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ABREVIA TURAS EMPLEADAS EN ESTA TESIS 
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RESUMEN 

En diferentes reportes se ha demostrado la participación de los linfocitos 

Th (Thl y Th2) en cl curso de la cisticercosis experimental de ratón. Sin 

embargo, en ninguno de ellos se ha identificado algún determinante antigénico 

que evoque dicha respuesta Ec;to refleja nuestro escaso conocimiento en torno a 

la respuesta inmune celular en la cisticercosis. En la presente tesis, se seleccionó 

al antígeno B (AgB), uno de los antígenos más inmunodominantes para 

humanos, cerdos y ratones con cisticercosis, como el antígeno idóneo para 

iniciar la identificación de los determirnmtes antigénicos que fueran 

presentados en el contexto de moléculas del MHC-II que evoquen una respuesta 

de linfocitos Th antígeno-específica. Actualmente se sabe que el AgB es la 

paramiosina de . Taenia solium (TPmy), además se conoce su secuencia primaria y 

en base a ella, se predijeron y sintetizaron cinco péptidos con las características 

de unión para la molécula I-N (MHC-II de ratón). Estos péptidos fueron 

nombrados como Tpl76 DDLQRQMADANSAKSRL; Tp337 

IKDLQAENL\1.AAENGE; Tp3 76 TVEINTINSANSALEAD; Tp3 79 

INTINSANSALEADNMR; y Tp43 l ANRRL TDLEALRSQLEA Al evaluarlos mediante 

ensayos de proliferación celular y de división antígeno-específica empleando el 

fluorocromo 5,6 carboxi-fluoresceín-succinimidil-éster (CFSE), en esplenocitos se 

encontró lo siguiente: 1) que Tpl 7() induce una respuesta de linfocitos Th muy 

similar a la inducida por TPmy, lo cual sugiere que Tpl 76 es el epítopo 

inmunodominante derivado de la TPmy; 2) que Tp3 76 y Tp3 79 son epítopos 

subdominantes de la TPmy y, 3) que no obstante que Tp337 y Tp431 cumplen 

con los sitios de anclaje para I-N no fue posible detectar una respuesta de 

linfocitos Th contra ellos, lo cual podría indicar que no existen clonas reactivas 

para estos determinantes antigénicos, al menos en ratones BALB/c, o que no son 

generados por el procesamiento antigénico in vivo. Nuestros resultados son la 

primera evidencia experimental de determinantes antigénicos derivados del 

cisticerco de T. solium, capaces de evocar una respuesta de linfocitos Th 
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INTRODUCCIÓN 

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase 1 y 11 

Los análisis de los ratones congénicos que fueron seleccionados por su 

capacidad para rechazar injertos provenientes de otros, mostraron que una 

región genética particular era la responsable del rechazo del tejido injertado. 

Esta región correspondía al complejo principal de histocompatibilidad (del 

inglés "Major Histocompatibility Complex" o MHC). Este locus identificado 

inicialmente en ratones por Snell's et al, se localiza en el cromosoma 17 del 

ratón y codifica un grupo sanguíneo de antígenos polimórficos llamados 

antígenos II, por lo que esta región fue llamada histocompatibilidad-2 o H-2 

(revisado en Abbas et al., 2003). Posteriormente en el cromosoma 6 de los 

seres humanos se identificó su MHC, el cual fue llamado sistema de 

antígenos leucocitarios humanos (del inglés "Human Leucocyte Antigens o 

ffi..A) (Abbas et al, 2003). Tanto el MHC de ratón como el del ser humano 

comprenden tres locus llamados MHC de clase I (MHC-0, MHC-ll y MHC-Ill. 

Solo los dos primeros están involucrados en la presentación antigénica a 

linfocitos T. El MHC-I comprende los locus K, D y L en ratón y por los locus A, 

By C en el ser humano; el MHC-Il está formado por 1-A e 1-E en ratón y en el 

ser humano: DP, DQ y DR. Además en ambas especies este locus contiene: el 

gen de la molécula no polimórfica llamada DM; los genes del proteasoma y de 

los transportadores de péptidos TAPs. El MHC-III corresponde tanto en el 

ratón como en el ser humano a algunas proteínas del sistema de 
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complemento como a citocinas de la familia del factor de necrosis tumoral o 

1NF (1NF-a y las linfotoxinas) Figura 1 (Abbas et al, 2003). 

MHC Humano: HLA 1 

Locus MHC-11 

DP 

Genes del 
proteasoma; 

TAPl.2 

DP 

MHC de Ratón: H2 1 \ 

K DM ~ 

y 
Locus 

MHC-1 

DR 

1-A 1-E 

Locus 
1 l r--- Locus MHC-1 

1 ll MHC-111 I º . 
B C A 

!\ 
Genes del Citocinas: 

cnmplemento: TNF-<X. LT -<l. 

C4. Factor B. C2 LT-ll 

,l,~ 
D 

Genes tipo Clase-1 
y pseudogenes 

Figura l. Esquema sintetizado del mapa genético de los loci del MHC de ratón y del ser 
humano. El tamaño de los genes y su separación no son mostrados a escala. El MHC-m no 
codifica para moléculas presentadoras de antígeno a linfocitos T (Modificado de Abbas et al., 
2003) 

Las moléculas del MHC son glicoproteínas que pueden agruparse de 

manera general en dos clases: MHC clase 1 y MHC clase 11 (MHC-1, MHC-11 

respectivamente). Las moléculas de clase 1 se encuentran prácticamente en 

todas las células del organismo. Ellas presentan proteínas procesadas en el 

citosol, alertando al sistema inmune de la presencia de patógenos 

intracelulares como Leishmania majar, Trypanosoma cruz~ Mycobacterium 

tuberculosis, virus, etc., (Pearce et al, 1999). En general los complejos MHC 
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clase 1-péptido son reconocidos por linfocitos T citotóxicos que expresan el 

co-receptor CDS, resultando en la eliminación de la célula blanco. En cambio 

las moléculas del MHC-11 son expresadas en un número más limitado de 

células, llamadas células presentadoras de antígeno (del inglés "Antigen 

Presenting Cell" o APC) involucradas en las interacciones con linfocitos T que 

expresan el co-receptor CD4. Las moléculas del MHC-11 unen péptidos 

derivados de antígenos exógenos, tales como proteínas endocitadas por un 

macrófago. El reconocimiento de un complejo MHC-11-péptido (pMHC-11) por 

un linfocito T CD4+ puede contribuir a la activación de un linfocito B para la 

producción de anticuerpos, o activar a un macrófago infectado para destruir 

un protozoario intracelular (Bjorkman 1997; Ohta et al., 2000). 

Las moléculas de MHC-1y11 tienen una estructura tridimensional muy 

similar, ambas contienen una porción distal a la membrana que constituye el 

nicho de unión al antígeno conformado por 8 hojas [3-plegadas y dos a.­

hélices (Figura 2). En cada molécula, esta región está formada por dos 

dominios (al y a2 en clase I; al y [31 en clase 11), cada uno está compuesto de 

4 hojas [3-plegadas y una a-hélice. Los péptidos antigénicos que se unen a 

moléculas del MHC clase I tienen una longitud de 8 o 9 residuos; en tanto 

que para clase 11 la longitud va de 14 a 20 residuos (Buss et al., 1986; Sette et 

al., 1988; Rudensky et al., 1991; Hunt et al., 1992; Baños et al., 1997; Scott et 

al., 1998; Hernández et al., 1998). Las características estructurales de las 

moléculas del MHC clase I y 11 solo permiten que el péptido antigénico se 

asocie en una sola dirección (Bjorkman 1997). Adicionalmente en cada 

10 



fPÍTOPOS DE 1A TPMY PARA T (D4+ TESIS DocroPAL DE HOCTOR SAMUEL LóPEZ·MORENO 

molécula del MHC existen posiciones de anclaje fundamentales para que se 

formen complejos estables MHC-pépti.do (Sette et aL, 1988; Rudensky et aL, 

1991; Bartnes et aL, 1997; Scott et aL, 1998; Hural et aL, 2002). 

Clase 1 Clase 11 

Figura 2. Estructuras de las moléculas del MHC clase 1 y D. Los puntos más altos de las a· 
hélices están indicados por las flechas en (B), (C), (E) y (F). En (A) y (D) se pueden observar la 
gran semejanza entre las estructuras de las moléculas del MHC de clase 1 y II. En (B) y (E) se 
observa una vista superior dd sitio de unión al antígeno de las moléculas de clase 1 y II. En 
(C) y (F) se observa una vista lateral dd sitio de unión al antígeno. En amarillo se observa d 
acomodo del determinante antigénico. El rectángulo rosa observado en (B) indica la posición 
de contacto con el TCR. (Figura modificada de Bjorkman 1997). 

Procesamiento y presentación de antígeno 

Las células degradan antígenos proteicos mediante dos vías principales 

que implican la participación de diferentes compartimentos subcelulares. 

Una de estas vías opera en el citosol y núcleo mediante la participación de 

complejos multi.enzimáti.cos conocidos como proteasomas, mientras que ia 

otra opera en compartimentos endociti.cos, particularmente en lisosomas. 

Cada una de estas vías ti.ene participaciones diferentes en la presentación 
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antigénica (Rock et al, 2002; Wolf et al, 2002) y por ende, dil'erentes 

repercusiones en la generación de la respuesta de Linfocitos T. 

Procesamiento y presentación de antígeno por clase 1 

La vía proteolitica del citosol y núcleo es la responsable de la 

degradación de una gran variedad de proteinas endógenas incluyendo 

antígenos proteicos derivados de microorganismos patógenos intracelulares. 

Las proteinas a ser degradadas por el proteasoma adquieren una señal de 

"destrucción" mediante la unión covalente al carboxilo terminal de una 

proteina pequeña conocida como ubicuitina. A la ubicuitina unida se le 

pueden adicionar 3 o -! moléculas más de ubicuitina (poliubicuitinación) y 

con ello La proteina es blanco de la degradación por el proteasoma (Rock et 

al., 2002). Los fragmentos peptídicos generados por el proteasoma son 

translocados al lumen del retículo endoplásmico (RE) mediante un 

transportador dependiente de ATP que se encuentra anclado a su membrana, 

conocido como TAP (del inglés "Transporter associatcd with Antigen 

Processing"). De manera simultánea en el RE se están sintetizando los 

complejos de cadena pesada de clase I-[3-2-microglobulina asociados con 

tapasina. Cuando péptidos de 8, 9 o 10 aminoácidos entran al RE, se pueden 

asociar al sitio de anclaje de la molécula del MHC-1, una vez que esto ha 

ocurrido el complejo MHC-I-péptido (pMHC-1) entra a la vía exocítica del 

aparato de Golgi para anclarse a la membrana celular donde puede ser 

reconocido por un linfocito T CD8• (Ver esquema en Figura 3). 
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Figura 3. Procesamiento y presentación de antígeno por MHC clase L Cuando un patógeno 
intracelular se replica algunas de sus proteinas accesan al citosol donde pueden ser 
degradadas por el compl~o multicatalítico llamado proteasoma. los péptidos antigénicos 
que se generan son traslocados al lumen del retículo endoplásmico (RE) mediante unos 
transportadores llamados TAP's. En el RE se sintetizan la cadena pesada de la molécula de 
MHC clase 1 la cual se encuentra interaccionando con calnexina, posterionnente se asocia con 
la ji2-microglobulina, este complejo es estabilizado por calret:iculina y tapasina, 
posteriormente la molécula se asocia con los péptidos antigénicos reden traslocados con lo 
cual el compl~o MHC-1-péptido viaja a la superficie de la membrana plasmática donde puede 
ser reconocido por un linfocito T CDs·. 

Procesamiento y presentación de antígeno por dase 11 

Las proteasas que residen en la vía endocitica (endosoma/)isosoma) 

son las enzimas clave para la degradación de proteínas. Estas protea8as 

usualmente funcionan a pH bajo, sin embargo algunas de ellas tienen un 

amplio rango de actividad a pHs menos ácidos. Las proteasas de esta vía se 

clasifican en cuatro grupos principales de acuerdo con el aminoácido clave 
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en el sitio activo: cisteina, ácido aspártico, serina y metaloproteasas. 

Alrededor de 16 proteasas intracelulares que funcionan a pH ácido, definidas 

como Catepsinas (Cat) y clasificadas dentro de los cuatro grupos funcionales. 

Cat B, C. D, E, F, H, K, L, O, S, V y Z han sido identificadas en varias APCs. De 

éstas, las Cats D y E son aspartil proteasas, mientras que el resto son cisteina 

proteasas de la familia de la papaína. Cabe señalar que Cat S es la única 

enzima que se ha descrito con actividad a pH neutro. Adicional a las Cats las 

APCs tienen una cisteína proteasa, asparaginil endopeptidasa (AEP) miembro 

de la familia de las legumaínas, la cual es una de las enzimas más especificas 

en función de su selectividad por los sitios de corte (Riese et al, 1996; Wolf et 

al., 2002). 

Al igual que las moléculas del :MHC clase L las moléculas del :MHC-II 

también se sintetizan y ensamblan en el RE, allí tres heterodímeros de éstas, 

se asocian con tres homotrímeros de cadena invariante (Ii) formando un 

complejo que al ensamblarse adquiere la señal de tráfico para dirigirse hacia 

la vía endocítica. Una vez que los complejos :MHC-II-Ii entran a los 

compartimentos cndosomales la Ii es degradada por una combinación de 

aspartil y cisteína proteasas (Cat S, L y F) en CLIP (del inglés "Class II­

associated Ii derived Peptides") o en Iiplü, los cuales interactúan con el sitio 

de unión al péptido. Posteriormente el CLIP (o IiplO) es liberado por la 

interacción de la molécula de clase II no polimorfica DM, permitiendo la 

unión de péptidos ahí presentes, incluyendo aquellos generados a partir de 

los antígenos endocitados. Estos antígenos son previamente desdoblados 
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posiblemente por la acción de la tiol-reductasa GILT y posteriormente 

degradados por AEP, Cat B, Cat L, Cat H, Cat S y/o Cat E, las cuales son las 

enzimas más importantes que se han descrito para la generación de péptidos 

antigénicos que son presentados en el contexto de clase 11 a linfocitos T CD4+ 

(ver Figura 4). 

Figura 4. Procesamiento y pttSentación de antígeno por MHC-IL Cuando un antígeno 
exógeno es endocitado inicia su viaje a través de los endosomas/lisosomas donde es 
degradado por proteasas (catepsinas). Mientras tando en el retículo endoplásmico se están 
sintetizando las moléculas del MHC de clase 11 (1-A en este ejemplo). Una vez que se ha 
formado el heterodímero a.p se asocia con la cedena invariante (li) para adquirir su señal de 
viaje hacia la via endosomal. El complejo 1-A-Ii al entrar al endosoma, la Ii es degradada en 
CLIP, al ocunir esto, una molécula de DM se asida con l-A para intercambiar al CLIP por un 
péptido antigénico y finalmente el nuevo complejo viaje a la membrana celular para 
presentar el antígeno a un linfocito Th. 
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Unión de péptidos al MHC 

La identiJicación de las moléculas del MHC como las encargadas de la 

presentación de los antígenos a los linfocitos T ha hecho que diferentes 

investigadores de todo el mundo hayan canalizado sus investigaciones en el 

esclarecimiento de las bases moleculares de las interacciones de los 

complejos pMHC y las características de esos péptidos que le permiten la 

unión al MHC (Abbas et al, 2003). Definir cada uno de los aspectos anteriores 

resulta muy importante no solo para enriquecer nuestro conocimiento en 

torno a la biología del reconocimiento antigénico del linfocito T, si.no 

también para definir las propiedades que hacen que una proteína 

inmunogénica (Abbas et al , 2003). Para esto, dicha debe contener péptidos 

que sean capaces de unirse al MHC de ese individuo. Esta información puede 

ser usada para el diseño de vacunas, pudiendo insertar esas secuencias de 

aminoácidos dentro de los antígenos empleados en la inmunización (Abbas 

et al., 2003). 

Se han empleado diferentes métodos para estudiar las interacciones de 

los péptidos antigénicos con moléculas del MHC: 

l. Los primeros estudios se basaron en el desarrollo de ensayos funcionales 

de linfocitos T cooperadores o citotóxicos provenientes de ratones 

inmunizados reestimulándolos in vitro con una serie de péptidos sintéticos 

que abarcaban la totalidad de la secuencia del antígeno empleado en la 

inmunización de los ratones (Settc et al., 1988). 
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2. Después de la purü'icación del MHC fue posible estudiar las interacciones 

de los complejos pMHC empleando soluciones de dichos péptidos marcados 

radiactivamente en ensayos de diálisis de equilibrio o filtración en gel (Buss 

et al, 198G; Abbas et al., 2003). 

3. La naturaleza de los péptidos unidos al MHC generados in vivo fue 

esclarecida mediante el aislamiento de los complejos MHC-péptido por 

cromatografía de afinidad a partir de lisados de células presentadoras de 

antígeno pulsadas previamente con el antígeno de interés, posteriormente 

esos complejos se separaban por calor y ácido para finalmente secuenciar los 

péptidos eluídos mediante espectroscopia de masas (Demontz et al, 1989; 

Rudensky et al, 1991). 

-!. El análisis de los complejos pMHC mediante cristalografía de rayos X ha 

aportado información invaluable en el conocimiento de la posición y las 

características de los residuos peptídicos que interaccionan con el "nicho" de 

unión al antígeno del MHC (Scott et al., 1998\. 

