajC.:~os de citoéinas pr.<'ducido.pÓr esplenc:>Citos 

de ratones inm!-J_nizados_ cstirnulados- :·e~~ :~l·Í~~·n-~~-~:~:~~~ ~~~~~tS>d~ -:'.~c·:-~Ir.-.:~sO/iu~11_ y su 
- . ·- - -- . - ---- - - ~~~: -. 0-,--'>""0: "7 ·-;-'.;"-~ 

correlación con las ~~spuestas i~~unes i~du:~~d~~:!':;>_~,¡~~~:: ~~-s>~~~'.h~-~,~-~,-,~.?~l-~r~;,:-qu~ los 

esplenocitos. de ratones inmunizados éstim~Iádé>;.' ~ói, l:lrití~c~O'~ cd~í\iieJ¿é°s~é>éio pr6ducen 

RNAm de IL-5 e IL-4 lo cual correlaciona bien co~-i~ ~c7sÍ~·~:;.;;1.~i~
0

sf~tesi~-d~~~nticucrpos 
'·=' . ¡:',· . -:.~: 

específicos lgG 1 e lgE (respuestas Th2). Más aÚn. Íos '1~~l~~Jr¡>é,~ lgG2:b -~c.:· ~ré>d~je~é>n en 

forma significativa (P<0.0007) y el crunbio haela e~Í~ ·i~()t;~~;~~tá d~Í~..;~irid~b ~or TGF~J3 
' : . :>·,._::~' -::. ~.: . : :~.::;: ::.~ ·.'.: 

(Stavnezer. 1996). otra citocina producida por .Th2. Núestr.os ~e¿ultádos ·mostrar.en que el. 

RNAm de IFN-y se indujo por los antígenos .de T. so/Úun. ~o'qu~; ~o'..re1~ciio~a ~on la 
_-· . e~" - . -, - . 

producción significativa de lgG3 encontrada (Respuesta Th 1) (P<0.012) (Stavnezer. 1 996). 
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En nuestros experimentos. el RNAm de IL-2 no füe detectado en los csplenoeitos estimulados 

con los antígenos del metacéstodo .. sin cn1~argo se observó proliferación., la cual puede ser 

debida a 'otr'os faciores de crecimiento _como IL-4 (Janeway y col..-0 1999). -d~ste-rcsultado es 

apoyado por la baja producCión de IL~2·e11.~<!spú<!sta a·-~ntígcnos de helmintos que ha sid~ 

reportada (Sobóslay-y c.,;I .•• __ 1;~9; ;~lt yc~1'.f 2~o·;• ):' 'ii~ e,,.;b;rgo: scrí~ ;nte);,si~{e C:clrroborar 

este resultado rCalizaÍtdo ·cxPci-im.cntos -pára': dCtérrninar· cilócinlls· intiácCJula~cS· con .citorrietria 
. fe·,·:¿;?~ -- 1l_'~:::f•': >~ ~:.~:~·,, ·. ,:: '~~·~: ~~·~·· .. _·. ·~'./; 

de flujo. •.\·"- :·:- _.,·.-J'-;_:--.•-- '•'·•.;.-•·_;:•: 

Lar~#.ul~ción .;~u~~da ~~t1:i~~ii~~;~~~i.~~2~~~~~j~~~.; <;I :z_~~ariis,:~ por-el cual 

Th 1 yTh2 pern~iiíicccn .;n bá1anéC:Y:ii'1tC:mnsu funC:ión _i_l,;:;itiaméntc_ C<:Jajé\vski y Fitch~ 1988: 
>.'··, ~' ; r '•' t: ''., ·, ;•c>i', •7;.'.'',• ;",:::::•:'~."'.,:'.~,- • '¡"·;,;,'~. ¡~, • • -¡.-:"~ 

Pelcman y C()I.. 1989; MartíÍicz_}cot.;•, 1990)> Eri dist;c,:;;;.;ó~is:<:'.xp;,~imc;,~¡-a1,·:·5c: tia:, descrito 

que las rcspuest~ inml1~:s -q,¡~ c"ont~ol-,¡f1 ;Jc.:r~cimi'C.:nto d(,'ji¡S Ía~va~~;~:;; .• , ((Boj,;lil y col .• 

1993; TcrrazaS y c(;'i .• -.• 998); P~r-~t~o l.;~~: iá susC.:cplibiliciaÜia la Ínfec~-i6n'sc ha asoci;,do 
;'"· ·,o:~: ;·: (:: /,:·. ··<·.:·:'.; j" · '·::;.'.:.' (.~,·-~-:::·::' ;,.<,~·;.";.·:~. -"-~(.\.:;·.:;;~'._'.,':;;{.<;-:; .. :,:,_::..¿_~~>;::.~·}::.t:': ',i:~,::~-.-:.::;- .;,;_·. :<i:·;~_:./'.; _.'··-> ·:·:: .·: • . 

con una respuesta dC.:tip.;Th2:(Lnr,:_;.ldc y¡C,:.;1:>í 995:''Vi1Ía y''1<.l;un:i'1996.: Terrazas y col .• 
'..... ' ~; ,.' ·;,:·· """·:., .--,·-. ·, ··; -,;- ·.·¿_. 

1998). Se. ha reportad() q;.C.: Í~ célÚlns invol~2r,,,.d~s6n• I~ rcah'c'i(');';~s kr.úl~lomatosas que 

rodean a la larva de ;_ érc~,:sic;p;·~~i~=~ t~~~ran~~~n~.;-;~~·-~Y ~ ha ~u~eri~o que esta 

citocina juega_. ~n paJ~;:.~~.·.··1~'.:~Ú~i~~~·i¿~fd~1' ~~~~jt~J'(~~~i1~()~: {~ol .••• ·.¡~97). Estos 
---- -- --- ,-----·· -- -- ~, -.,~ ·::.·;:::::."-:---"·---··_c-,•<~<:·.·t'- ~---~ -, ·:·:·~·:·::.;:::~·--·~'-,','- __ .--

investigadores t~ml:>_ié;.; icllc~;.;trfu:6'~ ··•que , il.:;4::'5<':'/c>.:i),:;;~á'.ba'háSui q~~~c.1 ¡>n~<isito estaba 
. <- - º . -o~:;t] .. º~~:::r .:~: ~--: ¿ ~:/-Yi.~~:.t?::. ,;;-:;·;;e-~ :_<:;,:_=---7;;~ - . -,:-:-¡_~~:~~:: - :~- --:: >::é.;·i:.-t' ·:·. 

completamente cidtruldC.,·5ugl~idnd6\quc IL:4t modula.' los e,,"tados tardíos·. de la respuesta. 

Aunque much~-in_v~~tlgi.~~6;,~~~-7~~-~c¿[b~~~-i;~J;~~-.cr.;cti in't1l~id0~r:d;~c~lg,ün~ citocirias 

producidas por estás poblacioncsdc;éétúláS T.;"¿C)C.,pérado~áS; se há'óbservadó que en.algunas 
•.- • , • •1, , ·' •' ;., "" .: .. \,Ó:< •, .-, <'C < •, ;• • '".· .\-"'.-• ·, '~ • ,· ··-,·· .. ·.·-:,_''. • • ~",/ ,·: •• -. •• • C"" ·.' - • _ " 

infecciones para5itarias. coci.ist.;11.rcspü.;~trui riiixt~'..·.· p¿; .;jc.,:;p1ü;C1a'csti;..-;;.1'16ióncie, ;,él u las - . . . . - . . . ---~ .. ' -. . . ., .... , . . - ·--- . -' -.. ". -~ - . . . ,-._ . . ; - - . . . . .... ·. .. ' . -

de exudado pcritoncat de_mtoncs',BALBtc in'rcctáctos con, T. c;.assi°cep.v con;'1ntígcnos del 
, .. ,_ " ,, . ". . .. . ' '~·- - .. . , . ' -· .-· '• .. - '· ·. . ... 

