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RESUMEN

La paramiosina o antigeno B de la Taenia solinm (TPmy) es un antigeno
inmunodominante en la cisticercosis humana que inhibe la cascada del complemento a través de
una interaccion con el Clq. Flemos clonado y expresado el gen de esta proteina y mostrado que el
producto recombinante mantiene las propiedades de la proteina natural. Asimismo, por técnicas
de DNA recombinante se ha mostrado que la union con el Clq se lleva a cabo a través del
extremo amino-terminal de la TPmy. También se ha propuesto a la paramiosina como candidato
para vacuna contra infecciones helminticas.

El objetivo del presente proyecto es el de caracterizar a nivel submolecular las regiones de
la TPmy que son reconocidas por el sistema inmune humoral y celular del huésped murino, asi
como estudiar su utilizacion como inmundgeno contra la infeccion por Taenia crassiceps. Se
amplificaron tres regiones asi como la secuencia codificadora total de la TPmy, por medio de PCR
usando una clona de cDNA como templado. El producto de PCR VW7-3 codifica para la proteina
completa, el producto VW2-1 codifica para el tercio amino-terminal, el producto VW4-1 para el
tercio carboxilo-terminal y el VW3-3 para el tercio central. Los fragmentos se subclonaron en el
plasmido pRSET y se expresaron en L. coli. Los péptidos recombinantes fueron purificados y se
utilizaron en la inmunizacion de ratones, en ensayos de deteccion de anticuerpos (ELISA) y
ensayos de proliferacion de linfocitos. Mediante una técnica modificada de ELISA que permite
fijar cantidades equimolares de antigeno a la placa se encontro que los sueros reconocieron
preferencialmente al tercio VWA4-1 y al tercio VW3-3 y que no fue reconocido el tercio VW2-1.
Por otro lado se realizaron dos tipos de ensayos de proliferacion celular. En los ensayos donde se
estimularon células mononucleares de bazo de ratones inmunizados con proteina recombinante
completa VW7-3, los resultados sugieren que hay cierta preferencia hacia el tercio carboxilo-
terminal VW4-1 a los cinco dias de cultivo. Sin embargo, cuando se realizaron los ensayos solo
con linfocitos T suplementados con células adherentes al plastico, hay mayores niveles de
proliferacion en respuesta al tercio amino-terminal (VW2-1). Finalmente, los ensayos de
proteccion con VW7-3 disminuyeron a un 50% la carga parasitaria. Pensamos que estudios
inmunoldgicos similares, a nivel submalecular, pueden proporcionar conocimientos aplicables en
el desarrollo de vacunas.



Il Introduccion.

La cisticercosis es un problema economico y de salud publica en algunos paises de
Latinoamérica, Asia y Aftica. En México tiene gran importancia por dos razones principales:
las pérdidas economicas en industrias que procesan carne de cerdo y el costo del
diagndstico, tratamiento e incapacitacion de los individuos que la contraen. Ademas,
alrededor del 1% de los miexicanos presentan niveles detectables de anticuerpos anti-
cisticerco, es la principal causa de problemas neurologicos de origen parasitario y puede
ocasionar cuadros clinicos muy variados y graves.

Esta enfermedad es causada por el establecimiento de la forma larvaria, también
conocida como cisticerco, de fa 7. solium en los tejidos del hombre y del cerdo. La 7.
solium tiene por huésped definitivo al ser humano y como intermediario al cerdo o al
hombre mismo. Por ello, la propagacion de la cisticercosis depende de la relacion que el
hombre establece con el cerdo y los medios de transmision de huevecillos (por ejem., heces y
agua contaminada) vy cisticercos (por ejem, carne de cerdo) que existan entre ellos.

1. Biologia de la T. solium

El ser humano es el Ginico huésped definitivo del gusano adulto y es el responsable de
la infeecion de los huéspedes intermediarios humano o porcino (Fig. 1). El ciclo de vida de
la 7. solinm se puede dividir en dos etapas; la primera ocurre en el huésped intermediario y
la segunda en el definitivo.

Desarrollo en el huésped intermediario: La primera etapa se inicia con la ingestion de los
huevecillos de 7. soliun por el huésped intermediario. Los huevecillos presentan una serie
de envolturas protectoras que capacitan al embrion para sobrevivir en el medio ambiente
(Laclette e al., 1982). Estas envolturas han sido estudiadas por microscopia de luz o por
microscopia electronica de transmision y barrido (Fig. 2). La capa mas externa, denominada
vitelo, estd constituida por células que el gusano adulto aporta al sostenimiento del embrion.
Debajo del vitelo se encuentra el embrioforo formado por bloques proteicos unidos entre si
por un material cementante. Estos bloques le dan la apariencia estriada al huevecillo y son
sintetizados por una capa celular sincicial que se encuentra debajo de las células
embrioforales. La siguiente envoltura es la membrana oncosferal, que recubre a la oncosfera
o embrion hexacanto que cuenta con un complejo muscular que acciona los tres pares de
ganchos (Gemmel et al., 1982).

Una vez que el huevecillo ha sido ingerido por el huésped intermediario, las enzimas
proteoliticas del estomago e intestino destruyen al embrioforo liberando al embridn
(Silverman, 1954; Laclette e al., 1982), el cual se activa y penetra la pared intestinal del
huésped. El embrioforo es digerido por el acido clorhidrico, la pepsina gastrica y la tripsina
intestinal. Al destruirse el embrioforo, la oncosfera queda nicamente envuelta por la
membrana oncosferal. La sefial que produce la activacion del embrion es un cambio en la
permeabilidad de la membrana oncosferal provocada por las sales biliares (Laclette et al.,
1982). La oncosfera activada atraviesa la mucosa intestinal por la accion combinada de los
ganchos que desgarran el tejido y de secreciones liticas que digieren la mucosa.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.
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Posteriormente, el embrion alcanza los capilares sanguineos y linfiticos que lo llevan a
diferentes organos, en donde se desarrolla hasta convertirse en un cisticerco,

El metacéstodo o cisticerco (Fig. 3) es una vesicula translicida, ovoide o circular, de
5 a 10 mm de didmetro con un pequeiio gusano o escolex metido hacia dentro (invaginado).
El escolex invaginado tiene un rostelo con una doble hilera de ganchos y cuatro ventosas,
semejante al de la etapa adulta. La vesicula esta llena de un fluido transparente que contiene
proteinas del parasito y del huésped (Ambrosio Herndndez, 1991). La pared vesicular es un
tejido sincicial cuya superficie externa muestra un epitelio cubierto de microvellosidades o
microtricas (Fig. 4) conocido como tegumento (Ramirez-Bon ef al., 1982). El tegumento
también es llamado citoplasma distal y se conecta con los citones tegumentales a traves de
puentes citoplasmicos llamados procesos internunciales. Por debajo del tegumento se
encuentran varias capas de misculos lisos, bolsas de almacenamiento de glucogeno y grasas
asi como un sistema protonefiidial constituido por varios tipos celulares tales como las
células flama y las células de los canales (Ramirez-Bon ef al., 1982). Ef cisticerco puede
permanecer en los tejidos del huésped intermediario durante un buen nimero de aiios (Dixon
et al., 1944; Dixon ¢t al., 1961), rodeado por una capsuta de tejido conectivo. Cabe hacer
notar que el tegumento es el sitio de contacto del parasito con el huésped por lo que debe
desempeiiar un papet central en el mantenimiento de la refacion huésped-pardsito.