Características de los péptidos unidos a 1-N 

El péptido contra el cual se evoca una respuesta de linfocitos T debe 

contener en su secuencia ciertos residuos con características específicas para 

su unión con el MHC ·así como otros residuos clave para su reconocimiento 

por el linfocito T (Sette et al, 1988; Bartnes et al, 1991). 

De manera general, las interacciones MHC -péptido presentan las 

características siguientes: 
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l. Cada molécula de MHC-1 o 11 tiene un solo sitio de unión al antígeno, sin 

embargo éste es polimórfico, lo cual le permite interactuar con muchos 

péptidos diferentes. 

2. Los péptidos que se unen al MHC tienen rasgos estructurales (residuos de 

anclaje) que le permiten esa interacción (Sette et al,1988;Bartnes et al., 1997; 

Reizis et al, 1998; Scott et al., 1998; Tripp et al., 2001), etas característkas 

difieren para cada alelo. 

3. Las interacciones MHC-péptido son saturables, de baja afinidad (con una 

constante de disociación IK) cercana a lQ-6 M) con una baja velocidad de 

asociación y una muy baja velocidad de disociación (Abbas et al, 2003). 

-!. Las moléculas del MHC de un individuo unen péptidos endógenos y 

extraños (Rudensky et al, 1991). 

Aunque el ratón BALB/c expresa los alelos de MHC-11, I-N e I-P. I-Ed ha 

sido menos estudiado y aún no se han definido las posiciones de anclaje ni 

los aminoácidos involucrados en la unión a esta molécula de clase 11, por lo 

que I-Ed no fue abordada en esta tesis, sin embargo, no se descarta su análisis 

en futuros estudios, por lo que a partir de este momento nos enfocaremos 

exclusivamente a I-N. 

La resolución cristalográfica de la estructura molecular de I-N 

complementada con diferentes trabajos previos permitieron dilucidar las 

características fundamentales que poseen los péptidos que interactúan con 

el sitio de unión al antígeno que posee esta molécula de clase 11 (Scott et al, 

1998), ver Figura 5. Estos trabajos han mostrado que los determinantes 
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antigénicos tienen una longitud que oscila entre 16 y 18 aminoácidos, de 

ellos los 9 residuos centrales están involucrados directamente tanto en la 

unión con 1-N como con el reconocimiento por el receptor de antigeno (TCR) 

del linfocito T CD4•. De ese núcleo nonamérico existen cuatro posiciones 

esenciales: la posición 1 (Pl), P4, P6 y P9. En Pl se puede anclar cualquier 

aminoácido con cadena lateral, por lo cual la glicina es la única que no es útil 

por lo que la Pl se considera como degenerada; en P4 el residuo debe tener 

carácter alifático; en P6 el residuo debe ser alanina; en P9 pueden ser alanina 

o serina (Reizis et al, 1998; Scott et al, 1998). 

Figura S. VISla superior de la molécula J-Ad intel'aCtllaDdo ron un péptido antigénico. 
Pueden apreciarse los puentes de hidrógeno (lineas punteadas en rojo) que establece el 
péptido con los residuos de la molécula de clase n. Nótese la indicación de las posiciones de 
anclaje (PI a P9) criticas para la unión con 1-Ad. Modificado de Scott el al,1998. 

El receptor del linfocito T (TCR) y el reconocimiento antigénico 

Los estudios cristalográficos del receptor del linfocito T (TCR) hán 

permitido conocer detalladamente las características estructurales de este 

receptor de antígeno (García et al, 1999; Reinherz et al, 1999). Gracias a 

estos datos sabemos que el TCR de linfocitos T CD4• (cooperadores) y CD8• 
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(citotóxicos) es un heterodímero formado por dos cadenas polipétídicas 

transmembranales llamadas a (40-50 K.Da) y f3 (35--17 K.Da), éstas están unidas 

covalentemente por un puente disulfuro. Tanto la cadena a como la f3 

constan de dos dominios tipo inmunoglobulina, uno variable (en el extremo 

aminoterminal), y el otro constante, además poseen una región 

transmembranal hidrofóbica y una región citoplásmica corta (Abbas et al., 

2003). La estructura tridimensional del TCR asemeja al fragmento Fab 

(fragmento de unión al antígeno) de un anticuerpo de forma tal que cada 

cadena a y f3 consta de un dominio canónico variable tipo inmunoglobulina 

(Ig) y uno constante. Al igual que en la molécula de Ig, las asas que unen las 

hojas f3 de los dominios variables de ambas cadenas (Va y Vf3) forman las 

regiones hipervariables conocidas como regiones determinantes de 

complementariedad (CDRs) que constituyen el sitio para el reconocimiento 

del complejo pMHC (Bjorkman 1997; García et al, 1999; Reinherz et al, 1999; 

Abbas et al, 2003). 

Los linfocitos T reconocen péptidos generados del procesamiento de 

proteínas propias o derivadas de agentes patógenos como virus, bacterias, 

hongos, células tumorales y parásitos, cuando éstos son presentados en el 

asociación con moléculas del MHC expresadas en la membrana plasmática de 

las APCs (Bjorkman 1997; Davis et al, 2003). Este reconocimiento lo realizan 

a través de su TCR en combinación con el co-receptor CD8 cuando los 

péptidos son presentados por moléculas del MHC-I o bien, en combinación 

del co-receptor CD4 cuando los péptidos son presentados por moléculas del 
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MHC-II (Carda et al, 1999; Davis et al, 2003). Los estudios de 17 estructuras 

cristalográficas de TCRs intactos, supercomplcjos TCR-pMHC y fragmentos 

del TCR o cadenas aisladas han confirmado que el TCR está estructuralmente 

relacionado con el fragmento Fab de un anticuerpo, su sitio de unión al 

pMHC esta formado por tres CDRs o asas de los dominios variables. Los 

dominios Va. y V~ están restringidos a la unión del amino y carboxilo 

terminal del péptido respectivamente (Davis et al., 2003). Los análisis 

cristalográficos del TCR interactuando con diferentes complejos pMHC tanto 

para clase I (pMHC-I) como para clase II indican que el reconocimiento 

antigénico se lleva a cabo de formas definidas, para los complejos pMHC-I el 

reconocimiento se realiza en forma diagonal en tanto que para los complejos 

pMHC-II el reconocimiento se efectúa en forma ortogonal ver Figura 6 

(revisado en Bjorkman 1997; Reinherz et al, 1999). Aunado a esos estudios, 

otros análisis cristalográficos del TCR en estado unido o no unido han 

permitido definir que las CDRs adoptan diferentes conformaciones, de ellas 

la CDR3 es la región que presenta los mayores cambios conformacionlaes. 

Esta flexibilidad conformacional puede ser la responsable del alto grado de 

promiscuidad o de reactividad cruzada evidenciada en el reconocimiento del 

complejo pMHC (Davis et al, 2003). Los datos teóricos y experimentales 

sugieren que cada TCR puede reconocer 1()5 diferentes complejos de pMHC, 

permitiendo que el repertorio disponible de "especificidades" del TCR en un 

individuo sea mucho mayor que el repertorio de complejos pMHC que 

puedan ser presentados en dicho individuo (Davis et al., 2003). 
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Figura 6. Comparación de las formas de reconocimiento del TCR sobre los complejos 
pMHC clase 1 versus pMHC-11. A) Modelaje estético del reconocimiento de la región Vo.Vf3 
TCR DIO restringido para el péptido de conalbúmina presentado en el contexto de la 
molécula de clase 111-At. La cadena o. molécula 1-At es mostrada en color verde claro en 
tanto que la cadena f3 es mostrada en color naraitja B péptido es mostrado en formato 
de esferas y barras. La región variable (V) del TCR es mostrada en formato de diagrama 
de "gusano", con la cadena o. en color verde y la f3 en azul. B) Modelaje estético del 
reconocimiento del TCR 2C restringido para el autopéptido denominado dEV8 
presentado en el contexto de la molécula Kb. La cadena pesada de la molécula Kb es 
mostrada en amarillo. B péptido es mostrado en el mismo formato que en A La región V 
es mostrada en formato de •gusano•, con las cadenas o. y f3 en color rosa (Modificado de 
Reinherz et al. 1999). 

Los linfocitos T cooperadores (Th) 

La fase de activación de los linfocitos T vírgenes CD4• o Th (del inglés 

11helper") está dada por el reconocimiento de determinantes antigénicos 

presentados por moléculas del MHC de clase n expresadas sobre APCs 
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profesionales, tales como células dendríticas, linfocitos B y macrófagos. La 

especificidad de la respuesta inmune estimulada por estos linfocitos Th está 

dada por la expansión selectiva de las clonas capaces de reconocer dichos 

determinantes antigénicos y de diferenciarse en células efectoras que 

contribuyen a la protección del organismo contra diferentes agentes 

infecciosos. Las parasitosis humanas continúan siendo uno de los principales 

problemas de salud en el mundo. No obstante el gran esfuerzo invertido por 

diferentes grupos de investigación aún no se dispone de una vacuna 

comercial contra ninguna parasitosis humana. Lo cual apunta claramente al 

insuficiente entendimiento que se tiene acerca de los mecanismos inmunes 

protectores contra los parásitos, como también ilustra los sofisticados 

mecanismos de evasión inmune de los parásitos. últimamente se han hecho 

avances muy importantes en el conocimiento de la respuesta inmune contra 

parásitos. Una de las observaciones clave del control o el favorecimiento de 

las parasitosis es la polarización de la respuesta inmune de los linfocitos Th 

en Thl o Th2 (Pearce et aL, 1999). Esta clasificación se realizó de acuerdo al 

patrón de citocinas producidas por estas células (Figura 7) (Mossman et aL, 

1986). Los linfocitos Thl secretan interferón y (IFN-y) y factor de necrosis 

tumoral beta (TNF-p, también llamado linfotoxina a). Estas citocinas 

participan en la activación de macrófagos y en la producción de 

inmunoglobulina G subtipo 2a (IgG2a) en ratón. Por su parte, los linfocitos 

Th2 producen IL-4, IL-5, IL-G, IL-9, IL-10 e IL-13, cooperando con la activación 

de linfocitos B y el cambio de isotipo de los anticuerpos para la producción 
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de IgE e IgGl (en ratón) o IgG4 (en humanos), y promoviendo la 

diferenciación de eosinófilos y mastocitos. Debido a estas funciones, el 

fenotipo Th2 se ha asociado con alergias. Existe otra subpoblacióu de 

linfocitos T CD4• que produce una mezcla de citocinas Thl/Th2 a la cual se 

le ha denominado ThO (Reiner y Lockslcy 1993; Romagnani 1994; Abbas et al., 

1996; Constant y Bottomly 1997; O'Garra 1998). 

Esta dicotomía de los linfocitos Th (Thl/fh2) se puso en evidencia en 

clonas de linfocitos T CD4• de ratón y posteriormente se demostró in vivo en 

ratones infectados con Leishmania major (Sher et al., 1992; Pe.arce et al., 

1999). 

En términos generales, la polarización de la respuesta inmune en Thl 

o Th2 es más evidente en el caso de las parasitosis producidas por 

protozoarios o bien por nemátodos intestinales en donde abundan ejemplos 

ampliamente documentados (Pearce et al., 1999). No es el caso para las 

parasitosis tisulares, dentro de las cuales Schistosoma mansoni ha sido 

ampliamente estudiado (Pearce et al., 1999). El estudio inmunológico de 

parasitosis ocasionadas por céstodos de los géneros Taenia y Echinococcus se 

inició después. En la presente sección nos enfocaremos al conocimiento de la 

respuesta inmune en la cisticercosis experimental y humana. 
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Figura 7_ PoJari7.adón de las células 1h. Cuando un linfocito Th virgen reconoce un 
determinante antigénico en el contexto de moléculas del MHC-11 puede diferenciarse en Thl 
o Th2 dependiendo de las citoctnas presentes en el microambiente. Esta polarización evoca 
diferentes respuestas efectoras sobre diferentes poblaciones celulares (modificado de López­
Moreno 2002). 

Participación de los linfocitos Th en la cisticercosis 

Cisticercosis por Taenia wlium 

Taenia soliu.m es uno de los céstodos de la familia Taenidae que 

pueden parasitar al ser hum.ano. El ciclo de vida de esta especie requiere de 

dos hospederos para completarse. El estadio adulto se desarrolla 
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exclusivamente en el intestino delgado del ser humano (llamada teniasis), 

mientras que el metacéstodo puede desarrollarse tanto en el cerdo 

(hospedero intermediario), como en el ser humano (hospedero accidental), 

produciendo una infección conocida como cisticercosis. La fase embrionaria, 

u oncosfera, es la única que puede subsistir en el ambiente (ver Figura 8). 

El ciclo vital de T. solium inicia cuando un individuo ingiere carne de 

cerdo insuficientemente cocida e infectada con cisticercos. Cuando los 

cisticercos entran en contacto con las enzimas digestivas y con el pH ácido 

que impera en el tracto digestivo, evaginan, su excólex u órgano de fijación 

se ancla firmemente en la pared del intestino delgado mediante una doble 

corona de ganchos y cuatro ventosas. A partir del escólex se desarrolla una 

larga cadena de proglótidos (o segmentos) conocidos como estróbilo. Los 

proglótidos se diferencian en tres tipos de acuerdo a su grado de 

maduración: los más próximos al escólex son proglótidos inmaduros, los 

ubicados en la parte media son proglótidos maduros y los distales son los 

proglótidos grávidos, en cada uno de los cuales se alojan cientos de miles de 

huevecillos. Cuando un individuo infectado defeca al aire libre, elimina 

huevecillos o proglótidos grávidos con las heces, favoreciendo la posibilidad 

de que éstos sean ingeridos por un cerdo. Las enzimas digestivas y sales 

biliares del hospedero intermediario liberan a la oncosf era protegida por el 

huevecillo, la cual penetra la pared intestinal y alcanza los capilares 

linfáticos y sanguíneos que la conducen a una gran variedc.d de órganos y 

tejidos (como son el tejido subcutáneo, el músculo esquelético, el cerebro y 
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los ojos). en donde se desarrolla hasta convertirse en cisticerco o 

metacéstodo. El ciclo se completa cuando un individuo ingiere cisticercos 

viables al consumir carne de cerdo parasitada. En la Figura 8 se observa un 

esquema del ciclo vital de T. solium. 

HOSPEDERO DEFINITIVO 

r 

HOSPEDERO 
ACODENTAL 

Figura 8. Ciclo vital de T_,.,, solñon. B. ddo inicia cuando un humano que alberga en . .SU 
intestino a Ja fCJnna adulta de T. soliJan. libmt :progJócidos grávidos o hueftc:illos m su 
materia fecal, si estos SOD ingaidos por un ardo (el hospedero intH 11wdiaño). sus jugos 
gástricos penuitm la liberaciéín de la oucosfc:ra. la cual atraviesa la ¡mwl inRstinal para 
alcanzar la circulación sistémica pudiéndose imlJlmtar en cualquier ÓlgaJ10 o ~o del 
cerdo (principalmente en el músc:ulo), desarrollándose en dsticen:o y cuando otro individuo 
ingiere carne de a:rdo con dsticem>s viables. éstos ewginan en el intestino donde se 
implantan gradas a sus estructuras de fijación fmmadas por c:wdJ'o wutusas y una doble 
corona de gmchos. dio le pmoite ¡ameese: de los :outJimtes nec:rsarios Jm'a aimpktar su 
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desarrollo a tenia adulta cerrando el ciclo en el hospedero definitivo. Alternativamente el 
humano puede fungir como hospedero intermediario accidental al ingerir agua o alimentos 
contaminados con huevecillos de T. solium. (Modificado de López-Moreno 2002). 

Cisticercosis experimental 

Los principales modelos experimentales empleados para el estudio de 

la cisticercosis son T. taeniaeformis en rata y ratón, y T. crassiceps en ratón. 

Otro modelo que también ha sido empleado es el de T. pisiformis en conejo, 

sin embargo este último modelo tiene desventajas, ya que es 

substancialmente más caro y no ofrece la homogeneidad genética que 

proporcionan las cepas de roedores (Williams et al, 1982). 

El modelo de cisticercosis por T. taeniaeformis, asemeja en mucho a la 

infección natural. En este modelo se observó que la destrucción del estadio 

oncosferal del parásito, lo que previene el desarrollo de los cisticercos, está 

mediada principalmente por anticuerpos del subtipo IgG2a y complemento 

(Lcid y Williams 1974; Williams et al, 1982; Mitchell 1982). Además, esta 

resistencia puede ser transferida pasivamente a roedores receptores (Lcid y 

Williams 1974). Debido a dificultades metodológicas con el modelo de T. 

taeniaeformís, actualmente el modelo de cisticercosis por T. crassiceps en 

ratón es el más empleado para estudiar la participación de los linfocitos Th 

en esta parasitosis (Bojalil et al, 1993; Villa y Kuhn 1996; Robinson et al, 

1997; Terrazas et al, 1998; Terrazas et al, 1999; Toenjes et al, 1999; Toenjes 

et al, 1999b; Rodríguez-Sosa et al, 2002). La importancia de la respuesta 

inmune timo-dependiente se puso en evidencia al infectar ratones BALB/ c 
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timectomizados con cisticercos de T. crassiceps observándose un gran 

incremento en la carga parasitaria con respecto a ratones testigo (Bojalil et 

al, 1993). Estos resultados sugirieron la importancia de los linfocitos Th 

para limitar el desarrollo del cisticerco de T. crassiceps. 