parásito. mostraron un'lnc~C.:min'1.;;;n.1'1. p~oduci::ióri-de 1Í'"Ny . .;IL-4durnnte la infocción y a 
' - _,_ • -. • • • • •,·. --~ • • • - '- • • • • • ! •• - --: -

nivel sistémico. se ha obsc~vadb tllt11~~én u~~ ~c'spucs~ ~Íxta Th 1 ff~2 con una producción 

incrementada en suero de IFN-y e IL-4, en etapas tardías de la infección tToenjcs y col.. 
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1999) .. lo que sugiere que no existe una polari7-Álción de la respuesta inrnune hacia un solo tipo 

de respuesta. En forma sirnilar.»nuestros resultados n10~-i.raron que los csplcnocitos de ratones 
. ' . . . . 

inrnunizados y·c.st.imulados· c_on.-arltígc:n.oS· tolalcS:dcl_ ,~,·~.tacC~todo de)'"".'.•;~,~~"'" exr)rcsaron los 

RN As men;..;Jcr.;~ p,..:,. \i'N-/(~~sp;;~~ta '4h 1 >:' ÍC~4 •.; ,¡_::..5 ,c~csp uc'sti. 'rt12). si~ cm bargo. en 

estos cxperimcnt.:is~ ,.;;{c,r.;cÍos.bÍ~Í¿gi~i;;,~fi~l~é,~'',~,~~1l.C4,,'~~<.:J<?_,~;ii~ro'~'¡,; \.~"~Ya.~uc se 

proctujc~:::Jr~:{J~~~;;~~f&~if~~;~,!~J~;~~~~~~t11J~g1n~d~~"~~iR~Í~~~~~;~~:nc1·~~~~ 
. l. '«'•',,-v' ;:,_,, ;;.-,~¡·"·;.; .,,·,;~,_;,;"«· (..- . .;,·.~··<'\:! 

(rcspucs~Wh~)·,;+,1~,~~l~~¡~~~,~;.hi!~~i~F:~' .;l}í'l~}~?,.eef;l()~raq~i.~~().;.d<: paci~nt.es .con 

:::~:i::a:.;~;¡;i:f 2~~;:u;~c;i~~:~~;~~:~JJ;~t=~~~:i~f ~~~~;lfiºZI2n:~i7~11s~i:~:;~: 
con antíge~.ºs .d .. eI_ rii~t~~é~~~~~~;}§:~~;~!?l\-~f 1:'.iio~o>,:,'¡·n~~,~~~~cfü#!·'~t{t~":~~~íra~o ····-~.~-e· en 
granulo mas de cerebro 'de·. padcnt~,;-cc>n N(;C."pT~l(!Ciero11'citócinas ?:I (l~?-J-Y e (L-18) 
aunque citocinasTh2 tamblén ~c~~~~~~'r::r~,;·~'.~~~i~t~·¿~J~>;~:¡~\JlC¡'3;\·kcs~re~o col .. 

::: •:" :~~:::. 0:::'::::it:~~h~~ifl~i~~J~~tif~~,~~~J,~:::.:: 
in fcctados con T. crassÚ:cpI ~Sí·c~~~ ~º •. ~~~i~~t~s.~o~-~i;~i:;E~;~~sq t~f'f:¡.J,1A,;,;(Robinson 
y col.. 1997; Terrazas y col.~' 1. 998; R.;~rcpoiy c;:,1.~::2001):/A,;'lriéíüc ~Ú'papcl no ha sido 

. ~ ., ~---:::; "'_,)· ':,·:.:.i.f 

dilucidado. se lla reportado' que carbo.híctratos cié1'~61acésl:ocio'.cic r.:ér'c1s.,;é.!,Psinctucen la 
~-~ ·:-;::.• T-f-';o~:~;..c;·'- c..;-.-'- "-"··--~:.~-=-~ -7';'--;.c ,_. ·_-_;·,~:;"-''-.'7-'c"..,:--

producción de IL-6 e IL-1 o_';n au,,cncia de ll.:4 clL-5 (Dis,'<nnáya_k_e.Y col.; 2002). :Por otro 
lado. se ha descrito que'IL~Ío :;rÍhibc .la síntesis. de lgE inducida' por IL~4 en células 
mononuclc:ircs de ·sangre p~;iférica 'de pai:ic.ntcs aié.rgicos (Pu~noncn y c~l .. · 1993.; Je,."nnin y 

. . ' . . 
col.. 1998) e induce apopt~sis en "los eosinófilos (Takanaski y col:'. 1994.). Ya q'ue nuestros 

rcsulta_dos mostraron qu~ l_a inmunización con antigcnos_indujo respuestas controlad~.s por IL-
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4 e IL-5. era poco probable que indujeran la producción de IL-1 o. aunque hubiera sido 

convenicn_tc determinar la prcsenci.a ·de esta citOcina en los ratones inmunizados. 

-· Trábajos o_-- previos·= :Cn'=;'-ce:rdos':,:inmurÍizados-: han,__ mostradoc_c_quC "-los . antígenos de 

mctacéstcidcis ~-~~-- ~ ~ ·.ii~Jf ,-,;,>·¡¡.·duci~-- ~~,~-~~¿,·'.~-;-i~:; én --~~~d~s ·'~~tU;~~-ÍtTlc~t~ _-JarasiúidOS (MO 1 i nari y 
,,. -_. -·" -:'---~ :,_~/ "· -~-

co I.. l 983b) y'q;.(!;~st~s'~él;.l;is s.,; rcl~clo~a~·CCl.;f,/dcistrÍJ~ció,:, de lo; párá~itos (Willrns y 
_,,,,_~- -.'->-::-"-"='-; i- ::~'""' -' _ ~---_~:_._:_ --',-.-""'-'· -~ ·- · ·_·e"'~'~-.-. ~ -_, :.:~-,- '= ir~·-·~ :~.-f-·,.,~:·. ,\~, ~ · : ,.:·:;: :-· ._ -~- ·._,_ .- :.:, :..:,;___;;,-:- ~;7:; :;,.-~_ .~--;,_~; -_-- -. --::···. .. --~:, 

Merchant. 1980;,Molinari y cOt~': l 986)>;;Los cosinófilos se hanrclaciC>.;ado CCln la protección 
: -/-~ . .L:' ~ - .1::;'.-.[-~·~~>~· O.• .,_:. ,__•, ú ~/¿1' __ : .-~;,~' . - - :;.>· ... ·.: ., >i~·;.::'.·..: ·--.: .~:~·0.-- • .-.->~- ~.\;> ~·"'.:~:. _· ' ' 

en otras infcccion°cs por 1t'i:1rnintos' donde sC: h,;: docum'C:ni;¡do. Ia participació;; de los gránulos ·-. ,. :>·;· ~·~ -·~ ~.<.:. ~::~~-- ... ·..;, ... ;· . .~, ~ '· (. .· .. ·'<t~': .. -:""'.·'·' •.:; :..;'.-,: 

de los cosinófilos en' la· deslriicción del. p'aiásito; (Behm :y.· Ovington; 2000; Va llanee· y .col.. 
. . ._ .• _.<,_;_: ::t~~.· -... ··;~~:~~:;~:):· .. .:.:::_

1

::::~}~~;:·t~::L ~<~--- .;;::~:/·-_::->· .·:· ·.'~-':~2~?;'J .. >' .- ; :::~~~.:.:\.:::s.~.:·,,~-~ ·u;~:.:.<-_,:f: .. :-:" ... ,_·;. ·. ·,:-::~:.~ ; 
2000; Hcrbcrt y col..,_200\);'. Suga~a y <:()l .• ~00~). / N~i:stros re~ult~dos mfstr~ron que los 

antígenos· oc .•·~~uicés1i~J'~. ~h~~Íé;;i·~r¿;d'.Lc'..:~-;~~Úlri;W c~·;:r¡z~~~-;y~\~~, dc:pués de la. 

