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RESUMEN

El desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis
porcina, junto con otras medidas sanifarias y educativas, puede
contribuir a erradicar esta enfermedad en Méxio. En los tltimos
afios, nuestro grupo ha caracterizado las propiedades protectoras
de la paramiosina de la Taenia solium (TPmy) que es una proteina
filamentosa de 98 kDa con una estructura secundaria dex-hélice
super enrollada. Esta proteina muscular es cap az de unirse al
C1q e inhibir la cascada del complenento, por lo que propisimos
que forma p arte de un mecanismo del p arasito para evadir la
respuesta inmune del huésped cisticercoso. Los sueros de
pacientes con neurocisticercosis reconocen frecuentemente a la
TPmy a través de ensayos inmuno-enzimaticos, lo cual sugiere
que es un blanco para la respuesta inmune del huésped.

Los ensayos de vacunacion en el modelo murino de
cisticercosis por Taenia crassiceps, en ratones Balb/c inmunizados
con fragmentos recombinantes deTPmy, revelaron que el tercio
amino terminal (VW2-1) induce una disminucién de la carga
parasitaria > 50%, asociada a una respuesta de tipo Th1.

En el presente proyecto de tesis exploramos inicialmente el
uso de la inmunizacién génica con vectores plasmidicos que
codifican para VW2-1. Los ensayos de transfeccion in vitro de
células COS-7 y CHO, mostraron que la construccion plasmidica
que contiene la secuencia codificadora de VW2-1, induce la
expresion de VW2-1. Los ensayos de vacunacion génica en
contra de la cisticercosis murina por T. crassiceps, a diferentes
tiempos de la infeccién, mostraron que los ratones vacunados
génicamente con VW2-1 presentaron disminuciones de la carga
parasitaria del 60-88%. La respuesta por inmunizacion génica
indujo niveles altos de anticuerpos IgG2a, especificos hacia la
paramiosina (2:1 en el balanceTh1/Th2), asi como buenos indices
de estimulacion en células de bazo cultivadas in vitro  con
paramiosina recombinante.

En la etapa final de este proyecto doctoral, y con el propésito
de optimizar la estrategia de inmunizacion génica, se desarrollo
una nueva generacion de vectores plasmidicos que contienen la
secuencia codificadora del fragmento protector de la pramiosina
(VW2-1) pero con el uso de codones adaptado para mamiferos
(synVW2-1), asi como de varias citocinas del cerdo y del ratén,
como agentes moduladores de la respuesh inmune. Los ensayos
comparativos de inmunizacién génica mostraron que la edicion
en la preferencia de codones, tiene un efecto significativo en la
magnitud de la respuest a inmune evaluada por anticuerpos y
células. Finalmente, los ensayos de vacunacién génica con
synVW2-1 en contra la cisticercosis murina por T. crassiceps,
resultaron enuna disminucion de la carga m@rasitaria de 43-48%,
similar a lo obtenido con recVW2-1.

Los ensayos preliminares de vacunaciéon con recVW2-1 y
con synVW2-1 en contra de la cisticercosis porcina, también
resultaron en una disminucion de la carga parasitaria que varia
entre el 40y 50%. Los altos titulos de anticuerpos detectados en
los sueros de los cerdos inmunizados génicamente con synVW2-
1, que ademas se mantuvieron por mas de cinco meses, sugieren
que esta estrategia puede resultar en el desarrollo de una vacuna
eficaz, econdmica y de facil aplicacién en contra de la cisticercosis
porcina.

ABSTRACT

The development of a vaccine against porcine
cysticercosis, together with other sanitary and educational
measures, might contribute to eradicate this parasitic
disease in Mexico and other endemic countries. Our group
has characterized the protective potential of the immune
response against Taenia solium paramyosin (TPmy), which
is a 98 kDa protein with a supercoiled a-helical secondary
structure. TPmy is a muscle protein which has the property
of binding to C1q and inhibiting the complement cascade.
Therefore, TPmy has been proposed to be involved in a
parasite strategy to modulate the cysticercotic host immue
response. Moreover, immune-enzymatic assays also
revealed that TPmy is frequently recognized by sera
collected from neurocysticercotic patients, suggesting that
this antigen is a target for the host immune response.

Vaccination studies in the murine model of cysticercosis
by Taenia crassiceps showed that mice immunized with the
recombinant amino terminal fragment of TPmy (VW2-1),
consistently reduced levels of worm burden (> 50%) af ter
an intraperitoneal challenge with cysts, similar to that
obtained with the full-length TPmy . The outcome of the
protective immune response induced in mice immunized with
the recombinant VW2-1 is related to a Th1 profile.

Genetic vaccination studies were conducted in mice
immunized with VW2-1. Plasmid vectors car rying the
sequence for VW2-1 were shown to effectively induce the
expression of paramyosin in transfected mammalian cells
cultured in vitro. Results from protection assays using
genetic vaccination with VW2-1, carried out at different
stages of the infection, shown a reduction of the parasite
load of about 60-88%. Genetic immunization of mice with
VW2-1 resulted in high titers of anti-TPmy IgG2a antibodies
(2:1, Th1/Th2 balance), as well as high stimulation indexes
of spleen cells stimulated in vitro with recombinant TPmy

In order to optimize the genetic immunization strategya
new coding sequence for VW2-1 witha codon usage adapted
for mammalian cells (synVW2-1) was developed using gene
building procedures. An extensive comp arison of the
outcomes of the immune responses elicited in mice
genetically immunized with the wild-type VW2-1 and with
synVW2-1 consistently showed higher antibody and cellular
immune responses with the synthetic gene. Mice that were
genetically immunized with synVW2-1 and challenged by
intraperitoneal inoculation of T . crassiceps cysticerci,
showed 43-48% reduction in parasite burden, similar to that
previously obtained with the recombinant VW2-1 protein.

Preliminary protection assays in pigs genetically
immunized with synVW2-1 showed a reduction of the
parasite load between 40-50%. Additionally, high titers of
anti-TPmy antibodies were found in the sera of pigs
genetically immunized with synVW2-1, detectable at least
five months af ter the immunization, suggesting this
vaccination strategy might result in the development of a
low-cost and efficient vaccine against porcine cysticercosis.

ABREVIATURAS: TPmy (paramiosina de Taenia solium), VW2-1 (fragmento amino terminal de laTPmy); wtVW2-1 (secuencia codificadora
silvestre del fragmento VW2-1); synVW2-1 (secuencia codificadora sintética de VW2-1 con el uso en las preferencias de los codones
adaptada para mamiferos); IgG (inmunoglobulinas de tipo G); IgG1 (IgG del isotipo 1); IgG2a (IgG del isotipo 2a); ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay); IL-4,1L-10, IL-12 (interleucina 4, 10, 12); IFN-y (interferén gama); CRT (calreticulina de T. solium); PCR (poly-
merase chain reaction); Th1 6 Th2 (linfocitos T de ayuda de tipo 1 0 2); CHO (células de ovario de hamster chino); COS-7 (células de rifidn
de mono); E. coli (Escherichia coli); PBS (solucion amortiguadora de fosfatos); BSA (albumina sérica bovina).



5 CARLOS F. SOLIS TESIS DOCTORAL

ADVERTENCIA

Parte de los resultados de esta tesis se encuentran en la seccién de anexos en forma de articulos publicados
en revistas especializadas, numeradas en orden cronoldgico, a los que se hace referencia en los capitulos de
Resultados y Discusién. Los Anexos 5 y 6 forman parte de un proyecto desarrollado de manera conjunta entre J.
Vazquez-Talavera y yo, lo que resultd en otra tesis [166], ademas de la presente. En Idsnexos 4 y 5, se describen
resultados de experimentos de vacunacion en contra de la cisticercosis murina por Taenia crassiceps, en ratones
inmunizados con productos recombinantes de la paramiosina de Taenia solium; asi como una caracterizacién
parcial de la respuesta inmunoldgica del ratén y del humano. En el Anexo 6, también se reportan algunos aspectos
de caracterizacion de la respuest inmune celular y humoral hacia los fragmentos recombinantes de lagramiosina,
en pacientes sanos y neurocisticercosos. En los Anexos 1y 4 se muestran los resultados de vacunacién génica
en el modelo murino de cisticercosis.

Las publicaciones presentadas en losAnexos 2, 3, 7 y 8, son el resuftdo de colaboraciones con otros miembros
del grupo 6 con otros grupos de investigacién, en cuestiones afines al presente proyecto de tesis, pero que no
forman parte del tema principal a que se refiere est a tesis. En consecuencia, estos Anexos no se describen o
mencionan en los capitulos de Resultados y Discusién. En el Anexo 8, se encuentra un articulo que presenta la
caracterizacion, mediante técnicas de Phage-display, de epitopos B de la paramiosina de T. solium. En el Anexo
2, se reportan los resultados de un trabajo de investigacién en donde se utilizaron los fragmentos recombinantes
de la paramiosina de T. solium, para modular el arreglo esp acial de las moléculas del receptor scavenger en la
superficie de células, para disparar eventos de internalizacién de lipoproteinas. Ademas, otros hallazgos in vitro
revelaron que la paramiosina de T. solium tiene propiedades pro-apoptéticas, lo cual sugiere que podria tener
otras funciones disuasivas de la respuest a inmune del huésped cisticercoso. En el Anexo 3, se describe la
caracterizacion de la calreticulina de la T. solium, antigeno que recientemente hemos incorporado a los ensayos
de vacunacion en contra de la cisticercosis. Finalmente, en elAnexo 7 se report6 la respuest a estrés térmico de
T. soliumy T. crassiceps, mediante marcaje metabdlico de cisticercos cultivados in vitro, o cual permitio identificar

varias proteinas de estrés.

INTRODUCCION

Biologia del parasito
Ciclo biolégico de la Taenia solium

Entre los céstodos de la familia Taeniidae se
encuentran algunas especies de helmintos que parasitan
al hombre y a sus animales domésticos. Estos parasitos
presentan ciclos de vida en los que interviene un huésped
definitivo y uno o mas huéspedes intermediarios (Fig. 1).
El huésped definitivo es generalmente el depredador del
intermediario. En el casode la T. solium, el huésped
definitivo es el ser humano y el intermediario es el cerdo.

La Taenia solium a dulta es un gusano que puede
medir mas de cuatro metros de largo, de color
blanquecino, y que se aloja en el intestino del huésped
definitivo, causando la llamada teniosis. La Taenia posee
una estructura cefalica anterior denominada escélex,
provista de ganchos y ventosas que le permiten fijarse a
la pared intestinal del hombre (Fig. 2). En la parte inferior
del escolex se forma un cuello que es una region germinal
en la que se originan los llamados proglétidos o
segmentos. Los proglétidos unidos entre si forman el
estrébilo. A medida que se alejan del escdlex, los
proglétidos muestran un grado creciente de
diferenciacion, encontrandose segmentos maduros en
la parte media del e strébilo. L os proglétidos maduros
constituyen unidades de reproducciéon ya que poseen
tanto genit ales masculinos como femeninos.

Los proglétidos mas distles al escoex muestran un utero
ramificado lleno de huevos (~ 50,000 en cada uno) por lo
que se les llama gravidos (Fig. 3). Los proglétidos gravidos
se liberan de la Taenia espontaneamente y se desechan
en las heces del huésped humano teniasico.

Los proglétidos se descomponen en las heces, y liberan
los huevos que contienen los embriones u oncosferas
hexacanto, que alcanzan al huésped intermediario (cerdo)
por ingestién directa de las heces de teniasicos, o por
consumo de agua o alimentos cont aminados.
Las enzimas digestivas y las sales biliares del huésped
intermediario activan la oncosfera contenida en el huevo
que penetra la p ared intestinal y alcanza los capilares
linfaticos y sanguineos p ara conducirla a una gran
variedad de érganos y tejidos (tejido subcutaneo, musculo
esquelético, cerebro, ojos, etc...), en donde se desarrolla
hasta convertirse en la forma larvaria o cisticerco.

El hombre, al igual que el cerdo puede actuar como
huésped del cisticerco (intermediario) por ingestion de
agua o de alimentos contaminados.

El ciclo de vida se cierra cuando el hombre ingiere
larvas viables al consumir carne de cerdo cisticercoso.
Nuevamente, los componentes de la bilis (enzimas
proteoliticas y sales biliares) inducen al cisticerco a
evaginar y anclarse al epitelio de la primera parte del
intestino delgado para desarrollarse en el gusano adulto
comunmente conocido como solit aria.
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FIG. 1. Ciclo de vida de Taenia solium. El hombre es el huésped
definitivo del estadio aldulto de la Taenia solium. El teniasico arroja
en las heces fecales segmentos dela  Taenia (proglétidos), que
contienen miles de huevos, que alcanzan al huésped intermediario
que es el cerdo. El hombre, al igual que el cerdo, puede actuar
como huésped intermediario por ingestion accidental de alimentos
0 agua contaminada con huevos de Taenia solium. Finalmente, el
ciclo se cierra cuando el hombre ingiere carne de cerdo con
cisticercos. El cisticerco ingerido, evagina por la accion de las
enzimas digestivas y sales biliares, y se ancla a lagred del intestino
del hombre en donde se desarrolla como un gusano largo y
aplanado de varios metros.

La teniosis-cisticercosis humana y porcina

La teniosis se caracteriza por el alojamiento de la fase
adulta de T. solium en el intestino del hombre. Esta
relacién puede mantenerse est able por largos periodos
de tiempo (varios me ses 6 anos). Una vez alojada , la
Taenia absorbe nutrientes del contenido intestinal del
huésped a través del sincicio celular del tegumento, los
cuales toma por difusién o transporte activo de moléculas
organicas de bajo peso molecular y probablemente

absorbe también por endocitosis [26]. La teniosis se
considera un padecimiento de curso clinico benigno que
llega a present ar sintomas como hambre dolorosa,
anorexia, indigestion cronica, periodos alternos de diarrea
y constipacion, sintomas nerviosos de origen toxico y
eosinofilia [174]. Generalmente, el diagndstico se lleva a
cabo con la deteccion de los proglétidos ent  amizados
de heces o bien por la observacién de huevos en
examenes coproparasitoscoépicos. El parasito puede ser
desalojado del intestino del huésped mediante el uso de
medicamentos altamente efectivos como la Niclosamida
o el Paraziquantel [42, 54]. En algunos casos, la Taenia
se libera de forma espontanea y en otros se emplean
remedios caseros (Teofrasto describié el uso de extractos
de raiz de helecho macho hace mas de 2000 afios) que
purgan el sistema digestivo del p aciente liberando al
parasito. Desafortunadamente en ambos casos no
siempre se desecha de forma adecuada lo que puede
generar un foco de infeccion por los huevos contenidos
en los segmentos que forman el llamado estrébilo de la
Taenia. La teniosis es un p adecimiento con
consecuencias moderadas para el paciente pero que
constituye un foco de infeccion const ante ya que la
incidencia de cisticercosis porcina y humana alrededor
de un teniasico aumenta considerablemente [31, 136].

La cisticercosis es una enfermedad p arasitaria que
resulta de la ingestion de huevos de la fase adult ade T.
solium. El hombre al igual que el cerdo puede desarrollar
esta enfermedad parasitaria al ingerir estos huevos
microscopicos. La cisticercosis humana y porcina se
caracteriza por el est ablecimiento de la fase larvaria de
T. solium en 6rganos y tejidos del huésped. Desde el punto
de visita clinico, existen dos categorias de p acientes
cisticercosos: los asintomaticos y los sintomaticos. Estos
ultimos a su vez se clasifican en cuatro grupos de acuerdo
a la localizacién del p arasito (cisticercosis diseminada,
oftalmocisticercosis, neurocisticercosis y cisticercosis
mixta) [6, 131]. El huésped puede reaccionar en forma
variable al entrar en cont acto con el p arasito, que al
alojarse en diversas zonas del cuerpo, dificult a el
reconocimiento de una sintomatologia definida. La
demostracioén directa del parasito para el diagnéstico de
la cisticercosis por medio de una biopsia, soélo es posible
cuando la localizaciéon del parasito es subcutanea o
muscular. En la localizacién cerebral, se requieren
métodos indirectos como puede ser los estudios
radiografico simples, que result an utiles cuando los
cisticercos estan calcificados (Fig. 4), o bien la tomografia
axial computada con o sin medio de contraste, o la
resonancia magnética nuclear, que descubren t anto
parasitos vivos (hipodensos) como calcificados
(hiperdensos), y la serologia, buscando anticuerpos en
contra de antigenos p arasitarios, o anticuerpos
especificos, en suero o liquido cefalorraquideo, por medio
de hemaglutinacioén, ELISA [10, 37, 80], entre otros.
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FIG. 2. Escdlex de un cisticerco de Taenia solium evaginado,
observado con un microscopio electronico de barrido (Tomado de
Carfiedo et al., 1982).

Las manifestaciones y sintomas de la cisticercosis
humana varian considerablemente, aunque por lo general
se agudizan en casos de neurocisticercosis y van desde
cuadros epilépticos a cefalalgia, desordenes mentales e
hipertension endocraneal [162]. Existen también otras
formas de cisticercosis como son la cisticercosis ocular y
la cisticercosis subcutanea, que pueden ocasionar fiebre
y mialgia. Existen casos en los que la respuesta inmune
se torna aguda a pesar de un cuadro inicial asintomatico,
pero también existen casos en los que la respuest a por
parte del huésped se revierte de tal forma que los
sintomas desaparecen por largos periodos de tiempo e
incluso de manera permanente. Los cisticercos alojados
en el cerebro pueden llegar a producir la muerte del
paciente por hipertensién endocraneal, mientras que los
localizados en otras regiones del cuerpo pueden pasar
desapercibidos durante largos periodos. Diversos
reportes indican que la neurocisticercosis es la princip al
causa de cuadros convulsivos en el mundo [44, 91, 134,
148]. Por ejemplo, estudios realizados en el Peru sugieren
que la cisticercosis humana es la causa del 12% de los
desordenes neurolégicos y del 20% de los casos de
epilepsia en hospitales [47].

La cisticercosis porcina se caracteriza por la
infestacion de diversos érganos y tejidos del cerdo (tejido
muscular, cerebro y lengua princi@lmente). La infestacion
generalmente se diagnostica por inspeccion direct a de
la lengua o por inspeccion post-mortem de la carne del
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cerdo (Fig. 5). En algunos casos la carga parasitaria de
los cerdos cisticercosos llega a alcanzar la décima parte
del peso corporal del cerdo, lo cual disminuye
considerablemente el valor comercial del animal, ademas
de que se convierte en un foco potencial de dispersion
de la enfermedad. A pesar de ello, un gran niumero de
cerdos cisticercosos se distribuyen clandestinamente para
consumo humano (Fig. 6). En la mayoria de los rastros
de nuestro pais, los inspectores detectan y eliminan a los
cerdos infectados, sin embargo, cuando la infestacién es
minima (uno o dos cisticercos en la parte del animal
inspeccionada), puede pasar desapercibida en la
inspeccion veterinaria [1].

La importancia de la cisticercosis
Epidemiologia de la cisticercosis

La cisticercosis es un problema de salud en México y
en otros paises subdesarrollados de Latinoamérica, Asia
y Africa [13, 40, 108, 115, 119], e incluso en paises
desarrollados como Estados Unidos y en varios paises
europeos en donde el gran flujo de migrantes
provenientes de zonas endémicas ha provocado un
aumento en la incidencia de esta enfermedad parasitaria
[50, 126, 138, 154].

La prevalencia de la cisticercosis humana en paises
latinoamericanos es dificil de calcular (Cuadro 1), pero
se estima que en Latinoamérica alrededor de 75 millones

FIG 3. Sistema reproductor de Taenia solium. (A) Micrografia de
un proglétido gravido de  T. solium . (B) Micrografia del Utero
ramificado de un proglétido gravido lleno de huevos de  T. solium.
(C)Huevos de T. solium vistos mediante microscopia de luz (arriba)
o0 mediante microscopia electrénica (abajo). (D) Micrografia
electrénica de barrido de una oncésfera de T. solium rodeada por
el embridforo (Tomada de Laclette et al., 1982).
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CUADRO 1. Seroprevalencia de ka cigticercosis humana en varios paises de América, Asiay Afiica.

Presencia de anticuerpos en contra de Taeniz sali en sueros cbtenidos a partir de muestrens” Referencias
Bdlivia 22% encomunidades rurales (37% en cerdos). [18]
Brasil 0.3% de loz pacierte s gque azisten a hospitales generdes. [3]
21% en comunidades rurales. [15]
Chile 1.1% en comunidades rurales. [3]
Camnern 18.3% en pacientes con cuadro de epilepsia w14 8% en padentes sanos. [34]
Chira, Carea, Indonesia v Yignam 0.02 -12 5% de la poblacidn shista. [119]
0.1- 6% detenioziz en poblacion shietta.
Egtados Unidos de América 1.3% en una com unidad judia. [108]
10% entrabeg adores inmigrantes de Caroling del Morte. [24]
3 hospitdizaciones, 43 nuevos cesos dagnodicados v 6 decesos [161]
en & edado de Oregon, en | perioda de 19952000,
124 decesos en el estado de Cdifornia (1955-2000). [147]
E cuachor 4 9% en una region endémica de loz Andes. [124
Gudemala 10 -17% en dos comunidades mirdes. [48]
Indiz 10.4% de una muestra de pacientes con cuadros de epil epsia, [100]
M 37 -12.2% ok la pobkacion shierta, [40]
Mozambigue 20.8% en una muesra de nifos de laMaouto. [113
Occidente de Africa 1.3 - 2.4% de pobladiones abiertas en Tooo v Benin. [152]
Per 71-26 9% en zoras endémices. [45, 4E]

Aoz catos reportados == bassn en egtudos serdddicos por inmuno-sledrotransferencia v ELISA,

de personas viven en zonas endémicas @ra cisticercosis
y que aproximadamente 400 mil personas presentan
sintomas de la enfermedad [12]. En México, los datos
mas recientes indican que entre el 0.2 y 2.4% de la
poblacién abierta padece de teniosis mientras que entre
el 3.7 y el 12.2% present an anticuerpos en contra del
cisticerco [40]. Sin embargo, la presencia de anticuerpos
en el suero es un indicador de cont acto con el p arasito
pero no necesariamente de infeccion. Estudios
seroepidemiolégicos realizados en otros p aises de
Latinoamérica como el Peru, revelan que en las zonas
endémicas el porcentaje oscila entre 7.1-26.9% [45],
mientras que en Bolivia puede alcanzar hasta el 22% en
comunidades rurales [18]. EnAsia, paises como Vietnam,
China, Corea e Indonesiamuestran también altos indices
de seropositividad, lo que indica un alto grado de
exposicion al parasito, con porcentajes que oscilan entre
0.02y 12.6% [1 19]. Se trata pues de una enfermedad
parasitaria de dimensiones globales, que en los ultimos
afos se ha convertido en foco de atencion en p  aises
desarrollados [46, 126, 135].

Aspectos socio-econémicos de la cisticercosis
La cisticercosis tiene consecuencias socioeconémicas
pues se trat a de un problema de salud publica que
ademdas merma la produccion de carne ya que al

detectarse un cerdo cisticercoso por inspeccion
veterinaria en los rastros, la carne es decomisada. En
nuestro pais se presentan condiciones socioecondémicas
y habitos fuertemente arraigados que contribuyen al
mantenimiento de la cisticercosis en amplios s ectores
de la poblacion [175]. Esta enfermedad se agudiza en
zonas rurales en donde la falt a de higiene y la crianza

FIG. 4. Seccion de un cerebro humano con varios cisticercos
(ver flecha).
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rustica de cerdos, favorecen el est ablecimiento y la
continuidad del ciclo biolégico de T. solium (Fig. 6). En
zonas las urbanas la incidencia de la cisticercosis es
menor, sin embargo las condiciones de insalubridad que
persisten en algunos rastros, asi como el alto indice de
defecacion al aire libre mantienen latente la posibilidad
de infeccion.

Estrategias para el control de la cisticercosis

Medidas preventivas contra la cisticercosis

La teniosis-cisticercosis es un problema complejo
de salud que incluye aspectos econémicos y culturales,
ademas de los bioldgicos del propio p arasito y sus
huéspedes. La interrupcion de la transmision de la
teniosis-cisticercosis requiere de medidas combinadas
que incluyan la educacioén acerca de la e nfermedad
entre la poblacién rural [137], la inspeccion veterinaria
en rastros y comunidades, las campanas de
desparasitacion de teniasicos [136], el manejo
adecuado de los e xcrementos humanos [175], el
manejo y procesamiento de la carne de cerdos
infectados, asi como algunas otras herramienis como
el desarrollo de vacunas y/ode huéspedes resistentes
que ayuden a controlar la enfermedad.

Algunas de las medidas basicas que se han
propuesto para la prevencion de la teniosis-cisticercosis
en la poblacién en general, tienen que ver
principalmente con una buena higiene y con el
procesamiento adecuado de las heces fecales
(Cuadro 2). Para algunos autores resulta fundamental
informar y concientizar a la poblaciéon sobre el temade
la cisticercosis: recientemente, un grupo de
investigadores canadienses se propuso desarrollar
material didactico relacionado con la teniosis-
cisticercosis dentro de un sistema multimedia con el
propésito de educar a la poblaciéon mundial sobre esta

FIG. 6. Expendio e carne en un mercado sobre ruedas de
Meéxico.

enfermedad parasitaria lo cual revela en buena medida
la preocupacion que también ha despertado esta
enfermedad en paises desarrollados [133].

Otros autores han propuesto, ademas de las medidas
sanitarias y educativas, el trat amiento masivo de la
poblacién principalmente en zonas endémicas como una
medida de prevencion y erradicacion de la teniosis/
cisticercosis [118, 136]: un grupo de investigadores del
Peru ha propuesto un nuevo protocolo @ra el tramiento
de teniasicos que consiste en implementar el uso de un
agente purgativo ademas del tratamiento con Niclosamida
lo cual facilita que el teniasico arroje a la Taenia en su
totalidad y en mejores condiciones para su identificacion
[62].

En las zonas rurales con alta incidencia de teniosis/
cisticercosis, la disponibilidad de una vacuna en contra
de la cisticercosis porcina, aunque de dificil aplicacion,
podria convertirse en un factor importante para el
control de la enfermedad, t al y como lo sugieren
algunos reportes [59].

Mecanismos inmunolégicos de la proteccion en
contra de la cisticercosis

Actualmente, poco se sabe sobre los mecanismos
involucrados en la proteccion y destruccion del prasito.
Existen, sin embargo, varias observaciones realizadas
en modelos experimentales, asi como en pacientes y
en cerdos cisticercosos que han permitido adelant ar
posibles explicaciones e hipotesis al respecto.

Los mecanismos de la respuesta inmune del
humano y del cerdo que se han propuesto como
importantes para la proteccion y destruccién del
cisticerco, dependen de la et apa de desarrollo del
parasito. Se ha propuesto que los anticuerpos son
importantes para resistir a la infeccién con huevos de
Ténidos. Una de las hipétesis mas acept adas a este
respecto, sugiere que la destruccion de las oncosferas
estaria mediada, en etapas tempranas de la infeccion
con huevos, por anticuerpos y complemento [83, 84].
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CUADRO 2. Medidas para la prevencion dela cisticercosis’

Medidas pearsonales

Tratamiento de lateniosziz
Lavarse las mancs antes de comer
Lavarze las mancs antes de preparar dimentos

Lavarse las manos después deird kafio
Mo consumir carne con cidiceroos

Medidas higiénicas

Ewitar & defecar d aire libre; de no ser posible
Cubtir la materia fecal con ca
Erterar la materia fecal
Guemar lamaeta feca

Cocinar auficientetiempo la came de cardo

Congelar la came de cerdo antes de consumirla
Lavar frbas v verduras lo meor posible

Medidas porcicolas

Ewitar que los cerdos deambuen libremente

Impedir el acceso de los cerdos a la maera fecd
Evitar & accesode los cerdos alss 1irnas

Impedir el acceso de los cerdos a la basura

Mo defecar en las porguerizas

Mo compear ni vencer carme de cerdo con cisticercos

® Tomado de Flizser & &, 1997,

Algunas observaciones hechas en rat as indican que
la resistencia natural pasiva en contra de la infeccién
con huevos de Taenia taeniformis, transferida de
madres a crias durante la lact ancia, podria est ar
mediada por inmunoglobulinas de tipo IgA [176]. Sin
embargo, se cree que la resistencia mediada por
anticuerpos y complemento, se pierde una vez que las
oncosferas desarrollan sus microvellosidades [123]. En
estudios mas recientes, en donde se vacunaron a
ovejas con un antigeno recombinante de oncosfera
(45W) en contra la cisticercosis por Taenia ovis, se
encontré que la disminucién de la carga parasitaria
posterior al desafio con huevos de T. ovis, esta
asociada con altos niveles de anticuerpos de tipo IgG1
e 1gG2 que se sabe son capaces de activar
complemento [128]. Sin embargo, en el caso de las
ovejas, no se encontré una co-relacion entre los niveles
de IgA y la proteccién inducida por la vacunacion con
45W.

Por otra parte, se ha propuesto que algunas células
inmunitarias son import antes para la destruccion de
las larvas alojadas en los tejidos del huésped
cisticercoso. Se ha observado que el parasito puede
sobrevivir por largos periodos de tiempo, aun dentro
de pacientes cisticercosos con altos niveles de
inmunoglobulinas circulantes de tipo G (IgG) dirigidas
en contra del parasito. Incluso se han encontrado altos
niveles de anticuerpos en el fluido vesicular de
cisticercos vivos extraidos de pacientes y cerdos
cisticercosos [7]. Estas observaciones sugieren que la
respuesta mediada por anticuerpos afecta poco al

estadio larvario de T. solium. Ademas, se sabe que el
cisticerco posee mecanismos propios para
contrarrestar la respuest a inmune del huésped. En
efecto, se han descrito receptores para la porcion Fc
de los anticuerpos en la superficie del cisticerco que
supuestamente promueven la formacién de una
cubierta de moléculas del huésped en la superficie
parasitaria, lo que disminuye su reconocimiento inmune
[65]. También se tienen evidencias de que el cisticerco
es capaz de desviar, y de modular la respuest inmune
del huésped, liberando ciertos antigenos en la interfase
huésped-parasito [149]. En cuanto a la respuest a
inmune mediada por células, algunos autores sugieren
que la presencia de eosinodfilos es relevante en los
procesos involucrados en la destruccién de las larvas.
Se ha descrito la presencia de varios tipos celulares
en la periferia de cisticercos en proceso de destruccion
como son eosindéfilos, monocitos, linfocitos,
macrofagos y células epiteliales. Sin embargo, los
eosindfilos parecen jugar un papel principal en la
destrucciéon de las larvas ya que la inmunizacion
protectora induce eosinofilia [102, 104, 111]. Las
observaciones directas del proceso de destruccion
alrededor del cisticerco, revelan la presencia de
eosindfilos en la regidon mas interna de la reaccion
granulomatosa, en donde estas células degranulan y
se infiltran en el tegumento de las larvas. La impo&ncia
de los eosindfilos en contra del esadio larvario ambién
ha quedado de manifiesto en la cisticercosis hepatica
que desarrollan las ratas desafiadas con huevos de T.
taeniformis en donde, al parecer, contribuyen a la
eliminacion de las larvas alojadas en el higado [176].
Otras observaciones realizadas en ratones desafiados
con huevos de T. solium o T. saginata por via
intravenosa, mostraron la presencia de macrdéfagos,
linfocitos y otras células plasmaticas, lo que sugiere
que los eosinofilos no confrontan a las larvas en etapas
tempranas de su desarrollo, sino que mas bien se
reclutan en contra de etapas tardias, como ya se ha
mencionado que ocurre en el cerdo [103]. En el caso
de la cisticercosis murina por Taenia crassiceps, se ha
encontrado que la protecciéon esta asociada a la
presencia de linfocitos T de ayuda de tipo 1, junto con
niveles altos de interferon(IFN)-y e interleucina(lL)-12
[155]. En contraste, el desarrollo y la progresion de la
infeccion en los ratones desafiados con cisticercos de
T. crassiceps esta asociada a un perfil de tipo 2,
acompafiado de niveles altos de interleucina(lL)-4 e
interleucina(IL)-10 [156].

Finalmente, cabe mencionar el escaso estudio
sobre los posibles me canismos mediadores de la
proteccioén en los trabajos mas recientes de vacunacion
en contra de la cisticercosis porcina, en donde se han
alcanzado altos niveles de proteccion, incluso cercanos
al 100%. Las evidencias hast a ahora indican que la
respuesta humoral es importante para la proteccion en
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CUADRO 3. Candidatos a vacuna en contra de la cisticercosis

TESIS DOCTORAL

Artigenos Réditnen de vacunacian Tipo de cigticeroosis Froteccidn (%"  Referencias
Cisticercoz de 7 sodim Exracto crudo P orcing = [101]
50 [139]
Exracto crudo Muring par T, crassicepns 91 [140]
Huewvos de 7. soitm Exracto crudo P arcing a1 [51]
100 [1E7]
&9 [116]
T=0L18 Producta recambinante F orcing 99 —100 [33]
T=0oL4s Producta recambinante P arcing 47 — 97 [39]
P aramiozing Producta recambinante Muring par T, crassioeps 52-55 [165]
Wacunacion génica huring por T crasskeps 43— 47 [144]
Wacunacion génica P orzina g5-199 [16]
Taol1d Wacunacion génica huring por 7. crassioepns a7 —81 [127]
o Wacunacion génica P arcina 53—193 [51]
Producto recombinante F2-85 [51]
Wacunacion génica + 73 [171]
producto recombinarte
Glutation S-Transferasa Producta recambinante Muring par 7. crassicens 44 -390 [169]
KETeT Wacunacion génica Muring por T, crasskeps B3—79 [#]
GH1(Gve -Seras KETCT) Pépticio sintético huring por 7. crassioens g5 —195 [159]
KETc Péptido sintético hurina por T crassicens B7 —100 [158]
WET:12 Pépticio sintético huring por T, crasskeps 52 —08 [158]
WETet, KETc12, GHAKET M) Fago recombinarte P arzina 4295 [93]
Péptidos sintéticos P arcing a5 [59]
Péptidos sintéticos huring por T, crassiceps 53—100 [158]
450 16K, 18K ([ 7 ovig) Producta recambinante F orcing 74 [116]
Epitopo PT1 (T, crassicepns) Fago recombinarnte Murina por T crassiceps g0 [94]

a . . - . - . - . .
El efecto de la vacunacion == estimd com o una reduccion de la carga parasitata promedio, con relacion a un ghupo de animales control no

wacUnados o inoculados con un placeho zeqln & caso.

contra de la infeccién con huevos, mientras que
algunas células de la respuesta inflamatoria participan
en la destruccion de las larvas.

Los resultados de proteccion mas exitosos en contra
de la cisticercosis porcina unicamente se han logrado
con antigenos est adio especificos. Por ello result a
importante que, en el desarrollo de una vacuna en
contra de la cisticercosis, se incluyan componentes
protectores tanto en contra de la infeccion por huevos,
asi como en contra de las larvas.

Hacia el desarrollo de una vacuna

Actualmente se llevan a cabo grandes esfuerzos
por parte de varios grupos para desarrollar una vacuna
en contra de la cisticercosis causada por T. solium
(Cuadro 3). Se han propuesto varias estrategias
basadas en el uso de extractos crudos d el parasito

[101, 167], productos recombinantes [39, 51, 165],
péptidos sintéticos [59], fagos [93] e inmunizacién
génica [51, 127, 144, 145, 171]. Los altos niveles de
proteccion en cerdos presentados por varios de estos
grupos, sugieren que el desarrollo de una vacuna en
contra de la cisticercosis es posible.

Quiza el prospecto mas avanzado de vacuna
propone el uso de péptidos sintéticos heterélogos de
T. crassicep s que en pruebas de vacunacion en el
campo inducen una disminucion de la carga prasitaria
casi total [59]. Por otra p arte, el uso de antigenos
recombinantes de oncosfera en contra de varios
céstodos / ténidos entre los que se encuentranT. ovis,
T. saginata, T. solium,y Echinococcus granulosus,
parecen también altamente efectivos [83, 84]. Ensayos
recientes de vacunacion muestran que cerdos
mantenidos en condiciones controladas e inmunizados
con el producto recombinante de oncosfera
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FIG. 7. Diagrama clasico del patrén de arcos de precipitacion al
enfrentar un extracto crudo de cisticercos y sueros de pacientes
neurocisticercosos, mediante técnicas de inmuno-electroforesis

(Tomado de Flisser et al., 1986).

denominado TSOL18, producen niveles de proteccion
cercanos al 100% en contra de un reto oral con huevos
de T. solium [39]. Finalmente, se han reportado niveles
de proteccion también cercanos al 100% en cerdos
vacunados génicamente con un antigeno llamado cC1
que se expresa en el estadio larvario [51].

A pesar de que los reportes mencionados arriba son
altamente alentadores, el numero reducido de animales
empleados en est as pruebas de vacunaciéon p ara
evaluar la capacidad protectora de los candidatos a
vacuna, debido a las dificultades intrinsecas para llevar
a cabo la infeccion experimental en cerdos con huevos
de T. solium, también sugiere que la busqueda de
antigenos candidatos podria no estar terminada del
todo.

Nuestro grupo ha explorado recientemente el
potencial de otro antigeno candidato, como es el AgB
o paramiosina de Taenia solium (ver Anexos 1, 4 y 5).
Sin embargo, nuestros hallazgos contrast an con los
resultados reportados en cerdos vacunados
génicamente por otro grupo de chinos que report an
niveles de entre 99.5% y 84.9% mediante el uso de un
vector plasmidico que codifica p ara la misma
paramiosina [16]. Estos resultados son controvertidos
tomando en cuent a que en diversos reportes en

FIG. 8. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de la paramiosina de Taenia solium (Tomado de Landa et al., 1993). El peso molecular
tedrico de la paramiosina de T. solium es de 98,829.07 y su punto isoeléctrico es de 5.1.
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F IG. 9. Estructura de la paramiosina de Taenia solium. (A)
Representacion esquematica de la conformacion repetitiva 7/28
que adquieren los aminoacidos en una estructura de alfa-hélice.
Los residuos a, d, e, g son hidrofébicos mientras que los residuos
b, ¢, f, g son hidrofilicos. (B) Representacion esquematica de un
homodimero de p aramiosina formado por dos moléculas de la
proteina, en donde los residuos hidrofébicos (rojo) de ambas
cadenas polipeptidicas (arriba) interactuan entre si para estabilizar
la doble hélice (abajo), mientras que los residuos hidrofilicos
(amarillo) quedan expuestos. (C) Micrografia por sobreado raitorio
en donde se observan los filamentos de paramiosina (ver flecha)
(Cortesia de Cohen C.).

modelos experimentales de esquistosomiosis y
filariosis, ademas de los nuestros en el modelo murino
de cisticercosis por T. crassiceps en donde se ha
evaluado la capacidad protectora de la p aramiosina,
se han encontrado niveles de proteccién que oscilan
entre el 40 y el 60%.

En varios de los reportes de vacunacion en donde
se reportan niveles altos de proteccion, existe un
porcentaje de cisticercos que logran establecerse, lo
cual en condiciones de campo podrian mantener la
transmision del parasito. Por ello, pensamos que una
vacuna efectiva en contra de la cisticercosis debiera
basarse en un complejo de varios antigenos, tanto de
oncosfera como del estadio larvario, que permita inducir
un efecto tanto profilactico como terapéutico.

Antecedentes del proyecto

Esta tesis doctoral presenta algunos avances hacia
el desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis
murina y porcina, basada principalmente en la
paramiosina de Taenia solium. A continuacion se
describen los aspectos relevantes de la paramiosina
como candidato a vacuna, asi como los relativos al
modelo experimental de cisticercosis utilizado en las
pruebas de vacunacion. También se describen las
bases de la inmunizacién génica y el porque resulta
una estrategia atractiva para el desarrollo de vacunas
de uso veterinario.

TESIS DOCTORAL

El Antigeno B o paramiosina de Taenia solium

La paramiosina de T. solium es sin duda el antigeno
mejor caracterizado de este parasito. Originalmente, se
describié en pruebas seroldgicas como uno de los
antigenos de T. solium que los anticuerpos de pacientes
con neurocisticercosis reconocen con mas frecuencia
[43]. El nombre de antigeno B proviene de ensayos
clasicos de inmunoelectroforesis, realizados hace varias
décadas, en los que ap arecia frecuentemente como un
arco de precipit acion denominado B, cuando se
reaccionaban un extracto crudo del p arasito con
anticuerpos de pacientes cisticercosos (Fig. 7).

La primera evidencia de que elAgB correspondia a la
paramiosina de T. solium provino de secuencias farciales
de aminoacidos e identidad inmunolégica [71]. EI cDNA
de la paramiosina 0AgB de T. solium se aislé y caracterizd
a partir de una biblioteca de cDNA de cisticercos [78]. La
secuencia de aminoacidos deducida a p artir de la
secuencia nucleotidica codifica una proteina de 863
residuos de aminoacidos (Fig. 8), que tiene una identidad
del 75% con la paramiosina del trematodo Schistosoma
mansoni caracterizada también por nuestro propio grupo,
asi como un 35% con paramiosinas de nematodos como
Caenorhabditis elegans y Dirophilaria immitis [70]. Estos
resultados demostraron que el AgB es la paramiosina de
la T. solium (TPmy), por lo que en lo sucesivo se hara
referencia al AgB como la paramiosina.