Diversos estudios se han orientado a caracterizar el fenotipo de la 

respuesta inmune Thl(Ih2 con base en los perfiles de citocinas (Villa y Kuhn 

1996; Robinson et al, 1997; Terrazas et al, 1998; Terrazas et al, 1999; 

Toenjes et al, 1999; Toenjes et al, 1999b). En las etapas tempranas de esta 

infección experimental, alrededor de la primera semana postinfección (p.i.), 

el tipo de respuesta inmune predominante es Thl, la cual está asociada con 

un desarrollo limitado del parásito (Robinson et al., 1997; Terrazas et al, 

1998). A medida que la infección progresa, la respuesta inmune se polariza 

hacia un fenotipo Th2 con un incremento concomitante en la carga 

parasitaria (Terrazas et al., 1998). A la fecha no se conocen con detalle los 

mecanismos que modulan el cambio en la subpoblación predominante; sin 

embargo se postula que tanto factores del hospedero como del parásito 

podrían jugar un papel relevante. Lo anterior quedó confirmado por 

Terrazas et al, en 1998, quienes demostraron que al tratar ratones 

infectados con IFN-y e IL-2 recombinantes o con anticuerpos anti-IL-10, se 

incrementaba la resistencia a la parasitosis a las 4 semanas p.i. ya que el 

número de cisticercos disminuía significativamente (Terrazas et al., 1999). En 

analogía con lo que se ha descrito para Schistosoma, en donde el cambio de 
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Thl a Th2 modula la progresión de los granulomas, Robinson et al, en 1997 

proponen que la respuesta Thl pudiera jugar un papel muy importante 

tanto en la patogénesis de la enfermedad como en la destrucción inicial del 

parásito. Toenjcs et al., en 1999 detectaron un incremento en la población de 

linfocitos Ty/3 en los exudados peritonealcs de ratones infectados con 

cisticercos de T. crassiceps a partir de los 10 días p.i., lo que condujo a estos 

autores a pensar que esta población de linfocitos T podría tener un papel 

relevante en la cisticercosis por T. crassiceps. Sin embargo, cuando estos 

autores probaron su hipótesis empleando ratones deficientes para la cadena 

13, esta idea quedó descartada ya que al evaluar los niveles séricos de las 

citocinas de las subpoblaciones Th (IL-10, IL-4 e IFN-y) así como el grado de 

carga parasitaria no se encontraron diferencias con respecto a los ratones de 

tipo silvestre. Lo anterior sugiere que esta población de linfocitos T no 

participa en la inmunidad contra el metacéstodo (Toenjes et al, 1999; 

Toenjes et al, 1999b). 

Cardona et al., 1999 describieron un nuevo modelo de cisticercosis 

experimental para estudiar la neurocisticercosis (NC). Este modelo se basó en 

la infección intracraneal de ratones BALB/c con el metacéstodo del parásito 

Mesocestoides corti Mediante cinéticas p.i. Cardona et al., evaluaron la 

distribución del metacéstodo en el cerebro de los ratones infectados, las 

poblaciones celulares del sistema inmune presentes en el cerebro de estos 

ratones, así como los perfiles de citocinas que predominaban. Los resultados 
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mostraron que a partir de la tercera semana p.i. más del 500A1 de los 

metacéstodos se localizaban en el parénquima. En tanto que, a partir de la 

primera semana p.i., la población de linfocitos T que predominaba en la 

región extraparenquimal o parenquimal, era del fenotipo Ty8, cuyo 

repertorio está constituido predominantemente por V84, Vy4 y V86.3. De 

acuerdo con el perfil de citocinas a partir de la primer semana p.i. el fenotipo 

predominante fue Thl, siendo esto más claro en la región extraparenquimal, 

donde se detectaron IL-2, IL-12, IL-15 e IFN-y mientras que solo fueron 

detectados IL-12 e IFN-y en el parénquima aunque en menor proporción. A 

diferencia de lo que ocurre en el peritoneo, en este modelo predominaron 

los linfocitos Ty8; no obstante, los autores no van más allá de la simple 

descripción de sus datos y omiten mencionar la integridad o el daño de los 

metacétodos. Esta información podría ser complementada realizando 

estudios en ratones deficientes de linfocitos Ty8 (Cardona et al, 1999). 

Rf'.cientemente Rodríguez-Sosa y sus colaboradores confirmaron que la 

respuesta Thl participaba en el control parcial de la cisticercosis 

experimental (Rodríguez-Sosa et al., 2002). Estos autores emplearon ratones 

deficientes en el factor de transcripción STAT6, el cual está involucrado en la 

transcripción del gen de la IL-4, por lo que en estos ratones el fenotipo Th 

que predomina es Thl. En forma específica sus datos muestran una 

disminución de la carga parasitaria asociada con altos niveles de IgG2a. Sin 

embargo, en ese trabajo tampoco se identifica algún determinante antigénico 
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derivado del cisticerco que esté involucrado en la generación de dicha 

respuesta Th. 

Cisticercosis humana 

Los datos que se tienen sobre la respuesta inmune celular en 

cisticercosis humana son escasos. 

Del Brutto et al, en 1991 tipificaron el patrón genético de HlA en un 

grupo de pacientes mexicanos mestizos con NC. Una de las diferencias más 

notables fue que los pacientes tenían una baja frecuencia del alelo DQw2 con 

respecto al grupo testigo (4.2% contra 31.7%) (Del Brutto et al., 1991). 

Ostrozky-Zeichner et al, en 199G encontraron que las citocinas 

proinflamatorias 11.-113 e 11.-6 estaban aumentadas en muestras de líquido 

cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con NC con respecto al grupo testigo, lo 

cual no es sorprendente ya que solo estudiaron formas activas de NC 

(Ostrosky-Zeichner et al., 1996). Por su parte, Evans et al., en 1998 

encontraron un aumento en los niveles de IL-5 en LCR de pacientes con NC 

comparado con el grupo testigo. El incremento de esta citocina en los 

pacientes sugiere que, al igual que en la cisticercosis experimental, el 

fenotipo Th2 está relacionado con el establecimiento de la enfermedad 

(Evans et al, 1998). Restrepo et al., en 1998 reportaron que la respuesta de 

linfocitos Th en pacientes con NC podría ser Thl. Estos resultados deben 

tomarse con reserva, ya que de los 4 pacientes incluidos en el estudio, 

solamente a uno de ellos se le realizó el análisis de las citocinas de ambos 
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fenotipos (Restrepo et al, 1998). Recientemente Grewal et al, publicaron un 

análisis de la respuesta Th en pacientes con NC utilizando cHulas 

mononuclearcs de sangre periférica, no obstante que los autores proponen 

que la respuesta inmune está polarizada hacia Thl sus datos no son muy 

contundentes, ya que las concentraciones de las citocinas que evaluaron, (IL-

2, IL-4 e IFN-y) en l S pacientes con NC, son muy similares a las obtenidas con 

el grupo testigo (Grewal et al, 2000). 

Medina-Escutia et al., en un estudio de casos-testigos compararon las 

poblaciones de Linfocitos T CD4• y CD8\ los cocientes de CD4/CD8, los 

índices de proliferación y la presencia de los mRNA de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y 

empleando 3 7 muestras de sangre periférica de los pacientes y de los 

testigos. Sus resultados muestran diferencias en la respuesta antígeno­

específica, pero no encontraron diferencias estadísticamente significativas en 

el resto de los parámetros evaluados. Es importante señalar que los pacientes 

no habían recibido tratamiento alguno (cestocida e inmunosupresor) al 

momento de la toma de las muestras por lo que los resultados obtenidos 

serían un reflejo más fiel del fenotipo Th predominante en la cisticercosis. 

Sin embargo, los resultados no mostraron diferencias significativas, lo cual 

sugiere un equilibrio hospedero-parásito (Medina-Escutia et al., 2001). 

Recientemente Chavarría et al., 2003 reportaron que en la cisticercosis 

humana asintomática el perfil de citocinas correspondía a Th2 para ello, 

reestimularon células mononucleares aisladas de sangre periférica de 

pacientes no tratados y testigos con la fracción soluble de un extracto 
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crudo de cisticercos de T. solium Sus resultados muestran un incremento de 

IL--1, IL-5, e IL-13 en el grupo de los pacientes comparado con el grupo testigo. 

Es importante señalar que los pacientes estudiados tenían calcificaciones y 

de acuerdo con la evidencia indirecta reportada previamente en la 

cisticercosis porcina, la calcificación de los metacéstodos se desarrolla 

posterior una respuesta inflamatoria mediada por macrófagos posiblemente 

activados mediante IFN-y y TNF, es decir, un perfil Thl. Posterior a este 

evento el organismo tendería a la homeostasis, por lo que suponemos que se 

incrcmentrían los niveles de las citocinas que controlan esta respuesta, o sea 

del tipo Th2. En este contexto los resultados obtenidos por estos autores 

serían los esperados (Chavarría et al, 2003). 

La paramiosina de Taenia solium 

Flisser et al, en 1980, definieron que la IgG era la clase predominante 

en el suero y líquido cefalorraquídeo (LCR) de los pacientes con NC. Ellos 

también identificaron un antígeno inmunodominantc contra el cual, el 85% 

de los pacientes tenían anticuerpos específicos. A ese antígeno le 

denominaron antígeno "B" (AgB), de acuerdo con su movilidad 

inmunoelectroforética (Flisser et al., 1980). Posteriormente mediante EllSA se 

confirmó su carácter inmunodominante empleando muestras de suero y LCR 

de pacientes. Los resultados de estos experimentos mostraron una 

posit ividad del 73% en sueros y 85% en LCR (Espinoza et al, 1986). A fin de 

conocer su localización en el metacéstodo se realizó un estudio histoquímico 
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donde se determinó que el AgB es sintetizado por los citones tegumentarios 

y excretado a través de la membrana tegumentaria al interior de los tejidos 

del hospedero (Laclette et al, 1987). El AgB fue purificado inicialmente por 

procedimientos bioquímicos (Guerra et al, 1982), y posteriormente con 

mayor eficiencia aprovechando su afinidad por la colágena, lo que permitió 

obtener altas concentraciones de AgB (Laclette et al., 1990). Gracias a ello, se 

caracterizó al AgB como una proteína de 1 OOKDa con un contenido de 

aminoácidos típico de una proteína a-hélice (Guerra et al, 1982; Landa et al., 

1993), conservada en otros platelmintos (Olivo et al., 1988). En un estudio 

comparativo entre el AgB y la paramiosina del trematodo Schistosoma 

mansoni se encontró una identidad del 75% en la secuencia de ambas 

proteínas (Landa et al, 1993) definiendo al AgB como la paramiosina de T. 

solium (TPmy) (Laclette et al, 1991). Por lo que a partir de este momento en 

esta tesis solo se citará como TPmy. En la actualidad se conoce 

completamente su secuencia de aminoácidos, de la cual, el 9 5% mantiene el 

patrón característico de las paramiosinas y otras proteínas con estructura de 

a-hélice. Esta estructura expone residuos hidrofóbicos que favorecen la 

formación homodimérica de una proteina superenrrollada. Solamente 1 S 

residuos de la región amino terminal y 20 residuos la región carboxilo 

terminal siguen otro patrón. Posteriormente se clonó como proteína 

recombinante en Escheríchía coli (rTPmy), permitiendo obtener antígeno 

puro, el cual se ha demostrado que conserva las funciones de la TPmy nativa: 
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su afinidad a colágena, su capacidad de inhibir al Clq y su capacidad de 

reaccionar con anticuerpos humanos y de ratones (Landa et al., 1993). 

También se pueden obtener por expresión recombinante, tres fragmentos de 

este antígeno: uno que contiene al amino terminal (VW 2-1), otro que 

corresponde a la región central (VW :{-3) y un tercero que contiene al 

carboxilo terminal (VW -1-1) (Vázquez-Talavera et al, 2001). Recientemente se 

reportó un estudio del gene de la TPmy donde se definió que estaba formado 

por 14 exones y 13 intrones a lo largo de 6,lOG pb (Vargas-Parada y Laclette 

2003). 

Se ha demostrado que la TPmy inhibe la vía clásica del complemento in 

vítro, al unirse a la parte colagénica del Clq impidiendo el ensamblaje de Clr 

y Cls (Laclette et al 1992). La habilidad de la TPmy para inhibir al Cl e 

impedir la producción de las anafilotoxinas generadas por la cascada del 

complemento, en especial C5a (Laclette et al. 1989), así como su 

inmunogenicidad y afinidad a la colágena del hospedero, pueden modular la 

respuesta inmune, sugiriendo que la TPmy ejerce un efecto de cortina de 

humo al desviar la respuesta humoral del hospedero. 

Vázquez-Talavera et al., reportaron que la respuesta linfoproliferativa 

de los pacientes con neurocisticercosis estaba dirigida principalmente contra 

el tercio amino-terminal (VW 2-1) en tanto que la respuesta humoral se 

centraba en el tercio carboxilo-terminal (VW -1-1) (Vázquez-Talavera et al., 

2001). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existen varias evidencias que destacan el papel de los linfocitos Th en 

el establecimiento o en la disminución de la susceptibilidad a la cisticercosis, 

sin embargo a la fecha no se ha identificado ningún determinante antigénico 

derivado de algún antígeno del cisticerco que contribuya al esclarecimiento 

de los mecanismos moleculares que se evocan en una respuesta inmune que 

ayude a eliminar al parásito o bien que favorezca su establecimiento. 

La TPmy es el antígeno mejor caracterizado en céstodos, y es uno de 

los antígenos más prominentes del cisticerco por su carácter 

inmunodominante para la respuesta humoral así como por su capacidad 

para inducir la activación de linfocitos T en ratones inmunizados. Además, la 

TPmy está disponible como producto recombinante, lo cual abre la 

posibilidad de identificar los determinantes antigénicos que son presentados 

en el contexto del MHC-11 que estimulen la proilleración específica de 

linfocitos T CD-l ' y con ello incrementar nuestro conocimiento en torno a los 

mecanismos moleculares de la respuesta inmune en la cisticercosis. 
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OBJETIVO 

Identificar los determinantes antigénicos para linfocitos T CO-t · de la 

paramiosina de Taenia soliurn que son presentados por 1-A". 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Producción y purificación de la rTPmy 

Expresión de la rTPmy 

La rTPmy fue producida en un sistema de expresión bacteriano en E. 

coli BL2 l transformada con el plásmido pRSETB (Invitrogenrn ), en el cual fue 

insertado el cDNA que codifica para la TPmy fusionada a un dominio de 

unión a metales (Vázquez-Talavera et al, 2001). Para la transcripción de este 

gen fue requerida la RNA polimerasa T7 presente en la cepa bacteriana 

empleada, el gen de ésta está regulada por el promotor lacZ inducible por 

isopropil-thio-galactopiranósido (IPTG). A partir del momento de la inducción 

y cada 2 horas durcmte un espacio de 6, fue tomada una fracción de lmL, 

esto con la finalidad de evaluar la cinética de la expresión de esta proteína 

recombinante (ver Figura 9). Los botones bacterianos de las fracciones 

colectadas fueron aislados por centrifugación; cada botón fue lisado por 

choque térmico; las muestras fueron resuspendidas en tampón de Laemmli. 

Finalmente fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 10% en 

condiciones reductoras. 

Purificación de la rTPmy 

Después de haber evaluado la cinética de expresión de la rTPmy (Figura 

9), el siguiente paso para la purificación de esta proteína, fue aislar los 

cuerpos de inclusión donde se acumula de forma insoluble (Landa et al, 
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1993). El botón bacteriano fue colectado por centrifugación a 400üxg durante 

lOmin. Las células recibieron un tratamiento hipotónico con H O; fueron 
2 

centrifugadas a 8000xg durante lOmin para obtener el botón, el cual fue 

resuspendido en tampón P (PBS, leupeptina lµg/mL, PMSF 0.5mM, 0.7mM de 

pepstatina A) y sonicado 3 veces durante 30 segundos a 50 W; a la muestra se 

le adicionaron l 500U de DNAasa I y RNAasa TI para incubarse a temperatura 

ambiente durante lOmin; al término de la incubación la muestra fue 

centrifugada a 13,000xg durante lOrnin; el botón obtenido fue resuspendido 

en tampón W (PBS, 25% de sacarosa y 1% de Tritón X-100) para someterse a 3 

ciclos de resuspensión-centrifugación con este tampón. Finalmente el botón 

obtenido (cuerpos de inclusión) fue solubilizado en un tampón D (50mM 

Tris-HCl/pH 8.0 y cloruro de guanidina 5M) (Kane y Hartley, 1988). Una vez 

que los cuerpos de inclusión fueron solubilizados se procedió a purificar la 

proteína recombinante por cromatografía de afinidad a metales, 

aprovechando que la rTPmy está fusionada a un péptido con seis histidinas 

que le confiere esta propiedad. 

Con una fracción de la proteína eluída de la columna de afinidad fue 

evaluada su pureza mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida al 

10% v/v teñido con azul de Commassie (ver Figura 10). 