segunda inmUriiza~i;~~::,,o~~~~~ :~-i~é:)~;ri~~:o ~¡;~i~~~tivo de los ~alo~~s~~ ~~sinófilos en 

sangre· p·er!f~ri~~·~/~-~-!:;~~~paJ~¡¿~~~;-:·~~~~~~;·}J~~;-~~·:·(<?r~.~·1.~-;~~,:~~~.i~~-fi-(O~:·;~·n:.~~-~-~~~~'.::·:d~::.·anim.alcs 
.. , ~- . ::-··.· ·:: ,;_-~_-::.--._::~:~_·f/:~~'.::·'"":::''.º:]·_._ .. -r·~;·~~ .},~;.:·~:. ':{~i~-3,. . •.. ;:~- .\· ,· ..... : · .. ··;~\:'.-:>.··,e , <~-~~t:··;· .,- ·<<- .,~· ''.·. -.;:,_-: .. -. ·:,. 

normálcs. Se ha' descrito: que. la .1 L~5:Jricrc.mcnta el. númcro·'dc: cosinófilós en·: la· médula ósea y 
.. ,. , .......... · ·.e~- r . . ••• ·"'"v·~ ·j:f~\::.·;:f:::;{.:·~ Xt:·:.~·:~:~--.~~'.f;::~~.:· :)}.:''.\~_.-_-;:~:~:·;:~;:f~f::~~-'::.:::·_~}>:.·.:;~~i~: ,'.r'.¡::f\ .. .... :·., . .-.,:: :. . 

promtic"'.c: Su',,~·ma·duraCiOO"tllSt.: como?la':'~cosinofilia~·:cn-,0 sangrc··~·pcrirérica ;·en··~ P~C~ncia' de . - : ... ": ~··(._;_~;;-,., ~-""~~·'' , "',r· ... ~.~;' _. ;::· -~,-~z;j,~: '::'.:' _:,:2\.; ·.-·,-.:.: :~.,_. : ·<: ·; '·e ,·,. . .. 

alergenos o anúsenos ~cié' l:>anisitos (bomb'rowics,'y capron:';zoo i ):; : A.linCíú<! • 1~s: antígenos 

totalc5 .. del .~~tii~iÚci;~:f~.i;fifrl~:J~~j~~i;Wi~~~~~~t~·i~·.·~~~;c~iÓ~ ·~~(¿~~,;.¡_¡_;r().'~uj;, ,1 ~~5 ex 

vivo. enconi~;;:¡¿,~ una' ~cspuC:sta 1".';gúlttda pÓj:' IL-'5 q'ué f;.~: la .;;osÍnofilia:en sa;,·gr.;; periférica. 

Por otro .h1d~/1~Z~i'.iJ:'fj··; 5-.;·t,¡~~i~~,i"~'t!.'1'~::~¿~;¡;isi-a1{~~~~~~i~d~~~S~f¡~~: i.afgUnas 

proteinasque}ndlíc~h~a prociué:ciÓn dci mcnsajc;;.;~p;.;'aiLl~~~:.;~·i¡,;.;,,tii'ripoíÜni.;;;de'hecho el 
-- - .•; .~; '..>, '. -;_~·.~ • .,_"!_: _"•'( - -• c-,-;::f.,;~- - • • ,_ ',<.)~::•-;_-:; ~:: ;;i.:~ ~ }'•'' "-,'j)~, ::<:.••(' '-~· 

pico.· 2. indujo ;¡;, '. ..,ivó casino filia eri sangre} périféri.;,;;:dé ;'ratones ;BÁLB/é) m'ostrarido .. que 

algu~Qs antígenoS~ eÍl este colnplejo · inm-UnOgéni~b~.:;;·.:~r~i~,~~i~~~~~·¡t?,'~~~:~:~~,~·· 1a .. Cxpresión de 
., .. ' ~"' • '-\~' •• •• ~ '"·" • .. ,;(,•_ ,,. " •· ·.', ..... ' - " •• ,-·: .. ·,;. '·~·,, •,,,_·, 1 • ,, • • ' 

mensajeros rci~cionados con .la prc>técCión .•. rc:>¿;t~ci Í;.d.;; <!1· ~¡~~ 5; indlljo' ¡~ producción de 
' . , ., . "'. .. . ":-:\ ... .. , '>-',\, . . , 

IL-4, IFN-y en animales inmunizad.os y en td~tlgCi~. locc.:;rii sugl~r~ ql1C:: alii"llná o algunas de las 

proteínas que lo constituyen pueden' cstár ac::tuarido co,:;.;;:; un. rnitógC:.no: Sin embargo. la IL-5 

solo se indujo en los animales inmunizados. sugiricndÓ que probablemente la proteína de 60 
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kDa participe en Ja inducción de esta citocina. Debido a que se ha reportado la presencia de 

eosinól1los en Jos granulomas de cerdos cisticercosos (Molinari y col.. J 983a:. 1983b) y el 

incremento de IL-5-y eotaxiría·en·suero de pacientes (E~ans y:coJ;. 1998) sería interesante 

determinar sí Jos antígerí~s _dc'~c~acéstodos indu~enqu in'. iocinaS c6;110 co¡~xina y RA NTES 
-•-¡e-

También se encontró,que Jos ~ritígcnos to~l~s ele rr.ctacéstodo~ de T .. mliu!" ind~jeron 

Ja produc~ió~ .<l~.~t;~TI~~~b~ :espc:·¡ri¡,t,¡f'~~Ó 1 :~~;.,'í6~i:~rif6·~-~~-~~;.'t~¿J\aini:.ién' fueron 

detectados,I~~ { igai~Y Esi:¡;g r~~~~~s~l~ ~e ~~nticUcrpos j'J~~:· 1~cin Jacos;:,omiaén 5angre 
, __ .. _ .- ",' -.. ~,. .... <-~_.'.>\~. ( '.: .. -~".'.-, --:~(;:-.. -_- 1:'.~:r<;~·}~:-~-:-:: :_;t:;' __ ':<"~;;;,.~·,· ~;_;_- ··: "-_::-- ·.-: :>. :·. ~~. _· :~'. ~----·_._·_:._~~, : .- -_- ~-·:. ,,"_ >-- ~ -· .: -

periférica son coníp~~ibles con u~a respu~1stainmune d,e,.ti~o·?~··tesu ltadossinlilarcs ·harÍ 

sido rép6rtad·o~•:~ \1;.·.ll~t;.;ii,•·.,t-~;;~i:.~t iir~{:~~c2sy~•·*~/·f,, c~~.:.Ú;~;;:.:;~· ~ J~:•-.c;.nt_idades 
incrementad~~~.;i~a[·~·lia2ti -~~~~6ifi61i~' f-~~rgÍl d~tec~~<lhsc6'ri r6'~•~e 1~'irirécciÓ~ progresó. 

espedalmen~c21~61J i ·~,:;t;d~crp6s_.1gd~~:; .;spccrfi.;¿,;;i0 (~c~pü:!~a. frh 1)-- 'sé·, incrementaron 
: :_:,;;.:. <:'. •. ,:,:·:--

.. .. ' ' -·. ·-·:· -' ...... _,. -"<'' :_- ·-:':, . :'_:~:" .... :· ::· - :. --:~·:. :·:; -,,, '.'" •. -: ; : . -~ 
antígeno inmunodo~inante (Fli~er y col:, l 98,0; Lacle~te\rcol.~_ l 992).5Sc encontí-ó que los 

antígenos de metacéstodos contienen ;~;~tir~~~¿;;i;;;t.;~y~J~~~~•~c<oonoclda~' por el 

suero anti-paramiosina en· loS-.c~SayOs~ct~·: ¡~·ril"u';;~~-l~~l~.ó't.~~1S·r~~~;1cf~:· :1ti·~·pr:i~~~ -~i~rie· el peso 
' : -~; ,.,. ·~;{' ;_ ·--"~ /:;.: ~· :, 

molecular reportado y la s~~u~~~;(;.,,~;~~~J¿jl~}~:;~ciii;;~'¿~;:¡~~~6'i:.'~;ri;~Ú~~;~~6ctucto de -

degradación como se. ha· repo.:ui~-('.) ~~b~i~~e~t.;(i_a~;~t{~·~~C>I.:: ;\¡~;'. ';j.~~;~i~n's.; encontró 
·,,· .. / 

intermediario ya que Íos amicuerpos anti~albú~ina y anti-lgG d~ c~r~o re~onocieron algunas 

proteína. Finalmente. algunos de i<'.>s ;ntígeno~· d~ metacé~todi:.s <:>bt~ni<l<'.>s por el método 
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utilizado en este trabajo son glicoprotcinas co1no los descritos en la literatura y usadas en el 

diagnóstico de neurocisticercosis (Tsang y col .• 1989). 