Desarrollo en el huésped definitivo: El ciclo de vida de la 7. solium se continia cuando el
humano consume carne infectada de cerdo e ingiere uno o varios cisticercos viables. La
masticacion, las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e
inducen la salida o evaginacion del escolex invaginado (Caiiedo et al., 1982). Una vez
evaginado, el escolex se fija en fa pared del yeyuno por medio de sus ventosas y ganchos
rostelares (Cafiedo ef al., 1982). A partir de entonces el escolex comienza a crecer y
diferenciarse hasta convertirse en un gusano adujto.

La tenia adulta mide entre 1.5 y 5 m de longitud y su cuerpo esta formado por el
escolex, el cuello y el estrobilo (Fig. 5). El escolex o cabeza presenta cuatro ventosas y un
rostelo armado con una corona doble de ganchos, que posibilitan su fijacion a la mucosa
intestinal. A continuacion del escolex se encuentra el cuello, que es la region que da origen
al estrobilo y que presenta una alta actividad mitética, Finalmente, el estrobilo es una cadena
de proglotidos que se desarrollan a partir del cuello. Cada proglotido posee genitales
masculinos y femeninos y su grado de diferenciacion esta relacionado con la posicion que
ocupa en el estrobilo; los proglotidos més lejanos al cuello y al escolex son mis maduros que
los mas cercanos. Los proglotidos maduros poseen varios cientos de testiculos y un ovario
trilobulado, por lo que se piensa que se autofecunda para producir hasta 50,000 huevecillos
(Fig. 6). Estos proglotidos gravidos se liberan del estrobilo a un ritmo de cinco por dia,
descargando cantidades enormes de huevecillos potencialmente infectantes al medio
ambiente. Los huevecillos pueden estar maduros o inmaduros; los inmaduros pueden
madurar en el medio ambiente y permanecen viables e infectantes por semanas o meses
(Aluja et al., 1987). La contaminacion de aguas y alimentos con los huevecillos es
favorecida por el fecalismo al aire libre, el hacinamiento y la falta de higiene. En general se
acepta que los huéspedes intermediarios se infectan por ingestion de los huevecillos que
contaminan alimentos y agua. Recientemente, se ha encontrado que la cohabitacion con un
individuo teniasico aumenta el riesgo de adquirir la cisticercosis, lo que significa que la



Figura 4. Superficie externa de la pared vesicular de un cisticerco de Taenia solium en la cual se
pueden distinguir las microtricas (tomada de Ramirez-Bon et al,, 1982).

Figura 5. Micrografia electronica de barrido del escolex de un cisticerco evaginado de Taenia
solium (cortesfa del Dr. Juan Pedro Laclette).



transmision también ocurre directamente por un individuo tenidsico (Diaz-Camacho e/ al.,
1989).

2, Importancia socio-econdmica de Ia cisticercosis humana

La cisticercosis humana es una parasitosis importante desde el punto de vista
economico y social en México y otros paises. A pesar de ello, se trata de una infeccion casi
siempre benigna puesto que solo una pequeia proporcion (10-20%) de los individuos
infectados muestran algin sintoma.

En un estudio hecho en 1982, Velasco-Sudrez calculd pérdidas economicas anuales
de 2,500 a 5,900 millones de pesos (equivalentes a 350 millones de délares americanos),
debidas a la incapacidad laboral de individuos con cisticercosis. Las pérdidas economicas por
gastos de atencion médica a pacientes con neurocisticercosis en 1986 fueron de 14.5
millones de dolares al atender a 2,700 casos de neurocisticercosis (Flisser, 1988). Por
ultimo, el 75% de los individuos adquieren la cisticercosis en edad productiva (Velasco-
Suarez ¢t al., 1982; Flisser, 1988).

3. Importancia de la cisticercosis porcina

Se puede decir que la cisticercosis es un problema de conducta humana que se
mantiene por ignorancia, negligencia, corrupcion y falta de recursos. La costumbre de
crianza de los cerdos en libertad incrementa el riesgo de que adquieran la cisticercosis por
alimentacion con heces humanas, alimentos y agua contaminadas con huevecillos de 7.
solium (Fig. 7). Los animales cisticercosos detectados en la inspeccion post-mortem
deberian ser decomisados y procesados adecuadamente para evitar destruir la carne. Sin

bargo, en nuestro pais un gran nimero de animales infectados son distribuidos
clfdestinamente y no pasan inspeccion veterinaria.

Existen diversos estudios que han tratado de estimar la prevalencia de la cisticercosis
porcina en diferentes regiones del pais. El estudio mas completo es el realizado con los
registros de 75 rastros en 22 estados de la republica, el cual se puede verenla Tabla|
(Aluja, 1982).

La cisticercosis porcina causa considerables pérdidas economicas. En 1980 més de
43 millones de dolares se perdieron por decomisos en los rastros (Acevedo-Hernandez,
1989). ‘

4. Inmunologia de Ia cisticercosis.

La presencia del cisticerco en los tejidos de su huésped humano o porcino induce la
formacion de una respuesta inmune. La respuesta inmune del huésped cisticercoso ha sido
estudiada principalmente de una manera indirecta en trabajos relacionados al
inmunodiagnostico. Se ha encontrado que la respuesta inmune no se relaciona con la
destruccion del pardsito. Los humanos cisticercosos tienen anticuerpos contra el cisticerco y
a pesar de ello, el cisticerco sobrevive por periodos relativamente prolongados. Se ha



a de un proglétido de Taenia solium, enfatizando al aparalo

Figura 6. Representacion esquematic
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Fig. 7. Cerdo en libertad alimentandose con desechos en una poblacion rural (tomado de Aluja,

1982).



Tabla I. Prevalencia de la cisticercasis en diferentes regiones del pais (Tomada de Aluja,
1982).

Iistado Localidad Frecuencia Ao
Aguascalicntes Apuascalicntes 0.52 1980
Chihuvahua Chihuabua 0.49 1980

Chihuahua iR 1980
Chihuahua 1.65 1981
Colima Varios 24 1980
Coahuila Torreon 2.37 1981
Distrito Federal Meéxico, Ciudad 0.16 1981
Durango Durango 221 1980
Guanajuato Ocampo 10,0 1981
San Felipe 3.0 1981
Jalisco Guadalajara 0.005 1981
Michoacdn La Piedad 10.0 1980
Morelos Varios 1.9 1980
Cuernavaca 0.37 1980
Nuevo Leon Monterrey 0016 1981
Querétaro Querétaro 0.74 1981
Sonora Hermosillo 0.07 1980
Tamaulipas Ciundad Victoria 0.37 1980
Tlaxcala Huamantla 0.63 1980
Apizaco 3.3 1980
Veracruz Jalapa 0.11 1980
Veracruz 0.75 1980
Tuxpan 1.08 1980
Yucatin Meérida 0.04 1980
Zacatecas Jerez 0.75 1980
Fresaitlo 2.10 1980
Zacalecas 1.26 1980
Tabisco No se enconird
informacion
Campeche




demostrado que el tiempo promedio para la aparicion de los sintomas en los individuos
cisticercosos es de 7 aios y puede llegar hasta los 20 afos (Dixon, ef al, 1961).