Cabe mencionar que nuestro grupo describié
recientemente la estructura del gen de la paramiosina
de T. solium que contiene 13 intrones delimitados por
sefales de splicing convencionales [163].
La comparacion entre los genes de las paramiosinas
de T. solium, de Drosophila melanogastery de
Caenorhabditis elegans, no reveld, a diferencia de otras

HG. 10. Micrografia de un cisticerco alojado en el tejido musculo-
esquelético de un cerdo cisticercoso. En la parte superior de la
interfase huésped-parasito (ver flecha) se observan los paquetes
musculares del cerdo (PM) y enla parte inferior al cisticerco (C). Se
observa un escaso infiltrado inflamatorio el la periferia de la interfase
huésped-parasito (Cortesia de Laclette JP.).
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FIG . 11. Cascada del complemento. (A) Representacion
esquematica de eventos de las vias clasica y alterna del
complemento. La via clasica del complemento es activada por
complejos inmunes formados entre antigenos e inmunoglobulinas
del isotipo IgM 0 IgG . La via alterna es activada por superficies
microbianas y lipopolisacaridos complejos (p ared celular de
levaduras, endotoxinas, particulas virales). En ambas cascadas
del complemento, C3 es convertido a C3b por las C3 convertsas,
mientras que en la via clasica, C5 es convertido a C5b por las C5
convertasas. Durante los diversos procesos enzimaticos que
ocurren a lo largo de la cascada del complemento, se producen
tres anafilatoxinas que son C3a, C4ay C5a. El complejo de ataque
a membrana (MAC) es formado por la unién secuencial de C5b a
C6, C7, C8 y C9. Ambas cascadas estan finamente reguladas por
proteinas solubles en circulacion (inhibidor de C1, C4bp, factor H,
vitronectina, clusterina), asi como por proteinas acopladas a la
membrana celular (CR1, DAF, MCP, CD59). Las anafilatoxinas son
inactivadas por la N-carboxipeptidasa. (informacion tomada de
Makrides et al., 1998).(B) Micrografia electronica de barrido (izq.) y
representacion esquematica (der.) del C1q que es el primer
subcomponente de la cascada del complemento. El C1q esta
formado por un tallo central que tiene una estructura colagenoide,
del cual se desprenden seis brazos fibrilares. Cada uno de los brazos
fibrilares tiene una cabeza globular que se une a la porcién Fc de
los anticuerpos para fijar al complemento.

proteinas musculares, una organizacion de exones/
intrones conservada. Tampoco se encontraron
evidencias de sitios de splicing alternativo, lo cual
excluye en el caso de T. solium, la posibilidad de que

existan mini-paramiosinas como en el caso de D.
melanogaster.

La TPmy es una proteina de 98 kDa con alto contenido
de aminoacidos polares y una estructura secundaria de
alfa-hélice en méas de un 95% de la secuencia de
aminoacidos. Esta caracteristica resulta en la formacion
de homodimeros super-enrollados (Fig. 9) [25]. La TPmy
forma parte del musculo liso de los invertebrados y esta
relacionada con la propiedad de estos musculos de
mantener la contraccion sin gasto energético. La TPmy
es capaz de unirse a la colagena, lo cual permitié su
purificacién a p artir extractos crudos de cisticercos, a
través de un sencillo procedimiento de afinidad [72].
Debido a que laTPmy inhibe la cascada del complemento
[70], se le ha relacionado con la pobre respuesta
inflamatoria que se observa alrededor de los cisticercos
alojados en el tejido muscular del cerdo (Fig.10). Se ha
demostrado que la TPmy se une especificamente con el
C1qg que es uno de los tres subcomponentes del C1 (Fig.
11) [70]. El C1q se compone de 18 cadenas polipeptidicas
que forman seis cabezas globulares, unidas entre si por
brazos fibrilares que forman un tallo central. Los brazos
fibrilares y el tallo central tienen una estructura colagénica
y cada cabeza globular se une al dominio Fc de los
anticuerpos [122]. Puesto que la TPmy es cap az de
unirse a la colagena, ello sugiere que la interaccién con
el C1q se lleva a cabo a través de su region colagénica.
Los ensayos de correlacién estructura-funcion con
fragmentos recombinantes y péptidos sintéticos,
disefiados a p artir de la secuencia codificadora de
TPmy, revelaron que la region minima que se une al
C1q e inhibe la cascada del complemento incluye los
primeros 50 aminoacidos de su extremo amino terminal
(resultados no publicados).

Puesto que durante la activacion de la cascada del
complemento se producen varias anafilatoxinas
mediadoras de inflamacion (C3a, C4a y C5a), nuestro
grupo ha propuesto que la TPmy que secreta/excreta el
cisticerco impide la activacién de la cascada del
complemento en la vecindad del parasito. Nuestro grupo
también ha propuesto que laTPmy inhibe la produccién
de mediadores complementarios de inflamacién en la
interfase huésped-cisticerco y que desempeia un
papel inmuno-modulador de la respuesta del huésped
al disminuir el reclutamiento de células en la interfase
para evitar la confrontacién con su huésped humano o
porcino. [70, 73].

Un punto sin resolver es el mecanismo por el cual,
una proteina supuestamente muscular como la TPmy,
se secreta hacia la interfase huésped-parasito para
bloguear la cascada del complemento como una posible
estrategia de evasién inmune [70, 71]. Al respecto,
distintos estudios de inmunolocalizacién en S. mansoni
y S. japonicum, ademas de los realizados en T. solium,
han demostrado mas alla de dudas la presencia de
paramiosina en estructuras tegumentarias. Por lo



TESIS DOCTORAL

15 CARLOS F. SOLIS

L]
hutveciion $ «*
o S SAMBIENTE

N

RATON “go5— Sishicercos

rEproduiton  osssd!
POF QEMOS0NES N vivd & N Wil

NSRS

HG 12. Ciclo de vida de Taenia crassiceps. (A) El zorro es el huésped definitivo del estadio adulto deT” crassiceps. El raton es el huésped intermediario
del estadio larvario. Los cisticercos de T’ crassiceps son capaces de proliferar en forma asexuada, por gemacion. (B) Cisticercos de  Taenia crassiceps

observados por microscopia de luz. Se observa algunas gemas de cisticercos en proceso de reproduccion.

anterior, la TPmy es un candidato para el desarrollo de
una vacuna en contra de la cisticercosis. Mas adelante
se muestra que la respuesta humoral de los ratones y
de los humanos en contra de la paramiosina esta casi
totalmente dirigida hacia el extremo carboxilo, mientras
que en individuos sanos que habit an las mismas
regiones endémicas, se muestra una fuerte respuesta
humoral y celular en contra del extremo amino terminal
(ver Resultados). La hipétesis inicial del proyecto de
vacunacion es que si se genera una respuesta inmune
en contra del extremo amino dela TPmy podriamos
obtener niveles import antes de proteccion en contra
de la cisticercosis.

Otros grupos han propuesto a las paramiosinas como
antigenos candidatos a vacuna en contra de la
esquistosomiosis (mansoni y japénica) y varias filariosis
[96, 120, 153, 181]. Por ejemplo, en algunos de estos
reportes se ha podido mostrar que la inmunizacion de
ratones con p aramiosina confiere niveles de proteccion
de 62-86% en contra de un desafio con cercarias en el
modelo murino de esquistosomiosis. Algunos de estos
autores han mostrado que dicha proteccion se acompafia
por una respuest a asociada a un perfil de tipo Th1 en
donde los anticuerpos anti-paramiosina son capaces de
mediar citotoxicidad in vitro. Estudios menos recientes
revelaron que los anticuerpos monoclonales IgE anti-
paramiosina de S. japonicum inducen protecciéon en
contra de la esquistosomiosis murina, ademas de que
reaccionan por western blot con otras bandas

supuestamente diferentes a la paramiosina [67]. Sin
embargo al analizar los patrones de bandeo de estos
investigadores, queda claro que se trata de dimeros de
paramiosina o de productos de degradacién. En un
reporte mas reciente los autores caracterizan un epitopo
protector de esa paramiosina entre los aminoacidos Glu
301 hasta Ala 413; epitopo comun a las paramiosinas de
S. mansoni 'y de T. solium [110].

El modelo murino de cisticercosis

En los ultimos afos, se han adoptado una serie de
modelos experimentales en animales de laboratorio
para el estudio de la teniosis-cisticercosis [66]. E|
modelo de teniosis en hamsters susceptibles a la
infeccidn por via oral con cisticercos de T. solium
presenta una gran similitud con la teniosis humana
[105, 168]. Los modelos experiment ales de
cisticercosis murina por T. taeniaeformis en ratas [8,
124] o por T. crassiceps en ratones (Fig. 12), [56]
permiten el estudio de est a enfermedad p arasitaria,
asi como de los efectos curativos y preventivos de
farmacos o vacunas con relativa facilidad. Debido a la
dificultades que presentan los ensayos de proteccion
en cerdos, el uso del modelo experiment al de
cisticercosis murina por T. crassiceps representa una
alternativa para evaluar el potencial inmuno-protector
de candidatos a vacuna en contra de la cisticercosis.
El modelo murino de cisticercosis por T. crassiceps resulta
de utilidad para ensayos de proteccién ya que permite el
estudio de un gran numero de individuos genéticamente
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Fig. 13. Representacion esquematica de los procesos celulares
involucrados durante la expresion in vivo de antigenos administrados
por inmunizacion génica. El DNA plasmidico que contienen la
secuencia codificadora del antigeno de interés, alcanza el nucleo
de las células y utiliza la maquinaria de sintesis de proteinas para
llevar a cabo la expresion antigénica. En ausencia de secuencia
secretora, el antigeno administrado por inmunizacién génica es
enviado al citosol para posteriormente ser procesado y presentado
a los linfocitos en el contexto de las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC). Cuando el antigeno es expresado
como un producto de fusién con una secuencia secretora, este es
exportado hacia el espacio extracelular en donde es procesado por
otras células presentadoras de antigeno en circulacion.

homogéneos, es ademas de bajo costo y de facil manejo.
Por otro lado, se ha descrito un alto nivel de inmunidad
cruzada entre T. crassiceps y T. solium[140]. Por ejemplo,
se han reportado antigenos de T. solium que inducen
inmunidad protectora en contra de la cisticercosis murina
por T. crassiceps [140]. También se ha reportado un alto
nivel de reconocimiento cruzado por anticuerpos entre
ambas especies [68, 79], e incluso se ha propuesto
aprovechar este hallazgo para el inmunodiagnéstico de
la neurocisticercosis [121]. La cisticercosis murina se
induce por inyeccion intraperitoneal de cisticercos en
ratones susceptibles. A diferencia de T. solium, los
cisticercos de T. crassiceps se reproducen asexualmente
por gemacion (Fig. 12). L a posible funcion inmuno-
moduladora de la TPmy sugiere que, en caso de que
provea proteccion, estaria dirigida en contra del desarrollo
de los cisticercos, y no de su establecimiento en el
huésped. En el caso de antigenos especificos de
oncosferas, como el de la vacuna contra la cisticercosis
por T ovis y T. solium [39, 63], la proteccion se dirige
principalmente en contra de | as etapas tempranas en el
establecimiento de los cisticercos en los 6rganos y tejidos
del huésped [61, 83, 124]. Estas observaciones
constituyen una limit acién del modelo murino de
cisticercosis por Taenia crassiceps que solo p ermite
evaluar el efecto inmuno-protector de antigenos
candidatos a vacuna en contra del est adio larvario y no
en contra de la infeccién con huevos. La cisticercosis
experimental en ratas por Taenia taeniformis es mas
parecida a la cisticercosis humana y porcina en cuanto al

Fig. 14. Numero de articulos publicados por afio, relativos a
estudios de inmunizacion génica desde su aparicion [Tang et al.,
1992]. Los numeros report ados provienen de una busqueda
realizada en enero del 2005 en la base de datos del PubMed  httf:/

/www.ncbi.nih.gov/entrez).

proceso de infeccidn con huevos, sin embargo se ha
utilizado menos debido a la dificulad para producir tenias
adultas, que requiere gatos o zorrosEn cambio, el modelo
murino de cisticercosis por T. crassiceps solo depende
de la disponibilidad de ratones y de cisticercos que
proliferan rapidamente en el peritoneo de ratones
susceptibles (alrededor de 100 cisticercos/ratén/mes) y
se mantienen facilmente por p ases sucesivos entre
ratones.

A pesar de sus limitaciones, el uso del modelo murino
de cisticercosis resulta atractivo para los ensayos de
proteccion con antigenos en contra del est adio larvario,
ya que permite evaluar el desarrollo y la proliferacion de
los cisticercos alojados experimentlmente en el peritoneo
de ratones previamente inmunizados. Con ello, es posible
explorar inicialmente el potencial de antigenos candidatos
a vacuna en contra de la cisticercosis por T. solium.
Posteriormente es necesario realizar los ensayos de
vacunacion en cerdos para confirmar las observaciones
hechas en el modelo murino.

En el presente trabajo de tesis, se evalud la
capacidad protectora de la p aramiosina y otros
antigenos de T. solium en el modelo experimental de
cisticercosis murina por T. crassiceps, utilizando tanto
productos recombinantes como inmunizacion génica.
Posteriormente se llevaron a cabo ensayos iniciales
de proteccién en cerdos para certificar los hallazgos
realizados en el modelo de cisticercosis.

La inmunizacién génica

La inmunizacion génica es una estrategia reciente
de presentacién antigénica que consiste en inyect ar
en los tejidos del huésped, un DNA plasmidico que
contiene la secuencia codificadora de uno o varios
antigenos de interés (Fig. 13). EI DNA plasmidico entra
al interior de las células por mecanismos hast a ahora
poco conocidos y alcanza el nucleo donde se
transcribe, y expresa los antigenos en cuestion [64].
Las construcciones plasmidicas incluyen promotores



17 CARLOS F. SOLIS

CUADRO 4. Vacunas génicas en experimentacion
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Perra *
wirus el sindrome  Env, oag Ratidn [107, 148]
de Chargos
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Taenia solum sty Cerdo : [1E, 28,51,
KETCT Ratén 127,144, 145,
Tao18 1]
TPmy

Los simbalos | W

" ze refieren a repotes en donde == han

doarzado niveles de proteccidn parcial o totel respectivamente,
posterior @ un dessfiid con el sgente infecciczo. En dgunos casos,

2= ha repotado una inmunopacogia mas severa (@), postetor al
drmafic
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Fig. 15. La inmunizacién por medio de la pistola génica.
(A) Representacién esquematica del principio basico (izq.) de la
pistola génica (der.). (B) Los cartuchos de la pistola génica (der.),
alojan en el interior de sus orificio, anillos de plastico que constituyen
las balas del dispositivo. E stos anillos contienen micro particulas
de oro, previamente recubiertas con el DNA plasmidico, adheridas
a su superficie interior. Las micro particulas de oro-DNA son
disparadas con la pistola génica mediante una descaga de helio,
directamente en los tejidos del huésped (izq.).

virales que dirigen la expresion de los genes que a su
vez pueden ser expresados como productos de fusién
con secuencias secretoras que permiten el transporte
de las proteinas hacia el esp acio extracelular. La
inmunizacién génica es absolutamente especifica en
contra del antigeno codificado que se expresa in vivo,
lo que resulta en la produccion de anticuerpos y en la
estimulacion de células del sistema inmunit ario.

En los ultimos afios, la inmunizacién génica ha
cobrado fuerza y actualmente se exploran varias rutas
de inoculaciéon como son la intramuscular , la
subcutanea y la intradérmica (Fig. 14).También se han
desarrollado técnicas mas sofisticadas como es el uso
de la pistola génica (Gene-Gun) que es un dispositivo
que funciona mediante presion de helio comprimido
para expulsar micro particulas de oro recubiert as de
DNA, que penetran los tejidos del huésped y alcanzan
directamente el nucleo de las células (Fig. 15) [14].
Esta metodologia permite reducir la dosis de DNA
plasmidico a unos cuantos microgramos (1-6 ug), que
son suficientes para lograr una inmunizacion exitosa
en animales de laboratorio y en ganado.

La inmunizacién génica present a ventajas para
el desarrollo de vacunas con respecto a otros métodos
tradicionales como son el uso de extractos o versiones
atenuadas de agentes infecciosos, péptidos sintéticos
o proteinas recombinantes. Se trata de un inmundgeno
relativamente facil de producir en grandes cantidades.
Ademas, a diferencia de las proteinas, el DNA
plasmidico es estable a temperatura ambiente, lo cual
permite almacenarlo y transportarlo con facilidad. Otra
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de las ventajas que presenta la inmunizacién génica,
es que ofrece versatilidad p ara orientar el desarrollo
de la respuesta inmune mediante la incorporacién de
otros genes que codifiquen para agentes moduladores
como son las interleucinas [90, 14]. El DNAplasmidico
no requiere de ser mezclado con vehiculos adyuvantes
convencionales como pueden ser la saponina o el
adyuvante de Freund, ya que Unicamente se disuelve
en solucién salina p ara ser almacenado y
posteriormente inyectado. Existen varios reportes de
vacunas génicas en contra de enfermedades
infecciosas causadas por virus, bacterias y p arasitos
con resultados alentadores (Cuadro 4). Varios reportes
en modelos animales indican que la inmunizacién
génica induce respuestas de anticuerpos y linfoc itos
de larga duracién, atractivas para el desarrollo de
vacunas de u so veterinario, lo cual permite induc ir
proteccién a lo largo de la vida econémicamente util
del ganado. En opinién de algunos autores su uso en
humanos puede est ar todavia lejano, ya que aun no
se sabe cual es el destino del material genético (DNA
plasmidico) inoculado, que podria integrarse al genoma
de las células del huésped. El uso de una vacuna
génica en contra de la cisticercosis porcina permitiria
inducir inmunidad protectora en los cerdos que
generalmente se sacrifican al cabo de un afio.

Resultados previos

En mi proyecto de tesis de licenciatura realicé
ensayos preliminares de proteccion en contra de la
cisticercosis murina por T. crassiceps con proteinas
recombinantes de TPmy. El objetivo inicial fue
determinar si la inm unizacion de los ratones con
productos recombinantes de la TPmy confiere
proteccion en contra de un reto posterior con cisticercos
de T. crassiceps. Ademas, se intento averiguar si habia
diferencias entre la proteccion que confieren los
distintos fragmentos de la proteina. Puesto que se tra
de una proteina filamentosa, la seleccidon de los
fragmentos de TPmy que se probaron en los
experimentos de protecciéon se basé en una sencilla
subdivisién de la proteina en tercios a lo largo de su
longitud. Los fragmentos recombinantes de TPmy,
correspondientes a los tercios amino, central y
carboxilo, se expresaron en cultivos de Escherichia coli
en cantidades del orden de los miligramos y se
purificaron por cromatografia de afinidad (ver Anexo
6, Fig. 1). Una descripcion mas detallada de nuestros
hallazgos relativos a la caracterizacion de la respuesta
inmune protectora inducida por la p aramiosina se
encuentran en los Anexos 5y 6.

OBJETIVO DEL PROYECTO

El objetivo de esta tesis es determinar el potencial
protector de la p aramiosina de Taenia solium para el
desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis
murina y porcina. Para ello se pobaron tanto productos
recombinantes como plasmidos p ara vacunacion
geénica, en ensayos de vacunacion en ratones y cerdos.

Objetivos particulares

1. Produccién de antigenos recombinantes de T.
solium a p artir de cultivos bacterianos
transformados con vectores de expresion
procarionte.

2. Ensayos de vacunacion con antigenos
recombinantes de T. solium en el modelo de
cisticercosis por T. crassiceps en el raton.

3. Caracterizacion del perfil de la respuesta inmune
protectora en ratones vacunados con antigenos
recombinantes de T. solium.

4. Desarrollo de vectores plasmidicos p ara
vacunacion génica basada en antigenos de
T. solium de probada capacidad protectora.

5. Desarrollo de vectores plasmidicos p ara
vacunacion génica que contengan la secuencia
codificadora de citocinas asociadas a la respuesta
inmune protectora.

6. Optimizacién de las construcciones plasmidicas
para vacunacion génica mediante el desarrollo de
genes sintéticos con el uso de codones adaptado
para mamifero.

7. Pruebas de expresion in vitro con células de
mamifero transfectadas con los vectores p ara
vacunacion geénica.

8. Efecto in vivo de las modificaciones en el uso de
codones de las secuencias codificadoras de los
antigenos protectores de T. solium.

9. Caracterizacion de la respuest a inmune celular y
por anticuerpos en ratones vacunados
génicamente.

10. Ensayos de vacunacion génica en contra de la
cisticercosis murina y porcina.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos de vacunaciéon contra la cisticercosis
murina
Animales
Se utilizaron ratones Balb/c hembras de 6-8
semanas de edad para los ensayos de vacunacién con

productos recombinantes, o bien de 8-10 semanas de
edad para los ensayos de vacunacion génica. Los
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animales se mantuvieron con agua y alimento
comercial ad libitum, en las instalaciones del bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM.

Inmunizaciones

El disefio de los ensayos de vacunacion con
productos recombinantes se encuentran descritos en
la seccion de Materiales y Métodos del Anexo 5. En el
caso de los ensayos de vacunacion génica, ver los
Anexos 1y 4.

Sangrado de los ratones

Los ratones se irradiaron con una lampara de luz
infrarroja de 250 watts durante aprox. 2 minutos.
Posteriormente, se realizd un ligero corte transversal
con un bisturi, en el ultimo tercio de la cola (Fig. 16).
Este procedimiento permitié colectar alrededor de 0.5
ml de sangre cada vez. La sangre se dej6 coagular a
37°C, durante 30 min, con un palillo de madera inmerso
en la sangre. Se descart6 el coagulo adherido al @lillo
de madera, se incub6 2h a 4°C y se centrifugo la
fraccion restante a 10,000 g durante 10 min. El
sobrenadante obtenido se almacené a -20°C por
espacio de 4-8 semanas o a —70°C por tiempo
indefinido [53].

Infeccién experimental con Taenia crassiceps

Los animales se desafiaron por via intraperitoneal
con cisticercos de T. crassiceps, tal y como se
describe en los Anexos 1,4y 5.

Ensayos de vacunacion contra la cisticercosis
porcina

Los ensayos de vacunacién en cerdos que se
reportan en esta tesis, se realizaron en colaboracién
con el grupo de la Dra. Ana Flisser, que en los ultimos
afos ha establecido condiciones adecuadas para llevar
a cabo estos experimentos. El primer experimento se
llevo a cabo en las instalaciones del Instituto Nacional
de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE)
y el segundo en las instalaciones del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”. Nuestro grupo produjo y
administré a los cerdos los inmundgenos basados en
la paramiosina de T. solium. EI mantenimiento de los
cerdos, asi como los sangrados y el desafio con huevos
de T. solium, corrieron a cargo del grupo de la Dra.
Flisser. Las necrop sias de los cerdos para evaluar el
efecto de la vacunacién sobre la carga parasitaria de
los animales, corrieron a cargo de nuestro grupo.

Animales

Se adquirieron cerdos de 2 meses de edad de la
raza York provenientes de granjas libres de
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cisticercosis, que fueron alojados en las inst alaciones
previstas, con alimento comercial y agua ad libitum.
Se formaron grupos de 5-7 cerdos que se identificaron
con aretes metalicos. En el experimento de vacunacion
con paramiosina recombinante, se formaron dos
grupos: el grupo experimental inmunizado con la
paramiosina y un grupo de animales control, a los
cuales unicamente se les inyecto el adyuvante. En el
experimento de la vacunacidn génica, se formaron tres
grupos: el grupo experimental vacunado génicamente
con paramiosina, y dos grupos de animales control a
los que se les administro el vector vacio o bien
unicamente solucion salina.

Inmunizaciones

Los cerdos se inmunizaron 3 veces por via
intramuscular (i.m.), en los cuartos traseros, a intervalos
de 15 dias. Se administré una dosis de 250 ug de la
proteina recombinante adsorbida a 3 mg de alimina
(Ver seccidén sobre Preparaciéon de inmunégenos
recombinantes). La dosis de DNA plasmidico fue de
500 ug disueltos 1 ml de solucion salina al 0.9%.

Sangrados

Se tomaron muestras de sangre de los cerdos por
puncioén arterial, antes de las inmunizaciones (suero
pre-inmune) y después de ellas, a los 14, 27, 41 y 138
dias de vacunados génicamente.

Infeccion experimental con Taenia solium

Los cerdos fueron desafiados por via oral con
10,000 o 25,000 huevos de T. solium (Experimento de
la vacunacién génica y Experimento con paramiosina
recombinante, respectivamente), tal y como se ha
descrito [116]. En breve, los huevos de T. solium se
mantuvieron a 4°C en una solucion salina de fosfatos
(PBS) con 1000 U de penicilina G, 1 mg de sulfato de
estreptomicina y 0.25 mg de amfotericina B / ml. Los
huevos se resuspendieron en PBS y se metieron en
capsulas de gelatina. Posteriormente, las capsulas se
introdujeron en el estdmago de cada cerdo, utilizando
una manguera de plastico.

Necropsias

Después de 6-8 semanas, los cerdos se desafiaron
con huevos de T. solium, se sacrificaron a los animales
de acuerdo a procedimientos permitidos. Se
inspecciond el tejido muscular, incluyendo la lengua y
el corazén, mediante cortes delgados con bisturi de
aprox. 1mm de espesor.
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Produccién de proteinas recombinantes

Vectores para expresion bacteriana

El desarrollo de los vectores para la e xpresion
bacteriana de productos recanbinantes de paramiosina
y de calreticulina de T. solium, se encuentra descrito
en los Anexos 6 y 3 respectivamente. En el caso de la
construccién plasmidica para la produccion de TSOL18
recombinante (recTSOL18), se utilizé el mismo
procedimiento descrito en el Anexo 6, con los siguientes
oligonucleotidos:

5’GGGAATTCATGGTTTGTCGGTTCGCTC’3;
5GGGAAGCTTTCAACTGCGTCGGACCTT'3.

Para la amplificacién y la clonacion del gen de
TSOL18, se utilizé6 como templado una secuencia
codificadora que se sintetizé de novo mediante |as
técnicas de Gene Building, descritas mas adelante en
la seccion sobre Construccién de genes sintéticos.

Expresion y Purificacion de las proteinas recombinantes

Los procedimientos p ara la expresién y la
purificacién de antigenos recombinantes de T. solium,
a partir de cultivos bacterianos transformados con
vectores plasmidicos, se encuentran descritos en los
Anexo 3y 6. Enelcasodelap aramiosinay sus
fragmentos recombinantes, ver Anexos 6. En el caso
de la Calreticulina, el procedimiento incluye un paso
de precipitacién por punto iso-eléctrico, tal y como se
describe en elAnexo 3. El antigenoTSOL18 se purificé
siguiendo el mismo procedimiento descrito p ara los
productos recombinantes de la paramiosina de
T. solium.

Desarrollo de vectores plasmidicos fara inmunizacion
génica
Vectores

La primera generacion de vectores plasmidicos para
la inmunizacién génica se basaron en los vectores
pcDNAS (Invitrogen) y pTC-Ova (desarrollado y donado
por Shoshana Levy de la Universidad de Sanford, CA,
USA) [90]. La secuencia codificadora del fragmento
VW2-1 de la p aramiosina de T. solium, se amplifico
por PCR, y se clon6 en el pcDNA3, utilizando los
siguientes oligonucledtidos:

5 GGGAAGCTTAATGTCTGAATCACACGTC’S;
5GGGAATTCAATTTCCGGCTGCCTCG'3.

Las construcciones basadas en el pTC se describen
en el Anexo 4. Para inducir la expresion in vivo de la
interleucina(lL)-12 en ratones, se utilizaron los
plasmidos pEDP35 y pEDP40 donados por S. Wolf de
Genetics Institute, Cambridge, MA, USA, que expresan
las subunidades P35 y P40 del la IL-12
respectivamente.

La s egunda g eneracion d e c onstrucciones
plasmidicas se basaron en el pCMV -tPA donado por

S.A. Johnston del Center for Biomedical Inventions, en
la Universidad del Suroeste de Texas, USA. Esta parte
esta descrita en el Anexo 1. Todas las construcciones
desarrolladas se confirmaron por analisis de restriccion
y secuenciacién, antes de ser producidas a gran escala
(alrededor de 10 mg por plasmido), a partir de cultivos
de bacterias Escherichia coli de la cepa XL1-blue que
fueron transformadas con los plasmidos arriba
descritos. Para aislar gran cantidad de DNA plasmidico
libre de endotoxinas se utilizé un kit comercial (Qiagen).

Construccion de genes sintéticos

El uso en las preferencias de codones de los genes
que codifican para los antigenos de Taenia solium
fueron adaptados al uso de codones tipico de
mamiferos, siguiendo los procedimientos de sintesis
de genes antes descritos [150]. Brevemente, se utilizd
el programa de computadora DNABuilder
(http://cbi.swmed.edu/computation/cbu ) para generar
un juego de oligonucledtidos (sesentameros) que se
sobreponen en forma sucesiva, dejando huecos de 20
nucledtidos. Los oligonucleoétidos fueron ensamblados
mediante técnicas de PCR e insertados en el vector
pCMV utilizando el método de clonacion UDG [143].
Los primers utilizados para la clonacion UDG contienen
unas secuencias especiales en los extremos 5’. En el
caso del primer forward, la secuencia adicional es 5’-
ATAUCGAUAUCGAUGAU-3’ y en el caso del primer
reverse, la secuencia adicional es 5'-
AGUGAUCGAUGCATUACU-3'. Para preparar el vector
pCMV para la clonacion UDG se le digirié con las
enzimas de restricciéon Bglll y Xmal, y posteriormente
se le ligaron los siguientes oligonucledétidos a los
extremos cohesivos de cuatro bases result antes:
5’-GATCATATCGATATCGATGAT-3' y
5-CCGGAGTGATCGATGCATTACT-3'. Los genes
sintéticos amplificados con los primers para clonacién
UDG se insertaron en el vector pCMV mezclando 50
ng del vector preparado con 10 ng del producto de PCR,
en presencia de 0.5 unidades de uracil DNA glicosilasa
(New England Biolabs), 10 mM Tris-HCI, pH 7.9,
10 mM MgCl ,, 50 mM NaCly 1mM ditiotritol, en un
volumen final de 10 pl. La mezcla de reaccion se incubd
a 37°C durante 30 minutos, y se utilizé 1ul para
transformar bacterias Escherichia coli DH10B
competentes (ver seccién sobre Transformaciéon de
bacterias). En el caso de la construccion de los genes
de citocinas de ratdén y de cerdo, no se alteraron las
preferencias en el uso de los codones, aunque las
secuencias sintetizadas fueron distintas debido a que
el programa DNABuilder genera mediante una serie
de algoritmos en forma aleatoria, un juego de
oligonucleétidos compatibles para la PCR.
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Analisis de secuencia

La secuenciacion del DNA se realiz6 en la Escuela
de Medicina de la Universidad de Harvard, el Center
for Biomedical Inventions (University of Texas)y el
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Los electroferogramas de la secuenciacion (aprox. 400-
600 bases por reaccion), se analizaron utilizando el
programa Chromas v 2.3 (sitio web: http://
www.technelysium.com.au/index.html).

Transfeccion con vectores plasmidicos
Transformacion de bacterias

La transformacion de bacterias con vectores
plasmidicos se llevé a cabo por pulso calérico,
utilizando células ultra-competentes prep aradas con
cloruro de rubidio [35]. Brevemente, las células
competentes se prepararon inoculando un cultivo de
10 ml de medio Luria-Bertani (LB; 1% de triptona, 0.5%
de extracto de levadura, 1% de NaCl, pH 7.0) con
bacterias E. coli XL1-blue, que se incubd durante toda
la noche (aprox. 16hrs.) a 37°C, con agitacién a 250
rpm. Al dia siguiente, se diluyé el cultivo (1:100) en
100 ml de medio LB y se incub6 a 37°C con agitacion,
hasta alcanzar una densidad 6ptica de aprox. 0.5 a
600nm de longitud de onda. El cultivo se incubd en
hielo durante 10 min. y luego se obtuvo la biomasa por
centrifugacién a 4,000 rpm, durante 10 min. a 4°C. Se
resuspendieron las bacterias en 30 ml de una solucion
fria de TFB-1 (acetato de potasio 30mM, MnCl 50mM,
RbCl 100mM, CaCl, 10mM, 15% de glicerol, y
esterilizacién por filtracion a través de una membrana
de 22 um) y se incubaron en hielo durante 30 min. Se
centrifugé a 4,000 rpm durante 10 min. a 4°C y se
resuspendid suavemente la pastilla de células en 4 ml
de una solucion fria de  TFB-Il (MOPS 10mM, CaCl ,
75mM, RbCI 10mM, 15% de glicerol, y esterilizacion
por filtracién a través de una membrana de 22 um). Se
prepararon alicuotas de 100 pl de células competentes
que fueron congeladas subitamente en nitrégeno
liquido, para después almacenarlas inmediat amente
a—-70°C.

Las transformaciones se llevaron a cabo
descongelando alicuotas de células competentes en
hielo durante aproximadamente 5 minutos. Se
agregaron 10-100ng de DNA plasmidico (o reaccion
de ligacion)/alicuota de células y se incub6 a 4°C
durante 30 min. Se aplicoé a las células un pulso de
calor a 42°C durante 45-60 segundos y se colocaron
en hielo durante 2 min. Se agreg6 1 ml de medio LB a
cada alicuota de células y se incub6 a 37°C durante
45 min. con agit aciéon a 250 rpm. Se sembraron 50-
100 pl de cada suspension de células competentes en
cajas de LB-agar suplemet ado con amplicilina (agar ,
15¢/It de LB; amplicilina, 100 pug/ml). La eficiencia de
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transformacion para cada lote de células competentes
se determiné en base a las unidades formadoras de
colonias (ufc) por microgramo de DNA, utilizando la
siguiente férmula: [(ufc por caja / ng de DNA x 10 3ng/
1ug) x dilucion final sembradal.

Transfeccion de células eucariontes in vitro

Una linea de células de ovario de hamster chino
(CHO) y otra linea de células de rifidn de mono (COS-
7) se transfectaron transitoriamente con plasmidos de
expresion, utilizando el método comercial Superfect
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Las
células se sembraron un dia antes de la transfeccion
en cajas de 6 pozos, a una densidad de 0.9 x 10°, en
medio DMEM (Sigma), previamente suplement ado
(10% de suero fetal bovino, aminoacidos no esenciales,
piruvato, bicarbonato de sodio y antibidticos), de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Las células
se cultivaron en una incubadora a 37°C, con humedad
a saturacion y 5% de CO,. Al dia siguiente, las células
se transfectaron con 2 ug/pozo de DNA plasmidico,
previamente diluido en medio DMEM suplementado
(para los ensayos de inmuno-precipiaicion por marcaje
metabdlico, se utiliz6 DMEM sin suero fetal bovino y
libre de metionina), en un volumen final de 150 ply
mezclado con 5 pl del reactivo Superfect. Las células
se cosecharon a los tiempos indicados p ara cada
experimento.

Expresiéon funcional in vitro con plasmidos para
vacunacion génica

Inmuno-precipitacion

En el caso de las células COS-7 transfect adas, se
mantuvieron en cultivo durante 48 hrs. y posteriormente
se llevd a cabo la inmuno-precipitacion, tal y como se
describe mas adelante para ambos tipos celulares. En
el caso de las células CHO, se utilizé6 marcaje
metabdlico con metionina marcada con azufre-35
(3S-metionina). Una hora después de la transfeccion,
se agregaron a las células CHO, 10 uCi/pozo de
%S-metionina (Amersham) diluidos en 10 ul de DMEM
libre de metionina, y se cultivaron durante 4 hrs. mas.

Se recolectaron los sobrenadantes t anto de las
células COS-7 como de las CHO por centrifugacién a
12,000g durante 5 min. En el caso de las células CHO,
los sobrenadantes colect ados se incubaron toda la
noche a 4°C con 5 ug de un anticuerpo IgG anti-
recVW2-1, previamente purificado por cromatografia
de afinidad, a p artir de un suero hiper-inmune [165]
utilizando una columna comercial de proteina G (HiTrap
protein G, Amersham), de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. Se agregaron a los sobrenadantes de
las células CHO 100 pl de proteina G acoplada a
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esferas de sefarosa (Amersham) y se incub6 a 4°C
durante 2 hrs. En el caso de los sobrenadantes
colectados de las células COS-7, se incubaron toda la
noche a 4°C con el anticuerpo 1gG anti-recVW2-1,
previamente acoplado covalentemente a esferas de
sefarosa (CNBr-activated Sepharose 4B, Amersham),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
complejos inmunes se recolectaron por centrifugacién
a 12,000g durante 5 min. a4 °Cy las esferas de
sefarosa se lavaron tres veces con 50mMTris-HCI, pH
7.5, 150mM NaCl, 5mM EDTA Yy 0.1% v/v Triton X-100.
Las esferas de sefarosa se resuspendieron en soluciéon
amortiguadora de muestra para electroforesis en
poliacrilamida y se calentaron las muestras a 100°C
durante 3 min., para después centrifugar con antes.
Los complejos inmunes presentes en los
sobrenadantes se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE), tal y como se describe
mas adelante en Métodos Miscelaneos.

En el caso de los sobrenadantes provenientes de
las células COS-7 se determind, por inmune electro-
transferencia, la presencia de los antigenos cuya
secuencia codificadora fue insertada en los vectores
de expresién (ver seccion sobre Inmuno-electro-
transferencia).

En el caso de las células CHO, los geles fueron
preparados para fluorografia con dimetil sulféxido
(DMSO) y 22% p/v de polidxido de fenileno (PPO) en
DMSO, secados y expuestos a una pantalla
fotosensible, para después ser analizados en un
sistema de imagenes Typhoon (Amersham).

Tincién intracelular

Para los ensayos de tincién intracelular de VW2-1
por inmune-fluorescencia, se transfectaron
transitoriamente células CHO (ver seccion Transfeccion
de células eucariontes) y se cultivaron durante 12 hrs.
en medio de cultivo DMEM suplement ado; se
agregaron 3ul del reactivo BD GolgiPlug (Pharmingen)
y se cultivaron las células durante otras 4 hrs. Se
cosecharon las células y se fijaron incubandolas con
250 pl del reactivo BD Cytofix/Cytoperm (Pharmingen)
durante 20 min. a 4°C. Se lavaron las células dos
veces con 1ml de la solucion Perm/Wash
(Pharmingen), se centrifugaron y se resuspendieron
en 50 pl de solucion BD Perm/Wash adicionada con
1ug de una fraccién purificada de IgG de ratén anti-
recVW2-1 (ver Cuantificacién de anticuerpos
especificos) y se incubaron durante 30 min. a 4°C. Se
lavaron las células y se incubaron con un anticuerpo
de conejo anti-lgG de ratén (H+L) acoplado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Zymed), 30 min.
a 4°C en oscuridad. Después de lavar nuevamente,
se resuspendieron las células en p araformaldehido al
4%. Varias alicuotas de células fueron montadas en

laminillas protegidas de la luz, observadas y
fotografiadas en un microscopio Carl Zeiss Axioshop
40, utilizando los programas de computadora AxioCam
MRc y AxioVision 4 (Carl Zeiss V ision, GmbH; 2002-
2003, Germany), tal y como se describe en la seccion
anterior.

Caracterizacion de la respuest a inmune por
anticuerpos

Ensayos de ELISA

El método de ELISA Enzyme-linked Immunosorbent
Assay) permite evaluar cuantit ativamente el
reconocimiento de las proteinas adheridas a placas
de 96 pozos de plastico rigido por los anticuerpos
(Costar). La reaccién se estima utilizando un anticuerpo
secundario (dirigido en contra del primer anticuerpo),
acoplado a una enzima (como la peroxidasa) que en
presencia del sustrato adecuado da una reaccién
colorida, que se cuantifica en unidades de densidad
Optica, por espectrofotometria. En algunos casos,
cuando se dispone de una fraccion purificada del
anticuerpo problema (especifico en contra del antigeno
de interés), se puede cuantificar la cantidad en
unidades de peso (ug/ml de anticuerpo) de los
anticuerpos antigeno-especificos presentes en un
suero, utilizando una curva de referencia construida
con cantidades conocidas del anticuerpo problema. En
los Anexos 1, 4 y 5 se describe a detalle los ensayos
de ELISA utilizados en nuestros experimentos.

Isotipos de anticuerpos

El perfil de isotipos de anticuerpos se caracterizé
por ELISA, tal y como se describe en losAnexos 1y 4.
En el caso del cerdo, se utilizé el mismo procedimiento,
solo que con anticuerpos secundarios, especificos pra
IgG1 e IgG2 (Serotec) hechos en raton (isotipo 1IgG1) y
un tercer anticuerpo anti-IgG1 (H+L) de ratén acoplado
a peroxidasa (Zymed).

Cuantificacion de anticuerpos especificos

Se purificé una fraccién de anticuerpos 1gG anti-
recVW2-1, a p artir de lo s sueros recolect ados de
ratones vacunados génicamente, utilizando un
procedimiento de cromatografia de afinidad en dos
etapas. Brevemente, se mezclaron los sueros
recolectados y se aplicaron a una columna de proteina
G acoplada a sefarosa (HiTrap Protein G affinity
column, Amersham) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La fraccion purificada de 1gG fue
subsecuentemente aplicada a otra columna de
recVW2-1 acoplada a sefarosa (aprox. 1.5 mg de
recVW2-1/ml de peso humedo de sefarosa) preparada
utilizando esferas de sefarosa-CNBr (Amersham),
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siguiendo las instrucciones del fabricante. La fraccion
purificada de IgG anti-recVW2-1 se cuantificé por
ensayo de micro-Bradford (ver mas adelante),
utilizando como proteina de referencia, una fraccion
comercial de 1gG de ratén purificada (Zymed). La
cantidad de IgG anti-recVW2-1 presente en los sueros
de los ratones se determiné por ELISA, utilizando como
referencia una curva estandar construida con
cantidades conocidas de la fraccién purificada de 1gG
anti-recVW2-1.