Predicción de los determínantes antigénicos 

Los determinantes antigénicos que se unen a las moléculas del MHC-Il 

(o MHC-1) deben cumplir con características clave para una eficiente 
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interacción con el sitio de unión al antígeno del MHC. Estas características se 

han definido con base en la secuenciación de los determinantes antigénicos 

eluídos del MHC y se han complementado con los estudios de cristalografía 

de tales moléculas. Ello ha permitido conocer la longitud de los 

determinantes así como también ha permitido identificar aminoácidos 

críticos en posiciones específicas para el "anclaje" con la molécula del MHC 

en estudio. En el caso de la molécula de clase 11, 1-N las posiciones de anclaje 

son la posición 1 (Pl), P4, PG y P9. En la Pl el determinante antigénico puede 

tener cualquier aminoácido distinto de glicina (G); en la P4 puede ser 

cualquier aminoácido con cadena lateral alifática; la P6 debe ser alanina (A) al 

igual que en la P9, alternativamente en la P9 se puede anclar una serina (S) y 

la longitud fluctúa entre 16 y 18 residuos. En este contexto, analizamos la 

secuencia de la TPmy y encontramos 5 heptadecapéptidos como posibles 

determinantes antigénicos con las posiciones de anclaje para 1-N (ver Cuadro 

1). Posteriormente se sintetizaron los péptidos en un sintetizador 

automático modelo de Applied Biosystem mediante el sistema de fase sólida 

f-moc (fluoroenil metóxi carbonilo). Cada péptido fue desprendido de la 

resina y los aminoácidos fueron desprotegidos de acuerdo con las 

instrucciones sugeridas por el fabricante (PE'M) para finalmente conservarse 

liofilizados hasta su uso. 

Inmunización de ratones 

En todos los ex'}Jerimentos se emplearon ratones BALB/ cJ hembras de 6 
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a 8 semanas de edad. Cada ratón fue inmunizado intraperitonealmente con 

25µg de TPmy por ratón emulsificados en adyuvante completo de Freund 

(CFA) en la primera dosis; en tanto que en la segunda y tercera dosis la TPmy 

se emulsificó en adyuvante incompleto de Frcund (IFA). Cada dosis se 

administró con un intervalo de 10 días. Alternativamente diferentes ratones 

fueron inmunizados subcutáneamente en la base de la cola con lOOµg de 

alguno de los péptidos sintéticos emulsificados en CFA de acuerdo con 

Kuchroo et al, 1995. 

ELISA 

La respuesta humoral de los ratones inmunizados con TPmy fue 

evaluada de mediante EUSA de acuerdo con el siguiente esquema: Las placas 

de EUSA (Labsystem) fueron sensibilizadas con lOOµL/pozo de una solución 

de 2µg/mL de TPmy (o rTPmy) resuspendidos en tampón de carbonatos 

(2 5mM) pH 9.5 a 3TC durante lh. Una vez concluido el periodo de 

incubación, las placas fueron lavadas tres veces con PBS suplementado con 

Tween 20 al 0.05% v /v (PBS-T), posteriormente los pozos se bloquearon con 

200µL de una solución de leche descremada al 5% p/v disuelta en PBS-T 

durante lh a 3 T C. Al término del bloqueo las placas se lavaron 3 veces como 

se describió arriba. Posteriormente las placas se incubaron lh a 3 TC con 

diferentes diluciones de suero de ratón preinmune o inmune. Las placas 

fueron lavadas al término de la incubación. La reacción antigénica fue 

ampW'icada por una incubación de lh a 3 T C con una anti-IgG de ratón 
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(Zymed) producida en cabra acoplada a perox:idasa diluida 1:20,000 en PBS-T. 

Una vez concluida la incubación, las placas fueron lavadas y la reacción fue 

revelada con una solución de 2mM de o-fenilendiamina más 3Xl0""'% v/v de 

Hp
2 

disueltos en tampón de citratos lOOmM pH 5.6. Finalmente, la reacción 

se paró con 50µL de H SO 2.5M. Las muestras se leyeron a 492nm en un 
2 4 

lector de placas de ELISA. 

Western blot 

Aproximadamente 30µg de TPmy fueron separados en un gel preparativo 

de poliacrilamida al 10% v/v y posteriormente transferidos a una membrana de 

nitrocelulosa con un tamaño de poro de 0.2µm, posteriormente la membrana se 

bloqueó con una solución de leche descremada al 5% p/v en PBS-T y después 

segmentada en tiras de aproximadamente 0.4cm de ancho. Algunas tiras fueron 

incubadas durante lh a 3 TC con suero de ratón preinmune y otras con suero 

inmune diluido 1: 1000 en PBS-T. Al finalizar la incubación, las tiras fueron 

lavadas 3 veces con PBS-T. Después las tiras se incubaron con un anticuerpo 

anti-IgG de ratón conjugado a perox:idasa diluido 1:10000 en PBS-T. Finalmente 

las tiras fueron lavadas y las bandas se pusieron de manifiesto empleando una 

solución al 350µM de diaminobencidina más 3Xl04 % v/v de Hp
2 

disueltos en 

PBS, la reacción fue detenida mediante la adición de agua corriente. 
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Ensayo de proliferación celular 

Los esplenocitos o g<mgliocitos de los popliteos provenientes de ratones 

inmunizados o no inmunizados con TPmy o Tps fueron colocados en pozos de 

placas de cultivo de 96 pozos (Nunc) de fondo plano en medio de cultivo DMEM 

suplementado con lü'Jb v/v de suero fetal bovino (HyClone), aminoácidos no 

esenciales (Gibco), gentamicina (Sigma) -lOµg/mL y 50µM de ~-mercaptoetanol 

(Sigma). Posteriormente los cultivos fueron estimulados durante 72h (a 3 T C en 

atmósfera húmeda con 5% de COJ, con TPmy (lOµg/ml) o con alguno de los Tps 

(lµg/mL). Dieciocho horas antes de concluido el periodo de incubación, a cada 

pozo se le adicionó lµCi de timidina tritiada Al terminar la incubación las 

células fueron cosechadas en papel de fibra de vidrio (ICN) empleando un 

cosechador automático (Skatron). Las membranas fueron colocadas en viales 

especiales a los cuales se les adicionaron Sml de liquido de centelleo para 

posteriormente leerse en un contador de radioactividad-~ y determinar la 

respuesta proliferativa mediante cuentas por minuto (c.p.m). 

División antígeno-específica de linfocitos Th 

Cincuenta millones de esplenocitos provenientes de ratones inmunizados o 

no inmunizados fueron marcados con lmM del fluorocromo 5, 6 Carboxi­

Fluoresceín-Succinimidil-Éster (CFSE) (Moleculla'r Probes) durante lÓimil en l rri.L 

de PBS sin suero fetal bovino (Lyons y Parish 1994), posteriormente las células 

fueron colocadas en botellas de cultivo de 2 5cm2 en Sml de medio DMEM 

(suplementado como se mencionó arriba), y restimuladas con TPmy o con 
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alguno de los Tps durante 72h, al finalizar este periodo, las células fueron 

triplemente teñidas con anti-CD4 (diluido 1:100) de ratón conjugado a 

ficoeritrtna (PE), más anti-CD3 conjugado con aloficocianina (APC) más anti-CD44 

conjugado a cycrorn (Cy). Se registraron, o adquirieron, 106 células/muestra en 

un FACSCalibur (Becton Dickinson), posteriormente las muestras se analizaron 

con el software WinMidi versión 2.8. 
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RESULTADOS 

Una vez que el cultivo de E. coli BU 1 transformada con d pl~1smido 

pRSETB-TPmy alcanzó una densidad úptica (D.0.) de O.b a CiOOnm, se indu.io la 

expresión de la TPmy con isopropil-tio-galactopir<U1ósido (IPTG) de acu~rdo a lo 

descrito en Material y Métodos. la cinética de inducción de la rTPmy fue 

evaluada dectroforéticamente medi<U1te geles ele poliacrilamida. los resultados 

obtenidos inclic<U1 que a partir ele las 2h ele iniciada la inducción ya es posible 

observar la presencia de una banda prominente de lOOKDa correspondiente 

al peso de la rTPmy, la cual no se observa antes ele iniciar la inducción de 

esta proteína recombinante. la rTPmy alcanza su máxima expresión a las Gh 

(Figura ~)). Empleando periodos de incubación mayores a Gh no fue posible 

incrementar los niveles de inducción posiblemente debido al agotamiento de 

los inductores o más probablemente al agotamiento ele los nutrientes del 

medio ele cultivo; o bien, debido a un acumulo de proteína recombinante en 

el citoplasma que conduciría a la Lisis bacteriana. 

2 3 4 
KDa 

100 -

Figura 9 . Cinética de la expresión de la rTPmy. Gel de poliacrilamida al 10% tei'iido con 
a¿uJ de Coomasie donde se obsen·a en la línea 1) fracción colectada antes del inicio de la 
inducción; línea l) fracción colectada a las l horas; línea :¡¡ fracción colectada a las-! horas ; 
línea -1 ) fracción colectada a las (j horas de la inducción . 
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Después de evaluar la inducción de la rTPmy se procedió a su 

purificación, a partir del aislamiento y solubilización de los cuerpos de 

inclusión_ Finalmente se obtuvo la rTPmy pura mediante cromatografía de 

afinidad a metales aprovechando un segmento de 6 histidinas presentes en la 

región aminoterminal de la rTPmy que le confiere una fuerte afinidad a Ni La 

pureza de la rTPmy fue evaluada mediante electroforesis en un gel de 

poliacrilamida al lü°Al v/v, donde se observa solamente una banda de lOOKDa, 

cuyo peso molecular corresponde al reportado para la TPmy (Figura 10). 

Finalmente confirmamos mediante Western blot que la proteína de lOOKDa que 

obtuvimos como producto recombinante a partir de los cuerpos de inclusión 

bacterianos efectivamente se trataba de la rTPmy, para ello comparamos sueros 

de ratones inmunizados con nuestra rTPmy y los comparamos con un suero 

policlonal de ratón anti-TPmy. Los resultados muestran una fuerte reactividad 

cruzada del suero anti-TPmy con nuestro antígeno de lOOKDa (línea 4 de la 

Figura 11) indicando que se trata de la rTPmy. 
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Figura 10. rTPmy pura. La tindón con azul de Coomasie sobre un gel de poliaailamida al 
10'.16, muestra una sola banda proteica de 100 KDa correspondiente al peso de la rTPmy 
(flecha). 

2 3 4 

KDa 

100--+ 

Figura 11. lrlH•iliradón inDnune de la n>my. Western blot donde se confuma que la identidad 
de la proteína de 100 .KDa purificada corresponde a TPmy. línea 1) testigo(-), PBS; línea 2) suero 
de ratón preimnune; línea 3) suero de ratón inmune; línea 4) testigo (+) suero polidonal anti­
TPmy. Los resultados son :representativos de al menos 3 experimentos independientes. 
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Una vez confirmada la identidad de la rTPmy se empleó en la 

inmunización de otros grupos de ratones BALB/c a fin de poder evaluar la 

respuesta linfoproW'erativa evocada por éste antígeno. Para definir el 

momento en que debíamos sacrificar a los ratones evaluamos su respuesta 

humoral, específicamente medimos los niveles de IgG anti-TPmy mediante 

EUSA como un marcador indirecto de la activación de linfocitos Th que 

contribuirían al cambio de isotipo mediante la interacción antígeno­

específica y de los correceptores CD40-CD 154 (Figura 12). Los resultados 

muestran que los ratones inmunizados tuvieron una fuerte respuesta de IgG 

anti-TPmy como se muestra por una reacción positiva (O.O. de 0.8) en una 

dilución sérica de 1:16,000 (Figura 12), lo cual sugiere que efectivamente se 

llevaron a cabo tanto el procesamiento como la presentación antigénica que 

condujo a la activación de linfocitos Th (Figura 13). No obstante esa 

evidencia indirecta, era necesario demostrar la generación de una respuesta 

efectora de linfocitos Th. Para ello primeramente realizamos ensayos de 

proliferación celular por incorporación de timidina tritiada tendientes a 

definir la concentración óptima de TPmy que utilizaríamos en futuros 

ensayos; para ello realizamos curvas dosis-respuesta a partir de las cuales 

pudimos definir que la concentración de TPmy que induce una mayor 

linfoproliferación fue la de lOµg/mL como se observa en la Figura 13. 
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Figura 12. Evaluación de la respuesta humoral anti-TPmy. Los nivel es séricos de IgG anti ­
rTPm y prese ni-es en los sueros de los ratones inmunizados y no inmunizados fueron 
e1·aluados por ELISA. Los sueros problema y testigos se emplearon en una dilución inicial de 
1 :500. Como testigo (+) se empleó un suero policlonal anti-TPmy. Este resultado es 
rep resentatil "<> de al menos siete experimentos independientes. 
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Figura 13. Curva dosis-respuesta de la TPmy. Ensayo de Unfoproliferación por incorporación de 
timidina tritiada. 4x 1 O' esplenociros/ pozo provenientes de ratones BAUVc inmunizados con 
TPmy fueron colocados por triplicado en placas de 96 pozos con diferentes concentraciones de 
antígeno e incubados duran te ?L h a 37 C, L8h antes de que concluyera el periodo de incubación 
se le adicionó a cada poLO 1 DCi de timidjna tritiada. Las barras representan el promedio de 
triplicados y en cada una de ellas se indka la desviación estándar. Los resultados mostrados 
corresponden a un experimento representatiYO de tres experimentos independientes. 
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Una vez estandarizadas las condiciones de cultivo y concentraciones 

antigénicas para los ensayos de linJoprolifcración, el siguiente paso fue 

realizar una predicción de los posibles determinantes antigénicos derivados 

de la TPmy. Para ello se realizó un análisis visual comparativo de la 

estructura primaria de la TPmy buscando los sitios de anclaje para la 

molécula 1-N. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro l. 

Posteriormente a su identificación, los 5 heptadccapéptidos (lhunados 

Tpl7G; Tp337; Tp37G; Tp379 y Tp-l-ll respectivamente), fueron sintetizados 

y almacenados en forma liofilizada hasta su uso. 

Cuadro l. Alineamiento de los cinco heptadecapéptidos derivados de TPmy con potencial 
de unión a 1-Ad. 

Posición Secuencia 

1 '2. :~ 4 5 6 7 8 9 

A A/S 

17G-19'2. D D L Q R Q M A D A N s A K s R L 

337-3 53 K D L Q A E N E A L A A E N G E 

376-3 92 T y E N T L N s A N s A L E A D 

379-39 5 N T L N s A N s A L E A D N M R 

431 --147 A N R R L T D L E A L R s QL E A 
Los números de cada péptido indican la posición que cada uno de ellos ocupa en la 
estructura primaria de la TPmy. Asimismo, se indican los residuos que comprende cada uno 
de ellos enfatizando con negritas las pos iciones de anclaje para 1-. .\'1• 
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Para verificar si los diferentes Tps eran generados como producto del 

procesamiento de la 'T1Jmy y presentados in vivo a linfociros T CD-!' el 

siguiente paso fue evaluar su antigenicidad primeramente en ensayos de 

proliferación celular por incorporación de timidina t rit iada. Los resultados 

indican que de los 5 Tps evaluados, (Figura 1-l), Tpl7(i es el determinante 

antigénico que evocó una fuerte respuesta pr~tcticamente idéntica a La de la 

molécula completa (TPmy), con lo cual sugerimos que se trata del epítopo 

inmunodominante de este antígeno, en tanto que Tp :~ 7G y : ~ 7<) evocaron una 

respuesta moderada comportándose como epítopos subdominantes, en 

cambio no se observó respuesta proliferativa hacia Tp337 y -i:n. a pesar de 

contar con los residuos de anclaje necesarios para unirse a I-N . 

TPmy 

Tpl76 
1 

1 
Tp337 1 

Tp376 -

Tp379 -

Tp431 1 

DMEM 

o 10 20 30 

cpm (x 103) 

40 

O No inmunizado 

•Inmunizado 

50 

Figura L4. Antigenicidad de los determinantes antigénícos derivados de TPmy. La 
res puesta prolifcratiYa de esplcnocitos obtenidos d e ra ton es inmunj¿ados y no inmunizados 
con Tl'my fue evaluada mediante un ensayo de linfoprolifcración por incorporación d e 
timidina tritiada. -l\ 1 O' esplenocitos /po zo pro,·eni entes d e ratones inmuni zados o no 
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inmunizados con Tl'my fueron reestimulados in vitro con Tl'my 1 Oµg/mL o con alguno de 
los diferentes Tps a la concentración de 1 µg/mL durante 72h a 3 TC en placas de cultivo de 
<)() pozos de fondo plano, l 8h antes de concluido el periodo de incubación se le adicionó a 
cada pozo 1 µCi de timidina tritiada. Las barras representan el promedio de triplicados. Los 
resultados mostrados son representativos de al menos 3 experimentos independientes. 

Otra herramienta que nos permitió evaluar la antigcnicidad de los 

diferentes Tps fue el empleo de ensayos de división celular antígeno-

específica empleando el t1uorocromo CFSE. Con esta técnica obtuvimos una 

respuesta similar a la mostrada en la Figura 14; donde Tpl76 fue el 

determinante antigénico que indujo una mayor respuesta proliferativa de 

linfocitos T CD4+ específicos con un incremento de 2.3 veces más que la 

proliferación observada en respuesta al estímulo con TPmy; y un incremento 

de 1.6 y 1.7 veces más que la respuesta inducida por Tp376 y Tp379 

respectivamente. Estos datos nos sugieren una vez más que Tpl76 es el 

epitopo inmunodominante derivado de TPmy y que Tp3 76 y 3 79 son sus 

epítopos subdominantes (Figura 15). 
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Figura 15. División antígeno-específica de linfocitos T (04• inducida por estimulación con 
TPmy o con los Tps. Esplenocitos de ratones BALB/c inmuni zados con Tl'my y de ratones 
control no inmuniLados fueron marcados con CFSE y reestimulados durante 72h con 
1 Oµg/m L de Tl'my o con 1 µg / mL de a lguno de los Tps . ...\l término de ese periodo de 
incubación las células fueron teñidas con anti-Cln-...\PC, anti-CD-H'E, ant i-CD-1-1 -Cy. 1 OG 
células fu e ron adquiridas en un F . ..\CSCalibur. La región de linfocitos T cn-1 · fue anali zada 
con el software \\ in~tdi. En los hi stog ramas se muestran con flechas las di\ ·is iones inducidas 
por Tl'my o los Tps. Las g ráficas de barras muestran el número de linfocitos T CD-1 '/ millón 
obscn ·aclo en cada di\ ·isión celular. Estos resultados son representati\·os de tres 
experimentos independientes. 
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Para evaluar la inmunogenicidad de los Tps se realizaron ensayos de 

linfoproliferación por incorporación de timidina utilizando células provenientes de los 

ganglios linfáticos poplíteos de ratones BALB/c inmunizados individualmente con los 

diferentes péptidos, los resultados obtenidos indican que Tp176, Tp376 y Tp379 son 

inmunogénicos, (Figura 16), y que además evocan una respuesta específica ya que 

gangliocitos provenientes de ratones inmunizados con Tp176 no responden in vitro al 

péptido de ovoalbúmina restringido para I-A'1. 