La IgG es la inmunoglobulina predominante entre los anticuerpos anti-cisticerco
(Flisser et al., 1980, Correa e al., 1989). Los sueros reconocen en inmunoelectroforesis
hasta 8 antigenos y en Western blot mds de 20 (Flisser, ef al,, 1983). En la cisticercosis
humana los cisticercos presentan abundante IgG del huésped asociada a la superficie, sin
embargo, estas moléculas tampoco se relacionan con el dafio en los cisticercos (Correa ef
al., 1989). También, se ha informado que hay anticuerpos humanos contra glicocalix
integumental, componentes del citoplasma de los citones tegumentales, antigenos del
estroma y del sistema ductular, pero no hay en contra del tegumento del canal espiral, ni del
musculo de las ventosas del escolex (Shankar ef al., 1995), De manera similar, en la
cisticercosis porcina, la superficie del cisticerco asi como la capsula inflamatoria formada por
el hospedero estan cubierta por inmunoglobulinas del cerdo (Sealey ef al., 1982). También
se ha descrito una molécula de 55 kDa que se une a la region Fe de las inmunoglobulinas
(Mandujano ef al., 1992).

Las personas infectadas pudieran tener mayor susceptibilidad a otras enfermedades
(Correa et al., 1989). Aparentemente la proliferacion cefular a mitdgenos se encuentra
disminuida en pacientes con cisticercosis (Willms ef al., 1980; Correa ef al., 1989), pero la
evidencia es contradictoria (Sealey ¢f al., 1982; Correa, comunicacion personal); sin
embargo, es consistente ¢l hecho de que en dos estudios se encontro disminuida la respuesta
celular al derivado proteico purificado de Mycobacterium urberculosis (PPD) (Sealey ¢t al.,
1982; Correa ef al., 1989). La disminucion de la proliferacion celular también ha sido
descrita en la cisticercosis porcina (Molinari ef al., 1987, Tato et al., 1987; Molinari, et al.,
1993; Herrera et al., 1994), cisticercosis murina por 7. crassiceps (Sciutto, ef al., 1995) y
por 1. tacniaformis (Letonja ef al., 1987). Incluso se ha informado un factor de RNA que
inhibe la activacion de linfocitos humanos por fitohemaglutinina (Molinari ef al., 1990). Por
otro lado también se ha encontrado que los extractos de Cysticercus cellulosae pueden ser
mitogénicos para linfocitos de raton (Sealey ¢f al., 1982).

Se ha propuesto que el cisticerco emplea varios mecanismos para evadir la respuesta
inmune del huésped y sobrevivir por largos periodos (Correa ¢r al., 1989). Entre los
mecanismos propuestos se pueden mencionar; 1). secrecion de antigenos inmunodominantes
para desviar a los anticuerpos lejos de la superficie ("pantalla de humo"), 2).
enmascaramiento de fa superficie con moléculas del huésped, 3). modulacion o supresion de
la respuesta inmune del huésped, 4). establecimiento del parasito en huéspedes inmuno-
suprimidos y 5). alojamiento en lugares inmunologicamente privilegiados tales como el
sistema nervioso (Correa ef al., 1989).

Apesar de lo anterior, el huésped es capaz de producir un infiltrado inflamatorio,
cuyo perfil puede es complejo y puede eventualmente eliminar al parasito. Por ejemplo, en la
cisticercosis meningea, una de las formas benignas de la enfermedad, la reaccion inflamtoria
es en general escash y el infiltrado estd compuesto por linfocitos, célufas plasmaticas y
epitelioides, pocas veces células gigantes y rara vez se observan eosindfilos. En contraste, en
el caso de la cisticercosis meningea cisternal, una de las formas mis graves, la reaccion
inflamatoria esta constituida por numerosas células inflamatorias entre las que se identifican
linfocitos, células plasmaticas, algunos cuerpos de Russell, células epitelioides, numerosas

células gigantes, ocasionalmente polimorfonucleares y algunos eosinofilos (Rabiela, 1989).
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El caso de la respuesta del cerdo es diferente. En la cisticercosis porcina natural en musculo
esquelético, los eventos celulares durante la destruccion del parasito sugieren un proceso
secuencial iniciado por los eosinofilos. Una vez iniciada fa destruccion, se incrementan los
macrifagos, células epitelioides, asi como las células gigantes que invaden la cavidad para
fagocitar el exudado y los restos de la larva. Las células linfoides forman agregados similares
a foliculos, simultineamente los eosinofilos parecen retirarse de la region mas interna de el
proceso inflamatorio y se observan dispersos entre los demas alimentos de la reaccion
granulomatosa (Aluja ef al.,1988). Cabe sefialar que un punto discordante radica en el tipo
de infiltrado celular de la cisticercosis humana y de la porcina, ya que en el padecimiento
humano casi no hay eosinéfilos, lo cual ha sido explicado por el hecho de que la eosinofilia
es un fendmeno temprano.

Por otro lado, se puede inducir inmunidad en cerdos con antigenos de
excrecion/secrecion obtenidos en cultivos de oncosferas (Pathak et al., 1990), con extractos
antigénicos del cisticerco de 7. solium (Molinari ef al., 1993, Nascimento ef al., 1995) o de
T. crassiceps (Sciutto er al, 1995a), o con fracciones antigénicas de Taenia crassiceps
(Manoutcharian ef al., 1996). También se puede proteger ratones de la infeccion por T.
solium y T. saginata con antigenos oncosferales de estos parasitos (Molinari et al., 1988).
En el caso dela T’ ovis ydela T. tacniaeformis, se ha demostrado una alta proteccion
utilizando proteinas de excrecion secrecion oncosferal o sus formas recombinantes (Johnson
etal., 1989; Tto er al.,, 1991). También, se han detectado antigenos que pueden
correlacionarse con la respuesta inmune protectora, en cerdos vacunados con antigenos
totales de T. crassiceps (Sciutto et al., 1995a).

Aparentemente el establecimiento de un protocolo de inmunizacion no es simple. Al
respecto se ha informado que la vacunacion con altas dosis de antigenos de 7. crassiceps en
cerdos (Sciutto et al., 1995a) y en raton (Sciutto et al., 1990) parecen no ser protectoras o
incluso podrian facilitar la infeccion, mientras que bajas dosis inducen la reduccian de la
carga parasitaria; también, se ha sugerido que el adyuvante empleado podria alterar la
eficiencia de la proteccion en cerdos (Sciutto et al, 1995a). Asimismo, se ha propuesto que
algunos anticuerpos podrian facilitar la infeccion de 7. soliuni en cerdos (Sciutto ef al,
1995a) y de 7. crassiceps en raton (Sciutto, 1990) y se ha encontrado que el genotipo
puede influenciar la respuesta inmune a la infeccion por T. crassiceps en raton (Sciutto et al,
1991) y lo mismo se ha sugerido en la cisticercosis porcina (Sciutto et al., 1995a).