Ensayos de inmuno-localizacion

Para los ensayos de inmuno-localizacion de la
paramiosina en los tejidos de cisticercos de
T. crassicep s, se recolect aron larvas de la cavidad
peritoneal de ratones infectados durante 2-3 meses,
lavados exhaustivamente con una solucidén
amortiguadora de fosfatos (PBS) fria, incluidos en una
resina (O.C.T., Miles, Inc., CA, USA), y congelados a
— 70 °C. Se hicieron rebanadas de 14 micras de los
cisticercos que posteriormente fueron mont adas en
laminillas, tratadas previamente con poli-I-lisina
(Sigma) de acuerdo a las indicaciones del fabricante,
y fijadas con acetona fria durante 10 min. Las laminillas
se hidrataron con PBS frio e incubaron con HO, al 3%
durante 10 min. a temp. ambiente, para bloquear la
actividad de peroxidasas enddégenas. Se lavaron las
laminillas con PBS frié durante 5 minutos y se incubaron
con un anticuerpo IgG de conejo anti-lgG de ratén
(Sigma) diluido 1:100 en PBS-FCS-T (PBS con 5% de
suero fetal bovino (Hyclone) y 0.1% de Tritén X-100,
pH 7.4) durante 1 hr. a 4 °C y después durante 30 min.
a 37 °C. Después de lavar las laminillas tres veces, se
incubaron toda la noche 4°C con una mezcla de los
sueros colectados de ratones, 45 dias después de la
inmunizacién génica con la construcciéon pCMV-
synVW2-1 o con el vector pCMV, diluidos 1:5000 en
PBS-FCS-T. Después de lavar las laminillas tres veces
con PBS-FCS-T, se incubaron con un anticuerpo
biotinilado de p ato anti-lgG de ratén (Dako, USA)
durante 30 min. temp. ambiente, se lavaron y se
incubaron con un conjugado de estrept avidina-
peroxidasa (Dako, USA) durante 30 min. a temp.
ambiente. La actividad de peroxidasa se desarrolld
incubando las laminillas con 3’3-diaminobenzidina
(Dako, USA). Se hizo una contra-tinciéon de las
laminillas con hematoxilina de Meyery se deshidratiron
con incubaciones sucesivas de 10 min. en alcohol al
50, 70, 90, 100% y Xilol. Las laminillas se mont aron
con cubre objetos y se fotografiaron como se describe
en la seccion sobre Tincion intracelular.
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Caracterizacion de la respuesta inmune celular

Ensayos de proliferacion celular

Se realizaron ensayos de proliferacion celular con
células extraidas de los bazos de ratones controles e
inmunizados, por medio de disgregacion tisular con una
malla de tela “organza”. La tela fue previamente tratada
con HCI 0.1N durante toda la noche a temperatura
ambiente con agitacién, y lavada exhaustivamente con
agua destilada (aprox. 10 veces a intervalos de 1hr .).
En breve, se colocaron los bazos recién extraidos, entre
dos circulos de “organza” de aprox. 5 cm de diametro,
colocados en cajas Petri con 10ml de medio de cultivo
RPMI. Se trituraron los bazos complet amente,
utilizando el émbolo de una jeringa de 10 ml y se
descarté el emp aredado de “organza” con los debris
tisulares. La concentracion de células en suspension
se determiné utilizando una camara deNewbauer. Los
procedimientos utilizados para los ensayos de
proliferacion celular se encuentran descritos en los
Anexos 1,4,5y 6.

Cuantificacién de citocinas

La cuantificacion de citocinas presentes en los
sobrenadantes de cultivo de células estimuladasin vitro
con antigenos recombinantes, fue llevada a cabo
siguiendo los procedimientos descritos en los Anexos
1y5.

Métodos Miscelaneos

Cuantificacion de proteinas

Las fracciones proteicas se cuantificaron por el micro-
ensayo de Bradford que se llevé a cabo en placas de 96
pozos, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Bio-
Rad). Brevemente, se mezclaron 40 pl del reactivo de
Bradford concentrado (5X) con 160 pl de una dilucié n
adecuada de proteina (< 80 ug/ml). Se midié la
absorbancia de las muestras por espectrofotometria en
un lector de placas a 595nm de longitud de onda.

La concentracion de las proteinas en las muestras
problema, se determiné con relacion a una curva p atrén
de referencia, construida con cantidades conocidas de
albumina s érica bovina (BSA). Mediante la formula
estimacion.lineal (EXCEL), se dedujo la pendiente de la
curva patron de referencia. Para calcular la concentracion
de cada muestra, se utilizé la formulay = mx + b (en
donde “y” es la absorbancia; “x” es la concentracion; “m”
es la pendiente de la curva patrén y “b” es la ordenada al
origen).

Electroforesis de proteinas

Se utilizé el método de electroforesis en mini-geles
de poliacrilamida-SDS al 10, 12 y 15%, en un sistema
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FG. 17. Ensayo de proteccion en contra de la cisticercosis murina
por Taenia crassiceps, en ratones vacunados con calreticulina de
T. solium recombinante (recCRT). Los ratones fueron inmunizados
dos veces a intervalos de 15 dias con 25 g de la proteina
recombinante adsorbida a alimina (Alum.). Quince dias después
del refuerzo, los animales fueron desafiados con 10 cisticercos de
T. crassiceps por via intraperitoneal y sacrificados 25 dias después,
para determinar el efecto de la vacunacién sobre la carga parasitaria.
Al grupo control Unicamente se le administrd Alum. Los circulos
representan las cargas parasitarias individuales, y las barras negras
el promedio de cada grupo.

de gel discontinuo [75]. Las muestras proteicas se
mezclaron con una solucién desnaturalizante 2X
(glicerol al 10% v.v.; SDS al 23% p.v.; 62 mM de Tris-
HCI, pH 6.8; 2-mercaptoet anol al 5% v .v.; azul de
bromofenol al 0.001% p.v.) y se hirvieron 5 min antes
de ser cargadas en los pozos del gel superior . La
electroforesis se realizé en una solucion de Tris-glicina
(25mM de Tris base; 250mM de glicina; SDS al 0.1%
v.v.; pH 8.3), aplicando un voltaje constante de 100.
Cuando el frente de corrida formado por el azul de
bromofenol alcanzé la parte inferior del gel separador,
se interrumpio la electroforesis y se tifieron las
proteinas resueltas en el gel, en una solucion de azul
de coomassie (met anol al 45% v .v.; acido acético al
10% v.v.; azul de coomassie R-250 o G-250 (Bio-
Rad) al 0.1% p.v), con agitacion durante 1 hr; se aclaré
el fondo del gel en una solucién destefnidora (acido
acético al 10% v.v. y metanol al 5% v.v.), hasta obtener
el mejor contraste. Para conservar los geles

indefinidamente, se colocaron entre dos hojas de
celofan (Pharmacia Biotech Inc.) previamente

humedecidas en agua y se sujeté el emparedado de
geles y celofdn en un marco de acrilico hast a su
deshidratacion total (aprox. 12 hrs. a temp. ambiente).

Inmuno electro-transferencia (Western-blot)

Este método es ampliamente utilizado para
determinar cualitativamente el reconocimiento por
anticuerpos de proteinas transferidas a membranas de
nitrocelulosa [160].

Las proteinas de interés se resolvieron por
electroforesis en gel y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa (Bio-Rad) utilizando una solucion
estandar que contiene Tris-base, 25 mM, glicina, 193
mM, y metanol al 20% v.v., aplicando una corriente de
24 volts durante 30 min. Se verifico la transferencia de
las proteinas incubando las membranas con una
solucion de Ponceau (Sigma) al 0.3% en acido
clorhidrico al 10% v.v. Una vez ubicadas las proteinas
en las membranas, se cortaron tiras correspondientes
a los carriles de la electroforesis en gel (o bien al gel
completo, cuando solo se utilizé un solo anticuerpo), y
se destifieron las membranas con un lavado con agua
destilada. Se incubaron las membranas en una
solucién al 3% p.v. de albumina sérica bovina disuelta
en PBS (PBS/BSA), con agit acién lenta, a temp.
ambiente durante 1 hr . Se incubaron las membranas
con los sueros diluidos en PBS/BSA. Se lavaron las
membranas 5 veces con PBS adicionado con Tween-
20 al 0.05% v.v. (PBS/Tw), con agitacién lenta durante
5 minutos por lavado, y se incubaron con un anticuerpo
secundario (anti-lgG de ratdn, cerdo o conejo segun el
caso, de la marca Zymed) conjugado a peroxidasa,
diluido en PBS/BSA. Después de lavar las membranas
como antes, se reveld la reaccién con
diaminobenzidina (0.5 mg/ml) y peréxido de hidrogeno
(0.001 % v.v) disueltos en PBS. La reaccién colorida
se detuvo con agua a un tiempo fijo para todas las
membranas utilizadas en un mismo ensayo.

Preparacion de inmunégenos recombinantes

Las proteinas recombinantes se adsorbieron a
alimina como agente adyuvante, a razén de 1mg / 100§
de proteina [53]. La alumina se p reparé mezclando
AIK(SO,), al 10% en solucion acuosa: se agregaron de
forma gradual 22.8 ml de una solucién acuosa de NaOH,
0.25 N, a 10 ml de la solucion de AIK(SO,),; se incubo a
temp. ambiente 10 min, se centrifugé a 1000 g/ 10 miny
se descart6 el sobrenadante. Se resuspendié la p astilla
en 50 ml de agua destilada; se centrifugd a 1000 g/ 10
min; se descartoé el sobrenadante y se resuspendié la
pastilla otra vez en 10ml de agua destilada.
Determinaciones realizadas indicaron que 1 mg de
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FIG. 18. Construcciones plasmidicas basadas en el vector pTC.
(A) Representacién esquematica del vector plasmidico pTC-Ova.
Este vector que originalmente fue desarrollado a partir del puC19,
fue disefiado para expresar el gen de la ovoalbumina, sola o como
un producto de fusion con varias citocinas [Maecker et al., 1997]. El
vector contiene un promotor de citomegalovirus (CMV), una
secuencia secretora de la cadena k de las inmunoglobulinas de
humano (secuencia K) y una region de poli-adenilacion bovina (poly
A). (B) Representacion esquematica de las construcciones basadas
en el pTC-Ova que expresan a la paramiosina (el fragmento
VW?2-1 o la proteina completa) sola, o acoplada a IL-12 (subunidad
P40) o IL-4. La construccion que codifica para la paramiosina junto
con la subunidad P40 de la interleucina 12, requiere de otro vector
plasmidico (pED-P35) que aporta la otra subunidad P35.

Al,(OH), permite atrap ar 50-100 pg de proteina
recombinante. Cantidades adecuadas de proteina y
adyuvante se mezclaron e incubaron 20 min. a temp.
ambiente. Se centrifugo la mezcla a 1000 g/10 min y se
descarto el sobrenadante. El gel de alimina se
resuspendié en 100 ul de PBS/ 50ug de proteina, antes
de ser inyectado.

TESIS DOCTORAL

FIG. 19. Secuencias criticas para la clonacién de la secuencia
codificadora de antigenos en el pTC. La version anterior del pTC
(pTC-Ova) contiene la secuencia codificadora de la ovoalbimina
en los sitios Dralll y BamH1, en el mismo marco de lectura que la
secuencia lider/secretora que se encuentra rio arriba.
Las secuencias codificadoras de lap aramiosina completa o del
fragmento VW2-1 se insertaron en los sitios de restriccion Dralll y
BamH1 (arriba). Otra serie de construcciones anteriores, basadas
en el pTC, expresan a la ovoalbumina como un producto de fusion
con citocinas Th1 o Th2. En este caso, las secuencias codificadoras
de la paramiosina se insertaron en los sitios de restriccion Dralll y
Xhol, respetando el marco de lectura tanto rio arriba (secuencia
lider/secretora) como rio abajo (secuencia codificadora de citocinas).
En un estudio realizado por otro grupo se demostré que las
construcciones pTC-Ova+citocinas fueron capaces de modular la
respuesta inmune de ratones inmunizados génicamente hacia los
perfiles Th1 o Th2, dependiendo del tipo de citocina fusionada al
antigeno [Maecker et al., 1997].

RESULTADOS

Ensayos de vacunacién con antigenos
recombinantes de Taenia solium

Produccién de antigenos recombinantes

Los antigenos recombinantes de T. solium (la
paramiosina y sus fragmentos, el antigeno de
oncosfera TSOL18, y la calreticulina) fueron
expresados en cultivos bacterianos, y purificados a
partir de la biomasa, mediante un sencillo proceso de
cromatografia de afinidad. De esta forma, se obtuvieron
fracciones de cada uno de los antigenos con un alto
grado de pureza, en cantidades del orden de los
miligramos (ver Anexos 3, Fig.2 y Anexo 6, Fig. 1).

Ensayos de vacunacién con antigenos recombinantes
de Taenia solium

Los ensayos de vacunacién en contra de la
cisticercosis murina por T. crassiceps en el ratén, con
antigenos recombinantes de T. solium, se basaron
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Taenia solium. La secuencia

nucleotidica o de aminoacidos de interés se inserta en la ventana superior del DNABuilder (arriba izq.), para después seleccionar el
organismo cuyo uso en las preferencias de los codones se desea utilizar Expressing Organism). El programa origina a través de una serie
de algoritmos, una nueva secuencia codificadora a p artir de la cual se genera un juego de oligonucleétidos sucesivos complement  arios
(derecha). Los oligonucledtidos son ensamblados mediante técnicas de PCR para producir el nuevo gen sintético.

principalmente en la paramiosina, aunque en la etapa
final del proyecto se realizaron ensayos iniciales de
para evaluar el potencial protector de la calreticulina.
El antigeno recombinante TSOL18 no se probé en
ensayos de vacunacion en contra de la cisticercosis
murina por T. crassiceps, puesto que se trata de un
antigeno exclusivo de oncdésfera, de probada
capacidad protectora en contra de la cisticercosis
porcina [39]. Este antigeno mas bien se incorporé como
parte de una nueva estrategia p ara el desarrollo de
una vacuna génica en contra de la cisticercosis porcina,
basada en varios antigenos protectores, como se
menciona mas adelante. Los estudios de proteccién
de TSOL18 se encuentran actualmente en curso pero
no constituyen parte del presente trabajo de tesis.

En el caso de la paramiosina de T. solium, se hizo
un gran esfuerzo por identificar los componentes
protectores de este antigeno. Puesto que la
paramiosina de T. solium es una proteina filamentosa,
con una estructura secundaria de a-hélice super
enrollada (Fig. 9), la identificacién estructural de
componentes protectores se basé en una simple
subdivisién de fragmentos a lo largo de su estructura.
Los ensayos de vacunacién, basados en la
paramiosina de T. solium, revelaron que la mayoria de
los epitopos protectores en contra de la cisticercosis

murina se localizan cerca del extremo amino terminal
de la proteina (Cuadro 5 y Anexo 5, Cuadro 1). Varios
experimentos realizados a lo largo del doctorado,
confirmaron que el fragmento llamado VW2-1,
correspondiente a los primeros 268 aminoacidos en el
extremo amino terminal (recVW2-1 cuando se hace
referencia al producto recombinante) induce

FIG 21. Diagrama de flujo y representacion esquematica de los
pasos a seguir para la sintesis de genes.
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FIG. 22. Secuencia nuclectidica sintética y de aminoacidos del fragmento VW2-1 de la p aramiosina de Taenia solium (synV\W2-1).

consistentemente una reduccién del 50% en promedio
de la carga p arasitaria en ratones desafiados por via
intraperitoneal con cisticercos de T. crassiceps. Otros
fragmentos r ecombinantes d e | a p aramiosina
disminuyeron la carga parasit aria, aunque en forma
menos consistente y en un porcentaje menor al
alcanzado con VW2-1. En suma, encontramos que los
niveles de proteccion alcanzados con el fragmento
recVW2-1, fueron similares a los obtenidos con la
paramiosina completa. Por ello, nuestros esfuerzos
posteriores en el desarrollo de una vacuna a partir de
la paramiosina, se basaron princip almente en el uso
de la secuencia codificadora del fragmento VW2-1.
Recientemente, incorporamos a las pruebas de
vacunacioén otro an tigeno de T. solium llamado
calreticulina, cuya secuencia codificadora fue clonada
por nuestro grupo, de la cual se caracterizaron algunas
propiedades (verAnexo 3). Este antigeno, ampiamente
expresado en los tejidos de T. solium [Mendlovic et al.,
comunicacion personal], podria constituir un blanco
para el sistema inmunit ario del ratén o del cerdo.
Los ensayos iniciales revelaron que ratones vacunados

con calreticulina recombinante (recCR T), vy
posteriormente desafiados con cisticercos de
T. crassiceps, presentaron una disminucion en la carga
parasitaria de alrededor del 39% (Fig. 17).

Perfil de la respuesta inmune protectora con productos
recombinantes

Las evidencias encontradas a lo largo de varios
ensayos en ratones inmunizados con fragmentos
recombinantes de la p aramiosina de T. solium,
indicaron que la respuesta protectora esta asociada a
un perfil de tipo Th1. La caracterizacién de la
produccion de isotipos de anticuerpos en ratones
vacunados con el fragmento protector recVW2-1
revelaron la presencia de niveles altos de 1gG2a, en
contraste con niveles bajos de IgG1. Ademas, se
encontraron altos niveles de IFN- ye IL-2 en los
sobrenadantes de cultiv o de células extraidas de los
bazos de ratones vacunados y estimuladas con
recVW2-1 (ver Anexo 5, Cuadro 4).

FIG. 23. Secuencia nucleotidica sintética y de aminoacidos de la calreticulina de Taenia solium (synCRT).
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CUADRO 5. Resumen de ensayos de proteccion con los
productos reta:unﬁnmt&s de paramiosna de

Taepizsolm
MedeExp.  “acunaddn  Mede  wx*DE"  Proeccdn
(dize post ratones (%)
reta)
Expd (30d)  Aldmina 4 36 +11 ;
PECAT -3 4 16 £10 5
Exp2 (40d)  Aldmina B 5 45
PECYT -3 B 31 £16 52"
Ex.3 (40d) Aliming 5 TO+45 .
rechAA 2 5 9 +15 ar
rechAd -1 B B3 36 -
Exd (40d)  Aldmina 5 B4 £29 ,
FECANY 21 B 34 £330 a7
FechAn 41 B 41 £59 &
Exp5 (40d)  Aldmina B 57 £3
FECHAR 21 f 27 30 2"
rech AR 41 g 42+ 45 x
Ex 6 d0d)  Aldmina B B7 £47 ;
FECANY 21 B 29 432 s
FECAY 41 B 46 +50 12
Exp7 (40d)  Aldmina 5 ES +29
FECHAR 21 f 33229 4"
Fec 41 B 33 +42 45
Ew & (d0d)  Aldmina B B4 £39 ,
FECHAY 21 B 24 £28 B3
FECAY 41 B 56 £47
Expd40d)  Aldmina 5 85 £ 45 -
FECVY -3 5 55 £ 30 "
Exp10040d)  Admina B 135 +90 ;
FetA S-S B BT £42 52
Exp. 11(55d)  Aldmina 7 304 65
FechAA 21 7 210 £79
Exp 12060d)  Aldmina 7 355 £ 45
rechAA 21 7 244 57

® Log ratones fueton inmunizados dos veces pot ia ip. &
intervalos de 15 diaz (ver secoon schre Maerides v Wiétodos),
Cwince dias después del refusrzo, [0z animales fueron desafisdos
par wiaip, con 10 cgicercos de Teenls crgssioeps,

Loz datos representan & promedio de la carga parasitana de los
ratones * deswviscion esténdar.

El porcentaje de proteccion =2 mido como una dizminucion de la
carga parastatia de oz grupos secunados con relacion &l gnipo
cortrd, al que dnicamente sele administrd & sdyumvarte aldmina.

" Estadigticamente significatiso por sndisis de varanza (Anova) 2
=005,

Cabe mencionar que estudios realizados en
humanos, mediante ensayos dewestern blot, revelaron
que los anticuerpos de pacientes neurocisticercosos
reconocen preferentemente el fragmento VW4-1 de la
paramiosina que corresponde aproximadamente a un

CUADRO 6. Caracteristicas de los vectores aplam‘il:icns
utlizados para la inmunizackon génica’™

Caracteristicas etor

pcD N &S pTC Pk
Promotor eucsriorte ChY ChY ChW
SenUencia secretors ninauns HkL htF &,
P olisdenilacion hizH hizH hxH
Crigen de replicacian CaE1 B 1ok
Eﬁgdeeﬁg:urga@ i céula)® (15-20)  (500-700
Rendimiento de purificasidn =1 =4 =4

(meyt de cultiva

? Los wectores cortienen un promotor e citomegalovirus humano
(MY gue drige [a eqresion de los antigence codificados. Doz
e loz wedares cortienen las secuendas secretaras de la cadena
capa de las inmunoglobulires de hunano (FkL) o del adivador del
Hasmindgena tizula humano (HPA). Los wectores cortisnen una
secuenda de terminacionfpoisdenilacion oe la hormona  oel
crecitni ento humars (iGH) o bosing (bZH).

Comportamiento e replicecidn promedio de loz swedores gue
cortienen los origenes de replicacon indicedos, de scuerdo a la
literaura.
®El rendimierto promedio de la procuccidn del DM A plasmidico se
esfimd con hese & waioe ensavos de puhficacidn para las
corstrucciones que contienen la secuencia silvestre del fragmento
WA de la paramiczing (poDM A A2 v pTCaa WY 21] o
hien ure version sintétca del mismo fragmento (o bY-symian 2o
11. Para & proceso de purificacidn el DA plasmidico s utilizd el
pmguete comerdial Qagen Gig SR (ver Materiales v Maodos),

tercio de la paramiosina hacia el extremo carboxilo
terminal (ver Anexo 6, Figuras 1y 2).

Por otra parte, ensayos de proliferacion con células
de sangre periférica de p acientes neurocisticercosos,
revelaron indices de estimulacién similares con los
distintos fragmentos recombinantes de la paramiosina
(ver Anexo 6, Cuadro 1). Sin embargo, las células de
individuos sanos, muestreados en la misma regién
endémica, proliferaron mas activamente al ser
estimuladas con el fragmento VW2-1 correspondiente
a un tercio de la p aramiosina hacia el extremo amino
terminal. Estas evidencias en individuos sanos y
cisticercosos, que viven en zonas endémicas de
México, sugieren que la inmunidad asociada a la
proteccidn con p aramiosina, estaria mediada por el
fragmento amino terminal de la p aramiosina llamado
VW2-1.

Ensayos de vacunacion génica

Construccion de vectores plasmidicos para vacunacion
génica
En una segunda et apa del proyecto, exploramos
otras estrategias de inmunizacién. La inmunizacién
génica se presenté como una estrategia con vent ajas
atractivas para el desarrollo de una vacuna de uso
veterinario (ver seccién Antecedentes del proyecto).
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FIG. 24. Secuencia nucleotidica sintética y de aminoacidos del antigeno de oncosfera TSOL18 de Taenia solium (synTSOL18).

Nuestra incursion en la vacunacién génica comenzo
con el desarrollo de una construccion plasmidica para
la expresion del fragmento protector de la @ramiosina
VW2-1, utilizando el vector comercial pcDNA3, que
contiene un promotor viral de citomegalovirus (CMV),
el cual dirige la expresioén de los genes clonados.
Con esta construccién que contiene la secuencia
codificadora de VW2-1 (pcDNA3-wtVW2-1), se
realizaron ensayos iniciales de vacunacién génica en
ratones, que nos permitieron demostrar por primera
vez, mediante pruebas serolégicas en ratones, la
presencia de anticuerpos circulantes, especificos para
el fragmento recVW2-1. Sin embargo, esta
construccion basada en el pcDNA3 se descarté
rapidamente a causa del pobre rendimiento de
purificaciéon, debido probablemente al origen de
replicacion (Cuadro 6).

Posteriormente, se desarrollaron vectores
plasmidicos a partir del pTC que es un plasmido con
un origen de replicacién bacteriano que result a en un
alto numero de copias, previamente report ado en
ensayos de vacunacion génica [90]. El plasmido pTC,
al igual que el pcDNAS3, es un vector plasmidico de
expresion eucarionte que contiene el promotor de CMV,
asi como una secuencia secretora de la cadena « de
la inmunoglobulina G de humano, que asegura la
liberacion del antigeno expresado hacia el espacio
extracelular. El plasmido pTC se modificé con el fin
de expresar a la paramiosina y al fragmento protector
VW2-1, solos o como un productos de fusiéon con la
subunidad P40 de la IL-12 o con la IL-4 (Fig. 18). Entre
las secuencias codificadoras del antigeno y de las

citocinas, existe una “bisagra” formada por la secuencia
de aminoacidos VSPSSG, tal y como se muestra en la
figura 19. La otra subunidad de la IL-12 denominada
P35, la aporté otro vector independiente p ara la
expresion de P35, [lamado pEDP35, que fue donado
por Genetics Institute . Puesto que el pTC se diseid
para expresar el gen de la ovoalbumina, solo o como
un producto de fusidén con citocinas, simplemente se
substituyd la secuencia de la ovoalbumina por la de la
paramiosina, utilizando los sitios de restriccion
adecuados (Fig. 19). Cabe mencionar que
posteriormente t ambién se llevaron a cabo
experimentos de vacunacion génica con varios
vectorespara la expresion independientes de los
antigenos y de las citocinas de raton.

Construccién de genes sintéticos p ara vacunacion
génica
En un esfuerzo por optimizar la eficiencia de
nuestras construcciones plasmidicas para vacunacién
geénica, se construyeron genes sintéticos que codifican
para los antigenos de T. solium, pero con las
preferencias de codones adapt adas para mamiferos.
Cabe mencionar que esta parte del proyecto se realizé
en el laboratorio del Dr . Stephen A. Johnston quien
implemento por primera vez el uso de la inmunizacién
génica [151] y quien ha trabajado en los ultimos afos
en el desarrollo de vectores para vacunacion génica.
El principio de la metodologia para la construccién de
genes, consiste en obtener mediante un programa de
computadora (i.e. in silico), una nueva secuencia
codificadora para el mismo producto, pero con el uso

FIG. 25. Secuencia nucleotidica sintética y de aminoacidos de glutation-s-transferasa de Taenia solium (synGST).
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FG. 26. Construcciones plasmidicas basadas en el vector pCMY
que contienen las secuencias codificadoras de varias citocinas del
cerdo (plL-18, pIFN-y, pGM-CSF, plL-4) y del raton (mIL-18,
mIFN-y, mGM-CSF). Puesto que la mayor parte de los templados
para la amplificacion y clonacion de las citocinas no est  aban
disponibles, estas se sintetizaron mediante técnicas de PCR,
siguiendo el procedimiento descrito en el figura 21, a p artir de las
secuencias disponibles en el GeneBank.

de codones adaptado para el organismo deseado (Fig.
20). Posteriormente, el programa genera a partir de la
nueva secuencia, un mapa de oligonucleétidos que se
sobreponen de manera sucesiva y que abarcan todo
el gen. Estos oligonucleétidos se mezclan en
cantidades equimolares para posteriormente
ensamblar, mediante técnicas de PCR, el nuevo gen
sintético (Fig. 21). Siguiendo e ste procedimiento, se
construyeron los genes sintéticos de los antigenos de
T. solium VW2-1 (synVW2-1, Fig. 22), Calreticulina
(synCRT, Fig. 23), TSOL18 (synTSOL18, Fig. 24) y
Glutathion-S-Transferasa (synGST, Fig. 25). También
aprovechamos el poder de est a metodologia p ara
sintetizar los genes de algunas citocinas del ratén y
del cerdo, que permitan modular el perfil de la respuesta
inmune (Fig. 26), aunque en este caso no se alter6 el
uso en las preferencias de los codones de las
secuencias codificadoras de estos genes.

FIG. 27. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa del patrén
de restriccion de las construcciones plasmidicas basadas en el
vector pTC. Las construcciones pTC-wtVW2-1 (carril 4), pTC-
wtVW2-1-P40 (IL-12) (carril 8) y pTC-wtVW2-1-mIL-4 (carril 2) se
digirieron con las enzimas de restriccion Dralll y Xhol (carriles 5, 9
y 13 respectivamente), lo que liberé el inserto correspondiente a la
secuencia codificadora de VW2-1, con elpeso molecular esperado
(marcadores de peso molecular: carril 1). Para confirmar el peso
molecular de VW2-1, se digirio otro vector previamente desarrollado,
que contiene la secuencia codificadora de VW2-1 (carril 2) clonada
en los sitios de restriccion Hindlll y EcoR1 (carril 3).

Todos los genes sintéticos se clonaron en un vector
de expresion eucarionte de ultima generacién llamado
pCMV-tPA. En el caso de las citocinas, se utilizaron
las secuencias secretoras naturales en lugar de tPA.
Algunas de las diferencias entre el vector pTC y el
pCMYV radican en que el primero contiene otros
elementos como son un gen de resistencia a neomicina
y un origen de replicacién SV40 que constituyen
material genético adicional, irrelevante para efectos de
vacunacion en cerdos o ratones.

Todas las construcciones desarrolladas p ara la
vacunacion génica se confirmaron antes de ser
utilizadas, mediante el analisis de los p atrones de
restriccion a través de electroforesis en gel, y
posteriormente, mediante el analisis de secuencia
(Fig. 27). Las construcciones plasmidicas confirmadas
se purificaron en cantidades del orden de los
miligramos a partir de la biomasa de cultivos
bacterianos transformados, utilizando un p aquete
comercial de purificacién basado en cromatografia de
afinidad, tal y como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos (Fig. 28).

Expresion de los antigenos in vitro

Un aspecto import ante en el desarrollo de las
construcciones plasmidicas p ara vacunacion génica,
fue confirmar que estos vectores efectivamente
inducen la expresion de los antigenos de interés. Una
forma d e evaluarlo consistié en hacer ensayos de
expresion en células COS-7 (células de rifidn de mono)
y células CHO (células de ovario de hamster chino)
transfectadas. Los anticuerpos que se generaron en
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FIG. 28. Andlisis por electroforesis en gel de agarosa de varias
muestras de DNA plasmidico de las construcciones desarrolladas
para vacunacion génica.

ratones vacunados con los antigenos recombinantes
de T. solium, se utilizaron como una herramienta para
detectar la presencia de estos antigenos en los
sobrenadantes de cultivo de las células transfectadas
con los vectores para la vacunacion génica. Antes de
llevar a cabo los ensayos de inmuno-precipitacion, se
purificaron los anticuerpos a partir de los sueros
colectados por cromatografia de afinidad, a través del
sistema de dos columnas descrito en los Materiales y
Métodos. Las fracciones purificadas de anticuerpos se
titularon y se cuantificaron antes de ser utilizadas para
los experimentos de inmuno-precipitacion (Fig. 29).

Las células COS-7 y las células CHO se
transferctaron transitoriamente con el DNAplasmidico.
Este procedimiento se llevd a cabo utilizando
lipofectinas comerciales, previamente incluidas con el
DNA plasmidico. En los primeros ensayos, las células
COS-7 transfectadas con la construccion pTC-wtVW2-
1 se mantuvieron en cultivo durante 48 hrs. Los
sobrenadantes de cultivo recolect ados se incubaron
con anticuerpos antigeno especificos, acoplados
covalentemente a esferas de sefarosa, se analizaron
posteriormente en ensayoswestern blot parademostrar
la expresion de paramiosina (Fig. 30).

En otros e xperimentos, se utilizaron células CHO
transfectadas con el DNA plasmidico, pero en
presencia de metionina marcada radioactivamente con
azufre 35. Esto permitio verificar la expresion de novo
de los antigenos cuya secuencia codificadora fue
insertada en los vectores de expresion, a tiempos mas
cortos, siguiendo el mismo procedimiento de inmuno-
precipitacién con an ticuerpos especificos como en el
caso de las células COS-7. Los ensayos de inmuno-
precipitacién con marcaje metabdlico en células CHO,

TESIS DOCTORAL

FIG29. Cuantificacion de una fraccion purificada de IgG de ratén
anti-recVW2-1. Se obtuvo una fraccion purificada de IgG anti-
recVW2-1 a partir de los sueros colectados de los ratones
inmunizados con VW2-1, mediante un doble proceso de
cromatografia de afinidad a través de una columna de proteina G
acoplada a sefarosa y posteriormente a través de otra columna de
recVW2-1 acoplada a sefarosa. (A) Se construy6 por ELISA, una
curva de referencia con cantidades conocidas de una fraccion
comercial de IgG purificada de ratén. Se utilizé un anticuerpo IgG
de conejo anti-IgG de ratdn acoplado a peroxidasa como anticuerpo
secundario y el sustrato adecuado p ara revelar la reaccion. (B)
Para determinar la concentracién de la fraccion purificada de IgG
anti-recVW2-1 se analizaron diluciones seriadas por ELISA, en
condiciones iguales y al mismo tiempo en que se construyd la curva
de referencia. La concentracion “x” de IgG anti-recVW2-1 se calculd
siguiendo la formula “x = y/m”, en donde “y” es la absorbancia y “m”
es la pendiente de la curva de referencia  (ver seccion sobre
Materiales y Métodos).

revelaron la presencia de la paramiosina, del fragmento
VW2-1y de la calreticulina, &n solo tres horas después
de la transfeccion de las células (Fig. 31A).

Finalmente, en otra serie de experimentos, se
trataron a las células transfectadas con un inhibidor
para el transporte de las proteinas, el cual provoca la
acumulacién de las proteinas sintetizadas de novo. La
presencia de los antigenos producidos por las células
transfectadas, se llevé a cabo por tincién intracelular
con anticuerpos (Fig. 31B).

Los resultados de la transfecciéon in vitro
constituyeron evidencia solida para demostrar la
funcionalidad de las construcciones plasmidicas, antes
de ser utilizadas en ensayos de vacunacion génica.
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FIG. 30. Andlisis por inmuno-electrotransferencia de los productos
inmuno-precipitados del sobrenadante de cultivo de células COS-
7 transfectadas transitoriamente con la construccion plasmidica
pTC-wtVW2-1. Los sobrenadantes de cultivo de las células se
incubaron con un anticuerpo IgG de ratén anti-recVW2-1 acoplado
a esferas de sefarosa. Los productos inmuno-pecipit ados se
resolvieron por electroforesis en gel de poliacriamida y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo 1gG de raton anti-recVW2-1 y otro
anticuerpo secundario IgG de conejo anti-IgG de raton acoplado a
peroxidasa, en presencia de diaminobenzidina p ara revelar la
reaccion. Carril 1: células transfectdas con pTC-wtVW2-1; carril 2:
células no-transfectadas, adicionadas con recVW2-1 y carril 3:
células no-transfectadas. Las bandas reveladas en los carriles 1y
2 corresponden al peso molecular esperado de VW2-1.

Respuesta inmune por anticuerpos en ratones
vacunados génicamente

Una forma de determinar que los ratones vacunados
génicamente producian una respuest a inmune
antigeno especifica, consistio en detectar por ELISA
la presencia de anticuerpos en circulacion. Para
estudiar la progresion y la magnitud de la respuesta
por anticuerpos, se tomaron muestras de sangre de
los ratones vacunados génicamente a diferentes
tiempos. Se enco ntraron titulos altos de anticuerpos
anti-recVW2-1 en ratones vacunados tanto con el
vector pTC-wtVW2-1 como con el pCMV -synVW2-1
(Fig. 32). Encontramos que los anticuerpos antigeno-
especificos comenzaron a producirse entre los quince
y los treinta dias después de la primera inmunizacion,
y alcanzaron los niveles mas altos a los cuarent ay
cinco dias aproximadamente (Fig. 32A). La
caracterizacion de la respuest a por anticuerpos en
ratones vacunados génicamente con el fragmento
VW2-1 de la p aramiosina, revel6 la produc cién de
inmunoglobulinas principalmente del isotipo IgG2a (Fig.
32D). A través de un ensayo de western blot se
determind que los anticuerpos generados en los
ratones vacunados génicamente con la p aramiosina,
reaccionaron en contra de los productos recombinantes
de la proteina y revelaron bandas de igual peso en
extractos crudos de T. soliumy T. crassiceps (ver Anexo
1, Fig. 1).

Los ensayos de inmunolocalizacion, con los sueros
de los ratones vacunados génicamente con VW2-1,
mostraron una localizacion de la paramiosina en cortes
histolégicos de cisticercos de T. crassiceps (Fig. 33),

similar a lo reportado anteriormente en cisticercos de
T. solium [69].

La caracterizacion de la respuest a inmune por
anticuerpos en ratones vacunados génicamente con
calreticulinay TSOL18, también demostré la presencia
de anticuerpos antigeno-especificos por ELISA y
western blot (Fig. 34).

Respuesta inmune celular en ratones vacunados
génicamente

La respuesta inmune celular desarrollada en los
ratones vacunados génicamente se estudié mediante
ensayos de prolife racion in vitro, utilizando células
extraidas del bazo de los ratones. Los esplenocitos de
los ratones vacunados tanto con wtVW2-1 como con
synVW2-1, presentaron indices de estimulacion
significativos, en presencia de diferentes
concentraciones de recVW2-1 (Fig. 35A y Anexos 1y
4).

Otra forma de evaluar la respuest a inmune celular
de los ratones vacunados génicamente, consistio en
cuantificar la produccion de citocinas presentes en los
sobrenadantes de cultivo de los esplenocitos
estimulados con los antigenos recombinantes (Fig. 35B
y ver Anexo 1, Cuadro 2). En el caso de los ratones
vacunados génicamente con VW2-1, encontramos que
los esplenocitos producen niveles altos de IFNyy poca
IL-4, en presencia de recVW2-1, lo cual junto con el
perfil de isotipos de anticuerpos, indica una respuesta
de tipo Th1.

Efecto in vivo de las modificaciones en el uso de
codones para vacunacion génica

Durante el proceso de la inmunizacion génica, los
vectores plasmidicos inoculados en los tejidos del
huésped utilizan la maquinaria de las células para llevar
a cabo la sintesis de las proteinas codificadas. Algunos
reportes indican que el cambio en el uso de las
preferencias de codones de los genes clonados, para
adaptarlo al organis mo huésped, influye en el
desarrollo de la respuest a inmune caracterizada por
anticuerpos y células [85, 109]. Ello se debe a la
disponibilidad de RNAs de transferencia en la
magquinaria de sintesis de proteinas. Por ello, decidimos
explorar esta posibilidad con el propésito de hacer mas
eficientes nuestras construcciones plasmidicas para
vacunacion génica. Se caracterizo el desenlace de la
respuesta inmune en los ratones vacunados con una
construccion que codifica para la secuencia silvestre
del fragmento protector de la p aramiosina VW2-1
(wtVW2-1) y otra que codifica para la secuencia
codificadora sintética del mismo fragmento (synVW2-
1). Encontramos que la produccion de los anticuerpos
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FIG . 31. Caractenzamon funcional de las construcciones plasmidicas que codifican p ara la paramiosina y la calreticulina de Taenia
solium. (A) Autoradiografias de los productos inmuno-precipit ados (IP) de los sobrenadantes de cultivo de células CHO transfect adas
transitoriamente con las construcciones que expresan a la paramiosina completa (pTC-TPmy), a la calreticulina (o CMV-synCRT) y al
fragmento VW2-1 de la p aramiosina (pcDNA3-wtVW2-1; pTC-wtVW2-1; pCMV -synVW2-1). Carriles 1, 3 y 5: controles (células no-
transfectadas); carril 2, células transfectadas con pTC-TPmy; carril 4, células transfectadas con pCMV-synCRT; carriles 6, 7 y 8, células
transfectadas con pcDNA3-wtVW2-1, pTC-wtVW2-1 y pCMV -synVW2-1, respectivamente; carril 9, extracto crudo tot al de células CHO.
Las bandas visualizadas corresponden al peso molecular esperado de las proteinas. (B) Inmuno-fluorescencia indirecta de células CHO
transfectadas con dos de las construcciones que codifican @ra VW2-1. Las células fueron tefiidas intracelularmente con un antizierpo IgG
de ratén anti-recVW2-1 y con un anticuerpo secundario IgG de conejo anti-IgG de ratén, acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC).
Micrografias 1y 2: células transfectadas con pTC-wtVW2-1y pCMV-synVW2-1, respectivamente; 3: células no-transfectadas y 4: células
transfectadas con pTC-wtVW2-1 y trat adas unicamente con el anticuerpo secundario (result ados similares fueron obtenidos con pCM V-

synVW2-1).

especificos para recVW2-1 fue mas temprana en los
ratones vacunados con synVW2-1 y alcanzaron niveles
significativamente mayores a los encontrados en los
ratones vacunados con wtVW2-1 (Fig. 32). Estas
diferencias fueron mas evidentes en experimentos de
cuantificacion de IgG especifica para recVW2-1 (Fig.
32C). Los ensayos de proliferacién que se llevaron a
cabo con las células extraidas de los bazos de ratones
vacunados con wtVW2-1 y synVW2-1, resultaron en
mayores indices de estimulacion en los ratones
vacunados con el gen sintético (Fig. 3 5A). Estas
evidencias apoyaron el uso de genes sintéticos en
futuros ensayos de vacunacion génica.

Vacunacion génica en contra de la cisticercosis
murina

Los primeros ensayos de vacunacion en contra de
la cisticercosis murina por T. crassiceps se realizaron
utilizando las construcciones basadas en los vectores
pcDNA3 y pTC, que codifican para la paramiosina o el
fragmento VW2-1. También se incluyeron grupos de
animales vacunados génicamente con VW2-1, junto
con las secuencias codificadoras de IL-12 o IL-4.

En etapas tempranas de la infeccién, con cargas
parasitarias bajas, se encontré que la vacunacién
génica con VW2-1 resultd en 66-79% de reduccion de
la carga parasit aria de los ratones infectados con T.
crassiceps (verAnexo 4, Fig. 3). La incorporacién &nto
de IL-12 como de IL-4 resulté en una reduccién
ligeramente mayor de la carga p arasitaria en los
ratones (datos no mostrados con IL-4). Cabe mencionar
que el grupo de ratones vacunados con la @ramiosina
completa, junto con IL-12, solo indujo una reduccion
de 48% en la carga parasitaria de los animales.