-Nuestros-.r~~ult~~os_'..é:onfir".1_an ~q uc-~estos-aOtígenos-, pr~~ectorc~.-d.e "-T. --~\·o/iu,n -induccn-

respucstas ~fui~t~s-_.Th._1 ~h2: e~-c~_V;V~~;-cy· ~~~·:¡~·- ~(i;,)~ i~red_O:~n¡~-~ri- 1~~~~~~p-úcs1as-~~6_nt;01adas por 

Th2. las, cuale;/;;'ori '.prot~tórlli;~ ~ Contr~ri~ente; iós •resultados de la . invest.igación · con T. 
'·· .;;~-~-· ,. ·,·,:<_..,v··'' . .:c. _ _:;,:~---~·~''o;-::=:-o:·~ ·-~;=;.,~--~_-· 

crassiceps han sugerid()'que.las. respuestas protectoras son' .Th 1 ·:(Te~ra7..'ás y ~1::·:199s; 1999). 
·- · -. ::~~:.i. · :~~:;·;-~~ ··"}; ~. ~.,~::·~,>. == :,:_~:~-_:;_,~;-~~ :~~.-~:-· ··· ;, _. ~ ·- ;·_ ', :.. _: ~ .· -: . ·· ·_.; .. ~-~\ ·::J;-:<:::~~t:i~~f'i::\'H ;,:;.:t'~~, f/:~f:~: ~·~~~~~=~; :~~~~:-~/:::_~~~~? ~-~~" ·.: -·: ·<. -· -

Finalmente;·. los 'resultados mostraron ,que los antígenos·de.:metacéstodos de r,· so/ium 
' --·::;:.:_-... · ___ :..,~').· ·-·- ...... ,, -:_,f .. >_:_•.;;:_:·~.:·· 

indujéron .. l1~t ~~~lt~~~,f i~t~ Th 1 rrh'.?. en.:rat°'f ~s5~,~~}~?;JE-i0lf s?;hi:::~8d1~re~~~es,tas 
inmunes control1.1das por.Th2 predominaron in vi-:o (~osif1otilia. y,anticuerp~s lgE~ lgG 1 ,e 

lgG2b).' f>~)r· l~'~n~()~ el rnodélo· mÜrino· l1~nda·iiJ{f!i~~~~ de ilicit~b~~t~·d.;~d'.é f.:~~:~¡¡,;i;, 'que 

se reporta ~ri ;;~t~ trabajo p~ede ser. ÚÍil en un ;~;;j;H·~~,fa~M~·i~~¡ci·~i;.'l~:;~~~~~s~~~ i~~Únes 
,,.¡,- .. :_:.~:~-",~ ,i_·:~, -·.;o··c~,;., _-, :-;t~~~:~:~_f(-.~\.'.~:·_·~',-·:c:-':~;;{,(";'.. 

protect::~2~~:r~r~~::;.:::i~~r2¡ef~~s.;.~~u~.·,. ettán.;:;~l:;~i~n~d~~ • 1'.rL·c;ª;~rote~ci~n ~n 
cisticcrcosiS~ :·c1 · r~COriO~i-l prot~rnas·:q ·ü·e;, ¡'~d·.:;zca:n·' CSJl"Cci~1;.;-a·~n'1~·:_-un'~ tip·c;~ d~ :rc~·p~esta inmune .. . ' " .- . " - . .. . ' .~ ~. . ' . . . , .. - - ' 

~· .. , 
en éste caso un~ ~e~p~_;sta 'jtá.' pucd.':: ~.;r .útii p~~¡\ cH~fgir IÓ )e~puesta in~une de otros 

antígenos no rel~ci~na~~~hi:ciaun tipo <!s~~ial·d~res:ue~'ta. 
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CONCLUSIONES 

1. El ratón--parccc ser-- un= buen inodelo ~para~ cstu-diar las rcSJ"UCsta<;:- inmunes contra 

2. 

3. 

... 

- . - . .; - -

antígenos de mciacéstodoS-dc 0·-._.,·áli1111i-·ya qu·e rCpfoduccn-respucstas que Se Observan 

Los antígenos de :m.etacéstodos jndu.~en.::res¡lUestas de .citocinas mixtas Th 1 rrh2 in 
_,;::> .-: ' \-;.;_;~./ ':~.: '•" ··:-_.,__:,_::~h\:; 

vitro qúC corr~1~-c-ió;ña~··:ca·~--1~~\Csfi'U~S~:ob~~~d3..~ -¡,/~¡,·;;;~· 

En las. re.ip~~st~s inmunes obs~rvadás·;;, iJ,;,, ;~~~~bmir{~n Ja~ que .están controladas 
::/:;·o O"•j 

P
or Th2. ..:y:· '.:~CJ~(<:·.:,, 

'/. _·. ,_,~,,_-~ 

Los antígen~s de metacéstodos i~cÍu~e~ la~í~te~i~ cl~,~~tieÜ~rpos de los isotipos JgE e 

lgG 1 (respuestas controladas por Tfl2).·) 

5. Se determinó que alguna de las prote·r~'~s <.l.;' 16s l;icos 2. 3 y 5 (probablemente 66. 56 y 
-· -·;.· .::.:- - -

35 Kda) inducen Ja síntesis den1ensajeros para IL-5 y alguna de las contenida5 en el 

Pico 2 inducen co.sinofilia in vil'o. 
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Abslracl .. rhc purposc ofthis study was to dctcm1inc thc ,-hl and Th2 cytokinc responses 
induccd by 1Uenia so/i11n1 mctaccstode antigcns in rnicc and corre late thcrn \.VÍlh tite in1munc 
responses clicitcd in vivo. 1·0 asscss this ain1 .. 1nicc \.'\,'ere inoculatcd \.Vith n1ctaccstodc antigcns. 
RNA \Vas obtaincd fronl splccn cclls ofirnmunizcd or control rnicc incubatcd \.vith 111ctaccstodc 
antigcns and uscd to dcte;:rn1inc thc cytokinc profilc. Pcriphcrul blood cosinophilia \VUS mc:asurcd 
daily in cach n1ousc and spccific scrun1 antilx>dy lcvcls \.'\,'ere dctcrmincd. Rcsults shO\.VCd that 
rnctaccstodc antigcns induce thc synthcsis of IL-4. IL-5 and lFN--; .. mRNAs in splecn cells. Thcy 

also induccd pcriphcral blood cosinophilia and clicited spccific JgE and lgG antilxldies. cspccially 
lg.G l _ Threc antigcns \Vcrc rccognizcd by ali lgG subclasscs and by lgE C l 04 .. ~a~ and 7 kDa) .. and 
0.1 57-kDa protcin \.Vas rccognizcd by IgG 1. lgG2a .. JgG2b .. and lgE .. lgCi l and lg.G2b rccugnizcd 
52 .. 30 und 20 kl:la antigens. Jn1rnunc responses elicitcd in vivo and the cytnkim: profilc sho\vcd 
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g.ond corrclation. 

lntroduction 

T cclls n1cdiutc n1any responses rclcvant to in·ununity against parusitic infcctions. Rcccnl rcscarch 
has fi.Jcuscd on thc role ofl .. hclpcr (Th) subsets and tht! cytokincs thcy rclcasc in response lo 
hclminths. cspccially ofTh2 cclls (Shcr and Coffman 1_9y __ :_). Eosinophilia and clcvatcd IgE are 
hallmarks ofhchninth infcctions (Okano et al. L'!YY~ Bueno et al. ~.!.H!f!a • .?_~J(~Ob). Th2 cytokines 
induce n1ost notably thc production of lg.E (IL-4 and IL-13) (Pene et al. /_'¿!)'.-"'!_'; Banchcreau and 
Roussct /'P.J/~ Punnonen et al. 1_'!2-D and cosinophilia (IL-5) (Clutterbuck et al. /'.)_~~~~~ Sanderson 
/!.J'.111) and thcy are in tum reg.ulatcd by a nctwork ofcross-rcgulatory cytokines supplied by Th 
subscts (Kimata el al. /.'!'.J.?~ King et al. 1_')}!5_) likc IL-10 that modulatcs IFN--:, and IL-5 

production (Boros and \Vhitfietd l'!'.J.S). 