Los estudios sobre el mecanismo inmune de proteccion se han realizado
principalmente en los modelos experimentales de rata y raton. En estos modelos se ha
encontrado que este mecanismo de proteccion dependerd de la etapa de desarrollo del
pardsito. En rata y raton se ha visto que la resistencia natural a la infeccion por oncosferas
de 7. tacniaformis tiene por lo menos componentes humorales. Esta resistencia se detecta
en suero a partir de la segunda semana de infeccidn, En el ratdn los isotipos mds relevantes
en la resistencia son el 1gG1 y el 1gG2, mientras que en rata es el IgG2a; pero conforme la
infeccion progresa son involucrados ms isotipos. Existe evidencia que el mecanismo de
resistencia depende del complemento. Sin embargo, despucs de la primera semana se pierde
parte de la susceptibilidad del parasito a este mecanismo humoral de ataque. No obstante,
después de esta etapa es posible inducir resistencia con extractos de cisticercos; la

resistencia, si bien es humoral, parece que depende de un perfil de isotipos diferente al
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producido después de la infeccion oral. Por otra parte, la IgA se ha involucrado en la
resistencia natural pasiva transferida de ratas madres a sus crias durante la lactancia
(Williams et al., 1982).

No ha sido muy estudiada fa participacion de ja inmunidad celular en la resistencia y
los mecanismo protectores en contra de la cisticercosis. Incluso, los diferentes modelos han
proporcionado diferentes conclusiones. Por ejemplo, el mecanismo de proteccion contra 7.
taeniaformis en ratones parece no depender de la participacion de linfocitos T, ya que
ratones atimicos desnudos pueden ser protegidos de la infeccion por el parésito tan soto con
suero inmune. Por otro lado, se ha publicado que poblaciones enriquecidas de linfocitos B v
T pueden causar reduccion significativa de la carga parasitaria, en menos tiempo del
esperado para el mecanismo humoral (Williams ef al., 1982; Asano ¢t al., 1993). Ademis, se
ha informado que larvas maduras de 7. taeniaformis pueden sobrevivir por largos periodos
en la cavidad peritoneal de ratas tratadas con grandes dosis de suero inmune protector
(Williams e al., 1982). Y, finalmente, en la infeccion intraperitoneal de ratones con larvas de
1. crassiceps, la resistencia se ha relacionado mas claramente con la inmunidad celular que
con el total de anticuerpos (Bojalil, et al., 1993).

Por otra parte, los eosinofitos han sido frecuentemente relacionados con la
destruccion del parasito. Este es el caso de la cisticercosis porcina. Como se describio
anteriormente, en la infeccion natural del cerdo por el cisticerco de 7, solium, los eventos
celulares durante la destruccion del parasito sugieren un proceso secuencial iniciado por los
eosinofilos (Aluja et al 1988). Similarmente, en cerdos inmunizados con extractos de
cisticerco de 7. solium se han descrito varios tipos celulares en el proceso inflamatorio que
destruye al parasito, tales como: eosinofilos, monocitos, linfocitos, macrofagos y células
epitelioides. Sin embargo, nuevamente los eosindfilos aparentemente participan en la
destruccion del cisticerco, ya que se ha encontrado que la inmunizacion induce eosinofilia,
forman la capa mds interna de la reaccion granulomatosa que rodea a la larva, degranulan
en las cercanias del pardsito, se infiltran en el tegumento y rodean a los restos del parasito
destruido (Molinart et al., 1983; Molinari ef al., 1983a; Molinari ef al, 1993; Nascimento et
al., 1995). En el modelo murino de cisticercosis por 1. tacniaformis se ha encontrado que
después de que las oncosteras llegan al higado, aparentemente los eosinofilos se convierten
elementos prominentes de la respuesta inflamatoria que rodea y elimina las oncosteras
(Williams e al., 1982). Al respecto, cabe sefialar que la participacion de los eosindfilos en la
defensa del huésped contra pardsitos helmintos esta siendo reevaluada, ya que ratones
deficientes de eosindfilos (por medio del tratamiento con anticuerpos anti-IL-5) fueron
igualmente susceptibles a la infeccion con diferentes helmintos que los ratones controles, No
se puede concluir que en estos modelos los eosinofilos no participan en la defensa del
huésped, ya que no se puede descartar que otros mecanisinos de defensa puedan substituir a
la funcion del eosinofilo durante la infeccion; sin embargo, si sugieren la posibilidad de que
los eosindfilos no tengan una funcion predominante en la defensa del huésped contra el
parasito (Weller, 1994).
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5. Antecedentes del Proyecto

El antigeno mejor caracterizado del cisticerco de la 7. solium es sin duda el antigeno
B (AgB). Este antigeno fue caracterizado inicialmente como un arco de precipitacion sin
carga neta aparente, identificado por inmunoelectroforesis al confrontar un extracto de
cisticercos contra sueros de pacientes neurocisticercosos (Fig. 8). En esta prueba, fue el
antigeno reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos en sueros de pacientes
neurocisticercosos, es decir, se trata de un antigeno inmunodominante (Woodhouse et al.,
1982; Espinoza ef al., 1986).

En 1982 se publico el primer método de purificacion del AgB. Este método era
complejo y laborioso y permitia la purificacion de pequeias cantidades de proteina. EI AgB
purificado por el método original mostraba dos bandas 85 y 95 kDa en SDS-PAGE.
Ademis, pruebas de fenol-sulfurico indicaban un contenido de 12% de residuos glucosidicos
(Guerra ef al., 1982).

Accidentalmente se encontrd que el AgB se une a la colagena (Plancarte et al.,
1982), lo que dio la pauta para desarrollar un procedimiento de purificacion por afinidad a
colagena (Fig. 9). El uso de este nuevo método de purificacion mostro que el péptido de 85
kDa era en realidad un producto proteolitico del de 95 kDa (Laclette ez al., 1990).

La localizacion de AgB en el cisticerco ha sido llevada a cabo por métodos de
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa indirecta, asi como por métodos de yodacion
radioactiva de superficie (Laclette e al., 1987). El antigeno se encontré ampliamente
distribuido en el tejido del cisticerco, con una fluorescencia mas intensa en los citones
tegumentales (Laclette er al., 1987; 1989)(Fig. 10). Dado que estas células participan
activamente en la produccion de proteinas y glicoproteinas que se envian al citoplasma distal
(Lumsden, 1966; Oaks et al., 1971; Trimble et al., 1975), se propuso que el AgB podria ser
sintetizado en los citones tegumentales y enviado al tegumento para su liberacion hacia los
tejidos del huésped (Laclette ef al., 1987, 1989). Los resultados de experimentos con
inmunoperoxidasa indirecta e yodacion radioactiva de superficie, indicaron que el AgB no
era una proteina de superficie por lo que se propuso que se trataba de un producto de
excrecion-secrecion parasitario (Laclette ef al., 1987; 1989). Ademas, se puede colectar
AgB en el sobrenadante de cultivo in vitro de cisticercos (Laclette ef al., 1989) y se le puede
detectar en el LCR de pacientes neurocisticercosos (Correa ef al., 1989). Cabe seiialar que
recientemente se ha cuestionado la localizacion del AgB en el tegumento de helmintos
(Laclette ef al., 1995).

La posibilidad de que se trate de un producto de excrecion-secrecion esta de acuerdo
con su inmunodominancia y correlacionaba bien con la intensa produccion de anticuerpos en
las células plasmaticas que rodean al cisticerco en el musculo del cerdo (Diaz, 1983). Sin
embargo, no concuerda con el pobre infiltrado inflamatorio en el granuloma que rodea al
cisticerco en el musculo esquelético del cerdo (Aluja ez al., 1988).