Sin embargo, en etapas mas avanzadas de la
infeccion, con cargas parasitarias mayores, se encontré
una disminucion del 20-27% de la carga parasitaria de
los ratones vacunados génicamente con VW2-1, tanto
con el vector pTC como con el pcDNA3, a diferencia
de los ratones vacunados con el producto
recombinante de VW2-1, en donde no hubo efecto (Fig.
36). En contraste, los ratones vacunados génicamente
con VW2-1, a los cuales ademas se les administraron
los vectores que codifican para la IL-12, presentaron
una disminucién de la carga parasitaria mayor que fue
del 46%.
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FIG. 32. Respuesta inmune por anticuerpos en ratones vacunados génicamente con wtVW2-1 y synVW2-1. Grupos de 8-12 ratones
hembra Balb/c de 8-10 semanas de edad fueron inmunizados 3 veces con 100ug de DNA plasmidico, administrado por via intramuscular
a intervalos de 15 dias. Se colectaron muestras de sangre a intervalos de 2 semanas. Los sueros obtenidos a partir de la sangre fueron
analizados por ELISA (ver seccion sobre Materiales y Métodos). (A) Desarrollo de la respuesta por anticuerpos evaluada en las muestras
de los sueros que se utilizaron a una dilucion de 1:100. (B) Titulacion de los sueros colectados 45 dias después de la inmunizacion inicial.
(C) Cuantificacion de anticuerpos IgG anti-recVW2-1 en los sueros de los gruposde ratones indicados, 45 dias después de la innunizacién
inicial, utilizando una curva de referencia construida con una fraccion purificada de IgG anti-recVW2-1. (D) Caracterizacion de los isotipos
de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti-recVW2-1, en los sueros de los grupos indicados, colectados 45 dias después de la inmunizacién inicial.
Los valores graficados son promedios + desviaciones estandar. *Valores estadisticamente significativos (P < 0.01).

Ensayos iniciales mostraron que no se encontraron
cisticercos en el peritoneo de los ratones vacunados
con un régimen mixto de inmunizaciéon génica con
VW2-1y los vectores plasmidicos que codifican para
IL-12 e IL-18, ademas de calreticulina y glutation S-
transferasa recombinantes (Fig. 37). La vacunacién
génica con calreticulina sola indujo en los ratones
desafiados con T. crassiceps, una reduccion de la carga
parasitaria cercana al 38 %, similar a la inducida con
la proteina recombinante (Fig. 38). En eta pas
intermedias de la infeccion, la vacunacién génica de
ratones con VW2-1 y calreticulina (synvVW2-1 +
synCRT), no resulté en una mayor disminucion de la
carga parasitaria (Fig. 39) . En contraste, en et apas
tardias de la infeccion, synVW2-1 + synCR T si
resultaron en una disminucién de la carga p arasitaria,
lo cual sugiere que hay una diferencia con relacion a

la inmunidad inducida con estos dos antigenos
administrados génicamente por separado (Fig. 40).
Finalmente, los ensayos de vacunacion génica con
synVW2-1 en contra de la cisticercosis murina, que se
llevaron a cabo a tiempos intermedios de la infeccidn
(80-100 cisticercos / ratdon), result aron en una
disminucion de 43-47%, similar a la obtenida con la
proteina recombinante (ver Anexo 1, Cuadro 3).

Ensayos de vacunacion en cerdos

Se llevaron a cabo ensayos de vacunacion con
VW2-1 en contra de la cisticercosis porcina, t anto por
inmunizaciéon génica como por el producto
recombinante de VW2-1 (Cuadro 7). Los result ados
en ambos experimentos arrojaron resultados similares
en cuanto a la disminucién de la carga p arasitaria de
los animales. En ambos casos ambién se observé que
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FIG. 33. Inmunolocalizacién de la paramiosina en los tejidos tegumentarios de cisticercos de Taenia crassiceps. Se incubaron secciones
de cisticercos montadas en laminillas con los sueros de los ratones inmunizados génicamente con synVW2-1 (A) o con el vectorva  cid

pCMV (B). Se utiliz6 un anticuerpo de pato anti-IgG de ratdn biotinilado y se reveld la reaccion con un conjugado de estrept
peroxidasa. Se tifieron las laminillas con hematoxilina como colorante de contraste. Las flechas indican las regiones del tegume

donde la paramiosina es abundante.

entre los cerdos vacunados con VW2-1, se encontro
una poblacién correspondiente aproximadamente a la
mitad de animales, con cargas p arasitarias bajas. En
el caso del experimento de vacunacién génica, hubo
grandes dificultades para encontrar las tenias p ara
llevar a cabo la infeccion experimenta | de los cerdos.
Por ello, se desafiaron a 1os animales cinco meses
después de la inmunizacién génica. Ademas, se
tuvieron que eliminar dos cerdos de cada grupo, debido
al numero reducido de huevos deT. solium disponibles
en ese momento. Debido a la variabilidad de la carga
parasitaria de los animales vacunados, asi como el
numero reducido de cerdos incluidos en ambos
experimentos, resulté dificil certificar los hallazgos
realizados en el modelo murino de cisticercosis por T.
crassiceps. Sin embargo, la reduccién de la carga
parasitaria promedio de los cerdos vacunados con
VW2-1 sugiere que el efecto podria ser similar al se
encontro en los ratones desafiados con T. crassiceps.
La caracterizacién inmunolégica de los cerdos
vacunados génicamente se llevo a cabo por ELISA para
determinar la produccién de anticuerpos. Se detectd
la presencia de anticuerpos anti-recVW2-1, quince dias
después de la inmunizacion (Fig. 41). Estos anticuerpos
alcanzaron su nivel mas alto cuarenta y un dias
después de la inmunizacién, y se mantuvieron en
circulacién durante por lo menos cinco meses. Los
anticuerpos inducidos por la vacunacion génica, al igual
que en el ratén, también reconocieron a los productos
de la p aramiosina en ensayos de western blot (Fig.
42). Un aspecto interesante de la respuest a inmune
encontrada en los cerdos vacunados génicamente, a
diferencia de los ratones, fue la heterogeneidad en

avidina-
nto en

cuanto al perfil de isotipos de anticuerpos (Fig. 43).
Un grupo mayoritario de cerdos presento altos niveles
de IgG1, asociado a un perfil tipo Th2, opuesto a lo
encontrado en los ratones. Encontramos que solo uno
de los cinco cerdos vacunados con synVW2-1 presentd
una carga parasitaria alta, que ademas se asocio6 a la
presencia de altos niveles de IgG2a anteriores al reto

CUADRD 7. BEnsmyos inicides de proteccidn en cortra de I=
cigticercosis porcina, mediarte inmunizacdn génica con
W21 o con el producto recombinante”

Carga Carga Efecta de la
Expt L .de = = o
he Inmunizacion cerdas parasitaria p.arasrtarlha waCUNA cidn
individual  promedia %
1 M aive o] 14, 16, 26 4029
G, 127
ST 1 5 0,514 2t 41"
18, 110
2 M aive o] a0, 121, 172 £ 103
176, 184,
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® Los e ayas de proteccion se llevaron a cabo en cerdos
inmunizades  génicamente  con el fragmente W21 de a
paramicsing de Faemz sofes (symU2-1: BExperimenta 1), o bien
con el producto recombinante  (rec\Vindzd: Experimento 20, v
des afiados porwia oral con hueves de 7, solu .

U los walores son el promedio * eror estandar de las cargas
arasitarias de los cerdos después de B0 dizs de infeccian.

La carga parasitaria de los cerdos control noinmunes (naive), fue
utilizada como el 100% de referencia para calcular el efecto de la
wvacunacian.

" E| andlisis de wariarza de la cargas parasitarias de los cerdos
contol ne-inmunizados, indicaron que lan= 7, por lo que no se pudo
realzar la prueba estadistica de los res uttados.
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FIG. 34. Caracterizacion inicial de la respuesta por anticuerpos
en ratones inmunizados génicamente con synTSOL18. Se inmunizd
a un grupo de ratones Balb/c con la construccion pCMASynTSOL 18
(synTSOL18), siguiendo el mismo disefio experiment al utilizado
para wtVW2-1 y synVW2-1 (ver seccion sobre Materiales y
Métodos). Se constituyd un grupo de ratones control no-inmunizados
(naive)y otro grupo de ratones control a los cuales se les administro
el vector pCMV vacio. Se colect aron muestras de sangre de los
grupos de ratones indicados a intervalos de 15 dias después de la
inmunizacién inicial. La produccion de anticuerpos especificos para
TSOL18 se evalud a través de un ELISA. (A) Analisis por
electroforesis en gel de poliacrilamida de una fraccion de recTSOL18
purificada por cromatografia de afinidad (ver seccién sobre
Materiales y Métodos). Carril 1: marcadores de peso molecular;
carril 2: recTSOL18. El andlisis electroforético de recTSOL18 reveld
una banda con el peso molecular esperado del monémero (19
kDa), y otra banda que al parecer corresponde a la forma dimérica
de la proteina (38kDa). Esta fraccion purificada de recTSOL18 se
utilizé para sensibilizar las placas de ELISA(100ng de proteina por
pozo). (B) Respuesta por anticuerpos de tipo IgG especificos para
recTSOL18, analizada 45 dias después de la inmunizacién inicial
en los sueros de los ratones inmunizados con synTSOL18. La
dilucién de los sueros utilizada p ara el ELISA fue de 1:100. Los
datos graficados corresponden al promedio + desviacion estandar
de 5 ratones.

(perfil Th1). Estas evidencias todavia preliminares,
sugieren que los componentes protectores de la
respuesta inmune media por la p aramiosina son

CUADRO 8. Ensayos de proteccion con log productos
recombinantes de paramiosna de Tani sofum
e & modelo muino de cigticercosis por T
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ip. @irterslos de 15 digs con los fagmentos recombinantes oe
la paramiosing de Taenk sofum Over Anea 2, Fig. 1 v Anewo 6,
Fig. 1) La dosiz ce proteina por inmunizacion fue de 25p0
alsorhidos & alimina. Quince diss después del refuerzo, los
animaes fueron desafiedos por via oral con 100-500 huevos de 70
taenformis El efedto de la inmunizacion sohre la cargs parastaria
e oz animaes s evalud después de 2 meses de infeccion.
" | e datos representan el promedio de la carga parasitaria de las
ratas + error esténcar.
El porcentaje de proeccion se mida como una disminucon de la
carga parastaria de los grupos vecunados con relacion & orupo
cortral, &l gue Chicamente 22 le adminisrd d advrante domina.
Estadigticaments significativo por andisiz de varisnza (Anows) 2
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distintos entre la cisticercosis murina por T. crassiceps
en el ratén y por T. solium en el cerdo.

Cabe también mencionar que los result ados
iniciales de vacunacion en contra de la cisticercosis
hepatica por T. taeniformis en ratas, con gran similitud
a la cisticercosis porcina en cuanto al proceso de
infeccion, revelaron una localizacion distint a de los
componentes protectores a lo largo de la paramiosina
de T. solium, con relacién a los hallazgos realizados
en el modelo de cisticercosis murina por T. crassiceps
en el raton (Cuadro 8). Encontramos que la
inmunizacion con los fragmentos recombinantes de la
paramiosina correspondientes a dos tercios hacia el
extremo amino terminal (recVW5-3) y dos tercios hacia
el extremo carboxilo terminal (recVW6-1) indujeron 61
y 53 % respectivamente de reduccién en la carga
parasitaria de los animales, mientras que los
fragmentos recombinantes correspondientes a los
tercios amino y carboxilo terminales no tuvieron efecto
alguno. Estos resultados indican que el efecto protector
en otros modelos experimentales de cisticercosis
amerita un analisis cuidadoso y que las pruebas de
vacunacion en cerdos son fundament ales para
certificar los hallazgos realizados en dichos modelos.
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FIG. 35. Respuesta celular de los ratones inmunizados génicamente con wtVW2-1 y synVW2-1. (A) Proliferacion tipica de células T
determinada por incorporacion de [3H]-thimidina, 72 horas después de cultivarlas en presencia de recVW2-1 (5ug/ml) o de concanavalina
A (ConA) (1 ng/ml) como control. Las células de los bazos de tres ratones incluidos en cada grupos, fueron obtenidas 45 dias después de
la inmunizacion inicial y mezcladas. (B) Cuantificacion de interferon(IFN)y e interleucina(lL)-4 en los sobrenadantes de cultivo de células de

bazo cultivadas durante 72 horas en presencia de 10

construidas con cantidades conocidas de IFN- vy e IL-4. Los valores graficados corresponden a promedios +

triplicados representativos de por lo menos dos experimentos.

Las pruebas de vacunacion en contra de la cisticercosis
hepatica por T. taeniformis en ratas no se utilizd6 mas,
debido a las grandes dificultades para mantener este
modelo experimental de cisticercosis en el laboratorio,
tal y como se menciona en la introduccion.

En consecuencia, los esfuerzos actuales (no
incluidos en la presente tesis) son dirigidos a llevar a
cabo nuevas pruebas de vacunacion génica en cerdos,
basadas en la paramiosina de T. solium y otros
antigenos potencialmente protectores.

DISCUSION

En el presente trabajo de tesis, se evalud el
potencial protector de la mramiosina de T. solium como
candidato a vacuna en contra de la cisticercosis.
También se aport aron las evidencias iniciales del
potencial protector de la calreticulina, otro antigeno de
T. solium. Para tal efecto se emplearon varias
estrategias de vacunacion que incluyeron el uso de
proteinas recombinantes y vacunacion génica.

La paramiosina resulta un blanco para la respuesta
inmune del huésped cisticercoso, ya que se expresa
ampliamente en los tejidos de cisticerco (Fig. 33) [69].
Este antigeno tiene ademas la interesante propiedad
de inhibir la via clasica de la cascada del complemento
al unirse al C1q [70]. Los hallazgos recientes,
realizados en colaboracién con otro grupo de
investigacion, sugieren que también podria tratarse de
una proteina con propiedades pro-apoptéticas (ver

ug/ml de recVW2-1. La cuantificacién se hizo a partir de curvas de referencia

desviaciones estandar de

Anexo 2). Por ello, nuestro grupo ha propuesto que la
paramiosina de T. solium participa en una posible
estrategia de modulacion de la respuesta inmune del
huésped cisticercoso. La hipétesis inicial es que la
inmunizacién con p aramiosina de ratones o cerdos,
podria resultar en una disminucion de la carga
parasitaria posterior a un reto con cisticercos o huevos.
La paramiosina también ha sido propuesta como
candidato a vacuna en contra de otras enfermedades
parasitarias como son la esquistosomiosis y filariosis
[96, 120, 153, 181].

En este trabajo de tesis, se estudié el efecto de la
vacunacion con recTPmy y sus fragmentos en contra
de la cisticercosis murina por T. crassiceps en el ratén.
Los resultados encontrados en este modelo, revelaron
un efecto significativo en la disminucién de la carga
parasitaria de los ratones que fue de alrededor del
40-60% (Cuadro 5 y Anexo 2, Cuadro 1). La proteccion
inducida por la recTPmy se asocia principalmente con
el fragmento amino terminal de la paramiosina llamado
VW2-1. Otros grupos han adoptado el modelo murino
de cisticercosis por T. crassiceps para evaluar el
potencial protector de antigenos candidatos a vacuna
en contra de la cisticercosis [94, 127, 165].

Se enfatiz6 en la caracterizaciéon del desenlace de
la respuesta inmune protectora que se asocia a un perfil
Th1 (ver Anexo 5), lo cual es consistente con los
hallazgos realizados por otros grupos [156, 157, 170].
Se ha reportado que el tratamiento de ratones con
IFN-y e IL-2 resulta en cargas parasitarias bajas,
mientras la IL-10 induce un incremento significativo en
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FIG 36. Comparacion entre los niveles de reduccion de la carga
parasitaria de los ratones vacunados génicamente con la
paramiosina de T. solium o con el fragmento VW2-1, con o sin
IL-12. Se vacunaron a grupos de 8 ratones con las construcciones
que expresan a la paramiosina (pTC-TPmy) o al fragmento VW2-1
(pTC-wtVW2-1 0 pcDNA3-wtVW2-1) tres veces a intervalos de 15
dias con 100ug de DNA plasmidico. Los ratones se desafiaron un
dia después de la ultima inmunizacion con 10 cisticercos delaenia
crassiceps por via intraperitoneal. En los grupos indicados se co-
administraron los vectores pEDP35 y pEDP 40 que codifican para
las subunidades P35 y P40 de la IL-12. También se incluyé un
grupo de ratones inmunizados con el fragmento VW2-1
recombinante (recVW2-1) adsorbido a alimina como adyuvante,
siguiendo el mismo esquema de inmunizacion. Los animales fueron
sacrificados 60 dias después del desafié con cisticercos. Los
porcentajes de reduccion de la carga prasitaria (proteccion) fueron
calculados tomando como el 100% la carga parasit aria de los
animales control a los cuales Unicamente se les administrd solucion
salina (vacunacion génica) o el adyuvante alimina (vacunacion
con recVW2-1).

la carga p arasitaria [155]. También se ha propuesto

que una respuesta asociada a un perfil Th1 interfiere
en el est ablecimiento de T. solium, en pruebas
vacunacion en el campo, en contra de la cisticercosis
porcina [32].

El estudio de la proliferacion celular en ratones,
utilizando los diferentes fragmentos recombinantes de
la TPmy, revelaron una respuest a preferencial hacia
el extremo amino terminal de la proteina, lo cual sugiere
que los principales epitopos T se encuentran en esta
region de la proteina (ver Anexo 5, Cuadro 3).
Un estudio similar realizado con células mononucleares
de sangre periférica tomadas de p acientes
neurocisticercosos, no revelé un reconocimiento
preferencial hacia alguno de los fragmentos
recombinantes de laTPmy. Sin embargo, esas mismas
células, tomadas de p acientes sanos que radican en
regiones endémicas, proliferan principalmente en
presencia de los fragmentos amino terminal y central
de la TPmy, lo cual sugiere un desenlace diferencial

de la respuest a inmune en individuos suscep tiblesy
resistentes (ver Anexo 6, Cuadro 1). Distintos perfiles
inmunoldgicos e n individuos igualmente e xpuestos,
también han sido relacionados con el desenlace de la
neurocisticercosis humana [22].

En un estudio reciente, se aportaron evidencias en
cuanto a la presencia de un epitopo T CD4+ a lo largo
del fragmento VW2-1, abarcando los aminoacidos 176
a 192 de la TPmy [89], aunque queda por demostrar si
este participa en la respuesta protectora Th1 en contra
de la cisticercosis murina.

Con base en la caracterizacion de la respuest a
inmune inducida por los diferentes fragmentos de la
paramiosina en humanos, cerdos y ratones, los
ensayos de vacunacion subsecuentes se basaron
principalmente e n el fragmento VW2-1de la
paramiosina de T. solium.

Dentro del desarrollo de una vacuna en contra de
la cisticercosis, t ambién se buscé incorporar otros
antigenos con potencial protector en colaboracion con
otros grupos de investigacién. E nsayos iniciales de
proteccién, en ratones vacunados con la calreticulina
recombinante de T. solium, revelaron niveles de
proteccion cercanos al 40% en contra de la cisticercosis
murina.

Sin embargo, el uso de la inmunizacion génica
permitié incorporar en forma relativamente sencilla
varios antigenos. Dentro de est a nueva estrategia de
vacunacion se puso especial atencién en el desarrollo
y optimizacidon de los vectores plasmidicos de
expresion eucarionte que codifican @ara la paramiosina
y la calreticulina de T. solium, asi como p ara otros
antigenos de probada capacidad protectora, como son
TSOL18 [39] y glutation-s-transferasa [169].

Se probaron tres diferentes vectores (pcDNA3, pTC
y pCMV), previamente utilizados en forma exitosa para
la expresién in vitro, asi como para la inmunizacién
génica en mamiferos [20, 90]. Las primeras
construcciones se basaron en los vectores pcDNA3 y
pTC a los cuales se les insertd la secuencia silvestre
del fragmento protector de la TPmy denominado VW2-
1 (wtVW2-1). Sin embargo, el vector comercial pcDNA3
se descart6 rapidamente, debido al bajo rendimiento
de purificacion, probablemente a causa del origen de
replicacién bacteriano que resulta en un bajo nimero
de copias.

Mediante las técnicas de construccién de genes
[150], se desarroll6 una secuencia sintética que codifica
para VW2-1 adapt ada a la preferencia en el uso de
codones en células de mamifero (synVW2-1), y se
insertd en el vector pCMV. Las pruebas de expresion
in vitro tanto con wtVW2-1 como con synVW2-1,
mostraron una buena expresion de paramiosina.
También se encontraron altos niveles de anticuerpos
en ratones inmunizados génicamente con wtVW2-1y
synVW2-1, aunque el uso del gen sintético resulté en
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FIG . 37. Ensayo de proteccion con un régimen mixto de
inmunizacién génica mas interleucinas y calreticulina de T. solium
recombinante (recCRT). Se vacunaron a grupos de 8 ratones dos
veces a intervalos de 15 dias con el vector pTC-wtVW2-1 solo
(WtVW2-1), o co-administrado con los vectores que codifican para
IL-12 e IL-18 (WtVW2-1 + IL-12/IL-18). A otro grupo de ratones se
les vacuné con wtVW2-1 + IL-12/IL-18, junto con la calreticulina de
T. solium recombinante (Antigeno mix). Al grupo de ratones control
unicamente se les administraron los vectores plasmidicos que
codifican para IL-12 e IL-18.También se incluyé otro grupo de ratones
inmunizados con recCRT. Se desafiaron a los animales 15 dias
después del refuerzo y se sacrificaron a los 25 dias de infeccion.Los
circulos representan las cargas parasitarias individuales y las barras
negras el promedio de cada grupo.

forma consistente en mayores niveles de anticuerpos.
Se reportd anteriormente que la adaptacion en el uso
de los codones p ara mamifero de la secuencia de
interés, generalmente resulta en una mejor expresion
y/o niveles mayores de anticuerpos antigeno
especificos [85, 109]. Siguiendo el mismo
procedimiento de sintesis de genes, también se
construyeron las secuencias codificadoras de los
antigenos TSOL18, calreticulina y glut ation-s-
transferasa, con la idea de utilizarlos conjunt amente
para inducir sinergias protectoras que resulten en una
vacuna altamente protectora. Las secuencias
codificadoras obtenidas se insertaron posteriormente
en el vector pCMV . Ademas, se sintetizaron las
secuencias codificadoras de algunas citocinas del
cerdo y del ratén que fueron también insertadas en el
pCMV para utilizarse como agentes co-adyuvantes que
modulen la respuesta inmune. Varios reportes indican
que el uso de vectores que codifican p ara citocinas
permiten orientar la respuesta inmune hacia el perfil
Th1 o Th2 [114]. Cabe mencionar que, aprovechando
el disefio original de algunas de las construcciones
hechas en el pTC [90], anteriormente habiamos
desarrollado construcciones que codifican p ara VW2-
1 como un producto de fusion con IL-12 o IL-4.

Los anticuerpos que se indujeron en respuesta a la
inmunizacién génica con wtVW2-1 y synVW2-1 fueron
capaces de reconocer a la paramiosina recombinante

TESIS DOCTORAL

FIG. 38. Ensayo de vacunacion génica con calreticulina de Tae-
nia solium (synCRT) en contra de la cisticercosis murinapor  T.
crassiceps. Los ratones fueron vacunados tres veces a intervalos
de 15 dias con la construccion plasmidica pCMV-synCRT (synCRT)
y desafiados 15 dias después. Al grupo control unicamente se le
administro el vector vacio (pCMV). Los animales fueron sacrificados
25 dias después del desafié. Los circulos representan las cargas
parasitarias individuales y las barras negras el promedio de cada

grupo.

completa y al fragmento amino terminal de la TPmy,
asi como la paramiosina presente en extractos crudos
de cisticercos de T. soliumy T. crassiceps. La similitud
antigénica entre las dos especies de tenidos ya ha sido
reportada anteriormente [140]. Ademas, se ha
reportado reaccién cruzada entre paramiosinas
obtenidas de invertebrados dist antes en la escala

filogenética [70].

La inmunizacién génica de ratones con VW2-1
resulté en una respuesta celular significativa (ver Anexo
1, Cuadro 2 yAnexo 4, Cuadro 5): Las células extraidas
de los bazos de ratones inmunizados respondieron
claramente al ser estimuladas con recVW2-1.
La caracterizacion de |a respuesta inmune en los
ratones vacunados génicamente con VW2-1, resultd
en un perfil Th1, similar al encontrado con la proteina
recombinante.

Al respecto de la posibilidad de utilizar citocinas para
modular la respuest a inmune, nuestros resultados
iniciales mostraron que la inmunizacién génica con
wtVW2-1 mas IL-12 no resultd, de acuerdo al perfil de
isotipos de anticuerpos 1gG1/lgG2a, en un perfil Th1
cuantitativamente superior al encontrado en ratones
inmunizados Unicamente con witVW2-1.
Inesperadamente, la construccion que codifica para
wtVW2-1 junto con la IL-4, tampoco produjo un perfil
tipo Th2. Lo anterior sugiere que las interleucinas no
se expresan debidamente o que no ejercen e | papel
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FIG . 39. Ensayo de vacunaciéon génica en contra de la
cisticercosis murina por Taenia crassiceps, en ratones inmunizados
con la calreticulina y el fragmento VW2-1 de la paramiosina de T.
solium. Los ratones fueron vacunados tres veces a intervalos de
15 dias con las construcciones plasmidicas pCMV-synVW2-1
(synVW2-1) y pCMV-synCRT (synCRT), y desafiados 15 dias
después por via intraperitoneal con 10 cisticercos de T. crassiceps.
Se incluyd un grupo de ratones a los cuales se les administrd de
manera conjunta synVW2-1y synCRT. Al grupo de ratones control
Unicamente se les administré el vector vacio (p)CMV). Los animales
fueron sacrificados 25 dias después del desafié. Los circulos
representan las cargas parasitarias individuales y las barras negras
el promedio de cada grupo.

modulador esperado. Se requieren experimentos
subsecuentes para explorar ambas posibilidades.

El efecto de la vacunacion génica en contra de la
cisticercosis murina por T. crassiceps se estudié en
diferentes tiempos de la infeccion. En et apas
tempranas de la infeccion (cuando la carga parasitaria
es menor de 20 cisticercos por ratén), se encontré que
los ratones vacunados g énicamente con wtVW2-1
muestran una disminucion de la carga parasitaria de
66%. El uso del vector que codifica pra wtVW2-1 como
un producto de fusién con IL-12, no resultdé en un
incremento significativo de la proteccion. En contraste,
los ratones vacunados con una mezcla de los antigenos
de T. solium (synVW2-1, synCRT), junto con los
vectores que codifican para la IL-12 e IL-18, condujo a
una proteccién cercana al 100%. Estos resultados
sugieren que la proteccién se debe mas a la respuesta
inmune en contra de los antigenos que a la modulacion
esperada de las interleucinas. Se trata pues de ensayos
preliminares que merecen subsecuente exploracion.

Por otra parte, en etapas intermedias de la infeccion
por T. crassicep s (cuando la carga p arasitaria es
cercana a los 100 cisticercos por raton: similar al rango
estudiado en los ratones vacunados con los productos
recombinantes de la TPmy), se encontré que la
disminucion de la carga parasit aria en los ratones

FIG .40. Ensayo de vacunacion génica en contra de la
cisticercosis murina por Taenia crassiceps, en etapas tardias de la
infeccion, en ratones inmunizados con la calreticulina y el fragmento
VW2-1 de la p aramiosina de T. solium. Los ratones fueron
vacunados dos veces a intervalos de 15 dias con las construcciones
plasmidicas pCMV-synVW2-1 (synVW2-1) y pCMV -synCRT
(synCRT), y desafiados 15 dias después por via intraperitoneal
con 10 cisticercos de T. crassiceps. Al grupo control Unicamente se
le administré el vector vacio (pCMV). Los  animales fueron
sacrificados 45 dias después del desafié. Los circulos representan
las cargas parasitarias individuales y las barras negras el promedio
de cada grupo.

vacunados génicamente con wtVW2-1y synVW2-1 fue
del 40-50%, similar a los niveles alcanzados con la
proteina recombinante sola. Niveles similares en la
disminucién de la carga parasitaria de alrededor del
40% se encontraron en los ratones vacunados
génicamente con calreticulina.

Finalmente, en etapas tardias de la infeccion
(cuando la carga p arasitaria es mayor de 200
cisticercos por ratén), el efecto de la vacunacion génica
con VW2-1, produjo una disminucion minima de
alrededor del 15-20%, aunque mayor a la alcanzada
con el producto recombinante que no tuvo efecto en
estas condiciones. La co-administracion de los vectores
que codifican p ara las subunidades P35 y P40 de la
IL-12, junto con el vector que codifica p ara wtVW2-1,
significd en un disminucién ligeramente mayor de la
carga parasitaria, lo cual sugiere que la modulacién
de la respuesta con citocinas podria ser importante.
El efecto conjunto de los antigenos VW2-1 vy
calreticulina no resultd, en etapas tardias de la
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FIG41. Respuesta inmune por anticuerpos en cerdos vacunados
génicamente con synVW2-1. Grupos de 7 cerdos de laraza York
fueron inmunizados tres veces a intervalos de 15 dias. Se coleaton
muestras de sangre en los tiempos indicados. Los sueros obtenidos
a partir de las muestras de sangre fueron analizados por ELISA,
utilizando recVW2-1 (ver Materiales y Métodos). (A) Desarrollo de
la respuesta por anticuerpos evaluada en las muestras de los sueros
diluidos 1:500. (B) Titulacion de los sueros colect ados 41 dias
después de la inmunizacion inicial.

infecciéon, en una mayor disminucion de la carga
parasitaria con relacién al uso de VW2-1 sola. La
coleccion de construcciones plasmidicas que inducen
la expresion de interleucinas estan disponibles en
nuestro laboratorio para estudios futuros.

Los estudios preliminares de vacunacion en cerdos
inmunizados por los métodos convencionales con
recVW2-1 o por inmunizacién génica con synVW2-1,
resultaron en aproximadamente 50% de reduccion en
la carga parasitaria.

En resumen, diferentes protocolos de inmunizacion
basados en la paramiosina y sus derivados resultaron
en niveles consistentes de proteccion que podrian ser
utilizados en combinacién con agentes inmuno-
moduladores como citocinas o con otros antigenos pra
desarrollar una vacuna efectiva en contra de la
cisticercosis. Cabe mencionar que otro grupo de
investigacion, reportd niveles significativamente
superiores en la disminucion de la carga p arasitaria
de 85-99%, en cerdos vacunados génicamente con la
paramiosina completa, en contra de la cisticercosis por
T. solium [16]. Sin embargo, no ha habido continuidad
en los reportes de ese grupo lo que plantea una duda
acerca de la reproducibilidad del hallazgo.

Las pruebas recientes de vacunacion en cerdos,
utilizando una gran variedad de estrategias que van
desde el uso de extractos crudos de oncosfera [167],
péptidos sintéticos [59], proteinas recombinantes [39],
fagos [93] e inmunizacién génica [51, 171], ostent an
niveles sorprendentemente altos de proteccion,
cercanos al 100%. Sin embargo, las dificultades
intrinsecas para llevar a cabo la infeccién experimenél
de los cerdos, y en particular, la dificultad para localizar
pacientes teniasicos y obtener los huevos de T. solium
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FIG. 42. Reconocimiento de la p aramiosina por los sueros de
los cerdos vacunados génicamente con synVW2-1. Se resolvieron
muestras del fragmento VW2-1 recombinante (recVW2-1, carril 1),
de la paramiosina completa recombinante (recTPmy, carril 2), y de
un extracto crudo de T. solium (carril 3) por electroforesis en gel
(SDS-PAGE) (p anel izquierdo), transferidas a membranas de
nitrocelulosa, e incubadas con una mezcla de los sueros de tres
cerdos (tomados al azar) de cada grupo, colecidos 41 dias después
de la inmunizacion inicial, diluidos 1:1000.

para llevar a cabo el desafio oral de los cerdos, ha
forzado a la mayor p arte de los grupos a utilizar
numeros reducidos de animales en los experimentos.
Por otra parte, buenos candidatos a vacuna en contra
de la cisticercosis porcina como sonTSOL18 [39] o de
cC1 [51], unicamente se expresan en el est adio
oncosferal o larvario respectivamente. Por ello, el uso
individual de estos candidatos dificulta el desarrollo de
una vacuna de amplio espectro. En el caso de las
pruebas de campo, en condiciones no controladas, las
vacunas requieren de mostrar propiedades t anto
profilacticas (en contra de la infeccién con huevos)

FIG. 43. Perfil de isotipos de anticuerpos anti-recVW2-1 en cerdos
inmunizados génicamente con synVW2-1. Se analizaron por ELISA
los sueros colectados 41 dias después de la inmunizacion inicial,
utilizando anticuerpos secundarios especificos p ara las
inmunoglobulinas de los isotipos IgG1 e IgG2 del cerdo (ver
Materiales y Métodos). A los animales control (naive), Unicamente
se les administro solucién salina. Los circulos representan niveles
individuales de anticuerpos del isotipo indicado.
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como terapéuticas (en contra del cisticerco) puesto que

algunos cerdos ya tienen la infeccién antes de iniciar
la aplicacién de la vacuna.

En nuestra opinién, la busqueda de una vacuna en
contra de la cisticercosis no ha concluido a pesar de
que nuestros resultados y los de otros grupos sugieren
que es posible desarrollar una vacuna alt amente
protectora. En este sentido, una vacuna multi-funcional,
que incluya varios antigenos protectores (de oncosfera
y del cisticerco), podria ser la forma de producir una
vacuna de amplio espectro, t anto profilactica como
terapéutica, que contribuya efectivamente al control de
la teniosis/cisticercosis.

Finalmente, un valor agregado del presente trabajo
de tesis es el desarrollo de una coleccion de
construcciones plasmidicas con secuencias
codificadoras de varios antigenos (paramiosina,
calreticulina, TSOL18, glutation-S-transferasa) e
interleucinas del cerdo y del ratén (IL-4, IL-12, IL18,
IFN-y), que debido a las limitaciones temporales de un
proyecto doctoral no se exploraron cabalmente.
Actualmente se prueban en nuestro laboratorio y seran
materia de reportes futuros.
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A plasmid vector carrying the immunoprotective amino-terminal fragment of Taenia solium paramyosin
(VW2-1) was designed for genetic vaccination studies. Mice that were genetically immunized with VW2-1 and
challenged by intraperitoneal inoculation of Taenia crassiceps cysticerci showed 43 to 48% reductions in the
parasite burden, values which were similar to values obtained previously when the recombinant protein was

used.

Human and porcine cysticercosis caused by Taenia solium is
still prevalent in several countries of Latin America, Africa,
and Asia (11). A strong effort is currently being directed to-
ward the development of an effective vaccine against porcine
cysticercosis. A number of strategies have been proposed, in-
cluding the use of parasite crude extracts (9, 17), recombinant
proteins (2, 3, 15), synthetic peptides (4), phage display (8),
and genetic immunization (10, 18). Genetic vaccines are par-
ticularly appealing for applications in developing countries as
they can be inexpensive to produce and store (5). In the
present study, we evaluated the use of genetic immunization
with the amino-terminal fragment of 7. solium paramyosin
(VW2-1), which was previously shown to be protective (15), as
an alternative strategy for vaccination in the murine model of
Taenia crassiceps cysticercosis.

A plasmid construct encoding a synthetic sequence for
VW2-1 was designed for genetic immunization. The codon
usage of the wild-type coding sequence for VW2-1 was adapted
for mammalian cells (synVW2-1) by using procedures for gene
synthesis (1). Briefly, a set of overlapping 60-mer oligonucle-
otides were assembled by PCR to construct synVW2-1, which
was inserted into the pCMV plasmid vector (14). The construct
was confirmed by DNA sequencing before large-scale purifi-
cation with a QIAGEN Endofree Plasmid Giga kit (QIA-
GEN). A comparison of the wild-type and synthetic sequences
of VW2-1 showed substantial changes in first (11.2%), second
(4.85%), and third (52.6%) positions of codons. An extensive
comparison of the outcomes of the immune responses elicited
in mice genetically immunized with wild-type VW2-1 and with
synVW2-1 consistently showed higher antibody and cellular
immune responses with the synthetic gene (data not shown).
The synthetic coding sequence is available from us upon re-
quest.

* Corresponding author. Mailing address: Instituto de Investigacio-
nes Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, A.P.
70228, Ciudad Universitaria, C.P. 04510, México D.F., Mexico. Phone:
(525) 5622-3862. Fax:. (525) 5550-6447. E-mail: laclette@servidor
.unam.mx.
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Vaccination assays were carried out by using 8- to 10-week-
old female BALB/c mice that were bilaterally inoculated in the
tibialis anterior muscle with pCMV-synVW2-1 or pCMV blank
vector (100 pg of DNA per mouse in 100 pl of 0.9% saline). A
third group contained naive mice. After 2 and 4 weeks, mice
were boosted with identical doses of plasmid DNA.

In order to evaluate if the antibodies raised by genetic im-
munization were cross-reactive with paramyosins of 7. solium
and T. crassiceps, Western blot assays were carried out as
described previously (16). Briefly, nitrocellulose membranes
were blotted with recombinant full-length TPmy (recTPmy)
and recombinant VW2-1 (recVW2-1) or with crude protein
extracts from 7. solium and T. crassiceps cysts (6). Membranes
were reacted with pooled mouse sera that were collected 45
days after genetic immunization. Blots were developed by us-
ing a peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobu-
lin G(H+L) (Zymed) secondary antibody, followed by diami-
nobenzidine (Sigma). A single 98-kDa protein, a size
consistent with the expected size of paramyosins, was recog-
nized in both crude extracts (Fig. 1). Moreover, recTPmy and
recVW2-1 were also recognized by the sera from genetically
immunized mice. These findings are consistent with the anti-
genic similarity between the two species of taeniids (12), as
well as with the cross-reactivity of paramyosins from distant
invertebrate sources (7).

The cellular immune response elicited in genetically immu-
nized mice was characterized by proliferation assays and cyto-
kine production by using spleen cells cultured in vitro as de-
scribed previously (15). Briefly, a pool of spleen cells from each
group, obtained 45 days after immunization, was cultured in
the presence of 1 to 5 pg of recVW2-1 per ml for 72 h to a
density of 5 X 10° cells per well. The responsiveness of spleen
cells to concanavalin A was also checked by stimulation with 1
pg of concanavalin A per ml. Eighteen hours before harvest-
ing, cells were pulsed with [methyl->H]thymidine (1 p.Ci/well;
NEN Life Science), and the amount of incorporated radioac-
tive label was measured with a liquid scintillation counter (Be-
taplate, Turku, Finland). The results of proliferation studies
showed that significant stimulation indices were obtained for



1896 NOTES

1234 1234 1234 1234
kDa = -y
97 4= ety oy Pk
66.2— -'i!
39.2- =
26.6 -

SDS-PAGE Naive Blank veclor synVW2-1

FIG. 1. Recognition of 7. solium and T. crassiceps paramyosins by
sera from mice that were genetically immunized with pCMV-
synVW2-1. Samples of recVW2-1 (lane 1), recTPmy (lane 2), and
crude extracts from 7. solium (lane 3) and T. crassiceps (lane 4) were
resolved by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
and stained with Coomassie blue (SDS-PAGE panel) or transferred to
nitrocellulose membranes (Naive, Blank vector, and synVW2-1 pan-
els). Blots were reacted with pooled sera from each group of mice and
developed by using a peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse immu-
noglobulin G(H+L) secondary antibody.

spleen cells from mice that were immunized with pCMV-
synVW2-1 (Table 1). Spleen cells from naive and immune
animals showed similar responses to concanavalin A. The
amounts of gamma interferon (IFN-y) and interleukin-4
present in supernatants of spleen cells stimulated with
recVW2-1 were determined by a sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay by using BD OptEIA cytokine kits (Phar-
Mingen). High levels of IFN-y were detected in the superna-
tant of spleen cells from mice that were immunized with
pCMV-synVW2-1 (Table 2). Assays with spleen cells from
naive and pCMV-inoculated mice showed that there was al-
most no IFN-y and interleukin-4 production. The cellular im-
mune response elicited in genetically immunized mice is con-
sistent with a Th1 profile that has previously been related to
protection in the murine model of cysticercosis (13).

The effect of genetic immunization with plasmid pCMV-
synVW2-1 on a challenge with 7. crassiceps cysts was evaluated
in the murine model of cysticercosis as described previously
(15). Two weeks after the last boost, mice were intraperitone-
ally challenged with 10 7. crassiceps cysts in saline, and they

TABLE 1. Antigen-specific proliferation of spleen cells from
genetically immunized mice

Stimulation index”

Stimulation”
Naive Blank vector synVW2-1
RPMI¢ 1+0.09 1+0.37 1+ 0.06
RPMI + recVW2-1 1.49 = 0.15 0.99 = 0.01 3.55 + 0.61¢
RPMI + ConA 22.89 £ 1.19 2379 £ 0.18  21.62 = 1.85

“ Proliferative responses of spleen cells were determined by incorporation of
[*H]thymidine, after 72 h of culture in the presence of recVW2-1 (1 and 5 pg/ml)
or concanavalin A (ConA) (1 wg/ml) as a control.

? Mean =+ standard deviation, calculated from the means of triplicate samples
for radioactivity incorporation after a 18-h pulse with [*H]thymidine.

¢ The absolute values for RPMI-stimulated cells were 16.87 + 1.43, 15.7 =
5.76, and 16.93 * 1.03 kepm (means * standard deviations) for the naive, blank
vector, and synVW2-1 groups, respectively.

@ Absolute values for each experimental group were statistically different from
the absolute values for RPMI-stimulated cells (P < 0.05).

INFECT. IMMUN.

TABLE 2. Cytokine profiles of spleen cells from genetically
immunized mice

Production (pg/ml) of’:
Spleen cells®

Interleukin-4¢ IFN-y¢
Naive =7.8 =31
Blank vector =7.8 =31

syn VW2-1 =78 705.66 + 32.62¢

“ Spleen cells from different groups were cultured in vitro in the presence of
recVW2-1 (5 pg/ml) to quantify interleukin-4 and IFN-y in the culture super-
natants.

® The values are means = standard deviations for triplicate representatives of
at least two experiments.

¢ The lower detection limits for interleukin-4 and IFN-y were 7.8 and 31 pg/ml,
respectively.

4 Statistically significant difference between naive cells and immune cells (P <
0.01).

were sacrificed 25 days later. The cysts from the peritoneal
cavities were collected and counted by individual, ignoring the
experimental design. Genetic immunization with synVW2-1
resulted in 43 to 48% reductions in the parasite load (Table 3);
these values were close to the 52% obtained with the recom-
binant product (15). No statistically significant differences were
observed between the pCMYV blank vector and naive mouse
groups.