An association bct·wccn lgE antibodics to adult "vorn1 antigcns and resistancc to rcinfcction "':ith 
Schisto.,;0111u has beco demonstrated (Hagan et al. .!J.JY /_; Dunnc et al. l2.'!.~)- Studics in an 
cndcn1ic IOcus ofSchi.\·10.-.·on1a mansoni suggcst that thc acquired rcsistuncc sccn1s to be 
lgE-mcdiated (Van Dam et al. 1'!2_(>). 

On thc othcr hand. cosinophils are important as cfTcctor cclls in immunity against Trichinel/a 
.... pira/¡_,. (Kazura and Aika,va /.~·~'!~ Vallance et al. :_O__(JJ}). Onchocerca ••olvu/11s (Grccnc et al. 
/_')..!.\_' /_). Brt1Kia 1nalayi (Sim et al. l_Y.·'i:!_). Toxocara c:anis (Fattah et a1. /'L.,~). Angio.wrongy/11 .... · 
costaricenci.-.· (Sugaya et al. ~tJfJ_")~ S. n1a11so11i (Buttcrwonh et al. l..J!.Z.Z; Dunnc et al. /_9'-!-~; 

Grezcl et al. /'.J'.J3~ Dombro\.vicz et al. ~_Of!JJ). and 7: so/i111n larvae (Molinari et al. /'!/!.-!a. /.~·''(-~b)_ 

hnnn1ni:t"...a.tion ofpigs \.vith antigens obtained fron1 7: su/i11111 n1ctuccstodcs induccd a high lcvcl of 
protection against thc larval stagc .. both in pigs challcngcd vvith 7: so/ium cggs (Molinari et al. 
l_~ó'.-ia) and in naturally parasitizcd pig.s (Molinari et al. /_9·~'.-~b. /_!)_'.!.-~). Histopathological studics 
ofn1ctaccstodcs rc1noved fron1 irnn1unizcd pigs showcd an intense infla111nmtory rcaction 
surrounding nletaccstodl.!s in ditlCrcnt stagl.!s of dctcrioration or complctcly dcstroyed .. Thcse 
intlan1n1atory siles ,, .. ere rnainly co1nposed ofeosinophils. although nmcrophagcs .. lyn1phocytcs. 
cpithclioid cclls. plasn1a cclls and fibroblasts '\..VCrc also obscrvcd. Eosinophils \.\.'l.!rc lilund 
infiltrating par..L.,,.ite structurcs. f\1orcovcr .. thcse antigcns induccd pcriphcral blood eosinophilia 
and lgG antibodics in naturally parasitizcd pigs (Molinari et al. / 1N .. ~3a. /l.JS3b). To find out 
\.Vhl.!thcr n1icc \.Vould O..: uscfut in thc study ofthc T-ccll hclpcr in1n1unc responses induced by T. 
so/i11111 mctaccstodc antígcns. we in1n1unizcd n1icc. dctennincd Thl and Th2 cytokinc responses 
and corrclatcd thcsc \.\·ith thc inununc responses clicitcd in vivo and thusc rcportcd in pigs. l-lcrc. 
\.\.'e repon th.at 'l: solizun rnc-tacestodc antigcn.."i induce n1ixed Thl and Th2 C)'tokinc responses. 
ahhough thc- prontinent inununc responses clicitcd in vivo corrclatc especially with thc Th2 
prolile (cusinophilia~ lg.J-: and lgG 1 synthesis) .. 

Materials and methods 
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Mi ce 

Fcn1alc inhrcd BALB/c 111icc '\Vcrc uscd in this study. -rhey "vcrc givcn fiH .. ">d and ,.,,.atcr ad libitunl. 

T. soliuTn metacestode antigens 

Antigcns wcrc prcparcd according to thc mcthod describcd prcviously (Molinari et al. _/_'!._'!:) with 
slight 111oditications. llricfly., n1ctaccstodcs \.Vcrl.! curcfully disscctcd fn1111 thc n1usclcs of 
cysticcrcotic pigs .. washcd thrcc ti111cs "vith stcrilc 0.15 M sodiurn chloridc solution and blcndcd 
IOr 6 s in a Sorvall Ornni-mixcr (lvan Sorvall., Non.valk .. Conn.). Mctaccstodcs '\vcrc \.Vashcd 
scvcn tin1es \Vilh stcrilc distillcd \.vatcr and ccntrilügcd at 1.,500 ~ for l O rnin., thc pcllct \VUS 

suspended in 0.02 M sodiun1 phosphutc buflCr (pi 1 7.2) containing 0.4o/o sodiun1 dcoxycholatc 
(Mcrck) .. dcoxyribonuclcasc (20 11g/1nl) and protcasc inhibitors (0.5 mM EDTA .. 5 /lg/ml 

lcupcptin and 10 ¡1glntl E-64) (Bochringcr-l\1annhcirn. Indianapolis. lnd_) and ground with glass 

sand in a mortar fbr 2 h ut roon1 tcn1pcraturc. Thc 111utcriul \.vas. ccntrifugcd at 1 .. 500 g for 1 O n1in 
in a Sorvall MC-SB refrigcratcd ccntrifugc at 4°C and thc supcmatant incubatcd tbr t h at 37°C 
\.Vith constant stirring. It \.VUS thcn dialyzcd against 0.02 M sodiun1 phosphatc butli.:r (pl-t 7.2) for 
6 days \.Vith daily changcs. Aflcrwards .. thc cxtr..tct \.Vas ccntrifi.Jgcd ( 15 .. 000 g .. 30 min). thc 
supcrnatant lyophilizcd. and its protcin conccntration was dctcnnincd (Bradford /_'ilf!_). 

SDS-PAGE 

T. solium mctaccstodc antigcns wcrc analyzcd by sodium dodccylsulphatc-polyacrylamide gel 
clcctrophorcsis (SDS-PAGE) as dcscribcd by Lacmmli (/~711) using 10% polyacrylamide gel s. 
Prc-staincd molecular rnass rnarkcrs (Bio-Rad) \.vcrc includcd. Aflcr clcctrophorcsis .. gcls \.vcrc 
staincd \.Vith Coomassic bluc. 

lmmunizations 

Ten rnicc wcrc inoculated subcutaneously \.vith 100 11. g of 'l: soli11n1 metacestodc antigcn 

suspended in 0.1 1111 of stcrilc isotonic satine solution. At 1 O days atlcr thc first in1n1uni::t"..ation. a 
hoostcr undcr thc san1c conditions \.vas givcn. Control tnicc (n= l 0) \.\.'ere inoculatcd with stcrile 
isotonic salinc solution. All cxpcrirncnts \.\'ere carricd out in triplic4ltc. 