1 O. O 

E 5.0 
Q.. 

2.5 

pOva Tp176 Tp337 Tp376 Tp379 Tp431 

Péptidos 

Figura 16. Comparación de la respuesta linfoproliferativa de células de los ganglios popliteales de 
ratones inmunizados con los Tps. Gangliocitos respondedores provenientes de ratones inmunizados 
individualmente co n alguno de los diferentes Tps. 105 células fueron colocadas por triplicado en placas 
de 96 pozos y es timuladas in vih·o por 72h with 1µg/mL del Tp empleado en su inmunización. Para la 
estimufación con el péptido de ovoalbúmina (pOva) se emplearon gangliocilos de ratones imnuniza dos 
con Tp176. La Linfoproliferación fu e medida por incorporación de timidina tritiada. Estos resultados son 
representatives de tres experimentos independientes y las barras representan la media de triplicados. 
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DISCUSIÓN 

En la cisticercosis existen varios reportes donde se demuestra la 

importante participación de los linfocitos Th en la respuesta inmune contra este 

parásito, especialmente en el ratón (Bojalil et al, 1993; Villa y Kunh 1996; 

Robinson et al, 1997; Terrazas et al, 1998; Terrazas et al, 1999; Hernández et 

al, 2002). En esos trabajos se han empleado diferentes estrategias para definir el 

papel de los linfocitos Th en el curso de la enfermedad. las cuales van desde la 

extirpación del timo hasta el empleo de ratones deficientes en el factor de 

transcripción STAT6 pasando por la administración de IFN-'Y e II..-4 

recombinantes (Terrazas et al, 1998; Terrazas et al, 1999; Hernández-Sosa et al, 

2002). Así se ha logrado identificar una respuesta Thl asociada a los 

mecanismos efectores contra el cisticerco y a una respuesta Th2 como 

favorecedora de esta parasitosis. Sin embargo, en ninguno de ellos se ha 

identificado algún determinante antigénico derivado del cisticerco que pueda 

ser presentado en el contexto de moléculas de MHC-Il y que evoque una 

respuesta de linfocitos T CD4+ antígeno específica 

De los antígenos de T. solium descritos actualmente, nosotros 

seleccionamos a la paramiosina (1Pmy) como el antígeno idóneo para iniciar con 

la identificación de los determinantes antigénicos que sean capaces de inducir 

una respuesta de linfocitos T CD4+ antígeno específica Esta selección fue 

realizada en primer lugar porque 1Pmy es un antígeno inmunodominante en la 

respuesta humoral tanto del ser humano, como del cerdo y del ratón (Guerra et 

al, 1982; Vázquez-Talavera et al, 2001); en segundo lugar porque se conoce 
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completamente su secuencia primaria; en tercer lugar es un candidato para 

generar una vacuna contra la cisticercosis; y finalmente porque mediante un 

mapeo parcial de epítopos se ha identificado al fragmento amino-terminal como 

la región que contiene él o los determinantes antigénicos que inducen una 

respuesta linfoproliferativa en ratones inmunizados y en seres humanos sanos 

residentes de áreas endémica<> (Vázquez-Talavera et aL, 2001; Vázquez-Talavera 

200lb). Por lo tanto, TPmy es un antígeno inmunológícamente interesante y 

ningún otro antígeno de T. solium descrito actualmente ofrece estas ventajas. 

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con lo reportado 

anteriormente donde se observa una fuerte respuesta humoral lgG antígeno­

específica en ratones inmunizados con TPmy o en pacientes con 

neurocístícercosís (Vázquez-Talavera et aL, 2001; Vázquez-Talavera et al, 

200lb). Esta respuesta humoral nos sugiere la activación y cooperación de 

linfocitos T CD4+ posterior al procesamiento y presentación de los 

determinantes antigénicos de la TPmy. Esto fue puesto en evidencia mediante 

ensayos de proliferación celular por incorporación de timidina tritiada, con lo 

cual se sentaron los precedentes necesarios para la identificación de los 

determinantes antígénicos inmunodominantes de la TPmy. 

Basándonos en la secuencia primaria de la TPmy y en los sitios de anclaje 

previamente definidos para la molécula de clase 11 de ratón 1-N predijimos y 

sintetizamos 5 heptadecapéptídos los cuales fueron nombrados como Tpl76, 

Tp337, Tp376, Tp379 y Tp431, cada uno de ellos posee los residuos necesarios 

para su unión a 1-N, sin embargo, solamente Tpl76, Tp376 y Tp379 fueron 
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capaces de inducir la proW'eración de esplenocitos de ratones inmunizados con 

lPmy, lo cual sugiere que en estos ratones se generaron epítopos con una 

longitud similar o idéntica a esos Tps. Por otro lado hubo dos péptidos (Tp337 y 

Tp431), que no indujeron respuesta detectable, lo cual sugiere que aún cuando 

ellos poseían los residuos clave para su interacción con 1-N las clonas de 

linfocitos T C04+ específicas estaban ausentes en el repertorio de los ratones 

BALE/e, o bien su frecuencia era tan baja que no pudimos evidenciarlas en 

nuestros ensayos. Otra alternativa probable es que estos Tps fueron procesados 

de tal manera que no pudieron ser presentados en el contexto de I-N. 

Otro resultado de gran relevancia que obtuvimos fue que la capacidad 

antigénica de los Tps se comporta de forma jerárquica, donde Tpl 76 fue el 

determinante antigénico que indujo una mayor respuesta proW'erativa 

sugiriendo que es el epitopo inrnunodominante de la lPmy para la respuesta 

celular restringida por I-N. Por otro lado, Tp376 y Tp379 indujeron respuestas 

proW'erativas de una menor magnitud que Tpl 76 con lo cual sugerirnos que son 

dos epítopos subdominantes de lPmy. Es importante hacer notar que Tp376 y 

Tp379 comparten 13 residuos donde pueden residir los aminoácidos que son 

reconocidos por el TCR de un linfocito T CD4+ específico. Los resultados 

obtenidos con Tp337 y Tp431 nos permiten sugerir que no son determinantes 

antigénicos importantes de la lPmy. Lo anterior concuerda con los datos 

reportados previamente para otros antígenos, en donde también se observa un 

comportamiento jerárquico de los péptidos evaluados (Buss et al, 1986; Demotz 

et al, 1989; Russo et al, 1993; Bartnes et al, 1997; Hemández et al, 1998; Rural 
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et al, 2002). 

Para definir si la respuesta inducida tanto por la TPmy como por los Tps 

más prominentes (Tpl7G, Tp37o y Tp379) estaba mediada por linfocitos T CD4+ 

restringimos el análisis a esta población celular, modificando la técnica 

citotlourométrica con CFSE (5, G Carboxi-Fluoresceín-Succinimidil-Éster), descrita 

previamente por Lyons y Parish. En los resultados obtenidos en esos ensayos de 

nueva cuenta Tpl76 se comportó como el determinante antigénico más 

prominente derivado de la TPmy, incluso indttjo una mayor activación de 

linfocitos T (04+ específicos a la observada con TPmy (2.3 veces más), sin 

embargo inesperadamente las diferencias no resultaron tan marcadas con los 

péptidos: Tp376 y Tp379 (1.6 y 1.7 veces más respectivamente). 

Un detalle importante en los resultados obtenidos con el fluorocromo 

CFSE, es que en los histogramas los picos de división no son tan pronunciados 

como los reportados para divisiones celulares donde se emplean linfocitos con 

TCRs transgénicos o bien cuando se emplean estímulos policlonales como los 

mitógenos, anticuerpos anti-CD3 o anti-TCR. Sin embargo, el porcentaje de 

linfocitos Th que se dividen en respuesta a Tpl76 (0.016%) es similar al valor de 

0.01% que corresponde a la frecuencia esperada para linfocitos T CD4+ antígeno­

específicos (Abbas et al, 2003). Además ese valor cae dentro del rango de 0.01-

2.00Aí reportado en otro sistema, sugiriendo que esas pueden ser las frecuencias 

de activación y expansión celular específicas en poblaciones no homogéneas de 

linfocitos T (Albe!"t et al, 2001). 
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Adicional a la evaluación de la antigenicidad de los Tps, estudiamos la 

capacidad inductora (irununogenicidad), inmunizando ratones y evaluando la 

respuesta linfoproill'erativa in vitro al reestimular sus gangliocitos provenientes 

de los ganglios poplíteos con el Tp usado en la inmunización (homologo). Una 

vez más Tpl 76 fue el determinante antigénico más prominente, además la 

respuesta evocada por él fue específica ya que no se obseivó respuesta al 

reestimular in vitro con el péptido de la ovoalbúmina restringido para 1-N (Sette 

et al, 1988). Asimismo, los péptidos Tp376 y Tp379 mostraron una 

inrnunogenicidad intermedia sugiriendo su subdominancia Por otro lado, 

Tp337 y Tp431 no mostraron una respuesta 

Vázquez-Talavera et al, mediante la construcción de tres fragmentos 

recombinantes de la TPmy (el VW 2-1 que comprende del aminoácido (aa) 1 al 

268; el VW 3-3 que va del aa 269 al 551; y el VW 4-1 que abarca del aa 552 al 863) 

demostraron que la respuesta de linfocitos T en ratones BALB/c inmunizados 

estaba dirigida principalmente hacia la región amino-terminal (VW 2-1). 

Asimismo, en otro estudio estos autores nos muestran que en pacientes con 

neurocisticercosis no se observa una clara preferencia hacia ninguno de los 

diferentes fragmentos; sin embargo en dicho estudio, la respuesta 

linf oprolif erativa de los individuos reactivos a la TPmy sin cisticercosis, 

provenientes de la misma área endémica sí presentan una marcada preferencia 

hacia VW 2-1, sugiriendo que en esta región se localizan los determinantes 

antigénicos de la TPmy involucrados en la restricción de la cisticercosis. Lo más 

relevante (y en concordancia con lo anterior), es que Tpl 76 está insertado en ese 
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fragmento amino-terminal (VW 2-1). En este contexto la reactividad de Tpl 76 

ofrece la posibilidad de manipular la respuesta de linfocitos T C04+ en la 

cisticercosis, ya sea para el desarrollo de una vacuna o para estudiar el 

repertorio de linfocitos T C04+ específicos para este determinante antigénico. 

Resultados preliminares sugieren una posible respuesta Thl por un incremento 

en los niveles de IgG2a en el suero de ratones BALB/c inmunizados con Tpl76 

(Anexo 1). Sin embargo, es necesario corroborarlo e identificar el perfil de 

citocinas para definir el fenotipo de respuesta Th evocada por Tpl 76. 

Adicionalmente, sería interesante definir los residuos críticos para la activación 

y proliferación de linfocitos T C04+ específicos para Tpl 76. 

En resumen, nuestros resultados muestran la identificación de 3 

determinantes antigénicos de la 1Pmy, también muestran la Jerarqtúa entre 

ellos, lo que nos permite sugerir que Tpl76 es un claro epítopo 

inmunodominante mientras que Tp3 76 y Tp3 79 son epítopos subdominantes. 

Por lo que estudios más detallados con los determinantes antigénicos 

inmunodominantes de la 1Pmy para linfocitos T C04+ contribuiría a una mejor 

comprensión de la respuesta Th en los mecanismos protectores o permisivos de 

la infección. Si consideramos que el humano y el cerdo montan una fuerte 

respuesta inmune contra este antígeno, los resultados observados usando el 

modelo de ratón también pueden ser muy útiles para comprender la respuesta 

inmune en la cisticercosis humana y porcina 
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A3. Artículo publicado en la revista Parasite Imrnunology 

A4. Artículo publicado en la revista Salud Pública de México 
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Al. Datos preliminares 
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Figura Al. Posible respuesta Thl inducida por Tpl76. Comparación por ELISA de los 
subtipos de lgG l. e lgG2a totales en ratones BALB/c inmunizados (11) y no inmunizados (O) 
con Tp 1 76. Los sueros de los ratones se diluyeron 1:100, los subtipos de lgG fueron 
identificados con un kit de SIGMA. Las barras corresponden al promedio de dos ratones por 
grupo. 
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SUMMARY 

The CD4+ T lymphocyte response play a critical role in murine cysticercosis 

by Taenia crassiceps. However, information about the TCR repertoire in this 

chronic disease is unavailable. In this report, we analyzed the expression of 

TCR variable beta chain (V¡3) on CD4+ T lymphocytes from BALB/c mice 

chronically infected with Taenia crassiceps and compared to uninfected 

animals, by flow cytometry using monoclonal antibodies specific for V¡32, 

V¡34, V¡37, V¡38, V¡310 or V¡314 (ali conjugated with ITTC) plus anti-CD4-PE. Our 

findings show that V¡34, V¡37 and V¡314 are the prominent TCR in chronic 

cysticercosis with concomitant increase of antigen-specific IgG l in infected 

mice, suggesting that these V¡3 families are involved in a permissive response 

Th2-like. 

Key words: Taenia crassiceps, cysticercosis, T cell receptor, variable beta 

chain, T cell repertoire. 
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INTRODUCCTION 

Murine Taenia crassiceps cysticercosis has been extensively used as a modcl 

for the chronic phase of T. solium cysticercosis, especially for immunological 

studies. Several reports have shown that CD4• T cells are involved in parasite 

restrictive and permissive immune responses to T. crassiceps cysticercosis 

(Bojalil et al., 1993; Villa and Kuhn, 1996; Robinson et al., 1997; Terrazas et 

al, 1999; Toenjes et al, 1999; López-Briones et al, 2001; Rodriguez-Sosa et 

al, 2002). However, the information on T cell receptor (TCR) usage in T 

crassiceps chronic cysticercosis is unavailable. Characterization of TCR 

repertoire in experimental cysticercosis is a fundamental step for 

understanding of T cell immune response in this disease. Because the vp 

cxpressed by a given TCR is determinant for the antigen specificity of a T 

cell, in thc present report, we analyzed the expression of variable beta chain 

TCR (Vp) from the CD4• T lymphocytes of mice chronically infected with T. 

crassíceps. 

MA TERIALS ANO METHODS 

Mi ce 

Six-week-old, female BALE/ e mice from the animal facilities at CINVESTAV 

were used. The mice were treated according to international regulations for 

handling and of laboratory animals. 
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Parasites and Infection 

Metaccstodes of Taenia crassiceps (ORF strain) were harvcstcd from thc 

peritoneaJ cavity of mice 2 months after infection. The cysticerci wcre 

washed three times in sterile phosphate buJfered satine (PBS; 0.15 M NaCl, 

0.01 M sodium phosphate buffer, pH 7.-l). Experimental infcction was 

achicved by intra-peritoneal injection of ten non-budding metacestodcs 

suspended in sterilc PBS per mouse. Wc uscd agc- and scx matched 

uninfcctcd mice as a control. 

Ce lis 

Four wceks after i.nfcction, mi.ce werc killed by cervical dislocation. Splcens 

wcre removed from infectcd and control mice, and splenic cclls obtaincd 

after crythrocyte lysis with hypotonic buffer containing NH Cl (Sigma) and 
4 

KC0
3 

(Sigma) for S min at 37 C. At"tcr thrcc washcs with sterile PBS 

supplcmcnted with 2% calf foctal serum (Gibco) (PBS-2) the cclls were used 

for V¡3 <urnlysi.s. 

V/J chain analysis 

Thc <malysis of V¡3 chain repcrtoire from chronically inf ected and uninfccted 

micc was carried out ex vivo by flow cytomctry. Stai.ning of lOG splcnic cells 

of cach infccted or control mousc was performed with the following 

monoclonal antibody conjugatcs: anti-CD-l-phycocrythrin, anti-V¡32, anti-V¡34, 

anti-V¡37, anti-V¡38, anti-V¡310b, or anti-V¡3l-l fluoresccin isothiocyanate, ali 

obtaincd from PharMi.ngcn. The cells were incubated wíth thc reagents for 30 

min at -l C, washed two times with PBS-2. One hundred thousand cells pcr 
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sampk werc analyscd on a FACSVantage flow-cytomcter wilh the Cell Quest 

software (Bccton Dickinson). 

ELTSA 

Infected and tminfected mice were bkd and scrum colkcted and stored at -

¿() C until use. Antigen-speciJic IgGl and IgGLa kvcls werc determined by 

ELISA as previously described (Rodríguez et al. , 1999). 

Statistical analysis 

Data were expressed as mean and standard deviation as indicated. 