Preliminary vaccination trials with pigs in which conven-
tional or genetic immunization with recVW2-1 and synVW2-1
was used also produced about 50% reductions in the parasite
load (data not shown). Recent vaccination trials with pigs in
which the workers used a variety of strategies, including the use
of oncosphere or metacestode crude antigens, synthetic pep-
tides, recombinant proteins, phage display, and genetic immu-
nization (2-4, 8-10, 17, 18), have resulted in claims of remark-
ably high levels of protection against 7. solium cysticercosis.
However, the intrinsic problems with carrying out experimen-
tal infection of pigs have meant that most groups have had to
use small numbers of animals or low challenge doses in exper-
iments. In the case of field trials under uncontrolled condi-
tions, vaccines are required to show prophylactic as well as
therapeutic properties. It appears that a multifunctional vac-
cine formulation that includes several protective antigens (on-

TABLE 3. Effect of genetic immunization against murine
cysticercosis caused by 7. crassiceps

.. . Load
Expt Immunization Ij;l);cgf Indlv121§131 E?rc‘;fsltt:) loads Avg load” reductjon
X (%
1 Naive 9 52,57,75, 77, 80, 89, 98, 837
107, 109
Blank vector 9 67,75, 88, 89,90, 95, 101, 915
101, 111
synVW2-1 9 9,13, 42, 44, 50, 58, 62, 47 £ 8 43¢
65, 80
2 Naive 8 65, 78,90, 100, 102, 103, 102 = 12
105, 177
Blank vector 9 45,53, 060, 83, 89, 98, 107, 85+9
114, 116
synVW2-1 9 35,46, 47, 48, 49, 54, 59, 54+ 4 48¢
2,

“ The values are means * standard errors after 25 days of infection.

® The parasite load in naive control mice was defined as 100% to calculate the
effect of immunization on the parasite loads in other groups of mice.

¢ There was a statistically significant difference between naive control mice and
immunized mice (P < 0.05).
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cosphere and metacestode) might be the way to produce a
broad-spectrum vaccine to aid in the control of taeniosis/
cysticercosis.

This work was supported in part by grants from CONACYT (grant
41693-M to JP.L. and P.O.-S) and DGAPA-UNAM (grant
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DGAPA-UNAM and SNI-CONACYT.
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Abstract

The scavenger receptor recognized asamultiligand family of receptorsfallsin the group that isinternalised through endocytosis.
Inthisreport we used several recombinant fragments of thetapeworm protein paramyosin, knownto form filamentous dimersthat
bind collagenous structures as ligands of different length for the class A type | scavenger receptor (SR-Al). While native CHO
cells are unresponsive to any of the recombinant fragments, it is shown that CHO cells transfected with this receptor efficiently
internalise recombinant fragmentsthat correspond to two thirds of the full-length paramyosin. In contrast, recombinant products
corresponding to one-third of the full-length paramyiosin are not internalised. It is also shown that important molecules in the
organization of the coated pit, are enriched when the two-thirdslong paramyosin fragments were bound and internalised through
the SR-Al. Moreover, internalisation of these fragmentstrigger a classical apoptotic pathway shown by the presence of TUNEL
positive cells and the appearance of apoptotic bodies. We report paramyosin as a hew ligand for the scavenger receptor and
provide evidence supporting the notion that these receptors upon the formation of arrays with length-specific molecules, not
only trigger endocytosis but also seem to regulate the synthesis of molecules involved in the organization of coated pits. (Mol
Cdll Biochem xxx: 1-9, 2004)

Key words. membrane receptors, lipoproteins, endocytosis, paramyosin, cytoskeleton, pattern-formation

I ntroduction

The family of proteins known as scavenger receptors was
originally identified by Brown and Goldstein studying the
endocytosis of lipoproteins [1]. These receptors trigger the
endocytosis of chemically modified low-density lipoprotein
(LDL), culminating in the transformation of macrophages
into foam cells characteristic of atherosclerotic plaques [2,
3]. Scavenger receptors are internalised through endocytosis
when bound to aremarkable variety of ligands ranging from
chemically modified lipoproteins [4, 5], platelet secretory
proteoglycans [6-8] to molecules involved in cell adhesion
and bacterial pathogenesis[9]. Moreover, scavenger receptor

knockout mice show increased susceptibility to infections
with Listeria monocytogenes and herpes simplex virus type-
1[10]. Gram-positive bacteriaare a so endocytoced viathese
scavenger receptors[11].

Five classes of scavenger receptors have been recognized
on the basis of structural homologies and ligand-binding
properties [4, 12]. Class A corresponds to transmembrane
homotrimeric glycoproteins where SR-Al and SR-All are
aternative transcripts from the same gene with a cysteine
rich domain in the carboxyl-terminal region of SR-Al.
One striking feature of SR-A is the 72 aa collagenous
domain resulting from GXY amino acid repeats including
a conserved sequence (KGQKGEEKGS) that forms atriple
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helix, and the 22 amino acid region at the carboxyl end
containing the site for binding of acetylated LDL [13].
Strong electrostatic interactions between three K/E residues
(intramolecular ion pairs) and K/Q residues mostly stabilize
the triple-helical conformation (by hydrogen bonding).
SR-Al and SR-AlI also show a 26 aa transmembrane region
and a 50 aa cytoplasmic domain that does not contain any
of the internalisation signals present in similar cytoplasmic
tails of different membrane proteins[14]. Different cytosolic
domain sequences are known to trigger internalisation, like
the highly degenerated tyrosine-based and |eucine-based
signals [15], through poorly studied lock and key recogni-
tion events based on specific protein—protein interactions
between receptor tails and cytoskeletal components[16].

Thedynamicsin the organi zation of receptorsduring endo-
cytosisistill largely undefined. However, reports describing
theformation of receptor complexeshave been described[17,
18]. It is believed that organized arrays of receptors might
be assembled through interaction with intracellular-linking
proteins [16, 19, 20]. Previous work on the binding and in-
ternalization of B-very low-density lipoproteins (5-VLDL)
through the apo-B/E-(LDL) receptor, led us to propose that
mol ecul esaffecting thelateral motion of scavenger receptors,
also affect the formation and consolidation of specific arrays
that determine the internalisation of 8-VLDL particles[21].
In thisreport, we continue analysing whether SR-Al requires
the formation of arrays on the plasma membrane in order to
trigger internalization. We used novel ligands for the SR-Al
that consisted of recombinant fragments of the filamentous,
a-helical, protein of about 100 kDa known as paramyosin,
present in the muscle of invertebrates including the para
sitic tapeworm Taenia solium[22, 23]. T. solium paramyaosin
(TPmy) binds polymeric collagen and can be isolated from
crude extracts of invertebrates by a one-step affinity proce-
dure. It inhibits the complement cascade at the level of C1,
possibly through binding of C1q[22], and shows a complex
quaternary structure including a domain with collagenous
triple-helical structure and ligand-binding properties similar
to SR-Al [24].

TPmy is reported here as a new ligand for the scavenger
receptor. It is also shown that SR-Al mediated endocytosis
induced by recombinant length specific TPmy also regulates
the synthesis of moleculesinvolved in the organization of the
coated pit and triggers apoptosis.

Materials and methods
Preparation of human lipoproteins
LDL (d=1.019—1.063 g/ml) and lipoprotein deficient serum

(d > 1.215 g/ml) were obtained by sequential density gra-
dient ultracentrifugation from norma human plasma, and

acetylated LDL (AcLDL) prepared as previously described
[6].

Recombinant fragments of TPmy

A series of fragments derived from the full-length coding
sequence of TPmy [23] were recombinantly expressed and
purified by affinity chromatography as described elsewhere
[25]. The DNA constructs were named as follows: TPmy
VW2-1 (268 aa), for the amino end third of the molecule;
TPmy VW3-3 (283 ad), for the central third; TPmy VW 4-
1 (312 aa), for the carboxyl end third; TPmy VW5-3 (551
aa), for the two thirds of the amino end and TPmy VW6-
1 (595 aa) for the two-third carboxyl end (Fig. 1A). The
recombinant proteins were dialyzed against 0.5 M NaCl, pH
7.3, and the protein concentration was determined using the
BCA protein assay (PIERCE Laboratories, Rockford, IL).
The full-length TPmy was not used in this study because of
aggregation problems encountered when using cell culture
media.

Cell culture

TheCHO-SRcell lineusedinthisstudy consistsof CHO cells
stably transfected with thebovineclass A typel scavenger re-
ceptor grown in 45% Dulbecco’s modified Eagle’'s medium
(DMEM), 45% F12 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS), and geneticin (50 ng/ml) at 37°C us-
ing 5% CO,. Control CHO cells were cultivated in the same
medium but containing penicillin (50 U/ml)/streptomycin
(50 pg/ml). All cell culture reagents were purchased from
Gibco BRL (Germany).

Internalization assays with FITC-labelled lipoproteins and
paramyosin fragments

AcLDL and recombinant paramyosin fragments were conju-
gated to FITC. Two-hundred micrograms of protein werein-
cubated with5 mM FITC for 5 h at room temperature and ex-
cess FITC removed by elution through G-25 columns. CHO
and CHO-SR cells were incubated for 5 h at 37 °C with dif-
ferent FITC-paramyosin fragments or with FITC-AcLDL in
45% DMEM/45% F12 medium without fetal bovine serum.
Where indicated, AcLDL or fucoidin (Sigma Chemical Co)
were added to the incubation medium as competitors. Af-
ter incubation, the cells were washed five times with PBS
containing 2 mg/ml BSA and once with PBS before dissolu-
tionin 0.1 N NaOH. Fluorescence was evaluated on an |SS-
PC1 fluorometer using an excitation wavelength of 480 nm
and emission scans between 495-580 nm. Fluorescence
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Fig. 1. TPmy recombinant fragments. (A) Schematic representation of the
five recombinant fragments of TPmy employed in this study, indicating their
nucleotide sequence (n), amino-acid sequence (aa), and molecular weight
(kDa). (B) SDS-PAGE of the five TPmy recombinant fragments used. The
kilo Dalton valuesfor each one of thefragmentsis slightly higher since atail
of 46 aa (+5,000 mw) needed for the affinity purification of the recombinant
productsis still present in these molecules.

measurements were calculated using standard fluorescence,
dividing maximal fluorescence values by the percentage of
protein labelling efficiency, taking into account the molar
extinction values for both FITC and TPmy. When the non-
labelled paramyosin fragments were used in order to stimu-
late cells previous their lysis, the following procedure was
used. CHO-SR cells were incubated for 1 h at 37°C in
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medium without fetal bovine serum prepared as described
before. TPmy VW5-3 or VW2-1 (15 ng/ml) was added and
incubation was carried out for 4 h at 37 °C. After incubation,
the cells were washed with PBS and harvested. For com-
petition assays with fucoidin and TPmy VW5-3, CHO-SR
cells were incubated as previously described. Proteins iso-
lated from CHO-SR cellswerewashed in cold PBSand lyzed
for 30 min at 4°C in lysis buffer containing 150 mM NaCl,
1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 0.5% NP40, 1% Triton X-100,
10 mM Tris, pH 7.4, 0.2 mM sodium orthovanadate, 10 mM
benzamidine, 10 ng/ml leupeptin, 10 wg/ml aprotinin, and
250 uM PMSF. The lyzed cells were centrifuged and the
supernatant recovered. The TPmy VW5-3 was localized as
described further on using western blot analysis. Protein con-
centration was determined using the BCA protein assay.

Subcellular fractionation

CHO-SR cells previously incubated with or without TPmy
VW5-3 for 4 h at 37°C were rinsed with ice-cold PBS and
harvested in lysis buffer as described before without NP40
and Triton X-100. Cells were harvested by cell scraping and
sonicated for 1 min and then centrifuged at 1500 g for 10 min
at 4°C. The pellet was eliminated and the supernatant fur-
ther centrifuged at 100 000 g for 45 min at 4°C. The cytosol
supernatant fraction was retained and the pellet was solu-
bilised in lysis buffer containing 1% Triton X-100 and 0.5%
NP40 and further sonicated. The suspension was centrifuged
at 15 000 g for 15 min at 4 °C. The resulting supernatant was
collected as the membrane fraction. Equal amounts of pro-
tein were boiled for 5 min in sodiumdodecylsulfate (SDS)-
sample buffer and subjected to SDS-PAGE for subsequent
immunaobl ot analysis.

Western blots analysis

Protein concentration was determined using the BCA pro-
tein assay, and samples (10 ng/lane) from the total protein
fraction and samples from the sub-cellular fractionation
were separated by SDS-PAGE (10%) and electrotransferred
overnight to nitrocellulose membranes (BioRad) at 4°C
and 80 mA in atransfer buffer containing 150 mM glycine,
25 mM Tris-HCI pH 8.8 and 20% methanol. The membranes
were blocked at 4°C overnight with blocking buffer (5%
nonfat milk in Tris-buffered saline (TBS) pH, 7.6 with
1% Tween 20). The following antibodies each diluted
500-fold were used: goat polyclona anti-heavy chain of
clathrin, CALM, B2 and «2-adaptins, and arabbit polyclonal
anti-Eps15, al purchased from Santa Cruz Biotechnology. A
rat anti-mouse anti-CD204 (scavenger receptor) monoclonal
antibody was obtained from Serotec, Raleigh, NC. A porcine
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antibody against TPmy paramyosin was manufactured by
our group. The secondary antibodies; donkey anti-goat 1gG
and goat anti-rabbit 1gG were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (both conjugated to horseradish peroxidase),
goat anti-rat horseradish peroxidase-mouse from Serotec,
Raleigh, NC, and a rabhbit anti-porcine horseradish peroxi-
dase from Zymed laboratories, Inc. All secondary antibodies
were used employing 5000-fold dilutions and incubated for
1 hat 37°Cin blocking buffer. The membranes were washed
with TBS-Tween 1%, and HRP activity was detected using a
western-light chemiluminescence protocol (Amersham Phar-
macia Biotech, UK). The percentage of band intensity was
measured using the LaserPix software (multi-image BioRad
Pic files) instrument where film background was employed
asazero or basal value, and 100% intensity the band with the
highest signal. This resulted to be the band obtained when
measuring proteineps15in VW5-3 stimulated CHO-SR cells.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end-labelling (TUNEL)

CHO-SR cells (1 x 10°) were treated with TPmy VW5-3
(30 wg/ml) for 24 h and rinsed with ice-cold PBS. Briefly,
cellswere fixed with 1% (w/v) paraformaldehydein PBS on
icefor 15min. Thecellswerewashed withice-cold PBStwice
and stored at —20°Cin70% (v/v) ethanol prior to performing
the TUNEL assays. Apoptotic cell death was assessed using
the APO-BrdU TUNEL Assay Kit (Molecular Probes), and
cells were treated according to the supplier’s instructions.
Cells with the DNA strands cleaved were labelled with Br-
dUTP and terminal deoxinucleotidyl transferase (TdT) inthe
DNA-labelling solution at 22—24°C overnight. At the end
of incubation time, the cells were rinsed twice with rinse
buffer provided by the Kit, and the BrdU was detected us-
ing an Alexa Flour 488 dye-labelled anti-BrdU monoclonal
antibody. Cells were viewed under fluorescence microscopy
a x100 magnification, using an excitation wavelength of
488 and an emission wavelength of 494. Viability was also
analysed by flow cytometry.

Results

Internalization of FITC-labelled lipoprotein and
paramyosin fragments carried out by the CHO-SR cell line

In order to exploreif TPmy recombinant fragmentswith abil-
ity to bind collagen-like structures, triggered SR-Al mediated
endocytosis, the five fragments described in our study were
evaluated using internalization assays. Control experiments
showed that CHO-SR cellsexpressing the class A type| scav-
enger receptor, efficiently internalise FITC-labelled AcLDL

employed as an internalization control. Internalization was
blocked by the presence of excess AcLDL or fucoidinin the
incubation medium, but not by LDL (Fig. 2A). Similar inter-
nalization assays of FITC-labelled recombinant fragments
of TPmy showed that fragments VW5-3 and VW6-1 were
efficiently endocytoced, whereas the shorter ones VW4-1,
VW2-1 and VW3-3 were not (Fig. 2B). Scavenger receptor
mol ecules mediate endocytosis of FITC-labelled VW5-3 and
VW6-1 fragments, since CHO cells that do not express this
receptor were unresponsive to any of the TPmy recombinant
fragments tested. Furthermore, the highly negative molecule
fucoidin efficiently competed with the two active fragments
of TPmy (Figs. 2C, D and Fig. 3A), in agreement to previ-
ousreportsstudying thebinding andinternalization of several
molecules carried out by the scavenger receptor [2]. Thesere-
sults demonstrated that endocytosis of the recombinant frag-
ments of TPmy was length-dependent and mediated by the
scavenger receptor most probably through binding to its col-
lagenous stalk. Thisphenomenon presentsthe possibility that
TPmy VW5-3and VW6-1 induced the arrangement of recep-
tors at optimal distances from each other that in turn might
have stimulated the formation of coated pits and accel erated
endocytosis, whereas the shorter TPmy fragments, VW4-1,
VW2-1and VW3-3, did not. Using theincubation conditions
described, it was not possible to evaluate the internalization
characteristics of the full-length TPmy, because of serious
aggregation problems encountered during the assays.

Localization of endocytic proteinsin CHO-SR cells

Inorder to determineif the extracellular eventsinduced by the
TPmy fragments employed as ligands for the scavenger re-
ceptor wereindeed reflected on any of theintracellular events
associated to endocytosis, asafirst approach, weinvestigated
thelevelsof expression of several proteinsinvolved inthe or-
ganization of coated pits. Using Western blot analysiscarried
out on total protein fractions obtained from CHO-SR cells,
we found that clathrin, g-adaptin, «-adaptin, epsl5, and the
scavenger receptor itself, showed a modest increase in their
level of expression during the internalization of the TPmy
VW5-3 fragment with respect to basal conditions (Fig. 3B).
As asemiquantitative way to express these changes, Fig. 3C
shows the percentage increase of band intensity as shown
in Fig. 3B, taking the basal value as background and the
band with the highest value as 100% intensity. Although
protein epsl5 was taken as the 100% intensity band, it be-
comes evident that S-adaptin, «-adaptin and the scavenger
receptor itself show the best response to TPmy fragment
VW5-3. When total protein fractions were separated into
membrane/cytoskeleton and cytosol fractions, these differ-
ences not only became clearer, but we had the opportunity
to differentiate between protein mainly associated with the
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Fig. 2. Internalization of FITC-AcLDL and FITC-TPmy by CHO and CHO-SR cells. (A) Control experiments employing cells incubated for 5 h with FITC-
labelled AcLDL (10 pg/ml), 200 pg/ml of AcLDL and fucoidan, and 500 ng/ml of LDL were used as competitors when added to the incubation medium.
(B) Interndization of the FITC-labelled TPmy recombinant fragments (15 pg/ml) by cells incubated for 5 h at 37°C. Internalization of the FITC-labelled
fragments: (C) VW5-3, and (D) VW6-1, showing theinhibition rendered by fucoidan. Datarepresent the mean of threeindependent experimentsusing triplicates.

membrane/cytoskeleton or protein located in the cytosolic
fraction (Fig. 3D). Clathrin was found associated almost ex-
clusively with the cytosolic fraction whereas g-adaptin, «-
adaptin and eps15 with the membrane/cytoskel eton fraction.
The scavenger receptor was found in both fractions.

Cell death provoked by the TPmy fragment VW5-3
in CHO-SRcells

During theinternalization process of TPmy VW5-3 by CHO-
SR cells, using transmission electron microscopy important
morphological changes were observed in the plasma mem-
brane, nucleus and mitochondria, as well as the appearance
of crystal like structuresin the nucleus and in general an in-
crease in cell size (data not shown). Looking further into the
possibility that these changes might have been associated to
apoptotic damage, confocal microscopy showed the presence
of typical apoptotic bodies when internalization of TPmy
VWS5-3 was carried out for 24 h (Fig. 4). These experiments
clearly showed achangein size between CHO-SR cellsinter-
nalising TPmy VW5-3 through the SR-Al, and CHO control
cells most probably internalising a basal amount of TPmy
VW5-3 through the SR-BI receptor known to the present in

this cell type. Basal internalization through the SR-BI seem
to account for less than 10% of the total TPmy found inside
CHO-SR cells shown suggested in the experiment presented
inFig. 2.

Furthermore, using flow cytometry searching for TUNEL
positive cells, we substantiated the viability loss and the fact
that cells internalising TPmy VW5-3 might be entering a
classical apoptotic pathway (Fig. 5). As shown in Fig. 5A,
although increasing concentrations of TPmy VW5-3 caused
an elevated cell dezath rate, we observed that the highest con-
centrations employed seemed to have promoted a tendency
for the cellsto recover. We believe thisisnot the case since a
decrease in cell death might be associated to the fact that, as
showninFig. 4, the use of high TPmy VW5-3 concentrations
promotes cell/cell phagocytosis as shown by the presence of
multiple apoptotic nuclei. Therefore, the flow cytometry ap-
paratus might havetaken multinucleated cellsassingleevents
with the concomitant loss of individual positive cells. Em-
ploying the highest value of TUNEL positive cells, we car-
ried out the viability analysisof CHO-SR cells. Thisanalysis
showed that a control experiment kept 95% of viable cells
with only 5% of cells undergoing apoptosis. On the other
hand, TPmy VW5-3 treated cells only showed 76% viability
and 24% of cells undergoing apoptotic cell death (Fig. 5B).
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Fig. 3. Western blot analysis of endocytic proteins from CHO-SR cells incubated with TPmy VW5-3. (A) Total protein fractions (30 «g) from CHO-SR
cells previously incubated with or without TPmy VW5-3 in the presence or the absence of fucoidin were immunoblotted in order to detect the localization
of TPmy VWS5-3, using an anti-TPmy VW5-3 antibody. (B) Total protein fractions (10 1+g) from CHO-SR cells previously incubated in the absence or the
presence of TPmy VW5-3. The specific endocytosis related proteins shown in the figure were visualized using specific antibodies against each one of them.
(C) Protein quantitation as shown in B. Percentage increments in band intensity taking film background as the basal value and the band with highest intensity
as 100% (eps15 in VW5-3 stimulated CHO-SR cells). (D) Subcellular protein fractions (10 1.g) (membrane/cytoskeleton, M; cytosolic, C) from CHO-SR cells
previously incubated in the absence or the presence of TPmy VW5-3 were analysed asin B.

Discussion

Natural and recombinant T. solium paramyosin have been
reported to bind type | collagen, a property that can be ex-
ploited for its isolation from a crude extract of this para-
site through a one-step affinity procedure [26]. TPmy also
binds C1q and blocks function of the complement cascade
[22]. The feature shared by collagen type | and C1q is the
presence of triple helical collagenous structures. Although a
number of aspects on the binding of paramyosin to collagen
type | or C1q are not clear, we proposed that long-range pe-
riodicities of charged surface residues along this coiled-cail
filamentous protein, might be responsible. Thus, the initial
idea underlying our assays with recombinant fragments of T.

solium paramyosin was to determine if it could also interact
with the SR-Al, which also posses a triple helical collage-
nous domain. The way to evaluate endocytosis of TPmy was
carried out by measuring theinternalization of FITC-labelled
recombinant TPmy fragments of different lengths, by CHO
cellsthat were stably transfected with the SR-Al. Our results
indicated that fragments corresponding to two thirds of the
full-length protein (VW5-3 and VW6-1) induced endocyto-
sis, whereas fragments that correspond to only one third of
the full-length protein, coming from the amino end, the mid-
dle section and the carboxyl end (VW4-1, VW3-3, VW2-
1) were al inactive. Interestingly, VW5-3 and VW6-1 only
share onethird corresponding to the middle portion of TPmy,
suggesting that the rel evant feature for activity istheir length
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Fig. 4. Apoptotic cell death in CHO-SR cells treated with TPmy VW5-3.
CHO-SR cells treated with increasing amount of TPmy VW5-3 (0, A;
10, B; 20, C; 30, D; 40, E and 50 ng/ml, F) were subjected to confocal
fluorescence microscopy. Detection of BrdU associated to apoptotic bodies
was achieved using an Alexa Fluor 488 dye-labelled anti-BrdU monoclonal
antibody. Scale bars, 5 um (B, C, D, E) and 10 um (F). CHO control cells
were treated with 30 pwg/ml TPmy (G, H). Phase contrast image (G) and
confocal fluorescence image (H).

and not their location on the compl ete protein. The activity of
these fragments is mostly specific for the SR-Al, since non-
transfected CHO cells naturally containing the SR-BI, seem
to present a basal internalization activity counting for less
than 10% of the total TPmy internalization shown in CHO-
SRAI transfected cells. Taken together, these results suggest
that a physical arrangement between SRAI type receptors
at the cell surface maintaining critical distances from each
other, might be a factor that promotesinternalization.
Clathrin and a group of heterotetrameric proteins known
as adapters are the main components of coated pits; AP-1 re-
stricted to the coated pit in the Golgi region and AP-2 associ-
ated with the cell membrane [27]. AP-2 isaheterotetrameric
complex that binds clathrin | attices and functions as an adap-
tor by linking receptors[14, 28, 29]. The«-subunit apparently

7

interacts directly with dynamin, a GTPase that participates
in the formation of the budding of clathrin-coated vesicles
[30, 31]. Thissubunit has been also associated to several fac-
tors including Epsl5, a protein that binds to the epidermal
growth factor receptor tyrosine kinase [32, 33], and Epsin
that seems to assist clathrin-mediated endocytosis [32]. The
B-2 chain of AP-2 has been also proposed to bind the heavy
chain of clathrin, aswell asto protein CALM involved in the
regulation of clathrin recruitment in the membrane [34-36].
The u2-chain is suspected to interact equally well with the
leucine and the Y X X0 internalization signals present in sev-
eral cytoplasmictailsof membranereceptors[27, 37, 38]. The
internalization signal FXNPXY contained at the cytoplasmic
tail of the LDL receptor, apparently interacts directly with
clathrin [39], and it is not dependent on adapter proteins.
Although this might be considered a regulatory mechanism
for the association of AP-2 with clathrin, the binding sites
of AP-2 with several membrane components, often taken for
granted, are still unclear [29].

Several authors have proposed that formation of protein
microdomains on the cell surface regulate processes such
as the sorting of receptors in polarized cells [14], signal
transduction [40Q], and the propagation of conformational
changes of receptors across the membrane [41]. For in-
stance, it has been suggested that clustering of glycosyl-
phosphatidylinositol-anchored membrane proteins bearing
the same ectodomains is explained through the establish-
ment of protein arrays as “platforms’ or “rafts’ stabilized
by cholesterol [42, 43]. However, the evidence related to the
formation of organized structures on the cell membrane with
concomitant physiological responses, still remains fragmen-
tary. In the case of apoptosis, it has been suggested that this
phenomenon can be triggered in response to changes in cell
shape, where mechanical forces in the cytoskeleton play an
apparent control [44]. It hasbeen also reported that cellswith
extended shape divide actively, whereas cells competing for
space in the same culture dish tend to adopt a round shape
and die [45]. This evidence seems to support our previous
proposal that special arrangements of “networking proteins’
on the cell membrane, such as single-crossing receptors that
extend from theextracellular spaceto the cytoskeleton, canbe
reflected onintracellular faceresponses[21]. Itisconceivable
that specific arrays of receptors on the cell membrane result
in the transduction of mechanical signalsinto physiological
responses through cytoplasmic protein—protein recognition.

Our results are consistent with the fact that during inter-
nalization of TPmy fragment VW5-3 and only after the re-
arrangement of receptors at the al surface, their cytoplasm
tailsoptimally interact with cytoskel eton components, atrig-
gering mechanism that optimises endocytosis and alowsthe
optimal expression of specific coated pit components. More-
over we present evidence that internalization of TPmy might
be considered a stressful condition, as previously shown by
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Fig. 5. Viahility loss of CHO-SR cells caused by TPmy VW5-3. (A) Percentage of TUNEL-positive cells determined by flow cytometry 24 h after incubation
with different amount of TPmy VW5-3 (average result of two independent experiments). (B) Flow cytometry of CHO-SR control cells (left panel) and CHO-SR
cells treated with TPmy VW5-3 (30 ng/ml) for 24 h (right panel). Representative images of three independent experiments.

uswiththeinternalization of several other ligandsthroughthe
scavenger receptor type A [46], since CHO-SR cells treated
withincreasing concentrationsof TPmy VW5-3tendtolower
viability through the process of apoptotic cell death. This
possibility is substantiated by increased percentages of tunel
positive cellsdirectly related to the presence of cell apoptotic
vesicula and multinucleated cells.

Since transduction of the signal employed by receptors
such as the LDL receptor and the scavenger receptor is not
easily explained by conventional mechanisms, webelievethat
specific arrangement of receptors might be relevant. There-
fore, based on the present results we propose that ligand-
controlled dynamic arrays of receptors at the cell surface not
only stimulateinternalization but also trigger the recruitment
and regulation of specific cytosolic molecules associated to
the formation of the coated pit promoting in this specific case
an apoptotic event.

Our study also identifies the scavenger receptor as a po-
tential binding site for TPmy and provides a route to further
characterize the role of paramyosinsin severa host-parasite
relationships. Since paramyosin binding and uptake by the
scavenger receptor may participate in the processing and/or
presentation to B or T cells [44], this phenomenon may be
also of relevance in the study of theimmune response shown
by infected hosts.
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ABSTRACT: Calreticulin is an endoplasmic reticulum protein involved
in the homeostasis of intracellular Ca"* and other physiological pro-
cesses. A complementary DNA clone containing the complete coding
sequence of Taenia solium calreticulin (TSCRT) was isolated and char-
acterized. Recombinant TSCRT was expressed in bacteria as a 50-kDa
protein that specifically bound calcium when tested in aradioassay. The
deduced amino acid sequence has 47-50% identity with other reported
calreticulins. Poor recognition of TSCRT by human and pig sera with
confirmed cysticercosis discourages its use for diagnosis of the disease.
However, further characterization and localization studies could provide
insights into the role of TsCRT in T. solium physiology and host—par-
asite interactions.

Calreticulin (CRT) is a highly conserved, multifunctional protein,
found mainly in the lumen of the endoplasmic reticulum (ER) in aimost
al eukaryotic cells. Its main role is to control intracellular Cat* ho-
meostasis, but it also participates in cell motility, secretion, adhesion,
protein synthesis, and gene expression. Moreover, CRT acts as a lectin-
like molecular chaperone in the quality control of newly folded gly-
coproteins (Michalak et al., 1999). Homologues of CRT have been de-
scribed in several parasites, including Trypanosoma cruz, Leishmania
donovani, Schistosoma mansoni, Onchocerca volvulus, and Necator
americanus, (Khalife et al., 1993; Rokeach et al., 1994; Joshi et al.,
1996; Labriola et al., 1999; Kasper et al., 2001). Anti-CRT antibodies
have been detected in the sera from patients with Chagas disease, schis-
tosomiasis, and onchocercosis (Khalife et al., 1993; Rokeach et al.,
1994; Marcelain et al., 2000). Recently, human and nematode CRT have
been shown to bind C1q and interfere with complement activation, sug-
gesting arole in host—parasite relationships (Kovacs et al., 1998; K asper
et al., 2001). Taenia solium cysticercosis is a public health problem in
underdeveloped countries and is an emerging disease in the United
States. (Flisser, 2002). Here, we report the cloning, characterization, and
functional expression of CRT from T. solium.

A complementary DNA (cDNA) library from adult T. solium worms,
constructed in AZAPII (Garta-Domnguez, 1993), was immunoscree-
ned with pooled immune rabbit sera raised against 2 immunogenic gly-
coproteins, GP24 and GP42 (Plancarte et al., 1999), according to stan-
dard protocols (Sambrook et al., 1989). Clone 3.2 contained a cDNA
fragment with a 1,325-bp coding sequence, flanked by 6 nucleotides
upstream from the start codon, 138 downstream from the stop codon,
and a putative polyadenylation signal (AGTAAA) located 18 bp up-
stream from the polyA tail. The coding sequence showed an open read-
ing frame encoding 395 amino acids. The deduced amino acid sequence
contained several features common to all careticulins: (1) 2 CRT family
sequences located in conserved regions of the N-domain on residues
97-113 (KhEQnidCGGGY VKLL) and 130-138 (IMFGPDICG); (2) an
hydrophobic signal peptide that targets CRT to the ER (Nielsen et al.,
1997); (3) 2 sets of 3 repeats (A: PxxIXDPDAXKPEDWDE; B: Gx-
WxPPxIXNPxYx), characteristic of the P-domain in all CRT; (4) an
acidic C-domain containing the KDEL tetrapeptide corresponding to the
ER retention signal; and (5) 3 conserved cysteine residues present in
the N-domain of all calreticulins, as well as 3 histidine residues at con-
served positions that are involved in the interaction of human CRT with
Zn*+ (Michaak et al., 1999). The presence of these features indicates
that the isolated cDNA fragment encodes a T. solium calreticulin. Fur-
thermore, amino acid sequence alignment (Thompson et al., 1994) of
TsCRT with other calreticulins showed 47-50% identity with N. amer-
icanus (AJO06790), S. mansoni (Q06814), and human (P27797) calre-
ticulins (Fig. 1). Nucleotide and amino acid sequences reported in this
article have been deposited in the GenBank database under accession
number AF340232.

For bacterial recombinant expression, 2 oligonucleotide primers con-
taining restriction sites for Eco Rl were designed to polymerase chain
reaction (PCR) amplify the coding region of the mature protein, without
the signal peptide, using the full-length clone (SKCRT3-2) as template.
Primers were: forward 5’ATATGAATTCGAAGTTTACTTCGAG-
GAC3' and reverse 5’ ATATGAATTCCTACAATTCATCCTTCGAG3'.
Cycling conditions were 2 min at 95 C, followed by 25 cycles of 1 min
a95C, 1 mnat56C,1minat 72 C, and afina extension period at
72 C for 10 min. The PCR product was digested overnight at 37 C with
Eco RI (Gibco BRL, Rockville, Maryland). The coding region of the
mature TSCRT was subcloned into the expression vector pET23-a (Nov-
agen, Madison, Wisconsin) according to recommendations from the
manufacturer. The insert included a stop codon for TsCRT to avoid
fusion of the hexahistidine tag of the vector. The correct orientation of
the insert as well as the completeness of the coding sequence and read-
ing frame within the recombinant expression plasmid (pET23a-CRT)
was checked by DNA sequencing. After transformation and induction
of BL21 cells, a single new band of about 50 kDa, representing ap-
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Ficure 1. Sequence alignment of Taenia solium CRT with other
members of the calreticulin family. Sequences were aligned using the
ClustalW aignment program version 1.74. Overlining indicates the cal-
reticulin family sequences (CFS) 1 and 2 and the 2 sets of 3 repeats
Al, A2, A3 and B1, B2, B3. The putative signal peptides are indicated
in the box and the ER retention signals are highlighted. Arrowheads
indicate the position of the conserved cysteine and histidine residues.
Positions of identity in at least 2 of the sequences are shown in gray
shading. Genbank accession numbers: T. solium CRT (TsCRT,
AF340232), Schistosoma mansoni CRT (SmCRT, Q06814), Necator
americanus CRT (NaCRT, AJ006790), and human CRT (HsCRT,
P27797).
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FIGure 2. Purity and calcium binding of rTsCRT in 12% polyacryl-
amide gel stained with Coomassie Blue (panel A) and nitrocellulose
membranes incubated with 1 pnCi/pl of “CaCl, (panel B). Nontrans-
formed bacteria used as a negative control (lanes 1), transformed and
induced bacteria (lanes 2) and, 5 pg of partialy purified rTsCRT (lanes
3). Molecular weight markers are shown for both panels.

proximately 30% of the total bacterial proteins, as estimated by densi-
tometry of stained gels, was seen. The predicted molecular mass for the
recombinant product was 45.3 kDa, which is similar to other calreti-
culins (McCauliffe et al., 1990; Huggins et al., 1995), calnexin, an ER
transmembrane homologue of CRT (Rajagopalan et al., 1994), and cal-
megin, a calcium-binding protein expressed during embryogenesis (Wa-
tanabe et al., 1994). This anomalous migration has been explained by
their high content of acidic amino acid residues that interferes with
SDS-binding (Baksh and Michaak, 1991; Krause et al., 1990; Milner
et al., 1991) and not by posttranslational modification, i.e., glycosylation
in the bacterial cells, although TsCRT shows 2 potentia glycosylation
sites (Fig. 1).

After purification by isoelectric precipitation at pH 4.39 (pl of the
predicted mature protein) in the presence of 0.6 M NaCl for 1 hr at 4
C, the precipitated protein was collected by centrifugation at 16,000 g
for 30 min and the pellet resuspended in phosphate-buffered saline pH
7.4. Nontransformed bacteria, transformed and induced bacteria, and
partially purified recombinant TSCRT (rTsCRT) were subjected to 12%
polyacrylamide gel electrophoresis and stained with Coomassie blue.
The purity of the recombinant product was estimated at 80% (Fig. 2A).
A similar gel was used to determine if the TSCRT is expressed as a
functional calcium-binding protein. Therefore, proteins were electro-
transferred onto nitrocellulose membranes, incubated for 10 min in a
buffer containing 10 mM imidazol, pH 6.8, 60 mM KCl,, 5 mM MgCl,,
and 1 p.Ci/ml 4CaCl,, washed with double-distilled H,O for 5 min, and
dried on filter paper as described by Maruyama et al. (1984). Bound
“Ca* was observed using an intensifying screen (Amersham, Pisca-
taway, New Jersy) and a ‘‘Molecular Imager Fx’ (BioRad, Hercules,
California). Results show that radioactivity was associated mainly with
the induced 50-kDa band (Fig. 2B). Kasper et a. (2001) found that
recombinant CRT from the nematode N. americanus, that was cloned
and expressed in a bacterial system with the polyhistidine tag, did not
show ability to bind Ca*, suggesting that the presence of this tag might
interfere with functional expression of the protein.

The isolation of cDNA clones containing the coding sequence for
TsCRT, through the use of pooled immune rabbit sera raised against 2
immunogenic glycoproteins (Plancarte et al., 1999), was an unexpected
result. These glycoproteins (GP24 and GP42) are used commonly for
immunodiagnosis of neurocysticercosis and were purified from a crude

extract of T. solium cysticerci by lentil-lectin affinity chromatography
(Tsang et al., 1989). To determine why calreticulin was isolated from
the T. solium cDNA expression library, rTsSCRT was reacted by Western
blot with each immune rabbit sera (anti-GP24 and anti-GP42) used in
the pooled sera. The anti-GP42 sera bound to rTsCRT, suggesting that
small amounts of calreticulin were present in the glycoprotein fraction
used to immunize the rabbits. One possible explanation for this is that
careticulins are lectinlike proteins that recognize N-glycosylated pro-
teins (Michalak et al., 1999) and that binding might have occurred.

When 2 pools of 10 human serum samples and sera from 2 pigs with
confirmed cysticercosis were assayed against purified rTsCRT in West-
ern blots, a faint band of 50 kDa was recognized (data not shown).
However, a pool of sera from 10 hedthy humans, and sera from 1
uninfected pig, also recognized the same band. The nonspecific binding
of antibodies to rTsCRT in Western blots discourages its further eval-
uation as a diagnostic antigen for cysticercosis. The immunogenicity of
the purified rTsCRT was confirmed because sera from mice immunized
with rTsCRT recognized the 50-kDa band (data not shown).

The high degree of conservation and multifunctional character of
CRT suggests that it is a fundamental protein in cellular physiology.
The study of TsCRT, including its further characterization and locali-
zation within the different stages of the parasite, could provide insight
into its role in T. solium physiology as well as in the host—parasite
relationship.
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Microarray Data Demonstrate That Trypanosoma cruzi Downregulates the Expression of

Apoptotic Genes in BALB/c Fibroblasts

Deborah Moore-Lai and Ed Rowland, Ohio University, Department of Biomedical Sciences, 342 Irvine Hall, Athens, Ohio 45701. e-mail:

deborahmoorelai@yahoo.com

ABSTRACT: Parasites have been shown to up- and downregulate host
apoptosis, most likely facilitating their ability to successfully establish
an infection in the host. It has been demonstrated that pathogens mod-
ulate well-established pathways, leading to cell death, including induc-
tion of the FasFasL system to promote apoptosis. In contrast, it has
also been shown that in other instances a decrease in host cell apoptosis
results after the upregulation of genes in the Bcl-2 family. The present
study examined the ability of Trypanosoma cruzi to modulate expres-
sion of host cell genes of the TNFR1 apoptotic pathway. Using mi-
croarray technology, gene expression was compared between uninfected
BALBI/c fibroblasts and T. cruzi-infected BALB/c fibroblasts. After
comparing expression patterns between uninfected and T. cruzi—infected
BALB/c fibroblasts, it was concluded that genetic expression of genes
in the TNFR1 apoptotic pathway is downregulated in T. cruzi—infected
cells, indicating that in BALB/c fibroblasts the parasite decreases the
expression of genes, leading to host cell apoptosis.

Trypanosoma cruz is the etiologic agent of Chagas disease, or Amer-
ican trypanosomiasis. The disease is endemic in Central and South
America and currently affects about 20 million people (World Health
Organization, 1993). Chagas disease progresses through an acute phase
and into the indeterminate phase. During the acute phase the parasitemia
is quite high; however, after induction of the immune response the par-
asitemia is decreased significantly, and the host typically enters the in-
determinate phase, remaining there for the rest of its life.

Intracellular pathogens are known to modulate their host’s response
to infection to facilitate their own survival. For example, during the
acute phase, T. cruzi escapes the parasitophorous vacuole before lyso-
somal fusion (with the vacuole) occurs and replicates freely in the cy-
toplasm of host macrophages. After activation of the acquired immune
response, however, the parasitophorous vacuole fuses with lysosomes

before parasite escape, and the parasite is killed after deposition of the
lysosomal constituents into the vacuole.