La conexion entre el AgB y la reaccion inflamatoria surgio a partir de su propiedad
de union con coligena. Esto llevo ha cuestionar qué otras moléculas con estructura
colagénica podrian unirse al AgB. Entre las proteinas con estructura colagénica cuya funcion
se relaciona al sisterma inmune, se encuentra el Clq. Esta proteina es un subcomponente del
Cl, el primer componente de la cascada del complemento.
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Figura 8. Diagrama de las 8 bandas de precipitacion reconocidas por anticuerpos en sueros
humanos enfrentados contra un extracto de cisticercos de Taenia sofium mediante la técnica de
inmunoelectroforesis (tomado de Flisser et al., 1983).

Figura 9. Purificacién del AgB de Taenia solium a partir de un extracto crudo de cisticercos por
afinidad a coldgena, A: Gel de poliacrilamida tedido con azul de Coomasie de: 1) extracto crudo
de cisticercos, 2) extracto crudo de cisticercos después de incubacion con coldgena polimérica.
Fracciones unidas a la coldgena cuando el extracto crudo se incubd en ausencia (3) o en
presencia (4) de inhibidores de proteinasas. B: Western blot de la fraccién A3 (carriles 1y 2) y A4
(carriles 3 y 4) incubadas con IgG de conejo anti-AgB (tiras 1 y 3) y con suero normal de conejo
(tiras 2 y 4) (tomada de Laclette ef al., 1989).



Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta de un corte de cisticerco de T. solium incubado con la
fraccion de 1gG de un suero anti-AgB. Como segundo anticuerpo se usé un suero de chivo o-
conejo acoplado a isotiocianato de fluoresceina. tg:tegumento y ct:citones. Barra: 80u (fomada de
Laclette ef al., 1987).
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Figura 11. Inhibicién de la actividad del complemento (C) por el AgB. Suero humano normal
precalentado a 50°C por 20min, se incubé, por 60min a 37°C, con diferentes cantidades de AgB
purificado. Este suero fue usado come una fuente de C para inducir la lisis de eritrocitos de
carnero (EC) mediada por anticuerpos especificos (a-EC). En el gje de las abscisas se encuentra
porcentaje de lisis de EC y en el eje de las ordenadas la relacién C:AgB (tomada de Laclette ef al.,
1989).



Ensayos iniciales mostraron que una preincubacion de suero humano con AgB
purificado, disminuye los niveles de complemento funcional en el suero (Laclette ef al.,
1989). Recientemente, nuestro grupo ha informado que la disminucion de los niveles
funcionales del complemento se debe a una inhibicion del C1, posiblemente debida a la union
del AgB con el Clq, tal como se muestra en la figura 11 (Laclette ef al., 1992).

Se ha logrado obtener clonas de cDNA que contienen la secuencia codificadora
completa del AgB de 7. solium, tal como se muestra en fa figura 12 (Landa, 1992; Landa ef
al., 1993). La secuencia de aminodcidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica
codifica una proteina de 863 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 98,000. El
analisis de la secuencia de aminoacidos ha mostrado un 75% de similitud con la paramiosina
del trematodo Schistosoma mansoni y un 35% con paramiosinas de nemitodos como
Caenorhabditis elegans y Dirophilaria immitis o de artropodos como Drosophyla
melanogaster (Landa, 1992). También se demostrd identidad inmunoldgica de la proteina
recombinante, expresada en Lscherichia coli, con el Antigeno B (Landa, 1992), ademas de
identidad inmunoldgica entre paramiosina S. mansoni y AgB. Estos resultados demuestran
que el AgB es la paramiosina de fa 7. solium (TPmy), por lo que ambas denominaciones
seran usadas indistintamente en la presente tess.

En una publicacion reciente se informa de un receptor para Fc asociado a Ja
superficie tegumental de la T° crassiceps, que muestra homologia completa con el AgB
(Kalinna er al., 1993). Este hallazgo es especialmente interesante ya que apoya la idea de
una asociacion del AgB con la superficie tegumental, ademas de que este hallazgo puede ser
explicado en base a una union con el Clq. Es decir que la funcion receptora de Fe podria
estar mediada por un complejo AgB-Clq.

Nuestro grupo ha propuesto que las paramiosinas inhiben Ia produccion de
mediadores complementarios de inflamacion en la interfase huésped-cisticerco, es decir que
desmpenan un papel inmunomodulador de la respuesta del huésped (Laclette et al., 1989;
1992). El cisticerco puede evitar el reclutamiento de células hacia la interfase para disminuir
la confrontacion con su huésped humano o porcino. Por lo anterior, fa TPmy se ha
convertido en un candidato para el desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis.

Cabe mencionar que fa paramiosina es también candidato para el desarrollo de una
vacuna contra infecciones helminticas tales como esquistosomiasis (Lanar et al., 1986,
Pearce ¢t al., 1986; Pearce et al., 1988; Flanigan ¢t al., 1989, Richter, et al., 1993; Richter,
et al., 1993a) y filariasis (Nanduri et al., 1989; Ben-Wen Li, er al., 1991; Ben-Wen Li, et al.,
1993). Ademas, se puede inducir proteccion parcial con un anticuerpo monoclonal IgE anti-
paramiosina contra Schistosoma japonicum (Naram, ef al., 1994) y se ha sugerido que fa
respuesta inmune a la paramiosina se relaciona con la resistencia natural a la
esquistosomiasis en humanos (Correa-Oliveira, ef al., 1989). Incluso se ha logrado producir
anticuerpos anti-paramiosina en raton al vacunar con fragmentos de DNA que codifican para
paramiosina de Schistosoma japonicum (Yang, et al., 1995). Resultados preliminares
obtenidos en el laboratorio muestran que la inmunizacion con TPmy recombinante induce
proteccion en la cisticercosis murina.

Finalmente, se ha encontrado que un anticuerpo monoclonal dirigido contra un
antigeno de superficie de 14 kDa de Onchocerca microfilariae reconoce una molécula que
parece ser la paramiosina en un extracto de gusano adulto (Conraths, er al., 1992).