Diffcrences between uninfccted and infccted groups were examincd using 

the .!\NOVA-test •.vith the Epi Info G Software, CDC Atlanta, Georgia. A p value 

lower than 0.05 was considered statistically significant. 

RESUL TS ANO DISCUSSION 

The identiJication of the vp TCR repcrtoire expanded in cysticcrcosis give 

the possibility to identi.fy the subscts involved in the pathogenesis of this 

parasitic disease. ln this paper we investigatcd the cxprcssion of V() chain on 

TCR usage by CD-l • T cells in chroruc cysticercosis, because this region is the 

m~>r determinant of the antigen spccificity of these cells. 

TCR vp usage was calculated as percent CD4• cclls positive for the various 

TCR V() markers. These percentages were averaged, and mcans were 

compared by analysis of variance (ANOVA-tcst). Om results (Table 1) 

indicating first, a frequency incrcased in 3 of G VP families tested. And 

second, Vf)-l, Vp7 and V¡3 l-l are the prominent TCR variable beta regions 
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overexpanded on CD4• T lymphoeytes of BALE/e miee ehronieally infcetcd 

with T. crassiceps (Table 1). Thc magnitudc order as follow V07> V014> VM. 

López-Briones et al (2003) recently shown a downregulation of VP2 in the 

splecn cclls at day 6 after T. crassiceps infection (acutc phasc). In this rcgard 

it is worth to mention that NKT cells present Vj32, Vj37 and Vj38, being the 

later the most common (Lantz & Bendelac, 1994). These cells are involved in 

the production of high levels of interleukin 4 (ITA) upon primary stimulation 

in vitro (reviewed in Bendelac et al, 1997), but downregulated around 6 days 

of activation. Thus, we think that T. crassiceps infection could acutely induce 

activation of this NKT subset. In this sense, we found V07 (another VS chain 

frequently used by NKT cells), as the most prominent TCR usage in 

chronically infected BALE/e mice with T. crassiceps, but we cannot to assure 

that these cells are NKT. 

Previous reports have demonstrated that experimental cysticercosis induce a 

Th2 response in BALE/e mice (Villa & Kuhn, 1996; Robinson et al, 1997; 

Terrazas et al, 1999; Toenjes et al, 1999; López-Briones et al., 2001; 

Rodriguez-Sosa et al, 2002). In agrrement, we found that antigen-specifie 

IgGl is the predominant isotype in infected BALE/e mice as shown in Fig. l. 

Our results suggest that Vp4, VP7 and VP14 CD4+ T cells are involved in a 

permissive response to cysticercosis, mediating a Th2 profile. However, 

extensive studies are necessary to clarify the mechanisms related to the 

establishment and pathology versus protective immune response in 
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cysticercosis. In addition it would be important to identify the antigcns of 

thc cysticcrcus involvcd in ovcrcxpansion of thcse vp families and to 

determine their cytokine profile. 

We thank Victor Hugo Rosales for the operation of the FACSVantage 

cytometer. This project was partially supported by grant No. 28967-M from 

the National Council of Science and Technology of Mexico (CONACyT). Rector 

López-Moreno, was a PhD Fellow No. 12 5177 of CONACyT during the study. 

~~S'. A 'fEu IS NO SALE 79 

DE LA BIBL OTEC_' 



EPiTOPOS DE lA TPMY PARA T CD4+ TESIS DOCTORAL DE H~CTOR 5AMUEL lóPEZ-MORENO 

REFERENCES 

BENDELAC, A., RIVERA, M., PARK, S. & ROARK, J. (1997). Mousc CDl-spccific 

NKl T cells: Developmcnt, specificity, and function. Annual Reviews in 

Immunology 15, 535- 562. 

BOJALIL, R., TERRAZAS, L, GOVEZENSKY, T., SCillTTO, E. & LARRALDE, C. 

(1993). Thymus-related cellular immune mechanisms in sex-associated 

resistancc to experimental murine cysticercosis (Taenia crassiceps). Journal 

of Parasitology 79, 384-389. 

LANTZ, O. & BENDELAC, A. (1994). An invariant T cell receptor u chain is used 

by a unique subset of major bistocompatibility complex class 1-specific CD4 + 

and CD4 s· T cells in mice and humans. Journal Experimental Medicine 180, 

1097-1106. 

LÓPEZ-BRIONES, S., SOLOSKI, M., BOJALIL, R., FRAGOSO, G. & SCIUTTO, E. 

(2001). CD4+ TCRaP T cells are critically involved in the control of 

experimental murine cysticercosis in C57BL/6J mice. Parasitology Research 

87, 826-832. 

LÓPEZ-BRIONES, S., LAMOYI, E., FRAGOSO, G., SOLOSKI, M. J. & SCIUTTO, E. 

(2003). Taenia crassiceps cysticercosis: immune response in susceptible and 

resistant BALE/e mouse substrains. Parasitology Research 90, 236-242. 

ROBINSON, P., ATMAR, R., LEWIS, D. & WHITE, C. (1997). Granuloma cytokines 

in murine cysticercosis. Infection and lmmunity 65, 2925-2931. 

RODRIGUEZ, M., TERRAZAS, L l., MARQUEZ, R. & BOJALIL, R. (1999). 

80 



EPÍTOPOS DE LA TPMY PARA T CD4+ TESIS DOCTORAL DE HÉCTOR SAMUEL lóPEZ-MORENO 

Susccptibility to Trypanosoma cruzi is modified by a previous non-relatcd 

infcction.Parasite Immunology 21, 177-185. 

RODRIGUEZ-SOSA M., ABHAY, R., SATOSKAR, R., CALDERÓN, R., GOMEZ­

GARCIA, L., SAA YEDRA, R., BOJALIL, R. & TERRAZAS. L. (2002). Chronic 

helminth infection induces altcrnatively activatcd macrophages expressing 

high levels of CCR5 with low interleukin-12 production and Th2-biasing 

ability. Infection and Immunity 70, 3656-3664. 

TERRAZAS, L., CRUZ, M., RODRÍGUEZ-SOSA, M., BOJALIL, R., GARCÍA-TAMAYO, 

F. & SARRALDE, C. (1999). Thl-type cytokines improve resistance to murine 

cysticercosis caused by Taenia crassiceps. Parasitology Research 85, 135-141. 

TOENJES, S., SPOLSKI, R., MOONEY, K. & KUHN, R. (1999). The systemic 

immune response of BALB/c mice infected with larval Taenia crassiceps is a 

mixed Thl/Th2-type response. Parasitology 118, 623-633. 

Vlll.A, O. & KUHN, R. (1996). Mi.ce infected with the larvae of Taenia 

crassiceps exhibit a Th2-like immune response with concomitant anergy and 

downregulation of Thl-associated phenomena. Parasitology 112, 561-5 70. 

81 



EPíTOPOS DE LA TPMY PARA T CD4+ TESIS DOCTORAL DE HÉCTOR SAMUEL lóPEZ-MORENO 

Table l. Rcpcrtoirc of CD4+ T lymphocyte rcccptors of uninfccted and T. 

crassiceps metacestode infected BALB/c rnice. 

Variable beta Uninf ectedª Infectedª 

chain Mean S.D. Mean S.D. 

VB2 1.20 0.08 1.94 0.86 0.222 

VB4 1.18 0.14 2.27 0.37 0.029* 

V07 0.97 0.23 2.57 0.39 0.0078* 

V08 7.44 9.52 10.67 15.17 0.29 

VOlOb 2.10 2.04 2.50 0.22 0.65 

V014 1.65 0.12 3.30 0.44 0.005* 

ª Data represent mean ±S.D. percent of specific VO /CD4+ cells of 3 individual 

experiments, 5 rnice per group. 

b p values were obtained by ANOV A test 

82 



EPÍTOPOS DE LA TPMY PARA T CD4 ' TESIS DOCTORAL DE H ÉCTOR SAMUEL l óPEZ-MORENO 

1.00 
-;::¡ ... 
::l ... 
.-. 0 .75 
~ .,. 
~· 
(,,¡ 0 .50 ... ... 
"'= .=: 
;... 
o 0.2 5 
'-'! 

'"' ~ 
000 

IgG l I gG2<l 

Fig. l. Antigcn-spccific IgGl and IgG2a antiboclies in inJectcd BALE/ e mice 

with Tae nia crassiceps. IgG subclass lcvcls wcrc dctccted by EUSA on serum 

from uninfcctcd aJ1d infcctcd micc. Bars rcprcscnt mean ±S.D. of threc 

indcpcndcnt cxpcrimcnts, -! micc pcr group. 
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T cell mediated respunse is invo/t1ed in a protecti 1•e immune 

response against experimental cy.wicerco.\Ú conferred hy 
immunization with Taenia solium paramyosin ( TPmy) to 

BALB!c mice. In thi.1· st11dy, ""' analysed the TPmy amino acid 

sequence for predicted CD4' T cell.1· epitopes. Five different 

regiom of thü· prole in shoi•«d that tire resid11es anchor to hind 

the /-AJ molerule; synthetic peptides containing these 

epitope.1· were evaluated Jor their ahility to induce lymplropro­

/i{erati1« re.1ponses of .1pleen ce/Is from TPmy imm1111ized 

mice. Among tlrem, Tp/76 (amino acids 176- 192 sequence 

DDLQRQMADANSAKSRL} was tire immunodominant T 

cell epilope of TPmy. Delinea/ion of this epllope sho11/d 

facilitare analysis of the role of CD4+ T cell re>ponse in 
experimental cysticercosü. 

Kt!y .. orrls Taenia solium paramyosi11, CD4' T ce// epitope, 

cysticercosi..'i, 1-AJ 
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Paramyosins are slructural protcins of thick tilamcnls in 
thc musclc of severa! gmups of inverlebrates, ;ncluding 
helminths, and in sorne cases they havc been localizcd lo 
tegumentry slruclures ( 1 ). Paramyosin is a lso an immuno­
dominanl antigen during infcclions caused by difTerent 
Hatworms such as Schistosoma manwni (2), Echi11ococc1« 
granulosus (3) and Taenia solium (4) . Thereforc paramyosin 
has also been used as a vaccinc candidate agaiost di!Tercnt 
parasitic diseases (5 - 7). Laclctte and co-workers previously 
demonstrated that T .wlirun paramyosin (TPmy) pmvided a 
significan! leve) of cross-pmtcction in mice against a chal­
lenge infection with T crassiceps. 1 n addition, they showe<l 
that the NH 2-terminal region oí TPmy induced a Thl-like 
immune response. suggesting thc role of cellular immunc 
response in the establishment of protcctive status against 
murinc cysticercosis (8). In context it has been shown that 
administration of ncutralizing antibodies against IFNy to 
T crossiceps infected mice during the early phase of infcc­
tion renderecl them more susceptible to cysticercosis (9). 
More reccntly using STAT6_,_ micc it has been demon­

strated that in the abseoce of the IL-4/IL-13 signalling path­
way susceptible BALB/c mice dcveloped a Thl response 
that controllecl parasite growth. In contras!, wild-type mice 
developed a Th2 immune response and remained susceptible 
to T crassiceps (10). For these reasons identificatioo of 
TPmy epitopes presented by MHC class ll molcculcs and 
evaluation of their role in antigco preseotation o!Ters thc 
possibility to understaod and manipulate CD4 ' T lym­
phocyte response in murine cysticercosis. Here we have cvalu­
ated five potential 1-A•-rcstricted cpitopes fmm TPmy. 

BALB/c (H-2•) female mice 4- 6 wceks of age wcre used in 
ali experiments. The animals were maintained in the animal 
care facility at CINVESTAV-IPN and treated according to 
international regulations for the care of laboratory animals. 
Recombinan! TPmy was partially purified from transfonned 
Escheridlia coli BL21 inclusion bodics, solubilized in 5 M 

guanidine hydrochloride and then purified by affinity 
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Table 1 Alignment of Tacnia solium parnmyosin 17-mcrs with hinding mo tifs for 1-Ad 

Scqucnce 

Position 
----- ·· 

176- 192 o o L Q R Q M 
337- 353 K o L Q A E 
376-392 T V E 1 N T L 
379- 395 N T L N s A 
431 - 447 A N R R L T D 

l'cptides are aligncd according to la anchors n.-siducs (bold). 

chromatography through a HiTrap™ chclating column 

(Pharmacia Biotech). Purified prolein was analysed by 
conventional SDS-PAGE and immunoidentified by Western 
blot using a specific polyclonal antiserum (8). TPmy pep­

tides and 323 - 335-ovalbumin control peptide (11,12) were 
prepared using Fmoc (fluoroenyl-methoxicarbonyl) Syn­
ergy model 432 A synthesizer (Applied Biosystems, USA), 

accnrding to standard proccdures (13). The mice wcre 
immuniz.ed three times intraperitoneally (i .p.) al 10-0ay 
intervals, with 25 µg of TPmy in complete Freund's adjuv­

anl (CFA, Sigma, St Louis, MO, USA) for the first immun­
ization and in incomplete Freund 's adjuvanl (Sigma, St 
Lnuis, MO, USA) for lhe second and third immunizations. 

Another group of mice was injected once subcutaneously al 
the base of tail , with 100 µg of free peptide in CFA. Spleen 
cells or popliteal lymph node cells from immunized or 

control mice were obtained 10 days after the las! inocula ­
tion and proliferation was assessed using a standa rd [3H]­
thymidine incorporation assay. Splenocytcs wcre plated a l 
4 x 105 cells/weU in 96-well flat bottom culture plates (Costar, 
NY, USA) and cultured in DMEM-10: DMEM (Gibco, NY, 
USA), 25 mM Hepes (Gibco, NY, USA). 50 mM Na 2HC03 

(Sigma, St Louis, MO, USA), 50 µM 2-mercaptoethanol 
(Sigma, SI Louis, MO, USA), Hf/o heal-inactivated foetal 
bovine serum (Gibco, NY, USA), 40 µg/mL of gen tamicin 

(Sigma, St Louis, MO, USA) and 2 mM L-glutamine (Sigma, 
SI Louis, MO, USA). Cells werc stimulated with optimum 
concentration of TPmy peptide (titration was carried out 

previously) or with 2·5 µg/mL of Con-A (Sigma, SI Louis, 
MO. USA). Plates werc incubated al 37°C under an atmo­
sphere of 95% air-5% C02 for 72 h. 1 µCi of tritiated thymi­
dine (methyl-3H TDR. Amersham, NJ, USA) was added to 
each well 18 h before harvesling onto glass filters. The sam­
ples were then counted on a fl-scintiUation counter (LKB­
Wallac, Turlcy, Filand). Antigen-induced proliferation was 
expressed as counts per minute (cpm) andas mcans of trip­
licated wells. Alternatively, 5 x 107 splenic cells were labelled 
with 1 µM 5- (and 6)-<:arboxyfluorescein diacetate succinim-
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idyl ester (CFSE) (Mok-cula r Probes, USA) according to 

Lyonsand Parish (14) and cultured for 3 days wilh oplimum 
concentration of TPmy c:>r TPmy-peptides. Using standard 
protocols, stimulated cells were stained for FACS analysis in 

cold PBS containing 0·5% BSA and 0·05% sodium azide 
with allophycocyanin-eonjugated anti-CD3, phycoerythrin­
conjugated anti-CD4, CyChrome-eonjugaled anti-CD44 (ali 

from Pharmigen, San Diego, CA, USA). The samples were 
acquired in a FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, 
CA, USA). 

Data were analysed with the WinMidi 2·8 software 
(//www.facs.scripp.edu/software by Joseph Trotter 2000). 