Trypanosoma cruzi has also been shown to modulate induction of
apoptotic pathways. Clark and Kuhn (1999) attempted to determine
whether T. cruz infection of murine fibroblasts induced apoptosis. After
5 days there was no indication of the induction of apoptotic pathways.
Nakajima-Shimada et al. (2000) demonstrated that the risk of Fas-me-
diated cell death was decreased after infection in nonlymphocytic cells.
Their work showed a decrease in apoptosis at the level of DNA frag-
mentation, changes in the host cell membrane, and activation of cas-
pases 3 and 8. Trypanosoma cruzi has also been shown to promote
lymphocyte apoptosis, potentially restricting the immune response dur-
ing infection (Lopes, 1995; Luder et a., 2001). Trans-sialidase, aunique
enzyme produced by T. cruz, is known to induce apoptosis in immune
cells found within the thymus, spleen, and lymph nodes (L eguizamon,
1999), enhancing the ability of the parasite to evade the immune re-
sponse. In contrast, trans-sialidase has been shown to prevent apoptosis
in neuronal cells (Chuenkova and Pereira, 2000; Luder et al., 2001),
promoting their survival despite the ongoing infection.

Other pathogens have also been shown to modulate the apoptotic
response. Hepatocytes infected with Plasmodium spp. do not undergo
stresss-mediated apoptosis (Heussler et al., 2001). Theilera parva, the
agent responsible for East Coast fever in cattle from East and Central
Africa, inhibits apoptotic pathways (Heussler, 1999; Luder et al., 2001)
in T lymphocytes through the upregulation of Bcl-2 genes. Finally,
Toxoplasma gondii has been shown to both induce and inhibit apoptotic
pathways (Luder et al., 2001).

Microarray technology facilitates the molecular analysis of host and
pathogen interactions and provides information regarding the host’s ge-
netic response to infection. DNA expression arrays have been used to
examine the host response to various pathogens, including Salmonella
spp., Bordetella pertussis, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni,
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TaBLE |. Microarray data. Values are from the original microarray.
Comparison between uninfected (UNF) and infected (INF) cellsinclud-
ed 1,176 total genes. 273 were downregulated, 68 were upregulated,
and 835 genes were unchanged as a result of infection. The fold de-
crease or increase value is the fold difference in gene expression be-
tween the 2 conditions. For example, TNFR is downregulated 2.4; this
indicates that it is downregulated in the infected cDNA population. A
“?" indicates a weak signal from the original microarray data.

Accession Clontech Fold decrease, Fold increase,
number gene ID UNF vs. INF UNF vs. INF
X57796 TNFR1 2.4
U25995 RIP Down
AJ224740 FADD ?
u97076 Casper ?

Vibrio cholerae, Mycobacterium tuberculosis, and Escherichia coli
(Cummings and Relman, 2000). The technology allows the user to iden-
tify the up or downregulation of genes after infection and may provide
insight into the genetic response to infection with a pathogen.

Using microarray technology we attempted to identify those genes
involved in the tumor necrosis factor receptor (TNFR) apoptotic path-
way whose levels may be manipulated after infection with T. cruz.
Because the work of Nakajima-Shimada et al. (2000) demonstrated a
reduction in Fas-mediated apoptosis, and because Fas is a member of
the TNFR family, we selected the pathway beginning with ligand bind-
ing to the TNFR1 for examination. Genes in the TNFR1 pathway in-
clude TNFR1, RIR FADD, and Casper.

The TNFR1 apoptotic cascade is initiated after binding of TNF to
TNFR1. The receptor recruits FADD, an adaptor molecule containing
a death domain (Boldin et al., 1996). FADD then interacts with RIP
during the intracellular cascade of events. Next, either FADD or RIP
interacts with caspase 8 and initiates the proteolytic cascade of events
that ultimately results in host cell apoptosis. The microarray used was
prepared previously; we were unable to determine the messenger RNA
(mRNA) level of caspase 8 because the gene was not contained in the
library on the microarray. Therefore, Casper was chosen in lieu of cas-
pase 8. Casper has been shown to interact with FADD in a similar
manner as caspase 8. After its interaction with FADD, Casper interacts
with caspase 8 (Shu et al., 1997) to continue the cascade of intracellular
apoptotic signaling.

After completion of the microarray analysis genetic expression of the
genes of interest was confirmed using real-time polymerase chain re-
action (PCR). It is generally necessary to confirm the data obtained
from microarray analysis using either Northern blotting or real-time
PCR. Both these techniques are dependent on the starting concentration
of RNA, the molecule on which the microarray analysis is based. To
complete the real-time PCR analysis, uninfected and T. cruzi—infected
murine BALB/c fibroblasts were cultured in vitro, and their mRNA was
harvested. This mMRNA was used in the real-time PCR analysis to con-
firm differences in gene expression patterns between the 2 samples.
Finally, these results were compared with those obtained from the mi-
croarray analysis.

BALB/c fibroblasts were cultured in vitro and infected with T. cruz
at a concentration of 1.0 X 10* parasitesml. These cells were cultured
for 5 days, after which time whole-cell samples, including uninfected
and T. cruzi—infected BALB/c fibroblasts, were sent to Clontech (Palo
Alto, Cadlifornia) for completion of a Custom Atlas hybridization and
analysis experiment using the 1.2 nylon mouse array. The array con-
tained 1,176 PCR-generated complementary DNA (cDNA) fragments
spotted in duplicate.

To confirm the results obtained from the microarray, the Quantitect
SYBR Green one-step reverse transcriptase—PCR kit (Qiagen, Valencia,
California) was used to prepare RNA samples for analysis with an i-
Cycler 1Q real-time PCR detection system (Bio-Rad, Hercules, Califor-
nia). Samples were prepared according to the manufacturer’s instruc-
tions.

To calculate the fold differences listed in Table |1 among the samples
for the genes of interest, the following formula was used:

TaBLE Il. Real-time PCR confirmation values. For example, the level
of expression of TNFR1 was downregulated 1.41 in the infected host
cells from the level of expression in the uninfected cell population.

Expression Expression
Accession Clontech decrease, increase,
number gene ID UNF vs. INF UNF vs. INF
X57996 TNFR1 1.41
U25995 RIP 1.96
uU97076 Casper 1.96

(GOI Cy) — (HKG Cy) = AC;
AC; U — AC; | = difference between control and sample

rel ative_expressi on = 27(d|ffaence between control and sample)
1/relativeeexpression = fold difference between the 2 samples,

where GOl is the gene of interest, HKG is the housekeeping gene, and
AC; represents the change in threshold crossing of the sample.

A comparison of the results obtained from both the microarray and
the real-time PCR analyses is presented in Tables I, II. Note that in
general, the pattern of gene expression is similar between the 2 tech-
niques; in other words, the downregulation of certain genes found on
the microarray was supported by the real-time PCR confirmations. We
were unable to successfully amplify FADD using real-time PCR anal-
ysis.

Table 111 lists the threshold crossings during the real-time PCR anal-
ysis of the genes found in Table Il. These values were used in the
calculations described above to obtain the fold differences in gene ex-
pression found in Table II. FADD was not included in Table |11 because
of the inability to amplify it using real-time PCR.

It has been suggested that apoptosis may serve as a defense mecha-
nism against viruses and other infectious agents, such as intracellular
bacteria and parasites (Vaux et al., 1994). In the host, pathogens often
find themselves under attack and must somehow survive the assault
(Moss et al., 1999) to establish an infection. Parasitic pathogens have
evolved diverse strategies to induce or inhibit host cell apoptosis to aid
in their dissemination within the host or facilitate their own intracellular
survival (Luder et a., 2001).

The present study was performed on uninfected or T. cruzi—infected
BALB/c murine fibroblasts cultured in vitro. Whole cells from both
populations were shipped to Clontech, where the microarray analysis
was performed. After examination of the data from the microarray, an
apoptotic pathway was chosen for analysis, based on evidence in the
literature demonstrating lack of induction of apoptotic pathways after
infection with T. cruz.

TaBLE Ill. Threshold crossings. The threshold crossing is the point at
which the PCR product crosses the threshold line during the real-time
PCR amplification process. This line is drawn horizontally by the user
after completion of the real time PCR process. It is drawn so that it
intersects during the exponential amplification phase of the PCR prod-
ucts. Once the amount of PCR product crosses the threshold line, that
number becomes the product’s threshold crossing value. This crossing
alows for the comparison of the amount of cDNA originaly present in
the starting sample, i.e., lower amounts of starting cDNA will have
higher threshold values. Samples that begin with higher amounts of
cDNA will cross the threshold line earlier during the amplification pro-
cess. The values for the threshold crossings are used in the calculation
described in the Materials and Methods.

Gene Uninfected cDNA Infected cDNA
TNFR1 23 26
RIP 27 29
Casper 25 26




Trypanosoma cruz has been shown to inhibit Fas-mediated apoptosis
(Nakaima-Shimada et al., 2000) in Hel a cells through inhibition of the
activation of caspase 8. The Fas molecule, a member of the TNFR1
family, is expressed on most cell types (Nagata, 1995), and its stimu-
lation by Fas ligand initiates a cascade of cytoplasmic events progress-
ing through FADD, RIP, and caspase 8 (Boldin et a., 1996). This cas-
cade results in the formation of the Fas-associated death-inducing sig-
naling complex, yielding the proteolytic activation of a series of other
caspases, the cleavage of death substrates, and finally apoptotic cell
death (Cohen, 1997). Barcinski et a. (1999) have demonstrated that T.
cruzi does not induce apoptosis in murine fibroblasts; however, whether
the parasite can inhibit apoptosis has not been shown.

Because T. cruzi has demonstrated the ability to modulate Fas ex-
pression on infected host cells (Nakajima-Shimada et al., 2000) and
because Fas belongs to the TNF receptor superfamily, which includes
2 TNFRs (TNFR1 and TNFR2), an apoptotic pathway beginning with
ligand binding to TNFR1 was chosen as the pathway to examine using
the microarray data. Activation of apoptosis is initiated in this pathway
after binding of members of the structurally related ligands belonging
to the TNF ligand family (Strasser et al., 2000). After ligand binding,
the TNFR1 receptor recruits FADD, a death domai n—contai ning adaptor
molecule (Boldin et a., 1996), which can interact with RIP, a protein
that also contains a death domain. Finally, caspase 8 is recruited through
the interaction of TNFR1 with FADD (Shu et a., 1997). This recruit-
ment is the beginning of the initiation of the proteolytic cascade, which
eventually results in cell death. Because caspase 8 was not found on
microarray analysis, a ssmilar molecule, Casper, was chosen for analy-
sis. Casper has been shown to interact with FADD as well as down-
stream components of the pathway including caspase 8 (Shu et al.,
1997).

The results of the microarray presented in Table | demonstrate the
downregulation of the expression of TNFR1. The remaining genes were
either downregulated without a value or produced too weak a signal to
be analyzed. Confirmation of gene expression using real-time PCR, as
presented in Table 11, indicated that both TNFR1 and RIP were down-
regulated after infection with T. cruz. The threshold crossings, values
that indicate the relative amount of starting mRNA, support the data in
Tables |, 11; higher threshold values indicate the lower starting concen-
tration of mMRNA, which demonstrates the downregulation of those par-
ticular genes.

In conclusion, microarray analysis is useful to obtain rapid global
transcription patterns after infection with a pathogen. Although the val-
ues of gene downregulation were not the same between the microarray
and the real-time PCR analyses in the present study, the trend, namely
downregulation, was the same for the 2 procedures. In the future, we
would expect more dramatic changes in the level of gene expression if
these experiments were completed in vivo, which would allow us to
obtain more of the initia starting mRNA populations, because of higher
numbers of infected host cells. The in vitro model of infection produces
a prevalence of about 30% for the total cellsin the culture flask, alevel
that may not allow the determination of larger, more striking differences
in the extent of genetic expression in the 2 cell populations. However,
we believe that microarray technology is useful to identify unique genes
whose expression is modulated after infection with T. cruzi as well as
other intracellular pathogens.
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La pavamiosing de Taenia solivm (TFPmy) es un akileeno
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frata de wie prodein de T ED s con ung exirrctura olfi-
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La paramiosing de Taenia solivm

Introduce ko

La proteina mejor caractenzada del cisticerco dela T.
sofium as sin duda el antigeno B {AgB) que fue
posteriomenta Kentificado maleculanmente como una
paramiosing. A continuacion sa resume ka informacian al
respectoda sureconocimients porel sistama inrmuna del
huésped dsticercoso, humana, porcing v muring, de su
localizacidn en los tajidos del cisticerco; de su
caracterizaciin bloquimica v gendética: v de su papal an
la redacian hudsped-cisticenco. Cabe advertirgue setrata
de una pratena conla propledad deunirsa al C14q, logue
reslta en una nhibicion dela cascada del complamanto.
Puestoqua el complamanto juaga un papel modulador da
la respuesta inflamatonia, hemos propuesto que el AgB o
paramiosing es responsable dal reducido infiltrado
inflamatorio que se observa alredaedor da los clsticercos
fuse manitienan una relackdn en equillbrio con sw hudsped.
Ademds, aste halkazgo o comdrtid en un antigeno candi-
dato para desamollar una vaoura en contra de ka cisticer-
oosls. Actualmenta se pruaba su potencial protector an o
modelo de cisticercosis murna por ensayos da inmuni-
Zacidngénica. Enlasaccidn final se describen los resultados
ofginales mas reciantes de estos ensayos deproteccion.

La Paramiosing de la Tasnia solium

Este antigena fue inicialmanie identificado como un arco
de pracipitacion, al qus sa danomind antigsno B, sincarga
nela aparente, caracienzado porinmunoelactiroforasis al
confraniar un exiracio crudo de cislicensos contra sueras
de pacientss con neurcisticercasis, En esta prusba, fus
al anfigeno recaonccidoe conmayorirecuenda por anticuer-
pos &n sueros de pacianies con neuracisicarcosis, porlo
que sa dafinid como un antigans inmunodominanta. ' 2

En 1982, se publcs &l primer método de punficacian del
Ag8, Estamatodosmun procedimisntobioquimico complsjo
y labosicsoy pemitiala punficacidnde pequenas canfidadas
de proleina. Bl AgE punficadoporelmétado original masiraba
dosbandasde85y05kDaan SDS-PAGE * Acddenlalmenie,
s8 anconird que &l AgB 52 une ala coldgena *lo que mancs
la pauta para desarrollar un procedimisnto de puificacon por
afiniclad. Elusode estanuevometodo de puificacion pemitic
mosirarqusel papido de 85 kKDa emenrealidad un products
profeciflico del mayor,®

La localizacidn del Agl en los teidos del cisticerco sa
llevd a cabo por métodos de inmunofluorescancia e
inmunoparoxidasa ndirecta, asi como por metodos de
vodacidnradivactiva dela suparicia, El antigenose encontrd
ampiamenta distibuido en el tejido del cisficerco, conuna
fluorescencia mas inkensa en los diones egumentales.®
Dadoquesstascalulas paricipanactivamentaenla produccidn
de proteinas y glicoproieinas qua se envian al ctoplasma

L34

distal del cisticarco.™ se propuso que el AgB podria ser
sintetizado en los diones tegumentalas v enviado al
tegumento para suliberacion haclaloste)idos del huséspad #
Los resultados de expedmeanios con mmumopaercxidasa
inclirectay yodacidnradioactva da supedicle, iIndicarcnquea
el AQE mo era una proteina de supericle por ko que sa
propuso que se tralaba de un producto de excracidn-
secrecidn parasitano ® Ademds, as posiblacolactar AgE en
el sobrenadante di los cultivos Invitro da cisticencos® v sa
puada detectar en el liquido cétalomaquides de pacanias
con naurocisticencosis # La posibilldad de que se tratara da
unproductodeexcreddn-secrecldnparecia estarde acuerdo
con sU Immunodominancia y corelacionaba blen con ka
intensa producddndeanticusmposen lasodulasplasmaticas
que rodean al cisticenco an e muscule de cerdo, Caba
safalarque reclantaments saha cuestionado & significado
da la kocallzacldn del AgB en e tegumeante de helmintes. ™

La relacidn entra al AgB v la reaccidn inflamatora sungia
a partir de su propéedad de unlén a colagensa.® Esto llawd
cuestionar si otras moldculas con estructura colagénica
podriam unirse al AgE. Entre las profeinas con estnuciura
colagénica cuyafuncion se relaciona al sistema inmuns, sa
encuentra @l C1q. Esta proteing &5 un subcomponante del
1, al primercomponenta de la cascada dal complensanto.
Ensayos Iniclalas indicaron que una preincubaciin da
suar humano con AgB puificado, disminuye [os nivedes
da complemeants funclonal en o suero.?

Una secusancla parcial dal AgB mostrd homalogla con ka
sacuenclatambiénparcial da la paramiosina de Schistosoma
mansoni" A parir de asle hallazgo fus posible oblenar
clanas de cDMA qus conbiansn la sastuesncia codiicadom
complala dal AgB de T. Solivm'? La sacuancia da
amancacidos deducida a padir de la saciusncia nuckaotidica
codifica una proteina da 863 residucs da aminadcidos con
un pasomolsculards 88 859 Elanalisis dalasscusndada
amincadcidas mostnd T2 de idantidad conladed S mansond
y alradedor da 34% con la paramicsing da Caanorfiaboitis
elegansy Dirophitana immilis. ' Tambisn, se damostnd simi-
libud inmunoldgica de la protaina recombinante. axpresacda
&n Escharicinag coll, con al antigens B, adams da samilitud
inmunoldgica antre la paramiosina da 5. mansoni v el AgB." 2
Eslos msullados damussiran queal AgB asla paramiosina
dala T. solum (TPmy). porlo queapartir de agqui sa utilizars
exclusivamentsaeste llimotéming. Nuesirogrupo también
ha descrito la estruciura del gen de la TPmy qua incluye 13
intranes dalimitados por sitios de splcing corvencionalasko
que elimina la posibilidad de que T solum exprese mini-
paramiosnascomoasal casode Drosophila malanogasiern
Las pararmiosinas son prolainas Mamentosas presankesen
el miscule de les inverabrados, con wna estruciuna
secundaria de o-hélice suparanrollada que Torma
homodimenas, '

A parirds la clonacion da la sscuancla codiicadora da
la TPmy lua posible realizar expermeantos ulilizando ka
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protaina recombinante expresada enbactenas. Para llevar
acabouna puriiicacinexpedita, sa lefusiond unisegmento
con secuandia de polihistidina que pemita la punficacion
por afinidad a metakes divalentas. Ltikzando ka protedng
recombinante punficada practicamenta a homogensidad,
confimamos que la inhiblcian de la cascada del com-
plamento se deba a un bogquao a nived de C1. Ademas,
axpammentos deunidn con C1q demuestran que la TRy
thara una atta afinidad por estecomponants de la cascada
del complements. Por ko tanto, la inhiblcién dal C1 as
positlamente deblda a la unidn de la TPmy con el G199
Za ha informadc da un recepior para Fo asodado a la
supaericle tegumeantal de la T. crassiceps, que muestra
similitud de 87.5% con ka TPmy."™ Este hallazgo que
nuevameante apova la exiraha asoclackin de la TPmy con
la supericie tegumental, puade sarexplicado por la unidn
de la TPmy con el G14q. Es decir, gque ka funcidn receptora
de Fo podria estar mediada por un complejo TPmy-G14.

Hemos propuasto que las paraméosinas inhibaen la
producadn de mediadones complementancs de inflamacion
enlaintenase hudsped-tsticarco, esdecir. que desampaitan
un papal inmunomodulador dela respuesta del hudsped =
El cisticasco puscle awtarel recutamibanto da células hacla ka
interfase para disminuir B confrontacion con su huéspad
hismeanc o poncing. Porlo amtenar, la TPmy s ha oonvartido
e un candhdato para el desarcllo de Una vaouna en oontra
de la cscancosis. Cabe menconar que la paramiosing es
tambléncandidato para el desamollo de Una vacuna en olras
Infeccionas helminticas tales como laesquistosomiasis™ =
y vanas flanass 22 Ademas, se puade nducir proteccidn
contraSchistosomaljaponicum coniun antcusipomonockonal
IgE ant-paramiosnay se ha sugendo que la respussta
iInmure a la paramicsing se relackona oon la resistendca
natura a la esquistosomiass an humancs.® Incluso s ha
logrado produce anticuerpos anti-parameosing en [tones
vacunados con veckones de expresidn que contienen
fragmantos de DNA que codfican la paramiosina de
Schistesoma faporicum.® Finalmente, se ha encontrado
que un anticuamo moncckonal dingido contra un antigeno
de suparicie de 14 kDa de Onchoocarca microfilanas
Feconoce Una molécula que parece serka paramiosina en
un extracts de gusanc adulto = Resullados reckantes da
NUESIn grupo muastran que la inmunizacion con TRy
recombinante nduceproteccdnen contradelaclsticercosls
rmring. ™

Materiales y métodos

Aalones: se ulilizaron hembras de ratones BALB/c,
susceplibles a la nfsccion intrapantonsal por Tasnia
crassicens ™ manlenidos desde hace mas de veinls
genaraciones anal Bioteno dal Insfiluto de Invesligacionas
Biomadicas.
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Cisticarces, sa usaroncisticencos de Tagnia crassioans
dalacapa ORF consanvados a través de pasas sucasivos
de ratdn & raton, Se extrajaron los cisticercos da la
cavidad pertoneal de ratones con dos a cualro masas de
imfaccian y s& lavaron en solucidn salina amortiguadora
da fosfatos, pH 7.2 (PBS).

Purificacidn de la TPmy: la paramiosina nativa se
puificsd a través de un método de afnidad por coldgena
coma s describid anteromenta.® En breve, 2@ incubd un
entracio cnudo da cisbioancos de Taama crassicaps con Lna
malla da coldgera en una soluckon amortiguadara de
fostatos 15mM, pH 7.2 (PBS) duranke una hara; se lavd la
colagena fres vecas conal mismo amaortiguador, v despuss
saeluyd la TPmy unlda ala coldagena sumargiendo la malla
en PBES méas NaCl0.65 M. Lamuastra cbienida se concenind
par Amcon (Amicon Comp., Danvers MA), se diallzd y se
catarmingd la concentracidin de proteina por el método de
Bradfond.

Proteinas recombinanfes: s disefiaron veclores de
exprasion plasmidicos a partirde la secuencia codificadora
da la TPmy para expresar en cullivos bactedanos tanto la
proteina complela como fragmentos gue comespondan
aprodimadameants a tercios de la TPmy: la paramicsina
compiata (VW7 -3) que as una profeina de 863 aminodcidos:
el Tragmento amino minal gue contians 0s aminodcidos
quevan del 1 al 268 (VW2-1); al fragmento cantral, del 269
al 551 (VW3-3) y el fragmeanto carboxilo lerminal dal 552 al
863 (VW4-1). Todos las proleinas fueron axpresadas
recombinantemants v purificadas por cromatogralia de
afinidad lal v como s descrbid antadomente.® Los
productos recombinantas luaren dializados en contra de
una solucion amortiguadora de NaCl 0.5 M, pH 73y 58
datarmind la cantidadda prataina pored metodo de Bradiond
{Bio-Aad Laboratodes, Harcules, GA).

Elactraforests en gl la elecirdomsis an geles de
paliacrilamida con SOS (SDS5-PAGE) seraalizdde acusndo
al metodo deschlo por Lasmima.™

Praparacicn de anligencs: [0s Iragmanlos racomibi-
mantes (VV2-1, VW3a-3y VW4-1) ola paramiosina completa
{(VW7-3). lueron mezclados conaldminaal 1.6% (Al(OH),)
& una proporcion da 1:50 (wiw) eincubados alemperalura
amblents por 20 minutos. La alimina s& sedimentd por
centrilugacion a 8000 g0 min v &8 resuspendid en una
solucion salina astedl. La canlidad da praleina unida ala
alumina luadeteminada indirsclaments porouantilicacidn
de proteina an el sobrenadants daspuds da cantrilugar.
Entodosios ensayos, la unidnde la proteina fue supanior
a 95%. Para las inmunizaciones con las proleinas
recombinantes se ullizaron dosis da 20 pg adsorbidaa 1mg
da alumina.

Consfrucciomess plasmioicas pars immunizacidn ganica;
se ullizd el vector plasmidico de axprasicn eucarnonte
pTC-Owa desamollado v donado por 5. Levy de la
Univarsidad de Stanford. Esfe vectorconlisnsunpromator
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de citomegalovinus que induce la expresion del gen da la
avoalbiminga en marco de lectura con la secuencia lider
kdelainmunoglcouina humana que pemite ka secrecion
dal producte traducido. A parir de la secuencia
codificadora de la TPmy se disefarcn cdigonucledtidos
oon 1os sities de restriccidn adecuados para amplificar
poriécnicas de PCR las secuancias codficadoras de la
paramiosing (VW7-3) asi como del fragmanto amino
tarminal (VW2-1), paraclonadas v remplazaras en lugar
de la secuencia codificadora de la ovoalbimina. Para
inclucir la exprasicn de intefdaucing (IL)-12 an el ratdn se
utilizaran los plsmidos pEDPAS v pEDP40 donados por
3. Wall de Genetics Institute, Cambridge, que axpresan
las subunidades P35y P40 dal la IL-12 respectivarmanta,
Sa transtomaron bactenas Escherichia call da la cepa
XKL1i-blua con los plasmidos arriba descritos vy se
purificaron a granescala porliss alcalina utilizando un kit
aspacial para la oblencidn de DMNA plasmidico libre de
andotoxinas (Qlagen).

Ensayas da profecoidn: oS ratones sa inmunizann dos
vecas por via infrapantonaal a iInervalos de una semana
con cada uno de los productos recombimanies de
paramiosna (VW2-1, VN33, VW41 oVWT-3) preparacdos
como se describe amba. Los ratones control fusnon
inyectados con 1 mg de albmina en PBS, slgulendo &
mismo procedimients descrito para os antigenos. Una
samana despuds da la ditima mmunizacion kbs ratonas
fueron ratados por via ntrapentanzal con 10 dsticencos de
Taamacrassicapsen PBS. Satomancn muasirasde sangre
de los ratones cada semana despues de la utima
inmunizacidny se sacrificaron porinhalacionda GO, alos
45 dias infeccidn. Se exrajeron los dsticarces da la
cavidad parioneal v se contarcn. Para ks ensayos da
inmunizaciin ganica los ratones fuarcn inyectados tras
vaces por via ntramwiscular a intervales de 15 dias con
100 pg de DNA plasmidico resuspendica an un volumen
de 100-150u de PBS. Un dia despuss da la dltima
inmunizackinse retarcn [os ratenes dela misma foma gue
0 describe armba v e sacnhficaron a los 25 dias de
infeccidn. Entodoslosansayos. el porcentaje de proteccion
sacalculd de la sigulente manera: profeccion =numearopro-
medicdaclsticarces anal grupo controlndmearns promedio
de clsticarcos en al grupo iInmunizado x 100,

Dateccion de anficusipes: las placas da ELISA de 96
pozos se sansibillzaronh con 100 ng/pazo dal antigeno an
ura solucion amoriguadera de carbanatos (0.29 g de
NaHCO, y 0.58 g de Na GO, an 100ml, pH9.8) 1ha 37°C.
Paoslaromenta, sa lavaron los pozos cnog vecas con
0.3% de Twean 20en PBS (PES-Twean) y sa bloguaaron
con alblmina s&nca bovina (BSA) al 1% en PES-Twasan
porl ha37° C. Daspuss da lavarse nuavamanie con PBS-
Twear, sa incubaron Cof swans da ralonas normmales o
inmunizados (100 plipozao), dilidos 1:500 en PES-Twean
coh BSA (verarrba), por30mina 37° C. Posledomeants,

sa lavaron nuevamenta con PES-Twean (var ariba) v sa
incubaron 30 mina 37° C con anficuapo de cabra anti-
K1G1 olgE2ade midnunidos covalentaments a peroxidasa
(o-ratén-HPRT, Zymad laboratonies), diluldos 1:1000 an
FPES-Tweany BSAal 1 % Las placas fueron nuevamenta
lavadas con PES-Tween v sa kes agregaron 100 plipozo
da dihldroclonma da o-fenilendiamina (CPD, 0.4 mgmil) y
H_O._ al 0.04% an amortiguador de citratos (acido citiico
24 3mM, Na_HPO, 51.4 mM, pH 5) por 10min. La reaccion
da reviedado se detuvo adicionando S0 ulipozode 2.5 Nda
H_50, y se evalud la absorcidn de Iz auna 490 nm an un
lector da ELISA.

Ensayosda proWferacion celular se reallzaron ensayos
da proliferacion celular de células mononuckeares da
bazo. Enesiosensayos las odlulas s obtuvieron del bazo
da ratones controlas & inmunizados por disgregacion del
tafldo conuna mallametélicaen BPMI-1 640 suplemeantada
al 10% con suer fatal boving (RPMI suplementado). Sa
suspandid el disgregado anuntubo conlco v s@ iIncubd 20
min a 4° & para pamitir que sadimanten los restos del
tajido. El sadimento sadescantd yla suspenskin calular e
centrifugada a 200 g0 min a 4* & El sedimanto sa
resuspendid v se ncubd 10 min a 4° C en 3 ml de una
solucidn hemolisante (KHCO, 0.01 M, NH.CI 015 M,
EDTA tatrasddico 0.01 mi) para eliminar a los entrocitos.
Sa e agregaron 15 ml de APMI-1640 suplemantado v sa
centrfugd a 200 g por 10min a4* G. El sobrenadanta fua
dascartado v ks células manonuckeanss resuspendlidas
en Smlde RPMI suplemeantadotomando unaalicucta para
contarlas célulasviables enuna cémara de Neubauerpor
exclusicn del azul pano. Postericomenta, las callas
mononucleares fuaron sembradas aen una placa da 96
pozos depostando, en 100 ul, 500 célulasipoza. Sa
agregarcn 100 ul da VN 2-1, VW4-1 o daun mitdgano. La
caja s dajd incubando a 37 G, con humadad a saturacian
y 5% de GO, . Entre 18y 24 hantes de cosechar [os cultivas,
sa agregd 1 uClipozo de *H-timiding. Las cdlulas fuercn
cosachadas schre papel de fibra de vidrie mediants un
cosachador automatico,

Procuceion de citocings y defemminaciin del fenotipo
caluar los esplanccilos de ralones nomales y da ralones
inmunizados con al fragmento amino keminal (Vv 2-1) sa
marnbuviaron an cultivo en RPMI suplementado en cajas da
16 pozes (Coslar a una concentracion da 50107 calulas!
pozo. Los cullivos se estimularon con 10 pg'ml /i dal
fragmento amino teminal (VW 2-1) durants 48 h y sa
coleclaron los sobrenadantes; se hicieron alicuatas
aimacanarch a -70°C hasla su o, La produccicn da
inedalcing 2 (IL-2), marardn-y(IFN-y) & inedaucina-4 (IL-
4 iueavaluada enkos sobranadantas por ELISA da sandwich
con kits especiicos de cllocinas (Pharmingan, San Disgo,
CA), siguiendolasinstinicconassdelabricants, Para analizar
el lenotipo de les esplenocilos se maniuvieron los cullivas
por 120 h.

Gac Med Méx Vol. 140 No. 2, 2004




Salis CF, y wols,

i B
A B
By By, 4:-_';
; i M
o & ELE
rk 1 2588
VWT-3 eH—+——+—+ 4+
127
aa 1 863 B4 ::
ml 1858 1500 495
V-1 —_—
oa 852 B3
53— _—
ni BOT 1653
Va3 === =
aa A 59 m.l_.
o1 B4
V21 Wt
aa 1 258
l.. A

Figura 1. Productcs Recombinantes de la Fammicsna de Taania actunm wsados an este Estudio. A, reprasantacidn esguamatica; las
pesicionas de los nucledhidas [nl) y aminodsidos (sa) se indican son ndmerns basadas an la sscusncla de la proteina complela. B.
Andlisle de alestraloresiz an geles de pollacrilamida con S05 maestands la pureza de los produciss recambinaniss de TPmy purihcados:

1. WW2-1, 2. WWa-3, 3 Vidld-1, 4. YIWT-3 Aeproducida con permisa,™

- ™)
Cuadro L Estimulacion de células periféricas de
El andlisis de lenatipo calular de los esplanocitos de pacienies y de individuos sanos con los fragmentos
ratones conlroles e inmunizados sin infectar e infectados; recombinanies de paramicsina de la Tasnia solum
sa realizd enuncitollucrometno da llujo (Becton Dickinson, - =
Estimul los produ
San José, GA) de acuerdo a lo descrilo anteriormenta e F i S e
Andlisis estadislica: al analisis astadistico de todos .
los ensayos so realizd aplicando la presba | de Student. | Muestas humanas VW21 VW3 VW4 L‘JHNW
B CAS0E
& + & a
Resultados Paciantes . . 2
e e e - -+ 1
can anficuepos & - = 1
Propledades inmunoprotectoras de la paramiosina a TRmy: adt - 2 + :
: + +
Laexpresidnde TPmyrecombinante parmiteestudiarhacia | o, oG £5 ES & Tolal o
QUi regionas de la protedna se dinge la respuasta iInmune
humaoral v cadular del hsped. Estudios realizados an al + B
humans v en el ratén revelaron que la respussta inmune Individuos sanos * * 1
humoral y celular resultante de una iInmunizackon con la F“,}WF““TFW’F“” X
TPmy, @5 variable en contra de cada una de las regiones, | @ 17 My 924t L
a pesar de que la moldoula es conformacionalmanta miuy % positive B4 77 22 Total §
siemilar * Para Bevar a cabo esios estudios se dissfiaron ' A

cuatro consirucclones plamidicas (Figuea 1), que expresan
portécnicas del DNA recombinants, la TPmy compilata (Vi
7-3), o tercio amino teminal (VW 2-1), o tercio central
(VW 3-3) v el tercie carbolo terminal (VWa-1).
inicialimanta se anallzdla respuestainmunadapackntas
conneurocsiicercosls, encontrandosa qua sUs anticuenpos
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"Mugstras de cdiules de 24 pesanbes feuscpElicscoses o
fndigiios sanos de a misma drea anddrmica pava oisticerooss
fuaron estimudadas in vilre, come s& desenie an los Materalizs
¥ Métodos, con TPmy puificada de cisfivarcas da T, solium
"Tndice de estmuiacion = 2, fus considersdo posiiivo (). loe
dErnds SO apativos (-1

Reprodicida can pemmigo,™
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Figura 2. Ascanccmients por anbicusrpes humanes de los fragmentos recom biranbas de la Paramiosing de Tasnls solum. Los
suaros de pacienie neurocisicemosos (1-38) fueron probados por Wesle mblot conlra: &, VW21, BWWE-3, VW1, Los carniles

an ks exiremos izguerdes (=) muastran al moonecimiento de cada regon por un suero hiparinmune da comajo ant=TRmy,
Raproducida con pemiss ™

- ™
Cuadro ll. Ensayos de protecaion en el modelo murino de cisticercosis por T, crassiceps’
Wasunacian Mumens de ralones Carga parasilana x+ D.EY Pratacokn®

(%)
Exp.1
Aliming 4 48,38 32365 36 =11 s
W2 4 4,24.24.12 16=10 55t
Exp.2
Aldrmina & 70654, 78 141,76 65 = 45 -
W2 ] 19.24,52,27 43,9 MN=z16 B2t
Exp.3
Aldrmina & 20,31, 73592134 70 = 46 -
W1 -] 0,071,241 918 &
-1 & 40,73,79,82,110,147 a6 = 36 25
Exp.d
Aldrmina & a8 44 54 TE 10 64 = 20 -
W 21 2 7.9.16,36.43.66 3 =30 47
Wi 41 & 0,0,10,20,66,150 41 =58 3
Exp.&
Alming -] |1, 82, 88, 21, 158 HE = 45 .
VW3-3 5 ™8, 8, ™. T3, 54 56 = 30 i
Exp.&
Alirmina ] 1007, 300, 124, 85, 170, &4 188 £ 80
\ WW3E-3 & &8, 38, 29, 30, 120, 22 67 = 42 52d v
‘Los rafones fusron refados por nocwlackin sfaperionaal con 10 cisfcercos, ina semana despuds de 3 Gitima
Uiz,

ELow valores son promediog = desasekin sstdnaar (D.E) de (z canga paresitans 45 diss despuds oe 1a infecciin,

‘La profeccidn e calculada como ung reducoidn de la carga parasifaris exprasads an porceniajes, en donde 2 canga
parasifaniy da graps condnsd de ralanes inpecfados con alming rapresenia & 100%,

{fsrancias estadisbcaments simifcathas snire af gripo condrad de rstonss npactados con aliming ¥ af grupo ds
ratones MWK zados jps 0L05).

Reproducida con penmiso™
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Cuadra lIl. Prolileracidn ¥ perhil de citocinas de celulas sgplanicas de ralones inmunizados con VN2-1.

Tratamienio® 5.k IL-2 IFM-y IL-4
{paymil + 5.0}

Mo-inmunizado 1 713+ 82 2E83 = 1785 ]

el L 3 250 964 + 45§ 4835 + 1280 107 + 118

+ VWP

Inmunizads 1 BacTe 2052 + 436 = &

bremunizardc 7.33 1841 = 2748 7619 + 10194 P

+ WW2-1

“LAg GElTAS SSHECES de Ralonas MMunZacss oo Inmiizacss con VAE-1, s aiilvaion i wino con pan FE-1 come
sg dascribe en los Mélodos, p se evalud fa profiferacion y se curaniificaron las clocinas an los sobrenadmnies de culivo,
Bl o= valones cormesponden a fos mdices de esfimuacidn calbwados a padic de las medias de radicactividad incorporady
par cifulzs de 3 refones individusies por grups, deseods de on pulso de 18 A con MH] fiding,

fDiferencias asladiehcamenbs spaiicalivas aning (as céiules oo rafores asiimuiadns (Wmimizados) v cotinsd (ne

inmunizades] (g < 0.07). Reprodusbs com parmiso. ™

reconocen preferentements el extremo caroxile feminal de
ka TPy, misntras que el extrema centraly el aming terminsd
50N pobremente mconocides (Figura 25, En confraste, la
respuesta inmune-celularmuestraunaligera preferencia por
el extramo aming temminal (Cuadm [,

Ensayos de ELISA revelaron que los anficuarpos de
les ratenes inmunizades con TPmy recombinante
compkata, también meconccen preferentiemants al extreame
carboxile terminal de la TPmy, mientras qua &l extreme
amincterminal es pobremenie reconocido (nemosirado),
aenconcorianda alo encontradoan humanas, Encontrasta,
ensayos de proliferacidn i vilre evelaron que los linfo-
citos Textraidos de rmionas inmunizados con TPmy recom-
binante, profferan principalments contra @l extramo aming
terminal {no mostrado), Estos resultados sugieran un
ocultamiento de la regidn que une C1qal reconccimisnic
poranficuerpos

También sausannias anteiores proteinas recombinantes
(ks TPy completa, v los fragmentos comespondientes a las
reglcres aming, centraly carbaodle terminal ) para inducruna
Inmunidad protectoraen ratones atamente susceptibles a la
infeccidnintraparitonsal conclsticercosda T, crassiceps. Los
resultados de protecckin indicaron que la mayerla de ks
componantes protectores dela TPmy radicanenal fragmentc
comaspondienta al tencie aming taminal (Cuadeg 1) y que
astefragmento generaan el ratdn una respusestalinmune tipo

Thi {Cuadro Hl).

Ensayos de proteccion por inmunizacldn génica
Lamnmunizacidngenica liens vanasveniajas sobra lammu-
nizacidn con proleinas nalu@les o recombinantes.™ Sa

frata de una inmunizacidn totalments espacliica hacia &
antigeno codificado, adamas de quslaintreduccidn dauna
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secuencla secretora, garantiza ba liberacidn del antigens
hacia ks te|ldos del hudsped, faclitando su reconocimianio
immunakdgico an un contexto de las moldculas clasea Il del
compleje mayoer de histocompatibllidad, favonaciendo
respuestas dingidas porlinfocios T deayuda, ™ Tamblén, ol
DA a3 mas estable v facl de produdiren gran escala que
las prodeinas. Finalmenta, k& inmunizacidn génica pamnita ol
uso de secuenclias codficadoras de intefeucinas para dirgir
la respuasta hacla el peril Th deseado, ™

Para explorar & usc de la mmunizackin génica, se
desarmollaron construcciones plasmidicas de expresian
eucanonte que contienen la secusncla codficadora de la
paraméosina completa (pTC-7-3) asi come la secuencia
codificadora del fragmento amino teminal (pTG-2-1), gue
hablamsultado ser el fragmento mas protectorancontra de
la clsticercosis murina por T. crassicaps (Cuadm ). La
funcionalidad de ambas constnucciones se venficd por
inmunoprecipitackin de la paraméosina en el sobrenadants
de cultivo de odlulas COS-7 iransfectadas con pTC-7-3 y
pTC-2-1 {no moesirade). Posterioments se mealizaron
prusbas de Westam blot poniendo & reacdonar os suercs
de ratones inmunizades con la construccidn pTC-2-1,
encontrandose que reconocen a la paramicsing en fomea
similar a los sueros de los ratones Inmunizados con la
propa proteing recomblnants (nomostrade). Paradingir
la respuesia hacia el perfl protector Th s co-nmunizann
los ratones con plasmidos de aexpresidn de las
subunidades P35y P40de lalL-12 {pEDP3Sy pEDP4D).
Se detectaron altos niveles de anticuerpos lpG2a enlos
suersde los ratones inmunizados genlcameants, incluse
superores a los enconirados en ratones inmunizadoes
con la profena recombinante (Cuadre (V). Sin embargo,
la co-inyeccidn de los ratones con 103 plasmidos de
axprasion para IL-12 no indujo un incremento slgnificathe
an los niveles de IgG2a, por el contrano, el grupo de
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-
Cusdrs 1V, Parfil de la respussla humaral an ratoness
inmunizados oon veotores plasmidicos®
InmLnizackEn lzctipes de anticusmos  Progarcidn

U B IgE2a IgEi: IgE2a
Salucion salna o1 =201 01 =01 1:1
VIN2-1 0.2+0002" 04+ 0058 12
Vectones plasmidicos
pTG-21 QF+041 172040 12
T2 =1 i 4 a8 1:1
| P G214+ IL-12 00 4+£0.3 e

‘Los susros de rafones nmusizados con VW21 (dilidos
1200 fumron analizados par ELISA (var Materialas v Wdiodss),
Log walprss son promedios = daswackin (DLE.) de cusdru-
plicadas axpresadne an densidades dedicas a 490
filores esladisficarmente signifoativos con relacidn al suerm
i rEtomes na-mmunes (g < L

ratones que presentd niveles més elevados de esle
isolipe de anticuerpo fipe Th1 fue &l invectade con &l
vecior pTC-2-1 que (nicamenie expresa &l fragmenic
aming ferminal de la TPmy,

Ensayos de proliferackin con células de bazo de los
ratones inyectados con pTC2-1 mosiraron altos indices
deestimuackincuands las céluas fusron estimuladas i
vilrocon paramiesing recombinante (Cuadro V), similares
a les reportados en la cuadre I con células de ralones
inmunizades con el fragmento recombinante VW2-1. Las
células de bazo obtenidas del grupo de ratones co-
invectades con pTG-2-1 ¥ pEDP3S + pEDP4D fueron
menessensibles alasestimulackn inwviirocon paramiosina
recambinante,

Ensayos Iniclales de proteccldn por inmunizaciin
génica con les plasmides pTC-2-1, pEDP3S v pEDP4D
han mostradeniveles altos de protecelén, Los resullados
enlafigura 3 muestran que [os ratones inmunizados con
elpTC-2-1 presantanuna reduccidn enla canga parasitana
de 66%, con redacién al grupe contrel de ratones
inyectados con PBS, Esle resultade es similaral obtenido
con la profeina recombinante. Sinembango, o grupe de
ratones colmvectados con pTC-2-1 mds los pldsmides
que Inducen la expresién de IL-12, resultaron en wna
reduccdn dela carga parasitana de 795, ko cual suglere
que la IL-12 mejora la profeccidn aungue no modifica el
pedil de isclipes de anticuarpos tipe Th (Cuadro V).