TPmyX1

TPRyX6
TPmyA4

TPuyx?
TPayXS

TPryX2

-216

=)
pxy

203

304

40%

50

&

70

=

809

91

=Y

1011
1112
1213
1314
1415
1516
1617
1ms
1819
1920
2021

2122

TG

CTCICC TGATCCCTCTGCARCGGTTTGTG
TTCTTCCAATAGACTCSARCCGTGTATARC TTTCGAAT TTTCCCTGTGACTGC TTTGACTAGGARAGGAATTT SAGCGGTCGCATTCAAT TGAGARTC
CGOTCCGTTTTCTGACTTTCGAATCTACT TCACGCACACAAL PCCATTGCGCACGTGCCOTGATTCACCACAMAAC GGGACC TATCAGAGAC GAAGAC
APGTCTGANTCACACGTCANAATTTCTCGTACCATCATAC ZGACTTCCCCAAGTACTGTTCGACT TGAGAGTCE GTACGAGAAC TOGAGGACCTGCT
M S E S HV EKI!SsSRTI!I1RGTSPSTVY RLESHAREVYVREILEDILL
CGATCTTGAGCGAGATGC TCGCGTCCOGG TGARCGCART G CAACGAGATGAGC AT TC AGCTGGACACT ATGGC TSAACG TCTTGACGAATTGAGTGGTA
DL ERDAMRVYRAERINANIEMS.I L DTMAMERILDETLSG
CTTCCTCTCAGACTCACGATGCTATTCGCCGTARGGATATGGAGATC TCGAAGE THCGCARGEATC T GHAARATGC CAACGCTGETT TCGAAACTGCCGAG
T $ 5 Q THODAI1 RRKDMETIS$SKILEREKDILENAMNAAMLFIETAE
GCCACTCTGCGCCGCAARCACAACACCATGATC TCCGAGATC TCC AGCGAGGT TGAGAAT T TGC AGARGC AGAAGGGCAGGGCAGAGARGGACAAGAGCCA
AT L RRIEKUHNTMI S EITD S SEVENILCQIHKOQZYXGRAEZEKT?DIEKSQ
GCTCATGCTTGAAATCGATAACGTTCTTGGTCAACTTGATGGCGE TT TAAAGGCCAAGGCC TCAGCGGAGAGCAARL TGGAGEGCTTGGACAGCCAGC TGA
L ML EIDIDNVLGQLDGAZULIEKAKSAMASAMESIKTILETGTLHDSOQL
CGCGCTTGAAGGCGCTGACCGACGATCTTCAACGCCARATG CGACGCTAAC TC TGCCAAGTC GLGTTTGGCCGCAGAGAACTTCGAATTGGT TCGCGTA
T RL KAULTTDDBTILQRTQMADANISAIKSRILAMAMENTEFETLV RV
AATCAGGAGTATGAAGCACAAGTCGTCACCTTCTCTAAGACARAGGLCGCTCTTGAAGCCAGC TGOATGACC TTAARCGGGCCATGGATGAAGATGCACG

N QE Y EAQV VT FSKTEKAAMLESQLDDTILIZ KR RAMDETDAR?

CARTCGCCTARGCCTTCARACACAGTTGTCGAGTCTGCAARTGGAC TACGACARCCTGCANGEACHT TAC GAGAAGGARGCCAAGGCAGCCGAAANTCTA
N RLSLQTOQLSSLQMDYDNLQARYETEERNERMRH TS GHTL
GCARCCAAGTTOCCAAATTCAACGECGATATGGHCTGCCCTEARGRCCCOTCTT GAGAGAGAACT TATGGCC AAGACTGAAGRGT T TGAAGAC TCAAACGC
RNGQVAEKTEHNADMAAMTLEKTRLERETILMAEKTETETFEETLEKDR
AAGCTGACTGTTCGCATTACCGAGTTGGAGGATATGHS TGAACATGAGC GCACTCG TG CAACAACE TGGAGARGACCARAG T TARGC TGACTC TTGAGAT

KL T VRTITTETLEDMAMEMHWERTRANNILETKTZEKVKLTLE 123

CAAGGATC TACAGGCTGAGAACGA GG GT TEGCAGTAGAGARTGGAGAGT TARCGUATC GGGCHAACGAGGCAGAGRATC TTGCCARTGAGC TGCAGCGTC
K DL QAENEALAMAENGI GETLTMHRANEAMAENTILANETLOQR
GAATAGACGAGATGACAGTGGAAATCARCACCCTCAACTCGGCCAACAGLGCTCTAGAGGCGGACAACATGC GCCTC ARGGGGCAGG TCGGTGACCTCACT
R I DEMTVETNTILNSANSAMLEA®AMDNMRILIEKGRQVGDLT
GACCGCATCGCCAATCTCGACCGCGAAANCCGCCARCT TGGC GATCARC TGARGGAGACGARATCAGCCC TGCGT GATGCGARTCGTCGACTGACCGATTT
DRI ANULUDRENRCQLGDO QL KETTZ KSALIRDANRRBRILTDIL
GGAGGCCCTGCGCAGTCAGTTGGAGGCAGAGCGTGACAACCTCGCCTCTGC TCTCCATGATGCTGAGGAGHC ACT GAAGGAGATGGAAGC GAAG TACGT TG
£ ALRSQLEAERUDNILASALMHWKDAMETEH®BMNLEKTEMEA AEKYYV
CCTCGCAGARCGCTCTTAATCACCTCAAGTCC GAGATGGARCAACGTC THCGTGAGAAGGAC GAGGAAC TGGAGANTC TGAGAAAGA GCACGAC TCGCACG
A'S QN ALNHKLIEKSEMEQRIULRET KDETEILENILRIKSTTR RT
ATTGAGGAGTTGACAACCACCATCTCAGAGATGGAGGTTCGCTTCAAGTCGGATATGTCTCGTCTGAAGAAGAAGTACGAGGCGACAATCAGCGAGCTAGA
1 EE L TTTI1ISEMEVREFIKSDMSRILEKEKTEKYEATTISELE
GGTGCAACTAGACGTGGC GAACAAGGCAMLTTCAACCTCAACCACARAAACAAAACCCTGGCTCAACGAGTTCARGAGC TGCAGGC TGCGT TGGAGGACG
VQILDVANI XA ANYNTLNRENIEKTILAMOQRYQELOQAATLTETSD
AGCGACGAGCTC GCGAAGCTGCAGAGAGCAACT TGCAGGTGAGCGAGCGCAMACGCATCGCCCT TGCTTCGGAAGTGGAAGAGATTC GCAGCCARCTGGAR
ERRAREARAMAESNILOQVSERTIEKRIAMLASEVYEETILRSZ QILE
CTCAGTGACCGCGCTCGCARGARC GCCGAGTCCGAAL TCAACGATGC CAATGGACGTATCTCGGAGCTCACCCTATCGG TCAACAC TCTTACCAATGACAA
L $ DR ARIKNAESETILNDANGRTISELTILSVYNTTILTMNDIK
ACGTCHACTTGAAGGCGATATTGGCGTCATGCAGGGCGATC TCGATGAGGCCGTC ARTGC GCGCAAGGCTGC TGAGGATAGAGCTGACCGTC TGAACGLTG
R RLEGDIOGVHQGDILDEA MAMVHNAMRIEKAAMEUDIR RADIERTILMNA
AGGTACTCCGCCTGGCTGATGAGC TGCGACAGGARC AAGAAAA TTAC AAGCG TGCTGAGACTCTGCGCAAGCAAC TTGAGATCGAGATCC GTGAGATCACG
EVLRULADETULRQOEGQENYZ KRAETLRIEKTZ QILTETLETIRETILT
GTCAAGTTGGAGGAGGCTGAGGCT TTCGCTACTCGTGAGGGTC GCCGTATCGT TCAAAAGC TCCAGAATC GGGTGAGGGAGC TTGAGGCGGACGTGGACGG
V KLEEAMAMEAFATREGRRMYQKTLOQNRVYVRETLEA ADUVDG
AGAAATTCGTCGCGCCARGGAGGCC TTCGCCARCGCGCGCARATACGAGCGTCARTTCAAGGARCTGCAGACACAGAGCGAGGATGATAAACGCATGATTT
E1 RRAKEAFANAMREIEKYERZQFUF¥ELQTQSEDDI KR RMI
TGGAGCT TCAAGACCTGCTAGACAAGACTCAGATCARGATGARAGCC TACAARCGTCAGCT TGAGGAACAGGAAGAGGTGTCTCAGC TGACGATGAGCARG
L EL QDLLDXTQTI XKMEKAY KROQLEETQEEUVSQDLTMSK
TACCGTAAGGC GCAGCAACAGATT GAGGAGGCGGAACATCGTGC TGACATGGCGGAGAGGACGATCACCATTARGAGGACAATTGGTGGACCCGGTTCCCG
¥ R KA Q Q Q1! EEAEHRADMAERTI1TTI1ITKRTI GG ? G SR