Affinity chromatography TPmy was used for mice immun­

ization during this study. The protein analysed by SDS­
PAGE and Western blot revealed a characteristic 100 kDa 
band of paramyosin (data nol shown). Peptides binding to 
I-Ad have a nonameric motif wilh four essential anchors, PI 
(degenerale), P4 (aliphatic), P6 (alanine) and P9 (alaninc) 
(ll ,15,16). Using this motif in lhe primary TPmy scquence 

analysis, we found that 17-mers Tpl76, Tp337, Tp376, 
Tp379 , and Tp431(Table1) possesscd the binding anchors 
for !-Ad. 11 was decided to use the lymphoproliferative 

response lo evaluale the antigenicity of !hose peplides. A 
strong proliferative response to Tpl 76, followed by a 
moderate response to Tp376 or Tp379 was observed. No 

response was obtained with the other peptides tcsted 
(Figure la). To measure proliferation of CD4 ' T lym­
phocytes in response to culture with !hose specific peptidcs, 
spleen cells from TPmy immunized mice were labelled with 

CFSE before culture with TPmy peptides or Ova control 
peptide. FACS analysis was carried out gating on CDJ+, 
CD4'. and CD44hi T cells allowing for analysis of anligen­
reactive T cells. After 72 h of in vitro restimulation with 
TPmy two cell divisions were observed, whereas three cell 
divisions were induced in CD4+ T lymphocytcs stimulated 
with Tp176 and two cycles induced with Tp376 or Tp379. It 
is worthwhile to mention thal the number of responding 
CD4+ T cells to Tp176 were 2·3 fold mo re thaa those that 

O 2004 Blackwell Publishing Ltd, Para<ite !mmunology. 25. 513 - 516 
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~-igure 1 Tpl 76 is an immuoodominant CD4• T cell cpítopc of TPmy. (a) Lymphoprolifera1ívc response of splenocytcs from TPmy BALB/c 
ímmunízed or non-ímmunízed mice. 4 x 105 splenocytes werc plated in triplícate in 96-wcll platcs and stimulated in l'ilro with TPmy (10 µg/ 
mL) or TPmy-peptidcs (1 µg/mL) for 72 h. Proliferation was measurcd by thymtdinc lncorporation assay. Thesc results are representative 
o f Lhrcc independent e:<periments and bars represent mean of triplicates.. (b) Cell divisioo of antigen-specific of CD4 • T cells induced by 
stimulation with ·n>my or TPmy-pcptidcs. Splenocytcs from TPmy BALB/c immunized and frnm non-immunized control mice were labelled 
with CFSE and stimulated for 72 has described abo"'. Then cells were stained with anti-CD3-APC, anti-CD4-PE. anti-CD44-Cy. J06 cells 
were acquircd in FACSCaJibur. CD4+ T lymphocytes were gated and anaJyscd oo WinMidi software. Histograms show with arrows the 
dívisions induccd by TPmy or TPmy-pcptidcs. Graphic bars show thc CD4 • T cells pcr million obscrved in each ccll division. Thcsc rcsults 
are represcntatíve of three independent expcriments. (e) Comparison of lymphoproliferative response of popliteal lymph node cells from 
TPmy-pcptidcs immunized mice. Respondíng lymph node cells were isolated from cach gro up of TPmy-peptides immunized mice J05 cclls 
wcre plalcd in triplicate in 96-wcll plates and stimulaled in 1•itro for 72 h wllh l µg /mL of the same TPmy-pcptidc uscd during immunization . 
For Ova-pcptide stimulatíon cells isolated from Tpl76 immunízed mice were used. Proliferatíon W-d.S mcasured by thymídine incorporation 
assay. Tbese results are representative of three independent experiments and bars represcot meaos of triplicates.. 

reactcd to TPmy, and 1-6 and I · 7 fold more than those that 

responded to Tp376 and Tp379, respectively (Figure 1 b). To 

assess the immunogenicity of these peptides popliteal lymph 

node cells from TPmy-peptides immunizcd mice were rcs­

timulatcd in 1•ilro with the same peptide used during immun­

ization. A lymphoproliferative response to Tp 176 as well 

to Tp376 and Tp379 was detectcd, but nol lo Tp337 and 

Tp43 l. The specificily of the immune response induced 

O 2004 Blackwcll Publishing Lid. Parmite lmm1molo11>' 25. 513- 516 

by TPmy-peptide immunization was testcd using a n 1-A• 

restrictcd Ova peptide, which did not activate popliteal 

lymph node cells from Tpl76 immunizcd mice (Figure le) . 

Our results identified three dilferenl 1-Ad restricted epitopes 

of TPmy, and al so showcd a hierarchy betwcen them; Tp 176 

was a clear immunodominant epitope whereas Tp376 and 

Tp379 behavcd as secondary epitopes. These data are in 

agreement with Laclette and co-workers, who showed that T 
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cell responses in BA LB/e micc wcre loca lc<l nca r the amino 
terminus o í TPmy (8). In addition thcy were similar to 

C D4 ' T ccll epi topes dcscribcd in othcr syslcms where an 

cpitopc hierarchy ha s also been obscrvcd ( 11 , 15). 

Few reports about CD4' T ccll epi topes dcrivL'<l from 

hclminth antigcns are availablc (17). Our knowk,'<lge about 

the cellular responses oí parasitic discascs in human or 

experimental models is scarcc. In cestodiasis, a nd particu­

larly in cysticcrcosis, the information on CD4' T ccll 

epitopes is null , in spite oí it having been demonstratcd that 

CD4 ' T cell response plays a critical role in experimental 

cysticcrcosis (9,10). In this context, the reactivity oí Tpl76 

offers the possibility oí manipulating the o utcome o í C D4 • 

T ccll responses in cysticcrcosis, for the developmcnt oí a 

vaccine orto study the Tpl 76 spccific CD4 • T ccll receptor 

repcrtoire analysis. Preliminary results suggesl a possible 

Thl response by lgG2a increase in serum írom Tpl76 

immuniz.cd BALB/c mice. However, it is necessary to iden­

tiíy the cytokines profile produccd by CD4' T cells spccific 

lo Tpl 76. Additionally, it would be inleresling to define !he 

residues critica[ for CD4 • T cell activation and proliícration. 

In summary identification oí prominent T cell epitopes from 

TPmy o ffers the possibility oí understanding how the CD4' 

T cell response is involved in protection and how it is impli­

catcd in susceptibility to infoction. In add ition ií we take 

into consideration that human and pig. the natural host oí 

Taenia solium, mount a strong immune response agai nst this 
antigen. The results observcd using the mouse model mighl 

be also useíul to understaod the immune response against 
ali typc cysticercosis. 
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Cestodiasis tisulares: participación 
de los linfocitos T cooperadores 1 y 2 

Hector Samuel López-Moreno. Dr en ( P> 
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El texto completo en inglés de este artículo está 
disponibl e en: http:lfwww.insp.mx/salud/index.html 

Resumen 
La cisticercosis y la hidatidosis son las parasitosis causadas 
por los metacestodos de Taenia solium y de Echinococcus 
mul~ locularis (o E. granulosus), respectivameme. El estudio 
de las enfermedades parasitarias ofrece uno de los mejores 
modelos in vivo para el estudio de la división efectora de las 
subpoblac iones de linfocitos T cooperadores CD4 '. de­
signadas Th 1 y Th2 de acuerdo con el patrón de citoc inas 
que producen. La po larización hacia alguno de estos fenoti ­
pos puede ma rcar la diferencia entre una respuesta inmune 
celu lar protectora o una respuesta inmune permisiva para 
la infección. La participación de los linfocitos Th 1 y Th2 en 
las cestodiasis tisulares (cisticercosis e hidatidosis) ha sido 
estudiada en modelos experimentales de ratón y en pacien­
tes humanos; en ambos casos los resultados sugieren que 
en los individuos con cisticercosis o hidatidosis la respuesta 
inmune celul ar está polarizada hacia un fenotipo Th2. En 
tamo que en los individuos donde los parásitos son destrui­
dos, o su desarrollo está limitado, la respuesta inmune celu­
lar se encuentra polarizada hac ia un fenotipo Th 1. El texto 
completo en ingles de este artículo está di ~ ponibl e en: http :I 
/www.i nsp.m x/salud/i ndex.htm l 

Palabras clave: cisticercosis; equinococosis; linfocitos T auxi­
liadores-inductores 1 (Th 1 ); linfocitos T auxi liadores-induc­
tores 2 (Th2) 
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López-M oreno HS. 
Tisula r cestodias is: The ro le 
ofT he lper ce ll subsets 1 and 2. 
Salud Publica Mex 2002;44 : 145-152. 
The English version of th is paper 
is :'IVailable at: http://www.insp.mx/salud/index.html 

Abstract 
Cyscicercosis and hydatidosis are parasitic diseases caused 
by larvae of Taenio solium and Echinococcus sp .. respectively. 
Parasicic diseases are useful models fer in vivo studies of 
effector fun ctions of T he lper cell subsets 1 and 2, (called 
Th 1 and Th2 on che basis of che pattern of cytokines chey 
produce). The pola rization to Th 1 or Th2 is relaced to 

procective or permissive immune responses in ch ese diseases. 
The role of Th 1 and Th2 lymphocyces in tissue cestodiasis 
(cyscic e rcosis and hydatidosis) ha s been studied in 
experimemally infected mice and in human patients; swdy 
results suggest chat in individua ls wich cysticercosis or 
hydatidosis. che cell ular immune response is polarized to 
Th2, whi le individuals in whom parasites are kill ed or th eir 
growch is limiced, have an immune cellula r response chat is 
polarized towards Th 1. The English version of chis paper is 
available at: http://www.insp.mx/sa lud/index. html 

Key words: cyscice rcosis ; echinococcosis; T-lymphocytes, 
helper-inducer subsec 1 (Th 1 ): T-lymphocytes. helper-induc­
er subset 2 (Th2) 
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ARTICULO DI REVISION 

L a fa se de activación de los linfocitos T vírgenes 
CD4 · o Th (del ing lés "hclper"), está dad.i por el 

reconocimie nto de dete r111in ,rntes ant igénicos pre­
sen tados en el contex to de 111olécu l.i s del complejo prin­
cipal d e hi s tocompatibilidad de cl.1se 11 (MHC- 11 ), 
expresadas sobre cé lulas presentadoras de antígeno 
profes itln,1lcs, como cé lulds dend rí ti cas, linfocitos ll y 
macrófagos. La especificidad de l.1 respues ta in111unc 
evocad,1 por estos linfocitos T CD4 ' est.í dada por la 
exp<lns ió n selecti \ ·<l de las ciernas capaces de reconocer 

dichos determinantes a ntigénicos, y de diferenciarse 
en cé lul .1s efectoras que contri buyen a la protecc ión 
del organismo contra dife rentes agentes infecciosos. 

Las par.i s itos is humanas continCian s iendo uno de los 
principales problemas de sa lud en el mundo. No obs­
tante el gran esfuerzo invertido por diferentes gru­
pos de inves tigación aún no se dispone de una vacuna 
comercial contra ninguna parasitosis humana . Lo cual 
indica claramente el insuficiente entend imiento que se 

tiene acerca de los mecanismos inmunes protectores 

IL- 12 

LÚJ1l':::-Morc110 H . .:; 

cun tra los pMásitos, así como también ilus tr,1 los Sll­
fi st ica dns mecanismos de evasión inmune de los 

P'Hásitos. Ultim.11nente se h.in hecho ª'·anee> muv 
importantes en el conncimiento de la respuesta inmune 
contra pa r;ísitos. Una de las obse rvaciones cla,·e p.ira 
el ointrol o el favorl' cimiento de las p.1r.1 s it <b i, c's l.1 
polilri1.ación de l,1 respues ta inmum' de 1<1' linfocitcis 

T CD-1 ' en Th 1 o Th 2. 1 Est.1 el a s i fic .1c ión se h i1.o de 
acuerd o con el p.itró n de citoc in.1 s producid.i s P"r 
estas cé lul<ls (figur<l 1 ). ' Los linfocitos Th 1 SL'C ret .m 
interfc rún y (IFN-y), interle ucina 2 (IL-2) ,. f.1 d<'r de 
necros is tumoral bet.1 (TN F-p). Estas citncin.is p.irtici­
p;111 en la acti\'dCión de m<lcrMagos y en l,1 hiperscn­

s ibilid <ld retMdada . Por su parte, los linfoc itos Th2 
producen IL--1, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e I L- 1 ~ , coupe­
rando con la respues ta inmw1c humora l a tra\·és de la 
proli ferac ión de linfocitos By del ca mbio de isotipo de 
los anticuerpos para la producción de inmunt1globu­
lina E (lg E) e IgGl (en ratón) o lgG.f (en humanos ), y 
promoviendo la diferenciación de eos inófilos v mas-

~
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T/11 y T/12. c11 ff5 lodiasis tis11/arcs 

tocitos. Debido a estas funciones, el feno tipo Th2 se ha 
asoc iado con a lergias. Existe o tra subpobb ción de lin ­
foc itos T C D4 • que produce una mezcla de citocinas 
Th 1 / Th2 a la cual se le ha denominado Tho. 1

·
7 

Esta d icoto mía de los linfoc itos Th (Thl / Th2) se 
evidc·1Kió inici,1 lmente en clonas de linfocitos T CD4 ' 
de rdtón , y pos teriormente se demostró in ¡1it10 en ra­
t11nes in fectados con L,·ish11u111i11111t1¡or_ •.s 

En términos generales, la polar ización de la rcs­
puest.1 in mune en Th 1 o Th2 es m<l s evidente en el caso 
dl' !.is p.ir<1sitosis producidas por protoLoarios, o bien 
por ne má todos intest ind!es en donde ab undan e jem­
p los <1mp liamente documentados.' 1\;o es e l caso para 
l.1s par,1sitos is tisulares, dentro de las cua les el Sc/Ji,; to­
S<llllll h.1 sido ampli<lmente estudiado ' v se inicia así el 
es tudio inmunológico de céstodos de los géneros 7i1l'-

11i11 y Ec!1i1 10cvcc11s. 
7i1rnia sp. y Ec/ii11vcocrns sp., pertenecientes a Ja 

clase C~stoidea, tienen un ciclo de vida que es muy si­
milar (figura 2), ya que dependen de un hospedero 
in termed iario que al ingerir sus hue\·eci llos permi te e l 
desarrollo del estadio brvario, que puede se r un cis ti­
ce rco o quiste hid atídico (con localizac ión ext rain­
tcstinal ); el ciclo se comple ta cuando el hospedero 
int ermed iMio es ingerido por el defin itil"O, en cuyn in­
tes tim> se desarroll.i el estadio adulto . Tanto para 7i1c-
11i11 sp .. como para Ed1i11ococrns sp. , el humano es el 
hospedero intermedia rio accidenta!." 

Con e l fin de elucidar la participación de las sub­
poblaciones de linfocitos T en la respues ta inmu ne 

Hospedero definiti vo 

~;~ Hospode<o intermediado 

---~-
A 
B 

~ 
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protec to ra o pe rmisiva en ces lodiasi s ti s ul ares (c is­
ti cercos is e hidat idos is), se han ll ev.ido a <«>bo di,·er­

sos estud ios en modelos experimentales y en huma1ws. 
La revisión de estos estudios es el obje ti vo del presente 
tr,1bajo. 

Participación de los linfocitos T 
cooperadores co4+ en cestodiasis 
tisulares 

Ci . .; ficerco~is 

Cisticercosis experimental 

Los principa les modelos experimentales empicados 
para e l es tudio de la cisticercos is son T. tamú1c fim11is 
en rata y ratón, y T. crass1úps en ratón. Otro modelo 

que también ha s ido empleado es el de T. pisifan11is en 
conejo; sin embargo, es te modelo tiene algu nas des­
ventajas, ya que es s us tancialmente m,ís ca ro y no 
ofrece la homogeneidad genética que proporcionan las 
cepas de roedores. 10 

El modelo de cis tice rcosis por T. lnrni11e(<m11is ase­
meja en mucho a la in fecc ión na tural. En este modelo 
se obse rvó que la dest rucc ión del estadio oncosferal 
del par~ís it o, que prev iene el desa rrollo de los cist icer­
cos, está mediada principalmente por anticuerpos del 
subti po IgG2a y complemen to-'°·• 2 Ademcis, esta resis­
tencia puede ser transferida pas ivamen te a roedores 
rec ipientes. 11 Debido a dificultades metodológicas con 

<..;.-' 
Q..Jste . -~ )IQ..:--

hóe.t1dco __-- • ' ' 

/' 
/ 

o ,.-- . • 

Mlgado<>e•• .,.,.,. 

f1 GURA 2. CICLO DE VIDA DE CÉSTODOS DE L ORDE N Ü CLOPHYLUDEA. A) CICLO VITAL D E TAENIA SOL/UM. 8) CICLO VITAL DE 

f CHINOCOCCUS SP 
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el modelo de T. tne11imjim11is, actualmente el 111odelo 
de cisti ce rcosis por T. cmssiccps en ratón es el más em­
pleado para estudiar la participación de los linfoc itos 
Th en esta parasitosis . n· 18 La importancia de la respues­
ta in111u ne timo-dependiente se puso en ev idencia al 
infectar ratones BALB /c timectomizados con cisticer­
cos de T. cmssiccps, observándose un gran incremento 
en la carga parasi taria respec to de ratones testigo. 13 

Es tos resultados sugirieron la importancia de los lin­
foc itos Th para limitar el desa rrollo de l cisticerco de 
T. cmssiccp,;. 