Spleen cell isolation and proliferation assays 
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Splccns \.VCrc rcn1ovcd undcr stcrilc condilions fron1 in1n1unizcd and control rnicc 20 days allcr 
thc sccond in1n1uni?...ation and placed in RPMI n1cdiun1. Singlc-ccll suspcnsions \vcrc ohtaincd by 
flushing splccns with 5 mi ofrncdium. Splccn cclls \.Vcrc washcd once by ccnlrifugation m 400 K 
for 10 n1in and thcn suspended in RPMI containing 10% fetal OOvinc scrun1 (Gibco) .. pcnicillin Olt 
10 IU/ml. and strcpton1ycin at 10 ¡1g/ml (complete mcdium). Ccll viability \vas dctermined by 

trypan-bluc dyc cxclusion and ccll suspcnsions \Vcrc adjusted to 5 x 106 cclls/1111. ProlitCrution 

assays wcre peñormcd according to Arcchavalcta (l'!'l.<...'iJ. Aliquots of5x 105 cclls were plated in 
triplicalc in 96 \.Vcll platcs (Costar}. 1: soli11111 rnetaccslodc antigcns \.Vcrc addcd al 
conccntrations of0.5 .. 2.5 and 5 /J.g ofprotcin/wcll. Cultures werc incubated in an atmosphcre 

containing 5% co2 at 37°C for 7 days. At 16 h befare harvesting. 1 1•Ci of[3 M]-thymidine 

(74 GBq/mn1ol; ICN .. lrvinc. CaliJ:) was addcd lo cach culture. Cclls wcrc harvcstcd onto glass 
microfibcr filters (Whatman 934-AH) and washcd \.Vith distillcd water using a n1ultiple auton1atcd 
samplc hnrvcstcr (Nunc .. Dcnmark}. Triliatcd thyn1idinc incorporation \.Vas n1casurcd by liquid 
scintillation counling (Packard Tri-card 300 Bcckn1an lnstrumcnts .. Fullcrton. CaliO. Data are 
cxprcsscd as n1can counts pcr minutL-±SE. 

Total RNA extraction and RT-PCR 

Splccn cclls (5 x 106 cclls/ml) fron1 control or immunizcd micc \Vcrc incubatcd in 24-\.vcll 
flat-bottom plates with 1 mi ofConA (5 ¡1g/ml) far 4 h or with 1 mi ofmetacestode antigens (5 

/'g/ml) for 64 h at 37ºC in an atmosphcrc containing 5% co2 . RNA was extracted from splecn 

cclls atlcr incubation '''ith ConA or n1ctaccstodc antigcns using a standard proccdurc 
(Chon1czynski and Sacchi lY·~·!). In aJI instanccs .. 0.5 /'g oftotal RNA was used in the reverse 

transcription rcactions. Thc scqucnccs oflhc lymphokinc PCR primers \.vcrc thosc dcscribed by 
Cook et al. (/.2~3): 

IL-2. 5 '-ATGT ACAGCA TGCAGCTCGCATC-3 '; 
5 '-GGCTTGTTGAGA TGATGCTTTGACA-3' 

IL-4. 5 '-ATGGGTCTCAACCCCCAGCT AGT-3 '; 
5 '-GCTCTTT AGGCTTTCCAGGAAGTC-3' 

1 L-5. 5 '-TGGAGA TTCCCA TGAGCACAGTGG-3 '; 
5 '-AGGAAGTCTTGCAGGT AATCCAGG-3' 

1 FN- -, • 5 '-TGAACGCT ACACACTGCATCTTGG-3 '; 

5 '-CGACTCCTTTTCCGCTTCCTGAG-3' 

Ali amplitication rcactions \.VCrc done tbr 30 cyclcs in a thcrrnal cyclcr (MJ Rcscarch. 

2510.1 OJ U2 4h ..i m 
r-~~~~~~~~~~~~~~ 

TESIS c::,:J 
FALLA DE OKGEN 



1O.1007/~U043h-UOJ~IKS5-0 h11p:/llinl...!->pringcr ... h:lli11IJM!rvicc/j,1ur ...• '\;OOK:'i :'ilpn¡~rl!'olJCJ43h-003-tlK:'i :'i-Och 1 l O.hlml 

5 oflK 

Watcrlo'\Vll. Mass.). Thc PCR cycling prograrn consistcd ofdcnaturation IOr l n1in ut 94ºC 
fbllowed by annculing ut 60ºC fOr 2 tnin. cxtcnsion ut 72ºC fOr 3 n1in. dcnatur:.uion tbr 1 rnin al 
94ºC .. and cnding with a final cxtcnsion tbr 7 n1in al 72ºC. PCR products '\vcrc scparatcd by 
clcctrophorcsis in 2% agarosc gcls with ethidiun1 bron1idc (5 ¡1g!SO 1111) in 0.5 ..... TBE (0.5 M Tris. 

0.9 M boric acid. O.O 1 M EDTA) at 100 V for 45 min. 

Measurement of peripheral blood eosinophilia 

Eosinophilia '\va_.;; n1casurcd f(..)r 1 O days starting 24 h aficr thc lxu.1stcr. Ali in1n1unizcd and control 
rnicc '\vcrc hlcd daily fron1 thc tail vein and cosinuphils '\VCrc countcd follo'\ving, a standard 
tcchniquc (Raphael /f}S3). Blood was dilutcd ( 1 :20) ,,,¡th l-linklcman's dye solution and 

cosinophils wcrc countcd in a hcn1ocyton1ctcr. Rcsults '\vcre cxprcsscd as cosinophils/1nn13 . 

Determination of specific serum antibodies 

lgG and lgE spccific antibodics '\Vcre dctcctcd in sera front in1n1uni:l'..cd und control nlicc by 
EL.ISA. Thc n1ctaccstodc antigcn uscd in ali thc ELISAs ·was thc sanie prcparation cn1ploycd for 
in1munization. Bricfly. platcs '\Vcrc coatcd ovcrnight at 4°C \vith mctaccstodc antigcns (3 ¡1g/n1I) 

and blockcd with 3% nonfüt n1ilk in PBS fbr 30 n1in at 37ºC. Piules \verc incuhatcd '\vith serun1 
dilutions ( 1: 100) and thcn '\Vith con1n1crcial horseradish pcroxidasc-conjugatcd rabbit polyclonal 
anti-tnousc IgG ( 1 :8..000) (ZIMED Laboratoric.::s. San Francisco .. Calif.) or '\Vith rut rnonoclonul 
anti-n1ousc lgE ( 1: 1.,000) (Southcm Biotcchnology Associatcs .. llirmingham .. Ala.). IgG 
subclasses '\vcrc also dctcctcd by using pcroxidasc rabbit polyclonal anti-n1ouse lgG 1. lgG2a. 
lgG2b and lgG3 antibodics l 1 :8.000) (ZIMED). 

Spccific antibodics '\Vcre visualizcd using tlu: o-phenylcndian1inc pcroxida.....;c substratc systcn1 at 
an optical dcnsity of492 nn1 on an ELISA rcadcr (Labsystcnts Multiskan .. Finland). The cut-otT 
lcvcls '\Vcrc dcfincd a.,_-;; thc arithn1ctic rncan+3SD ofthc antilx>dy activity ofthc control sera. 

Western blot analysis 

Elcctrophorcsis was pcrfonncd as dcscribcd abovc using 18 ¡1g/\vell ofn1ctaccstode antigen and 

\Vcstcrn blot analysis '\vas perforn1cd according to the mcthod dcscribcd by Tsang et al. ( /.'J...'i...'!). 
In ordcr to determine thc spccificities oflgG .. lgG subclasscs. and lgE antibodics., 1: ... ·o/i11n1 
mctaccstodc antigcns wcrc l!lcctrohlottcd ( 100 V thr 45 n1in) onto nitroccllulosc hy using a 
Trans-blot SD scmi-dry tr-.insfCr cell uccording to thc rccon1mcndations ofthc nianufacturer 
( Bio-Rad). Thc blots wcre incubatcd with inununizcd or control sera ( 1: 1 00) and hound 
antibo<lics \\.'Cl"c visualizcd \\.'ith a 1: 1.500 dilution of polyclunal rabbil anti-n1ousc lgG or lgG 
subclasscs or '\vith a 1: 1 .. 000 dilution ofmonoclonal ral anti-n1ousc lgE conjugntcd to horscradish 
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pcroxidase. Protcins rccognizcd by thc difTcrcnt isotypcs wcrc visualized with thc H 2 o 2 
4-cloro-1-naphtol (Sigma-Aldrich. St. Louis. Mich.) substratc system. Protcin masses wcrc 
estimatcd from band positions rclativc to molecular wcight markcrs. 