F CGCCGTTTCGET GGT TCGGGAGATCAACAGTGTCTCCCGTGGTAACT GTGCAACCAGCATCATEIAGATG TCC TCAAPAGGGCAGAACTCGTGACTTTTTT

AV &8V V ERERE T NS VS EGNRATSTITMN-

TTTATCC FAPPROX. G,85 kb

CCTTTGTTCART TCGCGTTITTCTTCTCTCTTCCACCATCGTCGGTTCTTCCCCTTACCTGARC TS TTCCTGCCGCCACAGRRGACTCTAGGGTGTTTTCT
CTACCACTGCTACCACCTARGCAGGTGGCT TCTTGCTT TCGACTGCGCAGTTTGCCCCACCTCTTCTCCCTATTTCAGTTTGCGTT TATTTGARTGTCTCT
GCTGCCAACTCAATCARCACCACTGCCACCARCGCTGCCAC TACCACTCTTGAGTTGT TATGTTTTATGTATTAGAAATGTTTCAGAARARAANAAARAAA

Figura 12, Secuencia nucleotidica y de aminoécidos de |a regién codificadora de la clona

de cDNA de la paramiosina de la Taenia solium. La secuencia subrayada corresponde a

la regién homdloga con la obtenida por secuenciacion directa de AgB purificado. El coddn
de iniciacion (ATG) y de terminacion (TAG) se encuentran tachados. Las secuencias
subrayadas y en negrilas sefialan las secuencias correspondientes a los oligonucledtidos
descritos en la Tabla I (ver adelante) (tomada de Landa, 1993).



El papel inmunomodulador de la TPmy y su potencial como vacuna no son los
Unicos atractivos para caracterizar su interaccion con Clq. Una proteina que seunc al Clq e
inhibe la cascada del complemento tiene también potencial biotecnoldgico. Por un lado cabe
la posibilidad de aprovechar sus propiedades anti-inflamatorias, en caso de que la actividad
inhibitoria de C1q resida en un péptido pequefio de la molécula. Por el otro lado, la TPmy
podria ser utilizada para el atrapamiento de complejos inmunes en soportes solidos, en el
desarrollo de pruebas inmunologicas diagnosticas de enfermedades por complejos inmunes,
tales como enfermedades autoinmunes y varias enfermedades parasitarias,

Para caracterizar la interaccion de la paramiosina con la coligens y el Clq a nivel
submolecular, hemos preparado una primera serie de construcciones plasmidicas para la
expresion recombinante de diferentes fragmentos de paramiosina, asi como de la molécula
completa. Cada uno de los fragmentos recombinantes ha sido expresado, purificado en
cantidad suficiente (del orden de los miligramos) y probado en experimentos de union a
colagena y Clq asi como de inhibicion del complemento. Cabe hacer notar que esta
estrategia es posible gracias a que disponemos de clonas de cDNA, conteniendo la secuencia
codificadora completa de TPmy (Landa ¢r al., 1993).

Desde los primeros ensayos se determino que la interaccion con C1q se lleva a cabo
a través del extremo amino-terminal de la paramiosina. Esto nos llevo a realizar cinco series
mds de construcciones de expresion, que han permitido localizar el sitio de union con Clq
en fragmentos peptidicos cada vez menores, siempre asociado al extremo amino del AgB. El
niimero total de construcciones de expresion exitosas obtenidas para el gen de TPmy
durante el afio pasado se aproxima a 30. Se ha logrado expresar TPmy en cantidades
preparativas incluso en sistemas eucarioticos glicosilantes. En la actualidad se tiene una idea
razonable de la region de la TPmy que se une al Clq y este proyecto del grupo se encuentra
en una situacion investigativa especialmente interesante (Laclette, comunicacion personal).

La expresion de TPmy recombinante también ha permitido estudiar hacia que
regiones de la proteina se dirige la respuesta inmune humoral y celular del huésped. En estos
estudios se utilizaron los mismos fragmentos recombinantes mencionados arriba. Por
ejemplo, resultados de ensayos de Western blot en los cuales se enfrentan sueros de
pacientes cisticercosos con cada uno de los fragmentos recombinantes, indican que los
anticuerpos reaccionan principalmente con el extremo carboxilo terminal de la TPmy
(Vézquez, J. 1993). Estos resultados sugieren que el parasito oculta la region que une Clq
al reconocimiento por anticuerpos (Fig. 13).

El caso anterior es un ¢jemplo de la aplicacion de la ingenieria genética para
identificar las regiones de una molécula que son relevantes en su interaccion con otras
moléculas. Debido a que la paramiosina es un antigeno natural, inmunodominante e
inmundgeno es especialmente interesante determinar cudles son las regiones de la molécula
que interaccionan directamente con el sistema inmune. El estudio de esto puede ayudarnos a
comprender qué caracteristicas debe reunir una molécula para ser inmunodominante o
inmunogeno. En el presente proyecto nos propusimos caracterizar a nivel submolecular las
regiones de la paramiosina de la Yacnia solinm que son esenciales para su
inmunodominancia, asi como de estudiar su posible aplicacion como inmundgeno. Los
objetivos especificos son: determinar cual(es) es(son) la(las) regiones inmunodominantes
para células B, cudl(es) es(son) la(las) regiones inmunodominantes para células T y estudiar
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Figura 13. Deteccion de los sueros positivos hacia los fragmentos recombinantes a) VW 2-1, b)
VW3-3y c) VWA4-1 por Western blot. Las tiras con cada protelna recombinante se incubaron con
sueros humanos positivos al AgB. Se muestra una tira de cada fragmento recombinante tefiido con
amido negra marcado con un asterisco, la tira C es un control positivo y muestra el reconocimiento
de la protelna recombinante por un suero hiperinmune de conejo anti-AgB, {a flecha indica la banda

que corresponde a los fragmentos recombinantes.






Ja capacidad protectora de la TPmy en el modelo de cisticercosis murina por Tacnia
crassiceps.

Debido a que el estudio de los factores bioldgicos que determinan la susceptibilidad a
la cisticercosis no es accesible en humanos y dificiles y costosos en cerdos, la infeccion de
ratones can Taenia crassiceps a sido usado como modelo para la cisticercosis humana
(Larralde ef al., 1989). La cisiticercosis murina tiene varios puntos similares con la humana,
tales como: la anatomia del parasito y ¢l ciclo biologico. Ademas, se ha demostrado gran
semejanza antigénica entre este parasito y el cisticerco de la Taenia solium. Finalmente, se
ha encontrado que el raton puede desarrollar una respuesta inmunologica contra la
paramiosina de otros parasitos (Pearce ef al., 1986; Pearce ef al,, 1988; Flanigan er al,,
1989; Nanduri ef al., 1989). Por todo lo anterior se planea trabajar con este modelo de
experimentacion.



6. Objetives del proyecto:

El objetivo final del presente proyecto de tesis de Maestria es determinar la
distribucion de epitopes para células T 'y B en la paramiosina de Taenia solium.

Para alcanzar este objetivo se probo el reconocimiento de distintos fragmentos
recombinantes de la TPmy producidos en construcciones plamidicas de expresion. En estas
construcciones la molécula de TPmy se expresa en su longitud total o en tercios (Figura [4).
Los objetivos parciales del proyecto son:

1. Expresion de los fragmentos recombinantes con el vector de expresion pRSET
(Invitrogen) y purificacion por medio de cromatografia de afinidad a metales de cada
uno de los fragmentos recombinantes hasta producir cantidades del orden de

miligramos.