Diversos estudios se han orientado a c.iracteri­
zar el fenotipo de la respuesta inmune Th 1 / Th2 con 
base en los perfiles de citocinas. 1

• ·
19 En las etapas tem­

pranas de esta infección experimental, alrededor de 
la primera semana posinfección (p. i. ), el tipo de res­
puesta inmune predominante es Thl, la cua l se asocia 
con un desarrollo limitado del parásito. 1

'·
16 A medida 

que la infección progresa, la respuesta inmune se po­
lariza hacia un fenotipo Th2 con un incremento con­
comitante en la carga parasitaria. 1º Hasta la fecha no 
se conocen con detalle los mecanismos que 111odulan 
el cambio en la subpoblación predo111inante; sin em­
bargo, se postula que tanto factores del hospedero 
como del parásito podrían ¡ugar un papel relevante. 
Lo ante rior quedó confirmado por Terrazas y colabo­
radores en 1998, quienes demostraron que al tratar ra­
tones infectados con !FN-ye IL-2 recombinantes, o con 
anticuerpos anti-IL-10, se incrementaba la resistencia 
a la parasitosis a las cuatro semanas p.i. ya que el nú-
111ero de cisticercos disminuía significativamente. 17 En 
ana logía con lo que se ha descrito para el Sclzistvsonw, 
en donde el cambio de Th 1 a Th2 modu la la progresión 
de los granulomas, Robinson y colaboradores en 1997 
proponen que la respuesta Thl podría jugar un papel 
muy importante, tanto en la patogénesis de la enferme­
dad como en la destrucción inicia l del parásito. Toenjes 
y colaboradores en 1999 detectaron un incremento en 
la población de linfocitos T y8 en los exudados perito­
neales de ratones infectados con cisticercos de T. crnssi­
ceps a partir de los JO días p.i., lo que condujo a estos 
auto res a pensar que esta población de linfocitos T 
podría tener un papel relevante en la cisticercosis por 
T. crassiccp,;. Sin embargo, cuando probaron su hipó­
tesis empleando ratones deficientes para la cadena 8, 
esta idea quedó descartada, ya que al evaluar los nive­
les séricos de las citocinas reguladoras de las subpo­
blaciones Th (IL-10, IL-4 e !FN-y) así como el grado de 
carga parasitaria, no se encontraron diferencias res­
pecto d2 los ra tones de tipo silves tre . Lo anterior su­
giere que esta población de linfoci tos T no participa en 
la inmunidad contra el metacéstodo. 18•19 

Recientemente, Cardona y colaboradores descri­
bieron en 1999 un nuevo modelo de cistice rcosis ex-
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perimental para estudiar la neurocisticercosis (NC). 
Este modelo se basó en la infección intracraneal de ra­
tones BALB/c con el metacéstodo del parásito Mc­
socestoides cvrti. Mediante cinét icas p .i. Cardona y 
colaboradores eva luaron la d istribución del metacés­
todo en el cerebro de los ratones infectados, las po­
blaciones celulares del sistema inmune presentes en el 
cerebro de estos ratones, así como los perfi les de citoci­
nas que predominaban. Los resultados mostraron que 
a part ir de la tercera semana p.i. más de 50% de los 
metacéstodos se localizaban en el parénquinn En tanto 
que, a partir de la primera semana p.i., la población de 
linfocitos T que predominaba en la ·reg ión ex trapa­
renquimal o parenquimal, era del fenot ipo T yo, cuyo 
repertorio está constituido predominantemente por 
V84, Vy4 y Vó6.J De acue rdo con el perfil de citocinas, 
a partir de la primera semana p.i, el fe notipo predo­
minante fue Thl , siendo esto más claro en la región 
ex traparenquimal, donde se detectaron !L-2, !L-12, 
!L-15 e IFN-y, mientras que só lo IL-12 e lFN-y fueron 
detectados en el parénquima aunque en menor pro­
porción. A diferencia de lo que ocurre en el peritoneo, 
en este modelo predominaron los linfocitos T y8; no 
obsta nte, los autores no van más al lá de la simple 
descripción de sus datos y omiten mencionar la inte­
gridad o el daño de los metacéstodos. Esta informa­
ción podría ser comp lementada rea lizando es tudios 
en ra tones deficientes en linfocitos T y8.20 

Cis ticercos is humana 

Los ddtos que se tienen sobre la resp uesta inm une ce­
lula r en cist icercosis humana son escasos. 

Del Brutto y colaboradores en 1991 tipifi caron el 
patrón genético de HLA en un grupo de pacientes me­
xicanos mestizos con NC. Una de las diferencias más 
notables fue que los pacientes tenían una baja fre­
cuencia de l alelo DQw2 respec to del grupo tes tigo 
(4.2')1, contra 31.7%). 21 Ostrozky-Zeichner y colabora­
dores, en 1996, encontraron que las ci tocinas proinfla­
matorias !L-lP e !L-6 estaban a umentadas en muestras 
de líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con NC 
respecto del grupo testigo, lo cual no es sorprendente 
ya que sólo es tudiaron formas activas de NC.22 Por su 
pMte, Evans y colaboradores en 1998 encont raron un 
aumento en los niveles de IL-5 en LCR de pacientes 
con NC. comparado con el grupo testigo El incremen­
to de esta citocina en los pacientes sugiere que, al igual 
que en la cisi ticercosis experimental, el fenotipo Th2 
es tá relacionado con la permisión de la enfermedad. 2' 

Res trepo y colaboradores en 1998 reportaron que la 
respuesta de linfoc itos Th en pacientes con NC podría 
ser Th l. Estos resultados deben tomarse con reser\'a, 
y~ que de los cuatro pacientes incluidos en el estudio, 
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TltJ y Th2 en ccstodinsis ti:;ularcs 

solamente a uno de e llos se le analizaron las citocinas 
de ambos feno tipos." Recientemente, Grewal y cola­
boradores publ icaron un análisis de la respuesta Th en 
pacientes con NC utili zando células mononucleares 
de sangre perifér ica; no obstante que los autores pro­
ponen que la resp ues ta está polarizada hacia Thl, 
s us datos no son muy contundentes, ya que las con­
centraciones de las citocinas que evaluaron (IL-2, IL-4 
e IF -y), en 15 pacientes con NC, son muy similares a 
las obtenidas con el grupo testigo. 25 

/-iidntidosi ,; 

Hidatidosis experimental 

En hidatidosis también se han empleado modelos de 
ratón para estudiar la part icipación de los linfocitos 
Th; en este caso se tiene la ventaia de usar la misma 
especie que infecta al humano (E. 11111/tilornlaris), lo cual 
no es posib le en la cis tice rcosis. 

La hidatidosis ha sido clasificada como primaria 
o secundaria de acuerdo con el desarrol lo del metacés­
todo. La hidatidosis primaria comp rende las primeras 
seis o sie te semanas p.i. en las cuales el quiste presenta 
un desar ro llo lento. En la hidatidos is secund ari a el 
quiste presenta un desarrollo acelerado a partir de la 
octan semana p .i.20 Estos datos sugieren que la res­
puesta inm une celular en los ratones con hidatidosis 
crónica puede esta r polarizada hacia el fenotipo Th2, 
que permite el desa rrollo del parásito in vivo. En uno 
de los primeros es tudios se eva luó la hipersensibi ­
li dad reta rdada en ratones con hidatidosis primaria o 
secundar ia, med iante la inflamación de l cojinete plan­
tar en respuesta al estímulo con un extracto crudo de 
E. 11111/tilnwlnris. Las diferencias principa les se observa­
ron a las ~ 8 h, tiempo en el cual la inflamación había 
disminuido aprox imad amente tres veces en ratones 
con hidatidos is secundar ia respecto a los ratones con 
hid atidosis primaria. 26 Estos datos sugieren que la res­
puesta Thl p uede estar disminuida en los ratones con 
hidatidosis crónica. 

Con la finalidad de elucidar la participación de 
los linfocitos T y B en el desarrollo del quiste hi ­
datídico se infectaron ratones con inmunodefic ien­
cia severa combinada (SC!D) y ratones C.B-17. Ambas 
cepas cuentan con el mismo fondo genético, pero los 
ratones SCID carecen de linfocitos T y B por tener de­
fectuoso el gen que codifica para la enzima proteína­
cinasa dependien te del ácido desox irribon ucleico (del 
inglés " DNA-dependent protein kinase"). Los ratones 
SCID permitie ron un mayor crec imiento del meta ­
céstodo en la e tapa secundaria respecto al grupo tes­
tigo (ra tones C.B-17). En los ratones SCID los quistes 
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ll egaron a pesa r hasta 17.5 g mientras que en los C. B-
17 el peso osciló alrededor de l g.27 En 1992 Li,ince y 
colaboradores ana lizaron, en el curso de la infección 
con E. 11111/tiloculari,; en ratones de la cepa AKR, el efecto 
de la ciclosporina A (CsA), droga que unida a la ci­
clofilina inhibe la activación de l linfoc ito T al blo­
quea r la acción de calcineurina. Un gru po fue tr<l tddo 
con CsA al día 45 p.i., mientras que otro fue trnt .1-
do con CsA antes de la infección y hasta el di,1 del sa­
crificio (día 80). En el pri mer grupo la cJrga par<lsitari ,1 
prácticamente no se modificó respecto a l grupo tes ti ­
go infectado y no tra tado, en ca mbio en el segundo 
grupo este parámetro aumentó significa tivamente.2' De 
los estudios an teriores es posible conclu ir que los lin­
focitos T (y en particular Th 1 }, y B tienen un papel fun­
damen tal pa ra el control de la hidatidosis. 

Emery y colaboradores en 1997 efectuaron un es­
tudio orientado a definir el fenotipo de respuesta Th 
que confiere resistencia a la infección hidatídica se­
cundaria, empleando cuatro cepas de ratones, las A / J, 
C57BL/6, DBA / l, y BALB/c; las dos primeras cons i­
deradas como las más resistentes y las dos últimas las 
más suscept ibles. Estos autores demostraron que la 
res istencia al desarrollo de los parás itos en los ratones 
A/j se asoció con una fuerte resp uesta prolifer<ltiva de 
esp lenocitos an tígeno-específicos i11 ¡1ifro, así como 
también con un incremento en la producción d e IFN-y 
e IL-2 ind ucidos por los antígenos de E. 11111/tilowla ris. 
En tanto que la susceptibilidad de los ratones BALB/ c 
se asoció con altos niveles de IL-4.29 Estos resultados 
les permitieron concluir que la resistencia a esta para­
sitosis está mediada por una respuesta inmune Th l. 
Lo anterior es consistente con los datos obtenidos en 
los modelos de cisticercosis experimental. 1,,.i; 

Amiot y colaboradores en l999 analizaron l<l par­
ticipación de TNF-o: y linfotox ina o:(LT-CI.) en la equino­
cocos is a lveo lar, genera ndo rato!1es homocigotos 
deficientes en ambas citoc inas. Al comparar Id carga 
parasita ria de estos ratones deficientes para ambas 
citocinas, con la de ratones silvestres, obsen'aron un 
incremento de este parámetro en los ratones deíicien­
tes. En muchos de los ra tones silvestres las lesiones 
hepáticas involucionaron. Los parási tos muertos fue­
ron "acordonados" por granulomas conformados por 
numerosos macrófagos y linfoci tos que conducían a 
una fib rosis focal hepática en etapas tempranas de la 
infección. En contraste, muchos ratones deficientes al­
bergaban metacéstodos mezclados con leucocitos, en 
abscesos purulentos con una amplia fibrosi s irregu lar 
secundaria, en la etapa tardía de la infección. F,;te es­
tudio muestra que TNF-o: y LT-o: tienen una partici­
pación esencia l en los meca nismos de protecc ión cont ra 
E. 1111tltilornlnri,;.J<J 
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Hidatidosis humana 

La hidatidosis humana se ha asociado con una dismi ­
nució n de la función de los linfocitos T i11 vitm .-'' Pro­
fumo y colaboradores en 1994 ana lizaron la resp uesta 
inmune celula r antígeno específi ca en 18 pacientes con 
hida tidosis contra las subunidades del antígeno 5 y íl 
de E. sm1wlos 11s en células mono nuclea res de sangre 
perifé rica, pos iblemente con la fina lidad de delimita r 
la o las reg io nes correspondientes a los dete rminan­
tes antigénicos para los linfocitos Th del antígeno 5. 
Dicho antígeno es una lipoproteína termoláb il que pre­
senta dos subunidades de 55 y 65 kDa en geles de po­
li ac rilamida que contienen dodecil sul fa to de sod io 
(SDS-PAGE) en condiciones no reductoras. El antí­
geno B es una lipoproteína termoestable que presenta 
tres subunidades de 12, 16 y 20 kDa en SDS-PAG E en 
condiciones no reductoras y reductoras.32 Los resu l­
tados de estos autores muestran que Ja subunidad de 
55 kDa de l antígeno 5 y la subunidad de 20 kDa de l 
antígeno B son las que inducen mayor respuesta pro­
li fe rativa respecto a los testigos.31 Kharebov y cola­
boradores en 1997 ta mbién reali zaron ensayos d e 
proliferació n celular antígeno específico empleando e l 
an tígeno B. Ellos ana li za ron las mues tras de 41 pa­
cientes, de los cua les 83% respond ieron positiva mente. 
No obs tan te, no ensayaron la antigenicidad de cada 
subunidad de este antígeno, por lo que s u tra bajo no 
hace ning una aportac ión adicional a lo descrito por 
Prof umo y colaboradores. 33 

Sturm y colaboradores en 1995 reportaron que la 
IL-5 era la citocina producida predominantemente por 
las células mononuclea res de sangre perifé rica de pa­
cientes con hidatidosis, por lo que la respuesta Th2 tam­
bién estaría favo reciendo la enfermedad, como en el 
caso de la cisticercosisn,J.J 

Recientemente, Dreweck y colaborado res en 1999 
analizaron algunas citocinas y quimiocinas produci­
das por cé lulas mononuclea res de sangre peri férica de 
pacientes, en respuesta al es tímulo con me tacéstodos 
vivos de E. 11111/t ilorn laris. Las quimiocinas que anali­
zaron fueron Ja ll-8 y la proteína quimoatrayente de 
monocitos 1 (MCP-1 ), en tan to que las citocinas que 
evaluaron fueron la IL-12 e IL-13. Tanto las citocinas 
como las quimiocinas analizadas en este trabajo eran 
producidas mayormente por los leucocitos de pacientes 
comparado con el grupo test igo. Dreweck y colabora­
d ores s ugie ren que estas citocinas rel acionadas con 
respuestas tipo Thl y Th2, así como las quimiocinas 
detectadas, pueden inicia r mecanismos de citotox ici­
d ad dependiente de anti cuerpos (A DCC, d el ing lés 
"a ntibody-dependent cellula r cytotoxicity"), y que esta 
respuesta puede comprometer la progresión de la pa-
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ra sitosis;-'; sin embargo, es ta supos ición nn co ncuerd.1 
con ninguno de los trabajos descri tos a rriba , d \lnd c• e l 
fenotipo Th2 parece es ta r invo lucrado en la permisión 
de la hida tidosis. Es i111portante sc ii a lar q lll' J,1 ADCC 
es un mecanismo dependiente de l fe notipo Th2, por lo 
que éste no parece ser el 111eca nismo efec to r cont ra e l 
mctacés todo de Ecili 11ococrn>. 

Conclusiones 

Los datos rev isados en el p resente tr.1b.1 jo sug ie ren q uL' 
la s condiciones inmuno lógicas m.i s f.1vm,1bles p.ir;i e l 
desa rrollo de l cis ti ce rco o del qui s te h id.1tídico. en e l 
humano y en el rd tón, e,t;í n asoc iad.i s con el tipo Th2. 
Por lo tanto, es posible concl uir q ue e l fenotipo que 
es tá relacionado con una resp ues ta inmune protccto r.1 
o no perm isiva pMa el desarro llo de es tas ccstodias is 
es del fenot ipo Thl. No obstante que pr<ktic,rn1c11te 
todos los traba jos sugieren la relevancia de la resp ues ta 
Thl pa ra el con tro l de estas parasitosis , en ninguno de 
ellos se propone a lg ún mecan ismo elector pMa inten­
tar esclarece r có1110 este' fe notipo podr í.1 Cllmbatir ,1 
estos parási tos . Ade 111 ás. ninguno de ello, descr ibe ,11-
g ün dete rminan te antigc'nico para linfocitos Th de c'S­
tos parás itos, que pudie ra es tar p.irti c ip.rndo c' ll l.1 
polMización de l,1 respuesta hacia un fenot1 pc> pc· r1111-
sivo (Th2), o bien, haci<l un feno ti po prntectnr (Th 1 ). 
Por otro lado, se ha relacionado la d i,;111inución de 
los ni,·cles sé ricos de testosteron.1 en r.i toncs mac ho, 
BA L!l /c infectados con cis tice rcos de T. cn1,;,;icL'ps, con 
un incremento en la cargd paras itari,1 durante l.1 e t.1p .1 
crónica p .i. De acuerdo con Morales y co la borad o re:< . 
e llo pud ier.i d ebe rse a una posible desreg ulación de l 
fe not ipo Th"l / 0..17 a pesar de que no 111uest r,rn form.11 -
mente cambios de l pat rón de liniocitns Th como se h.rn 
desc rito en e l nwdelo de iníecc iún por 1'!11s1updi11n1 
c/111/1,1111ii, dunde se ha obsen-.1d o que l.1 testnstc ron.1 
participa en la reg ulación de Th 1. '' 

Aunque no se ha propuesto un nwc.111i,; 111 0 efec­
tor con tra el cisticerco o el qui s te hidatíd ico, es pos iblé 
que la secuencia de e,·entos que rnnducen a !J des truc­
ción de ambos 111etacéstodos sea 111uv s imilar. Re to­
mando los estudios his topato lógicos de la cisticercosis 
porci na, que han pe rmitido clasificir las etapas a tra1 és 
de las cuales se lle,·a a cabo la des trucción del mcta­
cés todo, desc rita s por de Aluj,1 y VMg.i,; en 1988, '" la 
secuencia de eventos podría se r la s iguiente: en Li s 
etapas tempra nas la "pri111era línea de ataque" est~ for­
mad a princi palmente por eosincíiilos; ,;in embarg<>. 
contra rio a lo descrito pa ra diferentes nemá todos val­
gunas especies de Sc/1i,;to,;011111,''1 a l cistice rco apa rente­

mente no le ocasionan dai\os importantes. En la e tapa 
tardía, cuando e l tegumento del parás ito e111 p icza ,1 
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degenerarse se co incide con la presencia de macrófa­
gos, los cuales se alinean en forma de pa li zadas (célu­
las epitelioidcs) a lrededor del metacéstodo; en estas 
etapas se observa un incremento en los agregados de 
linfocitos donde los T presentes pueden diferencia rse 
.i Thl por la IL-12 producida por los macrófagos y, a 
s u veL, estos linfocitos Thl pueden activar a otros 
macró fagos presentes en el microambiente, mediante 
la producciCin de IFN-y. Finalmente, los macrúf,1gos 
;ic tivados pueden secretar factores de crecimiento de 
célu las mesenquimatos.is, favoreciendo de esta mane­
ra l,1 fibrosis que se obsen-a en la etapa final, poste rio r 
a la destrucción del metacéstodo. 

Será necesario continuar con los estudios con el 
fin de elu cidar rnn precisión los meca nismos efec­
tores de l,i respuesta inmune Th involucrados en la 
elimin,iciún de estos céstudus, dentro de lo cual la iden­
tifi cac ión de los de terminantes antigénicos será un 
componente fundament .il. 
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