Statistical analysis 

Rcsults wcrc analyzcd using thc Studcnt's /-test. P valucs <0.05 wcrc considcrcd significan\. 

Results 

SDS-PAGE 

Elcctrophorctic assays showcd that thc T. solium rnctaccstodc antigcns contain at lcast 1 8 
difTcrcnt polypcptidcs with molecular weights ranging betwcen 7 and 220 kDa (Fig . ..!.). 

MW 
kDa a b 

216 1 132 

78 

45.7_ 1 32.5_ 

18.4 

1 7.6 

Fig. 1 .. SDS-polyacrylamide electrophoresis of Taenia solium metacestode antigens. a Molecular mass 
markers. b metacestode antigens 
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Proliferation assays 

ProlilCrutivc responses of splcnocytcs to n1ctaccstodc antigcns \vcrc dctcrn1incd :?O days uflcr thc 
lust in1n1uni7...ation. lt \vas t<.1und tlml mctaccstodc antigcns induccd splccn ccll prulitCr..ition in a 
dosc-dcpcndcnt rnanncr in inununizcd rnicc in contr..L"il \.VÍlh control unirnals in \Vhich tritiutcd 
thyrnidinc uptakc \vas sin1ilar to that obscrvcd in cclls cultivatcd \.Vith RPMI rucdimn. Tritiatcd 
thyrnidinc incorporation \.Vas statistically significant with all thc doses tcstcd \vhcn con1parcd \Vith 
thcir controls {Fig ~) 

~ 12 Dcontrol 
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.!!! 
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~ 2 

"" ..... 
";r; o 

RPMI 0.5 2.5 5.0 

metacestode ant.igens (¡.og) 

Fig. 2. Trit1ated thymtdine uptake by spleen cells stimulated with metacestode antigens. Spleen cells from 
immunized and control m1ce were stimulated wrth different doses of metacestode antigens. '"'P<0.02; 
.. P<0.003 

Cytokine mRNA production 

H.'r-PCR unalysis ofsplccn cclls fron1 immunizcd and control rnicc stimulatcd \.Vith ConA sho\.vcd 
similar rcsults producing IL-2. IFN--,. and IL-4 mRNAs (Fig. 3.A). Mcanwhile. RT-PCR 

analysis sho\vcd thut splccn cclls from in1n1unizcd micc stimulatcd with mctaccstodc antigens 
induccd the expression of IFN--:. IL-4. and IL-5 n1RNA in contrast to cclls from control animals 

stin1ulatcd undcr thc san1c conditions '"'hich did not sho'\.v any cytokinc mRNA production 
(Fig . .>B). 

2~/11-llUJ 02..Jf, a.m. 
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Fig. 3. Cytokine mRNA profile. Deterrnination of IL-2. IL-4, IL-5, and IFN-1' rnRNAs of spleen cells frorn 

immunized and control mice stimulated with: A Concanavalin A. and B T. so/ium metacestode antigens. 
PCR products were analyzed using 2º/o agarose gels and stained with ethidium bromide. Molecular mass 
of !he PCR products: IL-2 502 bp, IL-4 399 bp, IL-5 304 bp, and IFN--r 460 bp 

Kinetics of peripheral blood eosinophilia 

T. so/ium metaeestode antigcns induccd a transicnt incrcase ofblood eosinophilia in mice whieh 

started the second day aftcr the last immunization. The highest leve! ( 1,383 eosinophils/mm3 ) 
was reached on the 3rd day. although the inereascs on thc 4th and Sth days were also statistieally 
significant. Eosinophils retum to normal valucs by the 7th day (Fig. 1_). 
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Fig. 4. Peripheral blood eosinophilia of immunized and control mice. Eosinophils were measured daily 
after the secand immunization with metacestode antigens. •P<0.01 
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Antibody isotype determination 

ELISA dctcctcd high lcvcls ofspccific lgG and lgE scrun1 antibodics in irnrnuniz~d n1icc 
(Fig. ~A). lgG subclasscs wcrc measurcd and it was found that although. lgG 1. lgG2b. and lgG3 
vvcrc significantly incrcascd in immunizcd mousc sera (P<0.02) .. thc lgG 1 vnluc was the highcst 
and lgG2a rcmaincd unchangcd (Fig. 5B). 

1.s B 

1.• 
1.2 

º·" 
0.6 

o.• 
0.2 

e e 
mica 

C..ss fsolypc 

Fig. 5. Specific antibody isotype responses against T. solium metacestode antigens detected by ELISA. A 
lgE and tgG responses. CSera from control non-immunized mice, /sera from immunized mice. B lgG 
subclasses. Results are e~ressed as the mean absorbance values (A492nm>±SD. "'P<0.012 and 
··p.co.0007 

Determination of the immunoreactivities of lgG and lgE 
antibodies 
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Thrce antigcns were rccognized by all lgG subclasscs and by lgE (J 04. 88 and 7 kDa) mcanwhilc 
a 57-kDa protein was rccognizcd by JgGI. JgG2a. lgG2b. and lgE (Fig. §). lgGI and lgG2b 
recognizcd 52. 30 and 20 kDa antigens. Sccond antibody and substratc controlsas well as 
normal sera showed no bands (Fig. § lines ·1. 2 a-nd 3): Since. it has_b-een i-eported that T. ·''olium 
metacestodes bind JgG molecules (Landa et al. j'.J9./). we incubated a nitrocellulose strip 
containing metacestode antigcns with polyclonal rabbit anti-pig lgG serum conjugated to 
pcroxidase (Sigma-Aldrich) in arder to look for lgG moleculcs in our antigen preparation. Four 
bands (68. 60, 42 and 35 kDa) wcre found. Two ofthcm (68 and 60 kDa) werc recognized by 
most ofthc IgG subclasscs and IgE. 

MW 
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Fig. 6. lmmunoreactivities of lgG and lgE antibodies. Nitrocellutose strips were incubated with sera from 
immunized and control mice and immunoreactivittes were visualized using antibodies anti-mouse lgG. 
lgG1, lgG2a, lgG2b, lgG3, and lgE. Line 1 Strip incubated with normal serum and revealed with 
anti-mouse lgG; line 2 second antibody control; fine 3 substrate control; and fine 4 strip incubated with 
anti-pig lgG conjugated to peroxidase. Molecular mass markers are specified 

Discussion 

Immunity against parasitic hclnünth infections is characterized by eosinophilia and clevated 
scrun1 lg.E. Thc Th1rrh2 CD4+ responses have bccn fairly well charactcrizcd in murine modcls 
ofinfections causcd by S. ma11so11i. A. costaricensis. and Taenia cra,,.:.;iceps (Grzych et al. /9'-!_j_; 
Sugaya et al. !_9Y_l; Terrazas et al. J.2_98; Toenjes et al. j'.J!J'.J), but no work has been done on T. 
so/ium eysticcrcosis. I-lcre. wc describe the mRNA cytokinc profile produccd by splenocytes 
from immunizcd micc stimulated with T. solium mctaccstodc antigens and its corrclation 'vith thc 
immune responses elicitcd in vivo. Rcsults showed that splcnocytcs from immunizcd micc 
stimulatcd with mctacestodc antigcns produced IL-5 and IL-4 mRNAs which corrclatcd wcll 
with thc cosinophilia and synthcsis oflgG 1 and IgE specific antibodies (Th2-responses). IgG2b 
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was also significantly produced. lts S'\Vitching is induced by TGF-/:1 (Stavnezcr /'.J9_1j). anothcr 

cytokine produced by Th2 cells. Our rcsults showcd that IFN- ;· mRNA '\Vas induced by T. 

so/i11111 antigcns anda significant production oflgG3 wa..c;; tOund (rht response) (Stavnczcr 
(2__~[!.). In our experimcnts. IL-2 ntRNA was not detected in splenocytes stimulatcd with T. 
so/i11111 antigcns. This agrccd '\VÍlh thc low production of 1 L-2 in response to hchninth antigcns 
that has been reported (Soboslay et al. l_'.J_1P!: Pit et al. ~OU/). 