Discusion
Sa ha sugerdo qus la paramicsina induce proleccion

cartra halmintiasis dal serhumano, |a respuasta inmung
humanaconira la paramicsina ha sido relacionada conla
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resistencla a la esquisicsomiasis’™ o a filarasis. ¥ * La
resistencla hacla la cisticercosis pudiera tambéen estar
redacionadaconlarespuasta celularen contra del extramao
amira terminal de la TPmy, porgue un mayor porcentaje
da Individucs sanos, que viven an zonas endemicas,
FeacCkananin contra ase tercio, n comparackan con los
infectados, Por su mlevancia, e hallazgo mereca un
sequimiento especial para confirmar o descanar asta
posibldad,

La respuesia humaoral del pacentecisticarcososadinga
prafarentamante contra el tercie carboxilo lemminal, siando

Ensayo de Proteceion con DNA

66% T9%

O

P
=

O

Mimero de parasilos
o
O

@

g

PBS  pTC -2-1° pTC -2-1

+1L-12*
"< 0.04

Figura 3. Ensayo de proteccidn por immunizacin ganica de
ratonss. Grupos de siete ratenes Balbvic hembras de oche & 10
samaras de edad luemsh inmulzades o via intamuscular, Fes
vacas a inlervalos de 15 dias con 100 pg de los plasmides pTC2-
1, pEDP3E v pEDP40 (var Matenales y Matodos), El grapo control
fue inyactads baje el misme mgimen con solucién amaiguadora
da fosfabos (PES). Los mtonas fusron retados un dia despuds da
la Lillimainsnun izackny sacifcados alos 25 dias de inleccdn. Los
circulos indican la camga parasitaria de cada raion ¥ las bamas
honzentales indizan &l prom adic del grupo, Enla parte supenior da
Ia grafica =& muestan los porcantajes de proteccion comespon-
dientas.
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i Cuadre ¥. Prolileracidn de celulas de baro de ralones i
inmunizados genicamenis
InmLRZAcSn Indices de Eslimulacisn®
Pammiosina mcambiranbs Cond

& img'ml 1.0mg'ml 10mg'ml 5. Omgimi
Solucion saling 1.2 1.2 1.4 271
Vin'z-1 - - T3 -
Vacionas plasmidicos
pTLC-2-1 T4 1084 o as a4
I'.|‘._-|T|Z!-E-‘I +IL-12 424 1344 oo 29.2 -

"Los valoras reporfados san indices da estimulacion calulades
a partir de Ios promedios de incorparacidn de radioacividad
{curadnupleados) para cads grupe sxparimantal despuds da un
pulsp de 18 ks con SH]maR,

‘Log valores absoluios para cada gnipo expemmeanial Qeeron
astadis fcamenta significamees con relacicn a o valons absoldes
ael grupe control de cdilias no-eatimaaoas (o< TO2)

el tercko aminoteminal pobremente reconocido. En kbs
ratones nmunizacos ocurmd & mismo fendmenc que en la
Indeccidn humana. Cabe hacernotarque losanticuenpos de
Indhiducsinfectados con Schisfosoma fapomciim, tambisn
reconocen preferentements el terclo carboxdo terminal
E s posible que e reconocimisntodébil del tarcio amino
tarminal sa deba a un bloqued causada por la unién del
1 genlavecindad dedcisticarco. Resulitados nomostrados
Indican qua an el axtremo amino teminal sa localiza la
capacidad de unidén con el Clg del complemeanto. Es
positla quea an al individuo Infectado, o C1g sa encuantra
unido al tercko aming terminal de la TPmy, resultando en
una Incapacidad del sistema Inmune para reconocer &
asie tarclo. Esto podria explicar por qué en dos sistamas
ihumano y raton) v por dos meiodos (Wastemn blat v
ELISA) al terclo aminge terminal &3 el mencs reconocido.
Liarna ka alercion la ditsrencia antre & reconocimisno
humsorad del tercio aming tarminal v del lerco arboxdlo
tarminal, tanto an &l humans como an &l raldn. Ambos
extramos posean paquaias regionascon estructuraal azar
frandom-coll) v una gran porcidn de o-hélice super-
enmollada. Mo hay dilsrancias conlomacionales obyvias
gquaexpliquanel contrasta tan marcadoenal reconocmaanto
da los anficuapos. Es posible que la respussta inmuns
caluar an contra dal exiremo amincleminal sea corss-
cuencia de qua ésta pusda unirss a la colagana, Exista un
recapbar con una ragion de astnuciura colaganica quea sa
encuenira an macridagos, al lamada receplor scavantear,
D hiecho, avidencia recante de nusstro grupo indica qus
la TPmy intaracciona con el receplar scavarnger, skando
capaz de ndudar & intermalizacion de padiculas da
lipoprateinas de baja densidad (no mostrado). Se ha
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Salis CF, y wols,

sugendo que los antigenos al unirse a esta receplor son
meajor presentados a los linfocitos T2 Por 1o tanto, al
terclo amino temminal puede tenar una mayor capacidad
che urdrsa a una célula presentadora coma el macrétage
qua al tercio carbolc teminal, explicando la mayor
profifaracidn linfocitana enunos y otros sistemas (humanos
¥ ratan). Esta posibilidad tamblen explica la relacidn
anfira la respuesta inmuna calular v la protaccian,

Losresultados obtenidos anlos ensayos da protecsian
an ratones son altamenta prometadonas, no S0l pongue
s obtlena un nivel conskderalde de protaccion, cercano a
0% porinmunizacisn con el fragmento amino eominal, v
dhacas 7% enel grupo da ratones coinyectados conpTo-
2-1 mas bos plasmidos que inducen la exprasion de IL-12.
La proteccion parece relacionada con la repuesta Thi.
Esto s consistante con estudios previos an al mism
madele muring de clsticercosts por T, Crassiceps. ™ Sin
ambango, Ios resultados delos ratones colmyectados con
pTGC-2-1 mas kos plasmidos qua inducan la exprasidn de
IL-12. qua resultaron an ka mayor reducclén de la canga
parasitana {79%), suglera quala IL-12 majora la protecdn
aungue no modifica al perfil da isctipos de anticuarpos
tipo Thi. En otras palabras, es posible que un paril Th2
lambsan contribuya a incrementar [a protaccidn,

La evidencia respecio al mecanismo proteclor que
induce la InMUnizacan con paramiosina as intaresanta,
espacialmante por la polanzacian qus e dascubiata an
raldn entre la respuesta Thl y Th2. Se sabe que la
paramiosina induce proleccion conlra 5. mansoni o 8.
malayl asociada con hipersensibilidad da tipo tardio o
DTH 2y quaprovocalalibemconda inlocnas aclivadoras
da macrdfagos conlra S, manson 7% eslo sugiane un
mecanismo pa Thi. En otro sentido, algunos repordes
isastran la induccitn de prateccidn conlia 5. faponicum
con un anticuemo monoclonal IgE v la induccidn de
citataxicidad confra asquistosdmulas cuando s incuba &l
mancconal con assindlilos; aslo sUgRe U Mecanismo
lipo Th2. Aundgue pamrscen opuestas los dos tipos de
evidandca, ambasindican quala resistencia contra aste lipo
da parasitos lisna un componania calular,

Finalmenta, vala la pana notar que lambian sa ha
legrada inducir prateceidn en cerdas contra la infeccidn
por S. Japoricum. < La paramiasina pusde ncluso conlardr
profeccion heterdloga. Por ejemplo, la paramiosina de
Casnorfrabditis elegans induce prolaccion contra Bruga
miakay™ y ko mismo se ha sugerido da Lumbricus terralns
conlra Schislosoma aporicum ™ Algo similarencontramos
nosolras, porqua la paramicsina de 7. solum induce
proleccion parcial contra T, crassicaps. Esta proleccion
heterdloga hace posibde continuar ulilizanda & modsls
murnode cislicercosis por T. crassicapsparael desarrolio
de una vacuna en contra de la cislicercosis porcina
basada an TPmy.
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Paramyosin has been proposed as a vaccine candidate in schistosomiasis and filariasis. However, limited
information is available about its protective potential against cysticercosis and the immune response it
induces. Immunization of mice with recombinant full-length paramyosin of Taenia solium (TPmy) results in
about a 52% reduction in parasite burden after a subsequent challenge by intraperitoneal inoculation of Taenia
crassiceps cysticerci. Immunization assays using recombinant fragments of TPmy, corresponding approxi-
mately to thirds on the amino, central, or carboxyl regions, suggest that protective epitopes are located mostly
in the amino-end third. Proliferation assays using T cells obtained from mice immunized with the full-length
recombinant TPmy also showed a preferential response to the amino-terminal fragment. In contrast, antibod-
ies in the sera from these mice predominantly recognize epitopes located in the carboxyl-terminal fragment,
being the immunoglobulin G1 subclass, the predominant antibody isotype. Characterization of the cellular
immune response induced against the protective amino-terminal fragment reveals production of gamma
interferon and interleukin-2, but not interleukin-4, suggesting a Th1-like profile.

Paramyosin (Pmy) is a filamentous, o-helical, coiled-coil
protein of about 100 kDa, present in some muscles of inver-
tebrates. It is also an antigen during infections by several flat-
worms that are important parasites of humans and of domestic
animals such as Schistosoma mansoni (10), Schistosoma japoni-
cum (4), Taenia solium (10, 12), and Echinococcus granulosus
(18). The paramyosin of 7. solium (TPmy) is present in the
musculature but has also been found associated with the teg-
ument of the parasite (7). The collagen-binding and comple-
ment-inhibitory properties of TPmy have been described pre-
viously (8, 9, 11). TPmy is synthesized by the tegumentary
cytons and apparently released through the cyst tegument (8).
Furthermore, TPmy can be collected in the culture medium in
which T. solium cysts are maintained (8), suggesting that a
similar release to the host tissues might occur in vivo and that
TPmy may modulate the host response through diminution of
the inflammatory mediators at the host-parasite interface (8,
11).

Paramyosins have been proposed as vaccine candidates in a
number of helminthiases including schistosomiasis (3, 20) and
filariasis (14, 19). Despite their protective abilities against
schistosomiasis and filariasis, limited information is available
on their potential as vaccines against cysticercosis. Here we
report that immunization of mice with recombinant fragments
of TPmy induces significant levels of protection in the murine
model of cysticercosis by Taenia crassiceps. The profile of cy-
tokine production suggests that the protective amino-terminal
fragment of TPmy induces a Thl-like immune response.

* Corresponding author. Mailing address: Direccion, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de Méx-
ico, A.P. 70228, Ciudad Universitaria, C.P. 04510, Mexico City, Mex-
ico. Phone: (525) 622-3862. Fax. (525) 550-6447. E-mail: laclette
(@servidor.unam.mx.
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MATERIALS AND METHODS

Animal model. Mice used in all experiments were 4- to 6-week-old female
BALB/c AnN strain mice. The ORF strain of 7. crassiceps was maintained by
consecutive passages of cysts in the peritoneal cavities of mice (26). Cysts used to
challenge mice in protection studies were obtained from mice after 2 to 3 months
of infection, those with diameters of 1 to 2 mm being the ones selected.

Recombinant proteins. A series of constructs derived from the full-length
coding sequence of TPmy were designed to express either the full-length protein
or fragments that correspond to approximately thirds of TPmy. The full-length
paramyosin (VW7-3) is an 863-amino-acid protein as described elsewhere (12);
the amino-terminal fragment contains amino acids 1 to 268 (VW2-1), the central
fragment contains amino acids 269 to 551 (VW3-3), and the carboxyl-terminal
fragment contains amino acids 552 to 863 (VW4-1). All TPmy products were
recombinantly expressed and purified by affinity chromatography as described
before (J. Vazquez-Talavera et al., submitted for publication). Purified recom-
binant proteins were exhaustively dialyzed against 0.5 M NaCl, pH 7.3, and the
protein concentration was determined using the Bradford protein assay (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Calif.).

Preparation of immunogens. Recombinant fragments (VW2-1, VW3-3, and
VWA4-1) or full-length rTPmy (VW7-3) were mixed with 1.6% alum [Al,(OH);]
to a final ratio of 1 to 50 (wt/wt) and incubated at room temperature for 20 min.
Alum was sedimented by centrifugation at 8,000 X g for 10 min and resuspended
in sterile saline. The amount of protein bound to Al,(OH); was determined by
quantifying the amount of protein in the supernatant after centrifugation. Bind-
ing of protein to the alum was higher than 95%. In all immunizations, one dose
corresponded to 20 pg of protein adsorbed to 1 mg of alum.

Protection studies. Mice were immunized two times intraperitoneally (i.p.) at
1-week intervals with one of the recombinant products of TPmy (VW2-1, VW3-3,
VW4-1, or VW7-3), prepared as described above. Control mice were injected
with 1 mg of alum in saline, following the same procedure as with immunized
mice. One week after the last immunization, mice were i.p. challenged with 10 7.
crassiceps cysts in saline. Mice were bled every week after the last immunization
and sacrificed by cervical dislocation at 45 days postinfection, and cysts from the
peritoneal cavities were collected and counted.

Antibody recognition of the recombinant fragments of TPmy. To evaluate the
antibody recognition of the different regions of TPmy, enzyme-linked immu-
nosorbent assays (ELISA) were performed using pooled sera from four mice that
had been immunized i.p. three times at 1-week intervals with VW7-3 that was
prepared as described above. Mice were bled 1 week after the last immunization.
ELISA was carried out binding equimolar amounts of each recombinant TPmy
fragment (VW2-1, VW3-3, and VW4-1) to microtiter plate wells. In brief, 96-well
microtiter plates (Immulon 2; Dynatech, Chantilly, Va.) were coated with equal
amounts of the immunoglobulin fraction of chicken hyperimmune sera directed
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TABLE 1. Protection assays in the murine model of cysticercosis by 7. crassiceps®

Expt no. Vaccination No. of mice Individual burden Parasite load” Protection® (%)

1 Alum 4 48, 38, 22, 36 36 =11

VW7-3 4 4,24,24,12 16 = 10 55¢
2 Alum 6 7, 36, 54, 76, 141, 76 65 =45

VW7-3 6 19, 24,52, 37, 43,9 31=16 52¢
3 Alum 5 20, 31, 73, 92, 134 70 = 46

VW2-1 5 0,0,1,2,41 9*18 87¢

VWi4-1 6 40, 73, 78, 82, 110, 147 88 = 36 -25
4 Alum 5 38, 44, 54, 76, 110 64 =29

VW2-1 6 7,9, 18, 38, 43, 86 34 =30 47¢

VWi4-1 6 0, 0, 10, 20, 66, 150 41 =59 36
5 Alum 5 81, 82, 86, 31, 158 88 =45

VW3-3 5 79, 8, 70, 79, 54 58 =30 34
6 Alum 6 107, 300, 134, 55, 170, 64 138 £ 90

VW3-3 6 99, 39, 29, 90, 120, 22 67 =42 524

“ Mice were challenged by inoculation of 10 cysts 1 week after the last immunization as described in Materials and Methods.

® Values are means *+ standard deviations of the parasite loads after 45 days of infection.

¢ Protection was calculated as the reduction of parasite load expressed in percentage, where the alum-injected control mice burden is 100%.
4 Statistically significant difference between alum-injected control mice and immunized mice (P <0.05).

to the 46-amino-acid fusion peptide, located at the amino-terminal end of all
recombinant fragments. After being washed four times with phosphate-buffered
saline (PBS) containing 0.03% polyoxyethylene sorbitan monolaurate (PBS-
Tween 20) and blocking with PBS-Tween 20 plus 1% bovine serum albumin, 100
ng of each recombinant fragment was added per well and incubated at room
temperature for 1 h. After being washed, 1:200 dilutions of the pooled sera from
the immunized mice were added and incubated at 37°C for 1 h. The amount of
antibody bound was quantified using a secondary horseradish peroxidase-conju-
gated rabbit anti-mouse immunoglobulin G (IgG) plus IgM plus IgA plus IgD
antibody, following the manufacturer recommendations (Zymed Laboratories,
Inc., San Francisco, Calif.). The reaction was developed with o-phenylenedi-
amine dihydrochloride plus hydrogen peroxide and stopped with 2.5 N H,SO,.
Readings of optical density at 490 nm (OD,q,) were carried out in an ELISA
reader (Human Gessellschaft fiir Biochemica und Diagnostica, Taunusstein,
Germany). Isotype analysis of the sera from mice that were immunized with one
of the recombinant products of TPmy (VW2-1, VW3-3, VW4-1, or VW7-3) was
carried out by ELISA using a crude extract (9) bound to microtiter plate wells
and a secondary horseradish peroxidase rabbit anti-mouse IgG1 or IgG2a anti-
body (Zymed Laboratories, Inc.).

T-cell proliferation assays. A pool was made with spleen cells obtained from
four mice immunized with VW7-3 as described above (see “Antibody recognition
of the recombinant fragments of TPmy”) 1 week after the last immunization. As
a control group, a pool of cells was obtained from four naive mice. The T-cell-
enriched fractions from naive or immunized mice were obtained by panning the
spleen cells in polystyrene tissue culture plates coated with affinity-purified rabbit
anti-mouse IgA plus IgG plus IgM antibodies (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.).
The nonadherent cells (including T cells) were recovered from the culture media
and used for proliferation assays. Quantification of T cells in this nonadherent
fraction, by flow cytometry using fluorescent monoclonal antibodies to surface
markers, indicated that T cells (CD3¢™) represented about 60%, whereas B cells
(CD19™") and macrophages (Mac3™") represented less than 0.5%. The remaining
39% of this nonadherent fraction corresponded to cells that were not recognized
by the monoclonal antibodies specific for CD3¢g, CD19, and Mac3. The T cells
were cultured in 96-well microtiter plates (Costar, Cambridge, Mass.) containing
2.5 X 10° cells per well, supplemented with 1.25 X 10° adherent naive cells in a
final volume of 200 wl in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf
serum, 0.2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino
acids, 100 U of penicillin per ml, and 100 pg of streptomycin per ml (RPMI-sup).
The optimal dose and time for culture were determined by stimulation of T cells
with 0.6 to 600 pmol of VW7-3 per ml during 48 to 216 h. The T-cell-enriched
fraction from immunized mice proliferated optimally (i.e., it had the highest
stimulation index, which is the ratio of stimulated cells to unstimulated cells) with
a dose of 60 pmol/ml during 72 h. Cultures were maintained at 37°C with 5%
CO, and humidity at saturation. Eighteen hours before harvesting, cells were

pulsed with [methyl-*H]thymidine, 1 uCi/well (NEN Life Science Products, Inc.,
Boston, Mass.), and the amount of incorporated radioactive label was measured
in a liquid scintillation counter (Betaplate, Turku, Finland).

Cytokine quantification. Spleen cells from normal mice and from mice that
were immunized with VW2-1 (see “Protection studies” above) were cultured in
RPMI-sup on flat-bottom 16-well microtiter plates (Costar) at a concentration of
5 X 10° cells per well. Spleen cells were stimulated with 60 pmol of amino-
terminal fragment (VW2-1) per ml during 48 h, and the supernatants were
collected, aliquoted, and stored at —70°C until used. Basal (nonstimulated)
cytokine levels were evaluated in all cultures. The presence of interleukin-2
(IL-2), gamma interferon (IFN-y), and IL-4 in supernatants was assayed by
sandwich ELISA with cytokine-specific kits (PharMingen, San Diego, Calif.)
following the instructions from the manufacturer.

Statistical analysis. Student’s ¢ test was used to compare pairs of data and the
analysis of variance test was used for multiple group designs.

RESULTS

Protection assays. The murine model of cysticercosis was
used for the identification of potentially protective epitopes in
the molecule of TPmy. Protection induced by recombinant
fragments of TPmy can be easily evaluated in this model by
counting the numbers or determining the volumes of cysts
growing in the peritoneal cavities of immunized or control
mice after an initial challenge. Susceptible female BALB/c
AnN mice were immunized twice with VW7-3 or any of the
recombinant fragments of TPmy and challenged by i.p. injec-
tion of 10 cysts. The mice were sacrificed 45 days after the
challenge, and the numbers of cysts in the peritoneal cavities
were evaluated. Mice immunized with VW7-3 showed an
~52% reduction in the number of cysts (Table 1). Protection
induced by recombinant fragments of TPmy was highly vari-
able between experiments; however, the higher and significant
reduction in the parasite burden was obtained by immuniza-
tion with the amino-terminal fragment (VW2-1), which in-
duced 47 and 87% protection in two experiments. In contrast,
the other fragments showed lower, nonsignificant levels of
protection, suggesting that most of the protective epitopes are
located in the amino-terminal fragment of TPmy. ELISA tests
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TABLE 2. Humoral reactivity against Pmy recombinant fragments
after immunization of mice with VW7-3¢

INFECT. IMMUN.

TABLE 3. Antigen-specific proliferation of T cells from VW7-3-
immunized mice

Sera Stimulation index” for:
Antigen Stimulation”
Naive Immune Naive mice Immune mice

VW7-3 0.023 = 0.015 2.295 *+ 0.080° RPMI¢ 1 1
VW2-1 0.076 = 0.018 0.075 = 0.006 RPMI + VW7-3 7.444 15.7¢
VW3-3 0.062 = 0.003 0.515 = 0.021° RPMI + VW2-1 3.5¢ 7.1¢
VWi4-1 0.059 = 0.010 0.426 + 0.012° RPMI + VW3-3 3.224 4.6¢

RPMI + VW4-1 1.11 1.2

“ Sera from naive and VW7-3-immunized mice (diluted 1:200) were analyzed
by ELISA as described in Materials and Methods. Values are means *+ standard
deviations of quadruplicates expressed in OD,q, units.

b Values are statistically significantly different from those obtained with naive
mice sera (P < 0.01).

showed that serum samples from mice immunized with the
fragments of TPmy, taken before and after challenge infection,
had similar levels of IgG1 and IgM antibodies (not shown).
Marginal levels of IgG2a were also detected in immunized
mice. Experiments of passive transfer of sera from mice im-
munized with VW2-1 into naive receptors showed no signifi-
cant differences of cyst burden compared to recipients of sera
from naive mice, indicating that protection is not mediated
through antibodies (data not shown).

Antibody reactivity against TPmy recombinant fragments.
B-cell epitopes were located on the TPmy recombinant frag-
ments by ELISA using sera from mice immunized with VW7-3.
This experiment was feasible given the extensive cross-recog-
nition between paramyosins from different flatworms and
other invertebrates (11). The sera from mice immunized with
the VW7-3 were highly positive against the central (VW3-3)
region and the carboxyl end (VW4-1) but negative to the
amino end (VW2-1) (Table 2). No antigen-specific antibody
reactivity was detected against an unrelated protein containing
the same fusion peptide (data not shown).

T-cell response against TPmy recombinant fragments. In
order to determine if a specific cellular immune response is
generated in mice after immunization with VW7-3, a T-cell-
enriched fraction was cultured and stimulated in vitro with
VW7-3 and the recombinant fragments (VW 2-1, VW 3-3, and
VW4-1). A significant antigen-specific proliferation was ob-
served in the T cells from immune mice stimulated with
VW7-3, VW2-1, and VW3-3 but not VW4-1 (Table 3). Unex-
pectedly, T cells from naive mice were also responsive at lower
levels to the full-length VW7-3, VW2-1, and VW3-3, suggest-
ing that some mitogenic activity is associated to the amino and
central regions of TPmy. No antigen-specific proliferative re-
sponse was detected against two control-unrelated proteins
containing the same fusion peptide (data not shown).

Cytokine production. To establish the cytokine profile in-
duced by the immunization with the protective amino terminal
fragment (VW2-1), spleen cells from immunized and naive
mice were stimulated in vitro with the same recombinant prod-
uct. As shown in Table 4, IL-2 and IFN-y but not IL-4 are
produced in an antigen-specific fashion. No statistically signif-
icant differences in cell phenotypes were found in unstimulated
spleen cells from control, immunized, and infected mice (data
not shown). These results suggest that a Th1 profile is induced
by immunization with the amino-terminal fragment of TPmy.
The marginal but significant stimulation observed in naive cells

¢ Proliferation was assayed with T cells from immunized and naive mice stim-
ulated with the recombinant fragments of Pmy as described in Materials and
Methods.

> Reported values are stimulation indexes calculated from the means of ra-
dioactivity incorporation (quadruplicates) for each experimental group after an
18-h pulse with [*H]thymidine.

¢ Absolute values were 1.8 + 0.3 and 1.5 = 0.3 (kepm * standard deviation)
for naive and immune medium controls, respectively.

@ Absolute values for each experimental group were statistically different from
absolute values for RPMI-stimulated control cells (P < 0.05).

cultured with VW2-1 involving IL-2 but not IFN-y or IL-4
again suggests that a mitogenic activity is associated to the
amino-terminal region of TPmy.

DISCUSSION

Paramyosins have been proposed as vaccine candidate anti-
gens against trematodes like S. mansoni (3, 22) and S. japoni-
cum (20, 21, 23), as well as against nematodes like Brugia
malayi (14, 19). The feasibility of inducing protection through
immunization with heterologous paramyosins has been dem-
onstrated in several parasite models; it was found that vacci-
nation of mice with Pmy from the nematode Caenorhabditis
elegans induces up to 60% protection against challenge with B.
malayi (19). Another extreme example is the induction of 35%
protection against S. japonicum through immunization of mice
with a soluble paramyosin-containing fraction from the earth-
worm Lumbricus terrestris (36). In this report, we show that T.
solium Pmy induced partial heterologous protection against
murine cysticercosis by 7. crassiceps and that most of the pro-
tective epitopes are located at the amino-terminal fragment of
the protein.

Information on the location of protective epitopes on the
Pmy molecule is scarce. Immunization of mice with a recom-
binant fragment of Pmy from S. mansoni corresponding to the
central region (amino acids 303 to 742) induces protection
against S. mansoni (22). In the murine infection by S. japoni-
cum, the B-cell epitope IRRA, recognized by a protective
monoclonal IgE antibody, is located in residues 359 to 362 of
the S. japonicum Pmy (21). This sequence is also found at the
same position in the S. mansoni Pmy. In contrast, although the
sequence IRRA is also found in TPmy at positions 743 to 746,
it was not associated with protection, as the carboxyl-end frag-
ment was found to be not significantly protective.

Sera from mice immunized with VW7-3 reacted much more
against the carboxyl-terminal fragment (VW4-1) and the cen-
tral fragment (VW3-3) than against the amino terminal
(VW2-1) fragment. The sera from neurocysticercotic patients
are also strongly reactive against the carboxyl-end region, with
poor recognition of the central and amino regions (Vazquez-
Talavera et al., submitted). These results are intriguing, con-



VoL. 69, 2001 PARAMYOSIN PROTECTION AGAINST CYSTICERCOSIS 5415
TABLE 4. Proliferation and cytokine profile of spleen cells from mice immunized with VW2-1
Mean * SD of production (pg/ml) of:
Immunization status of mice Treatment” of spleen cells Stimulation index”
IL-2 IFN-y IL-4

Naive None 1 713 = 62 2,683 + 1,765 =30

VW2-1 3.25¢ 954 =+ 45¢ 4,635 + 1,260 107 = 118
Immunized with VW2-1 None 1 813 =76 2,032 = 436 =30

VW2-1 7.33¢ 1,841 = 274¢ 7,619 = 1,019¢ 33 39

“ Spleen cells from naive mice or from mice immunized with VW2-1 were cultured in vitro with or without VW2-1 as described in Materials and Methods (“Cytokine
quantification”) to evaluate proliferation and quantify cytokines in the culture supernatants.
b Reported values are stimulation indexes calculated from the means of radioactivity incorporation for three individual mice per group after an 18-h pulse with

[*H]thymidine.

¢ Statistically significant difference between stimulated cells and nonstimulated cells (P < 0.01).

sidering that the secondary structure of paramyosins is highly
homogeneous: about 95% of the complete amino acid se-
quences of these proteins maintains the 7/28 repeat pattern
characteristic of a-helical coiled-coil proteins (10, 12). TPmy
contains small sequences (15 residues at the amino end and 31
residues at the carboxyl end) that break the helical secondary
structure, suggesting that the nonhelical regions have small
influence on the asymmetry of the antibody recognition (12).
B-cell epitope mapping carried out on Dirofilaria immitis
paramyosin using sera from patients infected with Onchocerca
volvulus indicated a preferential recognition of the amino end
of the molecule (29). However, sera from patients infected by
S. japonicum preferentially recognized the carboxyl end (21).
These results indicate that paramyosins from helminth para-
sites have dominant epitopes located in different regions of the
molecule.

Mice vaccinated with the recombinant fragments of TPmy
produced IgG1 antibodies with marginal levels of IgG2a. This
is in agreement with previous studies showing that mice vac-
cinated with irradiated cercaria from S. mansoni show high
levels of IgG1 antibodies against recombinant Pmy from S.
mansoni (24) and that vaccination with DNA encoding S. ja-
ponicum Pmy also induces production of IgG1 antibodies (37).
In contrast to our results, the IgG1 isotype has also been
correlated with protection in schistosomiasis (2).

Paramyosins induce proliferative responses of mononuclear
cells from patients infected with S. japonicum (35) and spleno-
cytes from mice immunized with irradiated cercaria from S.
mansoni (25). However, no information was available about
the region(s) of the molecule inducing the response. Our re-
sults indicated that only the amino-terminal (VW2-1) and the
central (VW3-3) fragments induced proliferation when a T-
cell-enriched fraction was used in the assays.

Information on vaccination against cysticercosis using differ-
ent antigens is growing rapidly and has been recently reviewed
(6, 15, 16, 27). Previous reports suggested that protection
against murine cysticercosis by 7. crassiceps is mediated by a
Thl response (32, 34) featured by CD4" or CD8* T cells,
implying that T lymphocytes can induce protection irrespective
of their phenotypes (17, 31, 33). The in vitro production of IL-2
and IFN-v by the protective fragment VW2-1 also suggested
that protection induced by TPmy is based on a Thl response.
IFN-v is also produced by immunization with S. mansoni Pmy
(22), and a delayed-type hypersensitivity response against Pmy
is commonly detected in filariasis (19). The failure of a hyper-
immune serum raised against the amino-terminal fragment to

passively transfer significant resistance to infection in recipient
naive mice also supports the idea that protection involves a
T-cell-mediated response, as described for S. mansoni infec-
tion of mice (22).

In contrast to immunized mice, spleen cells from infected
mice showed a weak proliferation against TPmy (data not
shown). These results suggest that the lower response may
result from a long-term infection, as proposed for human (1),
porcine (5), and murine cysticercoses (13, 28). This diminution
in spleen cell responsiveness might be the consequence of an
immunosuppression state induced by the parasite (30).

Our results demonstrate that a moderate protection can be
induced by Pmy in a murine model of cysticercosis. This is in
agreement with results obtained for other helminth parasites
including trematodes and nematodes. Current efforts are being
directed to finding out how protection levels are influenced by
the profile of the resulting immune response. Although our
data provide information on the location of protective epitopes
on the protein and on the profile of the protective response,
little can be advanced on the mechanism of the TPmy-induced
protection. In particular, the accessibility of this protein on the
external surfaces of the cysts to become the target of protective
immunity deserves further study.
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SUMMARY

Taenia solium paramyosin is an immunodominant antigen
in human and porcine cysticercosis that has shown promise
as a vaccine candidate against schistosomiasis and some
filariasis. There are few studies to identify the immunolo-
gically relevant regions of paramyosin. In this work, we
characterize the humoral and cellular response of neuro-
cysticercotic patients against T. solium paramyosin.
Western blots using different recombinant fragments of T.
solium paramyosin, showed that the sera from neurocysti-
cercotic patients were strongly reactive against the
carboxyl end region, with poor recognition of the central
and amino regions. In contrast, the cellular immune
response of patients did not show preferential recognition
of any region of paramyosin.

Keywords paramyosin, Taenia solium, cysticercosis,
epitope mapping

Correspondence: J.P.Laclette, Department of Immunology, Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM., A.P. 70228, 04510 México D.F,,
Meéxico (e-mail: laclette @servidor.unam.mx).

Received: 5 October 2000

Accepted for publication: 12 July 2001

© 2001 Blackwell Science Ltd

INTRODUCTION

Paramyosin (Pmy) is a filamentous, a-helical, coiled-coil
protein of approximately 100 kDa that is present in the
muscle of invertebrates, including some flatworms that are
parasites of human and domestic animals, such as
Schistosoma mansoni (1), Schistosoma japonicum (2),
Taenia solium (3) and Echinococcus granulosus (4).
Paramyosins from different parasites have several immu-
nological properties. T solium paramyosin (TPmy) is an
immunodominant antigen in human and porcine cysticer-
cosis (5). Paramyosin has also been characterized as a
modulating antigen on granulomatous hypersensitivity to S.
mansoni eggs (6). Sera from patients with onchocerciasis
from Guatemala and Ghana show antibody recognition to
paramyosin (7). In Wuchereria bancrofti-parasitized indi-
viduals, the presence of paramyosin-reactive immunoglo-
bulin (Ig)G4 is associated with the presence of parasites (8).
Using peripheral blood mononuclear cells from individuals
living in an endemic area for schistosomiasis japonica,
paramyosin stimulated cellular proliferation in 38-5% of
subjects, which is close to the 51-:3% induced by a soluble
whole parasite extract (9).

Paramyosin has shown promise as a vaccine candidate
antigen against S. mansoni (6,10), S. japonicum (11,12) and
Brugia malayi (13). In addition, paramyosin from 7. solium
inhibits the classical pathway of complement through
inhibition of C1 function (3).

There are few studies to identify the immunologically
relevant regions of these protective proteins. In this regard,
epitope-mapping studies carried out with sera from patients
infected with S. japonicum revealed a dominant recognition
of the carboxyl-termini of the molecule (14). Similar results
were obtained using sera from mice immunized with TPmy
(not shown). However, in the case of sera from patients
infected by Dirofilaria immitis, the dominant recognition
was the amino terminus (7).

Here, we report that the humoral immune response of
neurocysticercotic patients against paramyosin is highly
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biased towards the carboxyl region, whereas the cellular
response shows no preferential recognition.

MATERIALS AND METHODS

Patients sera

Fifty human sera from neurocysticercotic individuals,
collected during fieldwork in endemic areas, were kindly
provided by K. Willms. All these sera were positive against
a crude extract of cysticerci through an immune assay with
85% sensitivity and 100% specificity (15). Five sera from
patients with Mycobacterium tuberculosis and five sera
from patients with Entamoeba histolytica were kindly
provided by L. Ortiz-Ortiz.

Mononuclear cells

Mononuclear cells were obtained from other 24 adult
patients with neurocysticercosis, recruited between between
January 1996 and August 1998 in the Hospital de
Especialidades, CMN siglo XXI. All patients had cysticerci
within the brain parenchyma, subarachnoid or ventricular
spaces, or in various sites (mixed). Diagnosis and localiza-
tion was confirmed by magnetic resonance and computer-
ized tomography and supported by a search for specific
antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and Western blot in serum and cerebrospinal
fluid (15,16). The selected group of patients had not
received treatment with cestocide or immunosuppressive
drugs before blood samples were obtained. A control group
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of 24 individuals within the same age range and gender
ratio was chosen from healthy volunteers from the same
endemic areas. Twenty milliliters of blood samples were
collected from patients and healthy individuals by veno-
puncture in sterile Vacutainer tubes containing heparin as
anticoagulant. Peripheral blood mononuclear cells were
isolated by centrifugation over Histopaque density gradi-
ents (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). After
separation, cells were washed with Hank’s balanced
solution (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) and
resuspended in RPMI-1640 medium (Gibco BRL), supple-
mented with 15% heat inactivated bovine fetal serum
(HyClone Laboratories, Inc., Logan, UT, USA), 50 mm 2-
mercaptoethanol, 200 mm L-glutamine, 100 pw/ml penicil-
lin, 100 pwg/ml streptomycin, 0-1 mM nonessential amino
acids and 1% antimycotic (PPLO; Gibco BRL). Cell
viability was assessed by the trypan blue exclusion test.

T. solium paramyosin

TPmy was purified from 7. solium cysts by affinity to
collagen as described previously (3). A series of constructs
derived from the full length coding sequence of TPmy (17)
were designed to express recombinant fragments approxi-
mately corresponding to thirds of the total length of TPmy.
The selected coding regions were amplified by polymerase
chain reaction and cloned with the appropriate reading
frame into the pRSET vector (Invitrogen, Co., San Diego,
CA, USA). E. coli IM109 bacterial strain was transformed
with each construct and induced in culture for the
expression of recombinant TPmy and its fragments,
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Figure 1 Recombinant products of Taenia solium paramyosin used in this study. (a) Schematic representation; nucleotide (nt) and amino acid (aa)
positions are indicated by numbers based on the full-length sequence. (b) SDS-PAGE analysis showing purified recombinant products of TPmy: 1,

VW2-1; 2, VW3-3; 3, VW4-1; 4, VW7-3.
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following the recommendations from the manufacturer.
Bacteria were harvested 4—6 h postinduction and inclusion
bodies were purified and solubilized in 5 M guanidine
hydrochloride. The TPmy recombinant proteins were
expressed as fusion products with an amino terminal 46
amino acid peptide, including a 6-histidine tag used for
high affinity chromatography purification through HiTrap
chelating columns (Pharmacia Biotech, Piscataway, NIJ,
USA). The purified recombinant proteins were exhaustively
dialysed against 0-5 M NaCl phosphate buffered saline
(PBS), pH 7-3 and the protein concentration determined
using the Bradford protein assay (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). The full-length paramyosin contains
amino acids 1-863 (VW7-3); the amino terminal fragment
contains amino acids 1-268 (VW2-1); the central fragment
contains amino acids 269-551 (VW3-3) and the carboxyl
terminal fragment contains amino acids 552-863 (VW4-1).
All fractions were analysed by SDS-PAGE (Figure 1).

Antibody recognition of the recombinant fragments of
Tpmy

To evaluate the recognition of different regions of TPmy by
antibodies from neurocysticercotic patients, Western blots
were carried out with 35 human serum samples. 5 g of
each recombinant fragment (VW7-3, VW2-1, VW3-3 and
VW4-1) were electrophoresed and blotted onto nitrocellu-
lose paper and blocked with 5% skimmed milk in PBS.
Strips of nitrocellulose were incubated for 1 h at 25°C with
each serum diluted 1 : 500 in PBS plus skimmed milk,
washed with PBS plus 0-05% Tween 20 and incubated for
1 h with rabbit anti-human IgG antibody conjugated to
horseradish peroxidase (Zymed Laboratories, San Fran-
cisco, CA, USA) diluted 1 : 500 in PBS plus skimmed
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milk, at room temperature. The reaction was developed
with 0-5 mg/ml of DAB (3,3'-diaminobenzidine tetra-
hydrochloride) plus 0-1 pl/ml of fresh 30% hydrogen
peroxide. Similar Western blots were carried out with
sera from healthy individuals, as well as sera from patients
with amebiasis and tuberculosis.

Proliferation assays

Proliferation assays of human mononuclear cells were
carried out by quintuplicate in 96-well flat-bottom micro-
titre plates (COSTAR, Cambridge, MA, USA) at 300 000
cells per well and incubated with supplemented RPMI-1640
medium in the presence of Con A (5 pg/ml), TPmy
(3:5 pg/ml), or VW2-1, VW3-3 or VW4-1 (1-75 pg/ml), in
a final volume of 200 wl/well. Negative controls did no
contain antigen. Cells were incubated at 37°C in 95%
humidity, 5% CO, for 96 h. 1 wCi/well of [methyl->H]-
thymidine (Pharmacia Biotech) was added to the cultures
and incubated for the final 18-h period. Cells were
harvested in glass fibre filters and processed for scintilla-
tion counting. The proliferation index was calculated
dividing the mean counts per min (c.p.m.) of experimental
wells by the mean c.p.m. of the wells with cells cultured in
medium alone.

RESULTS AND DISCUSSION

Paramyosins form dimers with the two amino acid chains
running in the same direction to make the coiled-coil. This
homodimeric structure allowed our approach for epitope
mapping, using recombinant fragments of TPmy, corre-
sponding approximately to thirds of the full length
molecule (Figure 1). Mapping of B cell epitopes was

Figure 2 Human antibody recognition of the recombinant fragments of Taenia solium paramyosin. Sera from neurocysticercotic patients (1-35) were
tested by Western blot against: (a) VW2-1, (b) VW3-3 and (c) VW4-1. Lanes on the left (+) show the recognition of each fragment by a rabbit anti-

TPmy sera.