Cross-regulation by cytokincs has bccn proposcd as thc mcchanism by which Th 1 and Th2 stay 
in balance and alter cach other's li.tnction (Gajewski and Fitch /2!_~'!".: Pclcman et ni. /.'.J._..._.,~~ 
Martinez et al. /'.,J_•.JU). But. although much '\York has fOcuscd on the inhibitory eflCct ofsome 
cytokincs produccd by thcsc ·rh ccll populations .. ntixcd responses cocxist in so111c parasitic 
infcctions. For instance .. the systcmic immunc response ofBALB/c rnicc infcctcd '\Vith T. 
crassicep .... • is a mixed Th 1rrh2 response since an incrcased production of JFN--., and IL-4 was 

obscrved throughout infcction when cells '\\.'ere stimulatcd '\Vith larval antigens (Tocnjcs et al. 
/'.J'.J_9). Similarly. our results showed that splenocytes stimulatcd with T. snli11111 mctacestodc 
antigcns exprcssed IFN- -,, (Th 1 rcsponse) 9 IL-4 and IL-5 (Th2 responses) n1R..1.....:iAs. 1-fov.:cver. in 

thesc cxpcrin1cnts. the biological ctlCcts drivcn by IL-4 prcdon1inatcd in vivo sincc lgE and lgG 1 
spccific antibodics '\Verc produccd to a grcatcr cxtcnt in con1parison with lgG3. In human 
ncurocysticcrcosis (NCC). 1 L-S and IL-1 O (Th2 responses) are reponed to be thc n1ajor 
cytokines in thc cerebrospinal fluid ofpatients with active diseasc (Rodrigues et al. .]_Jll.H!) 
Mcan'\vhilc .. pcriphcral blood mononuclcar cctls from NCC paticnts showcd a Thl cytokinc 
profile whcn they werc stin1ulated with metaccstode antigens (Grewal et al. .!f!J!O). Finally, it has 
bccn reponed that in brain granulomas fron1 human NCC. Thl cytokincs (IFN-; and IL-18) 

\.\.'ere prcvalcnt but Th2 cytokincs (IL-4. IL-10 and IL-13) wcre also prcscnt (Rcstrcpo et al. 
~(l_()_l). 

Thc prcscncc oflL-10 in the granulon1as around thc nlctaccstodcs has bccn docun1cntcd in T. 
crussicep.o,,· as well as in paticnts with r soli11111 cysticcrcosis (Robinson et al. l_!l9....Z; Terra7~s et 
al. 1_2'-1_.S: Restrcpo et al. :_oJJ_I). but its role has not been elucidated. 1t has becn reponed that T. 
crassicep .... · mctaccstodc carbohydrates induce thc production oflL-6 and IL-10 ~·ith thc abscncc 
of JL-4 and IL-5 (Dissanayakc et al. ~tJ_(J;). Moreover. JL-1 O inhibits IL-4 induced JgE synthesis 
by pcriphcral blood mononuclcar cclls from healthy and allcrgic patients (Punnoncn et al /!Jl./3~ 
Jeannin et al. /f.J_'!_."j). and induces apoptosis in cosinophils (Takanaski et al. /_V,~-!). Since our 
results sho'\'\.'ed that in1rnuni:r..ation '\'\.·ith antigcns induccd IL-4 and IL-5-drivcn rcspon._.,;;cs. it 
"""'ould he unlikcly that they induce 1 L-1 O productinn. 

Previous '\Vork on irnn1unizcd pigs den1onstratcd that 7: solit1111 n1etaccstodc antigcns induced 
eosinophilia (~1olinari et al. /f,J.\'3b) and that thcsc cells havc bcen re1atcd to thc destruction of 
thc cysts (\Vitln1s and Merchant J'.JSO~ Mo1inari et al. /'.J,\'tí). Eosinophils havc becn rclatcd to 
protection in othcr parasitic hcln1inth infcctions (Bchrn and Ovington -"IJIJO;. Hcrbcn et al. .:uuu~ 
'Vallance et al. .:nfJo. Sugaya et al :no:). Our rcsults showcd that n1etaccstode antigens also 
cvoked eosinophilia in 111ice since_ allcr thc sccond inununi;;o..ation .. incrcm.;ed lcvels ofeosinophils 
'\vcrc ohservcd in the pcripheral hlood. 11~-5 incrcases the cosinophil P'-lnl within thc boni: 
n1arro'\\' and promotcs cosinophil n10.tturation as '\'\.'cll a._o.; blood eosinophilia in thc prescncc of 
allcrgcn or parasitic antigcns (Don1bro'\vics and Capron :otJJ). Even though .. n1ctaccstodc 
antigens <lid not induce a conspicuous cxpression of 1 L-5 mRNA ex vivo_ '\.Ve tbun<l blood 
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cosinophitia. an IL.-5 rcgulatcd response. suggesting that sorne antigcns in this con1plex 
pretbrcntially induccd IFN--:~ and IL-4 mRNA exprcssion ex vivo. 

1t was also found that T. soliu1t1 n1ctaccstodc antigcns prcdon1inantly induccd thc production of 
specific lgGI in n1icc although spccific lgE and lgG2b antihodics 'vcrc also dctcctcd. Thcsc 
antilx>dy responses ulong with thc blood cosinophiliu are compatibll! \vith a Th2-typc hnn1unc 
response .. Similar rcsults on antibody Jcvcls havc bccn rcportcd in thc T. crussic:ep.'ti n1urinc 
n1odcl. sincc incrcasing amounts of spt...'Cilic lgG 1 and lgG2b werc dctcctcd as intCction 
progrcsses. espccially lgG 1. Spccific lgG2a ,,.h 1 response) 'vas incrcascd early in thc infection 
but \Vas latcr dran1atically downregulatcd (Terrazas et al. ¡y_t¿S). Finally. thc rcsults showcd that 
T. _,·o/i11111 ntetacestodc antigcns induccd a mixed Th 1n·1t2 response in ntice (IFN- -! • IL-4 and 

IL-5). although. Th2-drivcn hnn1unc responses prcdon1inatcd in vivo (cosinophilia. and lgE. 
lgG 1 and lgG2b antibodics). 

Thc antigens uscd in thc prcscnt study induccd protcction in pigs against thc infoction \vith T. 
so/ilun cggs and in naturally infectcd pigs (Molinari el al. '-~~\'3a. l'!·~·-~b). In rnicc. they induccd a 
granulonmtous proccss around rnctaccstodcs implantcd subcutancously that dcstroycd thc 
parasite (Tato et al. l.2Y..!!; Molinari et al. IYY___!_'i). In all ofthcsc works. cosinophils (Th2 response) 
have bc:cn found in the inflamntatory rcactions surrounding thc larvac and thcy havc bccn rclatcd 
to thc darnagc to thc parasitc. Our rcsults confim1cd that T. so/iu111 protcctivc antigcns induccd 
rnainly Th2-drivcn responses ex vivo and in vivo. In contrast .. rcsults ofrcscarch 'vith 1: 
cra..•;.\·iceps suggcst that Th 1 responses are protcctive (Terrazas et al. /9'!_.\'. /f.!'!-9). 

Thc murinc modcl using T. so/il11n antigcns sccnts to be hclpful in thc undcrstwtding ofthe 
protcctivc imn1unc responses against cysticcrcosis. 
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