© 2001 Blackwell Science Ltd, Parasite Immunology, 23, 575-579
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Table 1 Responsiveness of peripheral blood cells from patients and healthy individuals against the recombinant fragments of Taenia solium

paramyosin

Stimulation with the recombinant products of TPmy*

Human samples VW2-1 VW3-3 VW4-1 Number of cases
Neurocysticercotic patients responsive to TPmy: 9/24+ + + + 3
- - - 2
+ + - 1
+ - + 1
- - + 1
— + + 1
% Positive 55 55 66 Total 9
Healthy individuals responsive to TPmy: 9/247 + + - 6
+ + + 1
+ — + 1
- - - 1
% Positive 88 77 22 Total 9

FCell samples from 24 neurocysticercotic or healthy individuals from the same endemic area for cysticercosis were stimulated as described in the
Materials and Methods, with TPmy purified from 7. solium cysts. When the stimulation index = 2, the individual was considered responsive.
*Stimulation index = 2 was considered positive (+), otherwise negative (-).

carried out by determining the antibody recognition of the
recombinant fragments corresponding to approximate thirds
of the TPmy molecule. Thirty-5 sera that were positive
against native TPmy by Western blot were selected from a
group of 50 human sera from neurocysticercotic patients
(data not shown). As shown in Figure 2, a remarkable
dominance in the recognition towards the carboxyl end
(VW4-1) was found when sera from human cysticercotic
patients were tested, indicating that B cell epitopes are
predominantly located in that region of TPmy. This result is
interesting because TPmy is a particularly homogenous
molecule: with approximately 95% of the amino acid
sequence maintaining the 7/28 repeat pattern, characteristic
of a-helical coiled-coil proteins (17). Only the two ends of
this filamentous molecule, contain small sequences (15
residues at the amino terminus and 31 residues at the
carboxyl terminus) that break the helical secondary
structure. Recognition of the central (VW3-3) and of the
amino end (VW2-1) fragments was considerably lower. The
sera from patients with tuberculosis and amibiasis were
nonreactive to any recombinant fragment (not shown),
eliminating the possibility that recognition of VW4-1 might
be due to binding of immunoglobulins through the Fc
region, caused by the ability of TPmy to bind Clq (3). The
results with the sera from human patients are consistent
with the concept that differences in these nonhelical regions
have a strong influence on the outcome of the antibody
recognition.

Release of TPmy by the cysticerci has been proposed to
modulate the host inflammatory response by decreasing the

578

production of complement mediators of inflammation,
through binding to Clq and inhibition of the C1 function
(3). Interestingly, extensive structure/function analysis of
TPmy by recombinant expression of a number of TPmy
fragments indicates that the Clq binding site is located in
the amino-terminal end of the molecule (not shown). This
suggests that even in the presence of high levels of anti-
TPmy antibodies, the amino end might still be free to
interact with Clq and block C1 function.

Our results of antibody recognition of the recombinant
fragments of TPmy, using human sera, are similar to those
obtained using sera from mice immunized with full-length
recombinant TPmy (not shown) and with sera from patients
infected with S. japonicum (14). In contrast, sera from
onchocercosis patients reacted preferentially with the
amino end of paramyosin (7). These differences could be
due to the phylogenetic relationships between these
parasites, with S. japonicum and T. solium (Plathyhel-
minthes) being far closer than the nematode Onchocerca
volvulus.

The responsiveness of peripheral blood mononuclear
cells from neurocysticercotic patients and healthy indivi-
duals from an endemic area for taeniasis/cysticercosis,
stimulated with TPmy purified from 7. solium cysts, was
almost identical. In both cases, nine out of 24 cell samples
were positive (stimulation index =2 was considered
positive). This indicates a high exposure to the parasite
antigens on individuals living in endemic areas. When the
mononuclear cells from the patients that were positive
against the full length TPmy were stimulated with the

© 2001 Blackwell Science Ltd, Parasite Immunology, 23, 575-579
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recombinant fragments of TPmy, no preferential respon-
siveness was observed against any region of TPmy
(Table 1). In contrast, TPmy-responsive cells of healthy
individuals from the same endemic areas for cysticercosis
were more responsive towards the amino and central
regions of TPmy.

A genetically based, immunologically mediated resis-
tance is present in two examples of murine cysticercosis
(18,19). If something similar occurs in human cysticercosis,
it should be expected that not all humans are susceptible to
infection. In contrast to patients with neurocysticercosis,
the response of mononuclear cells from seropositive healthy
individuals living in endemic areas for taeniasis/cysticer-
cosis, described in the present study, is directed mainly to
the amino and central regions of the TPmy, suggesting a
differential outcome of the immune response in susceptible
and resistant individuals.

Previous reports have shown that the immune response
towards paramyosin is related to resistance against
helminth infection (7,20,21). However, the protective
potential of the immune response towards paramyosin
remains to be evaluated in infections by cestode parasites.
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SUMMARY

Heat shock and stress responses are documented for the first time in larval stages of the cestodes Taenia solium and Taenia
crassiceps. Radioactive metabolic labelling after in vitro incubation of cysts at 43 °C, revealed the induction of heat shock
proteins. In 7. crassiceps, the major heat shock proteins were 80, 70 and 60 kDa. After prolonged incubation, a set of low
molecular weight heat shock proteins (27, 31, 33 and 38 kDa), were also induced. In vitro incubation of cysts at 4 °C,
induced the synthesis of stress proteins ranging from 31 to 80 kDa, indicating the parasite is also able to respond to cold
shock. T. solium cysts exposure to temperature stress also resulted in an increased synthesis of 2 major heat shock proteins
of 80 and 70 kDa. Western blots using the excretory—secretory products of 7. solium showed that 2 heat shock proteins
were recognized by antibodies in the sera of cysticercotic patients: one of 66 kDa and another migrating close to the run
front. The T. solium 66 kDa protein was also recognized by specific antibodies directed to a 60 kDa bacterial heat shock
protein, suggesting that it belongs to this family of proteins.

Key words: Taenia solium, Taenia crassiceps, cestodes, heat shock proteins, stress, excretory—secretory products.

INTRODUCTION

Many parasites undergo sudden changes in tem-
perature at some stage during their life-cycle
(Newport, Culpepper & Agabian, 1988; Polla, 1991 ;
Maresca & Carratu, 1992). For example, taeniid eggs
in the environment suffer an increase in temperature
when ingested by its warm-blooded intermediate
host. The larvae in the intermediate host also
undergo strong variations of temperature before
reaching its final host. Moreover, larvae and adult
worms may be exposed to sudden temperature
changes due to host response to infection. Adaptation
to these temperature variations is crucial for the
maintenance of parasite transmission.

The heat shock response is a general homeostatic
mechanism that protects cells and organisms from
deleterious  effects of environmental stress
(Lindquist, 1986; Morimoto, 1990). It is charac-
terized by a rapid transcriptional activation of a
specific set of genes coding for proteins generically
known as heat shock proteins (HSPs). These HSPs
allow the adaptation of the organism to the new
1997; Feder &

Hofmann, 1999). Similar adaptive responses are

temperature (Morimoto et al.

produced for a variety of other environmental
stresses (Welch et al. 1991; De Maio, 1999). To our
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knowledge, no previous report is available on the
heat shock and stress responses in taeniids, although
some HSPs have been identified (Muhlschlegel et al.
1995; Benitez et al. 1998; Martinez et al. 1999). In
Mesocestoides corti, Estes & Teale (1991) have
reported the occurrence of HSPs in excretory—
secretory (E-S) products. Here we describe a time-
regulated induction of HSPs when Taenia solium and
T. crassiceps larvae are maintained in culture at
temperatures above 37 °C. Several proteins are
excreted/secreted by 7. solium larvae during the
stress response, including 2 HSP, that were recog-
nized by sera from patients with neurocysticercosis.
The ES protein of 66 kDa was recognized by specific
antibodies against bacterial HSP60.

MATERIALS AND METHODS
Larvae

T. solium cysticerci were dissected from the skeletal
muscle of naturally infected pigs obtained from rural
villages. The cysts were obtained at a maximum of
24 h after slaughter of pigs. The ORF strain of 7.
crassiceps is maintained in our laboratory by serial
intraperitoneal passage of cysticerci in 6-week-old
female BALB/c AnN mice (Sciutto et al. 1990). The
larvae used in the experiments were obtained from
mice with 2-month infections. Before use, all larvae
were washed 5 times in a phosphate-buffered saline
solution (PBS), pH 7-2, pre-warmed at 37 °C.

Printed in the United Kingdom © 2001 Cambridge University Press
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Radio-isotope labelling

Groups of 3 T. solium or 5 T. crassiceps cysts were
placed into sterile polypropylene tubes (Falcon)
containing 500 ul of a sterile methionine-free RPMI
1640 medium (GIBCO), pre-warmed at 37 °C
(except for the group that was placed at 4 °C), and
supplemented with 19, essential amino acids,
pyruvate and antibiotic-antimycotic  mixture
(GIBCO). The groups were then incubated at 4, 37,
43 or 46°C for 30 min and then metabolically
labelled by addition of 100 £Ci/ml of L-[*S]
methionine  (specific  activity > 1000 Ci/mmol,
Amersham) for 4h or overnight at the same
temperatures as indicated above. To determine the
kinetics of synthesis of HSPs in 7. crassiceps, the
cysts were maintained at 43 °C (optimal temperature
for heat shock response, see results) for 15, 30 min,
1, 2, 4, 6 and 8 h, before adding the radio-isotope
labelled methionine, and then maintained for 2 h at
37 °C.

After labelling, the groups of cysts were washed
twice with 10 ml of PBS to remove free label and
then placed in 500 ul of SDS-PAGE sample buffer
for homogenization in a Soniprep 150 sonicator, for
40s (20s intervals), at 60 Watts. The culture
medium containing E-S products was also collected,
centrifuged at 1000 g for 10 min to remove any
cellular debris and the supernatant was stored at
—20 °C until use. Protein concentration in the crude
extracts and culture medium was determined using a
protein assay kit (BioRad).

Autoradiography

The crude extracts and the culture medium were
analysed by sodium dodecyl sulphate—polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970). Samples of equal of protein
(5-20 pg/well) were run under reducing conditions
and the gel was stained with Coomassie Brilliant
Blue R-250 (BioRad) or Silver Stain (BioRad).
The gel was prepared for fluorography by treatment
with a 209, solution of PPO in dimethylsulfoxide
(Laskey & Mills, 1975), dried on a BioRad slab
gel drier and exposed to an X-ray film (Kodak
X-OMAT) at —70 °C. Relative increases over con-
trols for each HSP were determined by densitometric
scanning of the protein bands by means of a
microcomputer program (RFLP scan 3.0, Scanaly-
tics Inc., Fairfax, VA, USA).

amounts

Western blotting

Western immunoblots were carried out according to
the method of Towbin, Staehelin & Gordon (1979),
using a rabbit polyclonal anti-HSP60, a mouse mAb
anti-HSP70 (SPA-804 and SPA-822, respectively,
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from StressGen Biotechnologies Corp., Victoria
B.C., Canada), and a mouse mAb IgGIl anti-HSP60
(LK2, kindly provided by P. van Kooten (Boog et al.
1992), at a 1:100 dilution. Sera from patients with
neurocysticercosis or other neurological disorders
(kindly donated by D. Correa) were used at 1:30
dilution. Peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse,
goat anti-rabbit or goat anti-human antibodies
(Zymed Laboratories) diluted 1:1000 were used
followed by 0-19%, diaminobenzidine with 0-015 9,
hydrogen peroxide to develop the blots.

RESULTS

Effect of temperature on protein synthesis in
T. solium and 'T. crassiceps

Autoradiograms of the L-[**S]methionine labelled
crude extracts from cysts of both species, incubated
at 37 °C, showed more than 30 protein bands ranging
from 21 to 200 kDa (Fig. 1). When T. solium larvae
were incubated at 43 °C for 4 h, the intensity of the
protein bands of 80 (HSP 80) and 70 (HSP 70) kDa
was highly increased, whereas the intensity of some
labelled proteins observed at 37 °C decreased or
disappeared (Fig. 1A). Densitometric analysis on the
2 major HSPs showed an increase over controls of
2:9 and 4 times respectively. At 4 °C and 46 °C no
labelled proteins were observed in 7. solium,
suggesting that these temperatures are lethal for the
parasite (not shown). Changes in the pattern of
protein expression in response to temperature stress
were also observed in T. crassiceps (Fig. 1B),
including the 2 major HSPs described for 7. solium
(80 and 70 kDa). The relative increase over controls
for HSP80 and HSP70 was 21 and 2:0 times,
respectively. As in the case of T'. solium, the synthesis
of some proteins was diminished and in some cases
stopped during incubation at 43 °C. Incubation of 7.
crassiceps cysts at 4 °C, induced the preferential
synthesis of the 80 kDa protein, although some low
molecular weight proteins ranging from 31 to 45 kDa
were also observed (Fig. 1B), suggesting a cold shock
response (Thieringer, Jones & Inouye, 1998). No
label incorporation was detected when the larvae
were incubated at 46 °C (not shown), indicating that
this temperature also results in cyst killing. Micro-
scopical observations of T. solium and T. crassiceps,
confirmed that the cysts were non-motile after
incubation at 46 °C.

Kinetics of synthesis of HSPs in 'T'. crassiceps cysts

T. crassiceps cysts that were incubated at 43 °C for
different periods reacted with a typical heat-shock
response. In the initial 15-60 min of incubation, 2
proteins of 80 and 70 kDa were the most prominent
(Fig. 2). After 2 h, a larger number of proteins were
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Fig. 1. Autoradiogram showing SDS-PAGE profile of
protein synthesis of Taenia solium (A) and T. crassiceps
(B) cysticerci. Parasites were metabolically labelled in
vitro with [**S]methionine for 4 h at the indicated
temperatures, with the exception of the 4 °C lane, which
was labelled for 24 h. Arrows denote major heat shock
proteins.
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Fig. 2. Kinetics of protein synthesis in Taenia crassiceps
cysticerci in response to heat shock. After treatment at
43 °C during the indicated time, the cysts were
transferred to 37 °C and metabolically labelled in vitro
with [**S]methionine for 2 h. Control parasites were
maintained at 37 °C which is the normal growth
temperature. Arrows denote major heat shock proteins.

visible, a major protein of 60 kDa and several others
ranging from 14 to 200 kDa, including some proteins
that were present before the heat shock. After 8 h,
the most prominent bands corresponded to 80, 70

585

o o o L o OCJ L L
kDa % & w0 o e e
-
97— —~ o
66——- +669 -
2] = v
14— y _" -
. ‘ — -
A

Fig. 3. Excretory—secretory products of Taenia solium
cysticerci exposed to temperature stress. The cysts were
incubated at the indicated temperatures and
metabolically labelled with [**S]methionine, overnight.
(A) SDS-PAGE profile of the culture medium
containing the excretory—secretory products using silver
stain. (B) Autoradiogram of the same slab gel.

and 60 kDa, followed by other proteins of 50, 38 kDa
and a small protein (LMWP) migrating close to the
run front (Fig. 2).

Excreted—secreted heat shock products

The culture media where T. solium cysts were

maintained overnight at different temperatures were
collected, analysed by SDS-PAGE and silver-
stained for E-S stress products. At 37 °C, the most
prominent E-S proteins were 66, 58, 54, 48, 45, 38,
33 and 31 kDa (Fig. 3A). This pattern of E-S
products is similar to that described for T. solium by
(Ko & Ng 1998). Several high molecular weight
proteins are observed in the E-S products from
cultures incubated at 43 and 46 °C (Fig. 3A).
Autoradiograms of the slab gel revealed a 5-fold
increase of a major band of 66 kDa at 43 °C that was
also present at 37 °C (Fig. 3B). Protein bands of 97,
74, 54, 52 and 47 kDa are also excreted/secreted at
43 °C. T. crassiceps also showed some E-S products
in the supernatant (not shown). Some of these
products have been described to cross-react with
well-known antigens of T. solium (T'sang, Brand &

Boyer, 1989; Ko & Ng, 1998).

Western blotting using specific anti-heat shock
protein antibodies

The cyst extracts and culture media of 7. solium
cysts maintained overnight at 37 or 43 °C, were
analysed by Western blot using specific antibodies to
HSP60 and HSP70. In the crude extracts, both
antibodies revealed protein bands of 60 and 70 kDa,
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Fig. 4. Antibody recognition of HSP60 and HSP70 in
crude extracts and excreted—secreted (ES) products of
Taenia solium (A) or T. crassiceps (B) cysticerci.

Lanes 1, 3, 5 and 7 were probed with rabbit polyclonal
anti-HSP60. Lanes 2, 4, 6 and 8 were probed with anti-
HSP70 mAb.

respectively (Fig. 4A, lanes 1-4). However, they
failed to reveal differences in amount, between cysts
incubated at 37 and 43 °C, suggesting that at least
this 70 kDa protein is different from the HSP70
described above, that is clearly induced during heat
shock. This is not surprising, as constitutive ex-
pression of a HSP homologue has been reported in
Schistosoma mansoni (Tielens, Van Den Heuvel &
Van Eden, 1993). When the culture media were
blotted and reacted with the anti-HSP60 antibody, 2
bands of 66 and 60 kDa were revealed (Fig. 4 A, lanes
5 and 7). In contrast, no band was observed when the
culture media were probed with the anti-HSP70
monoclonal antibody (Fig. 4 A, lanes 6 and 8).

In the T. crassiceps crude extracts, similar but
thinner protein bands of 60 and 70 kDa were revealed
by anti-HSP60 and anti-HSP70 antibodies, respect-
ively (Fig. 4B, lanes 1-4). Also in this case, no
quantitative variation was detected between
cysticerci incubated at 37 and 43 °C. None of the
antibodies reacted with the culture media of 7.
crassiceps cysts (Fig. 4B, lanes 5-8).

Western blotting using sera from patients with
neurocysticercosis

Western blots were also performed on the crude
extract and culture medium of 7. solium cysticerci
incubated at 43 °C, using sera from patients with
neurocysticercosis. When the extract was probed,
the sera recognized several antigens including a
protein of 80 kDa that may correspond to the HSP
80 (Fig. 5A). When 7. solium culture medium was
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X kDa !
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Fig. 5. Western blots of crude extracts and
excreted—secreted products of Taenia solium cysticerci
probed with sera from neurocysticercotic patients.
Cysticerci were metabolically labelled with
[**S]methionine, at 43 °C, overnight. Crude extracts (A)
and excreted—secreted products (B), were reacted with
neurocysticercotic patient sera (lanes 1-15), or with sera
from patients with other neurological disorders (lanes
16-20). Lane 22 was reacted with a monoclonal antibody
directed to HSP60 (LLK2) and lane 21 with the second
antibody alone. Lane X shows the autoradiogram of the
blots.

reacted with the patient sera, all sera recognized
a 66 kDa protein and the LMWP (Fig. 5B).
The 66 kDa protein, was confirmed to be a HSP by
autoradiography, showing that this protein was
synthesized during the stress response. Antibody
LK2, directed against human HSP60, recognized in
the crude extract, a protein band of 60 kDa, as
expected, as well as another band of 75 kDa. In
contrast, no protein was recognized by the LK2
antibody in the culture medium, indicating that no
protein leaked from the cysts and that the integrity of
the bladder wall was preserved during incubation at

43 °C.
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Similar results were obtained when crude extracts
of T. crassiceps were reacted with the patient sera
(not shown), confirming the extensive antigenic
cross-reactivity between these two taeniid cysticerci
(Larralde et al. 1990; Sciutto et al. 1990; Ko & Ng,
1998). However, in the culture medium of 7.
crassiceps cysts, the patient sera failed to detect the
66 kDa band (not shown).

DISCUSSION

The present study documents for the first time the
response to temperature stress in cysticerci of 7.
solium and T. crassiceps. Both parasites share 2 major
proteins in response to heat shock (HSP80 and
HSP70), while only T crassiceps synthesized another
major 60 kDa protein. The family of HSP80 is
known to be immunogenic in other parasites
(Newport et al. 1988; Polla, 1991). In Schistosoma
mansont, an open reading frame of a 86 kDa antigen
was shown to be highly homologous to HSP90 of
Saccharomyces cerevisiae and HSP83 of Drosophila
melanogaster (Johnson et al. 1989). The family of
HSP70 is associated with molecular chaperones that
facilitate protein transport across membranes, re-
move denatured proteins, and allow cellular recovery
from glucose starvation (Burdon, 1986; Newport et
al. 1988; Hartl, Martin & Neupert, 1992). HSP70 is
also a major immunogen in parasite
infections, including Brugia spp., Onchocerca vol-
vulus and S. mansoni (Hedstrom et al. 1988;
Rothstein et al. 1989 ; Selkirk et al. 1989). HSP60 has
also been shown to function as molecular chaperone
(Hemmingsen et al. 1988; Zeilstra-Ryalls, Fayet &
Georgopoulos, 1991) and has been identified in
several parasites (Maresca & Carratu, 1992).

Differences in the profile of response to tem-
perature stress observed between the two species of
cysticerci, can be due to interspecific variations, or to
differences in the way both parasites are obtained
before being used in the experiments. While 7.
crassiceps were freshly obtained from infected mice
maintained in the laboratory, T. solium cysts were
obtained at least 5-6 h after slaughter, from naturally
infected pigs detected in abattoirs. It is conceivable
that the lack of response to low temperature in 7.
solium, might be due to the longer time the cysts
remained in the pig carcass before being collected for
the experiments.

The heat shock response observed in T. crassiceps,
resulting in the recovery of proteins
expressed by cysts at 37 °C, suggests that early HSPs
play an efficient role in the protection of other
proteins, in agreement with some examples of
response to stress. Thus, temperature stress response
may play a role in the parasite adaptation to sudden
changes in environmental temperature.

The presence of HSP66 and LMWP in the E-S
products of taeniids has not been reported before.

several

several
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The labelled proteins detected in E-S products of 7.
solium are regarded as HSPs because both became
metabolically labelled during heat-shock treatment.
To our knowledge, only 2 other reports have
described the occurrence of HSPs among E-S
products of helminth parasites. T'wo E—S proteins of
Mesocestoides corti, that are homologous to the
HSP70 and HSP60, stimulate proliferative responses
of splenic lymphocytes of infected mice and antibody
responses restricted to IgM and IgGl isotypes,
suggesting that they play a role in the immune
response to M. corti (Estes & Teale, 1991). Ad-
ditionally, 2 well-known E-S antigens from the
nematode Trichinella spiralis and T. pseudospiralis,
that are commonly employed for serodiagnosis, have
been suggested to correspond to stress proteins
because of their similar molecular masses and
isolelectric points (Ko & Fan, 1996).

Our results indicate that human neurocysticercotic
patients recognize at least two excreted/secreted
HSPs products. The 66 kDa product that is recog-
nized by a specific antibody against HSP60, appears
to correspond to a well-known 66 kDa antigen (Ko &
Ng, 1998). It has been reported that HSP60 has
to bind a low molecular weight protein of about
10 kDa in order to perform its chaperone function
(Gragerov et al. 1992). The LMWP that is also
recognized by our patient sera, might correspond to
the HSP66 partner, explaining why these 2 proteins
appear together among the E-S products of
cysticerci.
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Abstract

Epitope mapping of the amino-terminal 20aa sequence from 7Taenia solium paramyosin (TPmy), an immunodominant protein
involved in the complex host—parasite relationship in human and porcine cysticercosis is reported. A 12-mer random peptide
phage display library was screened with antibodies raised against a synthetic peptide corresponding to the amino-terminal 20aa
sequence of TPmy, its highly immunodominant region. In total, 57 clones isolated in two panning conditions were analyzed, of
which a single group of 14 sequences found in 25 clones shared a consensus motif showing structural similarity with the antigen

Argl0-Thrl6 region. © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Taenia solium; Paramyosin; Epitope; Phage display

1. Introduction

Paramyosins of Schistosoma species, S. mansoni [1,2],
S. japonicum [3], and their homologue in Taenia solium
[4], also known as Antigen B (AgB) [5,6], are im-
munodominant proteins involved in these complex
host—parasite relationships. In challenge experiments
on laboratory models, paramyosins proved to be
promising vaccination candidates [1-6]. They also ex-
hibit properties indicating their immunomodulatory
role [7], in particular, impaired augmentation of the
host inflammatory response through the inhibition of
the classical pathway of the complement cascade [8].
Thus, proteins or their fragments used as antigens may
contain both immunodominant and immunosuppres-

* Corresponding author. Tel.: + 52-5-6223821; fax:
6223855.
E-mail address: karlen@servidor.unam.mx (K.G. Gazarian)

+ 52-5-

sive factors. Optimized vaccines against these persisting
parasites should be based on individually characterized
immunodominant epitopes or epitope combinations
derived from immunodominant antigens like
paramyosins.

Although several epitopes have been mapped in
schistosoma paramyosins, some of them having homo-
logues in 7. solium paramyosin (TPmy) [9], none of
these epitopes have been mapped directly. In this study
a phage display approach was used [10] for mapping
TPmy epitopes at the N-terminal region, that is highly
immunodominant in this molecule. TPmy is a 100 kDa
(863aa) a-helical coiled coil protein with short linear
structures at both ends. In order to introduce a limited
number of antibody specificities into the reaction with
phage library, a described strategy is followed [11] and
antiserum raised against a relatively short (20aa) syn-
thetic peptide corresponding to the highly immunogenic
amino-terminal region of TPmy was used.

0165-2478/00/$ - see front matter © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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2. Materials and methods
2.1. Rabbit antiserum and IgG fraction

Rabbit hyperimmune serum (AS-TPmy-pep) against
a synthetic peptide (TPmy-pep) corresponding to the
aal-20 of T. solium paramyosin (MSESHVKISRTIIR-
GTSPST) was produced following the procedure de-
scribed by Zhong et al. [12] and kept in aliquots stored
at — 20°C. The anti-TPmy reactivity was determined in
ELISA using serial dilutions of the antiserum and
recombinant N-terminal 208aa fragment of the TPmy
(designated VW2-1), as an antigen. Bound Ab was
detected by incubation (30 min, 37°C) with alkaline
phosphatase-goat anti-rabbit IgG (H + L) conjugate
(Zymed Labs, San Francisco, CA) diluted 1:10 000,
and the chromogen (paranitrophenol/diethylamine).

The computer antigenicity analysis was performed by
Alpha Diagnostic International (San Antonio, TX)

The recombinant TPmy amino-terminal 208aa frag-
ment VW2-1 the internal fragment VW3-3 lacking N-
terminal 200aa were produced in an Escherichia coli
expression system using the pRSET vector (Invitrogene,
San Diego, CA). A ¢cDNA PCR amplification product
corresponding to the N-terminal 804 bp sequence
of TPmy gene was cloned in the appropriate read-
ing frame into the pRSET vector. The recombinant
protein was expressed as a fusion product containing
a 6 His tag used for high affinity chromatography
purification.

IgG fraction containing induced anti-peptide anti-
bodies was purified from the antiserum (AS-TPmy-pep)
by affinity chromatography using Protein G. A 3 ml
column (Poly Prep, Bio Rad) was packed with 1 ml of
Protein G Agarose (Life Technologies, USA) and used
for the IgG purification following the manufacturer’s
instructions. Briefly, the column was equilibrated with
10 volumes of binding buffer (0.01 M sodium phos-
phate, pH 7.0, 0.15 M sodium chloride), loaded with 2
ml of clarified (by centrifugation at 3000 x g) AS-
TPmy-pep antiserum, washed with 10 bed volumes of
binding buffer (controlling the absorbance at A,g), 1gG
fraction was eluted with 6 bed volumes of 0.1 M glycine
HCI, pH 2.6, followed by immediate neutralization of
the eluate with 1.0 M Tris base. The eluted fraction (1
ml) containing highest anti-TPmy titer was used in
panning experiments.

2.2. Phage display library

A 12mer peptide library (Ph.D.-12™, New England
BioLabs, Beverly, MA) was used in which random
peptides are fused to a minor coat protein (pIIl) of
MI13 phage and expressed at the N-terminus of plIl
followed by Gly-Gly-Gly-Ser spacer. The library con-
sisted of approximately 1.9 x 10° electroporated se-

quences, amplified once to yield about 20 copies of each
sequence in aliquot used for the panning.

2.3. Biopanning procedure

For the selection of phage recognized by the rabbit
anti-peptide antibodies the biopanning technique
[13,14] was used under two conditions: one with the
antibody immobilized on plastic surfaces and the other
in solution. In the first of them, the AS-TPmy-pep
antiserum, diluted 1:50 in PBS to give a final volume
300 pl, was distributed in 6 wells (50 pl/well) of 96-well
flat bottom polystyrene microtitration plates (Immulon
4, Dynatech Lab, Chantilly, VI) and incubated
overnight at 4°C with gentle rocking. After extensive
washing with PBS-T (PBS-0.5% Tween 20) and block-
ing (PBS-1% BSA, 1 h, 37°C), the wells were washed
with PBS-T and filled with Ph.D.-12 peptide library. A
library aliquot containing 2 x 10'° p.f.u. was diluted to
600 pl with PBS—0.1% BSA to 600 pl and distributed in
6 wells (100 pl/well) of the antibody coated plate. After
incubation for 2 h at 4°C with gentle shaking, the wells
were washed 5 times with PBS—T at 0-4°C, filled with
blocking buffer 2 (PBS-0.1% BSA), incubated for 30
min at 4°C rocking gently and washed 5 times with
PBS-T at 0-4°C. Bound phage were eluted from each
well by stirring with 100 pl of elution buffer (0.1 M
glycine—HCI, pH 2.2). Fluted phage from six wells were
combined and immediately neutralized with 2 M Tris
solution (pH not adjusted). The phage particles were
quantified by titering on log-phase E. coli ER2537
(New England BioLabs, USA) and amplified by stan-
dard procedure. The selected and amplified phage
(about 10" p.f.u. ml—") of the first round were used for
second, third and fourth rounds of selection with lower
amounts of the antiserum, namely, 1:50, 1:200 and
1:200 dilutions, respectively.

For the solution panning a protocol recommended
by BioLabs (New England, USA) based on the affinity
capture of the antibody-phage complexes onto protein
G-agarose beads, with slight modifications was used. A
total of 300 ng of purified IgG fraction were mixed with
the library (2 x 10'° phage virions) and incubated 20
min at room temperature. Then 50 pl of protein G-
Agarose suspension (Gibco BRL) were added and the
incubation was continued 15 min at the same tempera-
ture. The incubation mixture was centrifuged (30 s,
3000 x g), supernatant discarded and the pellet washed
10 times with PBS-T. The final pellet was resuspended
in 1 ml of glycine—HCI, pH 2.2 and after 10 min
incubation at room temperature the eluate was col-
lected after centrifugation (30 s, 3000 x g). The phage
were titered, amplified and the selection was repeated
two more times, first with 100 ng and then with 30 ng
of IgG except for the third round where phage were
eluted in two steps, first at pH 4.0 and then at pH 2.2.



K.G. Gazarian et al. / Immunology Letters 72 (2000) 191-195 193

2.4. Isolation and analysis of clones

One-pl samples of the final eluted phage were plated
and individual clones were picked randomly, amplified
and used for immunoassay and extraction of single-
stranded DNA. The N-terminal region of the gp3 gene
with the inserted peptide-coding oligonucleotide was
sequenced by di-deoxynucleotide method [15]. S*3-la-
belled dNTP (Amersham), 28-bp primer and the T7
sequenase (Amersham) were used. The amino acid se-
quence of peptides was deduced from the nucleotide
sequence. The reactivity of isolated clones was deter-
mined in ELISA. For immunoassay, phage was precip-
itated with 0.1 M acetic acid [13]. Microtitration wells
(Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp F96, NUNC Brand
Products, Roskilde, Denmark) were coated by
overnight incubation (4°C) of phage suspension (100 pl,
10°-10'° p.f.u. in PBS—-BSA, 50 ng/well), washed with
PBS-0.3% Tween 20, and immobilized phage were
incubated with antiserum or IgG fraction in PBS-0.2%
Tween—0.2% BSA at 37°C for 1 h. The wells were
washed and bound Ab was detected as described above.
A phage amplified from unselected library, or TBS,
were included as negative controls, and recombinant
N-terminal TPmy (VW2-1) fragment, as positive.
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Fig. 1. ELISA-titration of the rabbit anti-7aenia solium paramyosin
(TPmy)-pep serum and its purified IgG fraction. Recombinant
amino-terminal 208aa fragment of 7. solium paramyosin (VW2-1) or
the recombinant internal 200aa fragment of paramyosin (VW3-3)
were immobilized on microtitration plates by overnight incubation
(50 ng/well in sodium carbonate buffer, pH 9.8), washed with PBS
containing 0.3% Tween 20, blocked with PBS supplemented with 1%
BSA, washed and allowed to react with indicated dilutions (abscissa)
of either the antiserum against TPmy-pep (M) or of 1 ml elution
fraction of IgG containing highest anti-TPmy titer (A). Controls: (1)
wells were coated with VW2-1 fragment and incubated either with
mouse serum against the same TPmy fragment VW2-1 (@) or with
serum from a non-immunized rabbit (V¥); (2) wells coated with
recombinant internal fragment of TPmy (VW3-3) were incubated
with anti-TPmy-pep antiserum (J). Bound Ab was detected by
incubation (30 min, 37°C) with alkaline phosphatase-goat anti-rabbit
IgG (H + L) conjugate and the chromogen as described in Section 2.

Peptides carrying sequence homology with

aal0-aal6é region of Tpmy

1 10 20

TPmy  MSESHVKIS RT IIRGT SPST

Group No. Sequence Exper. Round
1 1 SLS RMPII GT SA (4) 2 3
2 DI RQPII GT LHP - -
3 HIA RIPIA GT NL - v -
4 FPN RTPIS GT TW - v-a
5 H RVPIS GT SA - -3
6 SY RTPIT GT LIT (2) 1 4
7 F RTAIS GT PQFY(6) - “ -
2 8 HSHTHKALA GT P - -
9 LVAKPHM RT PNL - -
10 WHWQYTPWW R Gs - v -
3 11 LEP TLI R LPQTL 2 3
12 AWTH TLI R LBD (2) - “ -
13 NEM TLI R MNMAA(2) - “ -
14  MKETHS 1TL HOP - v -

Fig. 2. Peptide sequences found in samples of phage selected on
panning of the 12-mer library in solid—phase (Exp.1) and in solution
(Exp.2). Twenty five phage clones bearing 14 different peptide se-
quences homologous to aal0—16 region of Taenia solium paramyosin
(TPmy) are numerated in accordance with their homology with the
antigen (No. = peptide sequence number). The remaining 33 analyzed
clones carried 24 different peptides with no sequence homology (not
included). Figures in parentheses indicate the occurrence of given
sequence among analyzed peptides more than once. Common motifs
are underlined.

3. Results and discussion

3.1. Sequence characteristics of selected peptides and
mapping the epitope that they mimic

Both the anti-serum obtained with synthetic 20aa
peptide and its purified IgG fraction used for selecting
peptides from the 12mer phage library contained suffi-
ciently high Ab titers recognizing the TPmy (Fig. 1). At
first, two series of panning experiments with immobi-
lized antiserum were performed. The sequencing of
peptides from the fourth round eluate (24 phage clones
displaying 18 different 12aa sequences) revealed that
some of them carry common amino acids at similar
positions (Fig. 2, Exp. 1). Eight clones presented two
sequences with internal RT-I-GT motif and three pep-
tides contained only a part of this motif: RT or GT/S,
or T-RGS. Comparison with the amino-terminal 20aa
sequence of the TPmy highlighted the Argl0-Thr16
region of apparent homology to the motif shared by
two of these peptides and partially by three of them
(Fig. 2). To strengthen further this finding, the selection
was repeated with three introduced modifications:



194 K.G. Gazarian et al. / Immunology Letters 72 (2000) 191-195

purified IgG, solution-panning and two-step elution
(see Section 2). This resulted in a better yield of pep-
tides homologous to the revealed N-terminal TPmy
region. This was in part due to an enrichment of the
final (pH 2.2) phage population in reactive clones
achieved by the pre-clution with glycine buffer, pH 4.0
(Fig. 3). In total, about 45% of all clones analyzed in
two experiments, solid-phase and solution-phase, were
found to express peptide inserts containing the RT-I-
GT motif with some variations. Based on their similar-
ity, the obtained sequences could be categorized into
three groups (Fig. 2), those containing the motif with
minimal differences (group 1) and those containing
variations where the peptides albeit homologous to the
motif, lacked some of its significant parts (groups 2 and
3).

In group 1 peptides, six sequences displayed by 16
phage clones exhibited highest degree of structural
mimicry of the antigen by reproducing its Argl0-Thr11-
Ile12-Tle13-Gly15-Thr16 structure in which Thr1l could
be substituted in peptides by Met, GIn or Val and the
Ile13 by Ala, Ser or Thr (i.e mostly conservative
replacements).

The group 2 peptides presented substantially reduced
and modified variants of the group 1 peptide motif.
They lacked proline between Thr and Ile but some of
them contained Pro residue C-terminal to the GT dinu-
cleotide. The most essential difference between group 1
and group 3 was that the latter lacked glycine that
seemed to be non-replaceable, and carry arginine at its

0.94
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Fig. 3. Immune reactivity determined in ELISA of clones eluted with
glycine—HCI, pH 4.0 and pH 2.2. Individual plaques grown after
plating of final eluates were picked randomly and amplified, the wells
of microtitration plates were coated with 100 pl of phage suspension
containing 10°-10'° p.f.u. in PBS-BSA, 50 ng/well, then washed with
PBS containing 0.3% Tween 20. Immobilized phage were incubated at
37°C for 1 h with rabbit anti-Taenia solium paramyosin (TPmy)-pep
serum diluted 1:500 with PBS-0.2% Tween 20-0.2% BSA. Bound
antibody was detected as described in Fig. 1. The data from duplicate
wells are given. M, phage pre-eluted with glycine—HCI, pH 4.0; @,
phage finally eluted with glycine—HCI, pH 2.2; A, control antigen:
recombinant TPmy N-terminal fragment (VW2-1).

C-terminal, not at N-terminal end, as other peptides.
Despite these differences, the consensus motif of the
group 3, TLIR, reflects well the internal part of the
putative epitope, TIIR, with the first Ile substituted by
Leu in all peptides.

Thus, as a result of the selection in two independent
panning conditions, the aal0—16 region of TPmy was
found to be perfectly mimicked by the consensus se-
quence R(T/M/G/V)II/A/S/T)GT of the peptides in-
cluded into group 1. Peptides of the groups 2 and 3
present confirmative evidence for this conclusion. Two
notable differences were found between this consensus
sequence and its mimetized TPmy region. Firstly, only
one of the two arginines of TPmy (Argl0 and Argl4)
was found in all peptides. This fact seems to indicate
that only one hydrophilic residue of this TPmy region,
i.e. Argl0, is the epitope participant. In this context, the
C-terminal location of the arginine in TIIR motif of the
group 3 peptides may be explained by suggesting that it
is an inverted version of the epitope core region (the
direct sequence being RIIT).

Secondly, seven out of eight peptides of the group 1
contained proline in the third position of their consen-
sus motif (i.e. before the isoleucine corresponding to
Ile12 of TPmy), while no proline is contained in the
aal0-16 region of TPmy. Although proline is not a
residue in this antigen region, there is a proline at
position 18, which could be a reason for its frequent
occurrence in peptide mimetics. Indeed, besides the
above mentioned proline found within the group 1
common motif (3rd position), most of the peptides of
the groups 2 and 3, lacking this proline, carried a
proline in their C-terminal regions (positions 10—12, see
Fig. 2), confirming its importance for the selected pep-
tides. It was suggested that proline 18 is an element of
the putative epitope but its location in selected peptides
does not correlate with its position in the antigen, a
property characteristic of all other residues in peptides
mimicking those in the TPmy aal0-16 region.

The above analysis seems to provide sufficient struc-
tural information for mapping in the TPmy Argl0 to
Thr16 (or to Prol8) region the epitope specific to Ab(s)
that selected the described peptides. The mapped epi-
tope is a linear structure containing a hydrophilic N-
terminus (arginine 10) followed by a hydrophobic
stretch.

Linear epitopes are thought to be rare or even non-
existent in proteins [16,17]. However, antibodies are
capable of selecting peptide mimetics containing only
linear parts of discontinuous epitopes [18,19]. The re-
vealed region of TPmy homologous to selected peptides
may also represent linear part of a discontinuous epi-
tope. It seems unlikely that one omitted some of its
elements in the aal-9 part of TPmy, but such unre-
vealed components may be C-terminal to the mapped
region.
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By using 20aa synthetic peptide as an immunogen,
among 57 analyzed phage clones only one selected
consensus motif resembling an antigenic region was
found. The result is qualitatively consistent with that
reported by Dybwad et al. [11] who immunized rabbits
with 17aa peptide embodying an Ig epitope and also
found in selected peptides only one sequence motif
homologous to the antigen. The sufficiently high effi-
cacy of consensus motif recovery demonstrated by this
approach encourages its further utilization for epitope
mapping directed to the immunologically important
antigen regions.

Further characterization of the identified epitope re-
quires more complete molecular description and eluci-
dation of its involvement in antibody production.
Computer antigenicity analysis of the TPmy N-terminal
150aa sequence shows on hydrophilicity and accessibil-
ity protein profiles, among others, distinct peaks up-
ward the aal0—20 sequence, indicating that this region
may have structural properties characteristic of im-
munodominant determinants (in preparation).

For the functional analysis sera of infected pigs,
cerebrospinal fluid (CSF) from neurocysticercosis pa-
tients (CSF is enriched in parasite specific antibodies
[20]), and mouse antiserum against amino terminal 208
fragment of TPmy (VW2-1) were tested. ELISA failed
to detect a reactivity of pig sera and CSF with phage
clones. Two of them, No.l (from group 1) and No.3
(group 2) showed a reactivity with antiserum against
the N-terminal TPmy fragment (result not shown). The
negative result with host fluids may have several expla-
nations including the absence of the antibody at investi-
gated infection phases or insufficient sensitivity of the
assay.
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