2. Ensayos de deteccion de anticuerpos murinos para determinar cual es la region
predominantemente reconocida por la respuesta inmune humoral,

3. Ensayos de proliferacion de linfocitos murinos para determinar cual es la region
predominantemente reconocida por la respuesta inmune celular.
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Figura 14. Fragmentos de TPmy expresados en un sistema bacteriano para probar en los ensayos
de deteccidn de anticuerpos y de proliferacion celular. Los fragmentos VW2-1, VW3-3 y VW4-1
equivalen a un tercio de la longitud total de la TPmy (VW?7-3). También se encuentra indicado el
par de oligonucledtidos empleados para amplificar cada una de las regiones codificadoras (oligo),
el nimero de nucledtidos que comprende cada amplificado (pb) y el nimero de amino4cidos que
limitan cada fragmento (aa).



11, Materiales y Métodos

I. Materiales

Ratones. Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c AnN, susceptible a la infeccion
por 7. crassiceps, mantenidos desde hace mas de veinte generaciones en el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Cisticercos. Se usaron cisticercos de la cepa ORF conservados a través de pases sucesivos
de raton en raton (BALB/c AnN). Para obtener cisticercos de ratones cisticercosos, se
usaron ratones con 2 a 4 meses de infeccion. Se extrajeron los metacéstodos de la cavidad
peritoneal y se lavaron en solucion salina amortiguadora de fosfatos, pH 7.2 (PBS).

2. Métodos

Produccion de proteinas de fusion. Las clonas bactenanas transformadas conteniendo los
vectores de expresion fueron crecidas en 50 mi de SOBM-amp con agitacion (175 rpm) a
37°C hasta que llegaron a una Agpo = 0.3 y se le agrego isopropiltio--D-galactosido (IPTG)
a una concentracion final de | mM (ver Apéndice A). Después de una hora mas de
crecimiento en presencia del inductor IPTG se toma una alicuota de 1 ml como muestra, y se
infectan las bacterias con el bacteridfago ayudador M13/T7 (a una dosis de 5 unidades
formadoras de placas/bacteria) que aporta la polimerasa de T7 necesaria para fa produccion
de transcritos de la proteina de fusion (ver Apéndice A). A partir de ese momento se toman
alicuotas de 1 mlalas 2, 4y 6 h, que se centrifugan durante 2 min y la pastilla de bacterias
se resuspende en 200 pl de amortiguador de Laemmli y se analiza el nivel de induccion por
electroforesis en gel de poliacrilamida con lauryl sulfato (SDS-PAGE, ver Métodos
niisceldneos en seccion 111.2) comparando las alicuotas a los distintos tiempos con la inicial
(antes de la infeccion con M13/T7).

Purificacion de las proteinas de fusion. Las proteinas recombinantes expresadas en niveles
elevados frecuentemente son toxicos para la bacteria huésped. Un mecanismo comiin que
utiliza la bacteria es el de insolubilizar las proteinas recombinantes en los Hamados cuerpos
de inclusion. Este hecho provee una ventaja para la purificacion de las proteinas
recombinantes ya que se pueden eliminar los componentes bacterianos a base de
tratamientos enérgicos, para conservar inicamente los cuerpos de inclusion que pueden ser
posteriormente solubilizados. La proteina recombinante es practicamente el tnico
constituyente de los cuerpos de inclusion, por lo que al aislarlos se obtiene la proteina
recombinante en forma casi pura. Sin embargo, se incremento la pureza de la proteina por
medio de cromatografia de afinidad a metales (ver Cromatografia de afinidad a metales en
seccion 111.2).

~ Los cuerpos de inclusion fueron purificados a partir de un cultivo de 100 ml de
bacterias, transformadas con cada uno de las construcciones de expresion, e inducidas a
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expresar la proteina de fusion como se describio anteriormente. El cultivo se centrifuga a
4,000 g, durante 20 min y la pastilla bacteriana se resuspende en 5 ml de 20 mM Tris-HCI,
pH 7.5, con 20% sacarosa y se conserva a 4°C por 20 min, Las bacterias se centrifugan
como antes y la pastilla se resuspende en § ml de agua bidestilada a 4°C, dejandose incubar
por 10 min. La suspension se centrifuga a 8,000 g durante 15 min y el sedimento se
resuspende en | mi de PBS, pH 7.2, con | mg/ml leupepting, 0.5 mM de floruro de
fenilmetilsulfonil (PMSF) y 20 mg/ml de aprotinina. La suspension es sonicada 3 veces en
hielo con un sonicador de vistago, durante 30 seg a 50 W. Se agregan 130 unidades de
RNAasay 40 mg de DNAasa y s¢ incuba a temperatura ambiente por 10 min. Se agregan 4
m! del amortiguador anterior y se centrifuga a 13,000 g durante 30 min. La pastilla se lava
tres veces por resuspension en 4 ml de PBS pH 7.2, con 25 % sacarosa y 1 % Triton X-100,
seguida por centrifugacion a 25,000 g a 4°C durante 20 min. El precipitado se resuspende en
Iml de 50mM Tris-HCI, pH 8, con 5M de cloruro de guanidina, se sonica 5 seg a 50 Wy se
mantiene la suspension a 4°C por 60 min. Posteriormente, se centrifuga a 12,000 g, 30min.
Finalmente, se incrementa la pureza de las proteinas sometiendo al sobrenadante a la
cromatografia de afinidad a metales.

Cromatografia de afinidad a metaley. Para elevar la pureza de nuestras proteinas
recombinantes se empled la cromatografia de afinidad a metales utilizando las columnas
HiTrap™. Esto es posible, ya que las proteinas recombinantes expresadas con pRSET se
producen unidas a un péptido de fusion que incluye una secuencia de seis residuos de
histidina que le confieren a la proteina de fusion afinidad hacia metales divalentes, Las
columnas estan formadas por esferas de agarosa altamente entrecruzadas acopladas a un
acido iminodiacético como grupo quelante de cationes divalentes. Por lo cual, la columna
cargada con los metales adecuados puede retener selectivamente proteinas que tengan
expuestas secuencias de aminoacidos que puedan formar complejos con los grupos
cargados, por ejemplo, las seis histidinas de nuestros fragmentos recombinantes.

La columna HiTrap™ se activa con § ml de 0. 1M de NiSO, y despuds se equilibra en
50 mM Tris-HCI, pH 8, con 5 M de cloruro de guanidina; posteriormente se aplica 1 ml de
la proteina recombinante en el mismo amortiguador y se incuba 10 min a 4°C. El material
que no se unio a la columna se efuyo pasando 5 mi de 0.5 M de NaCl en PBS (PBS-NaCl) y
el material unido con baja afinidad se eluyo con 3 ml de 0.1 M de imidazo! en PBS-NaCl.
Finalmente, el material unido con alta afinidad fue eluido con 0.05 M de EDTA en PBS-
NaCl, después de una incubacion de 30 min a 4°C. La mayor parte de la proteina
recombinante se obtuvo en el segundo mililitro de elucion. Como tltimo paso, la proteina se
dializa contra PBS, 0.3 M NaCl, se cuantifica por Lowry y se analiza en SDS-PAGE.

Llectroforesis en gel desnaturalizante. La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE) se realizo siguiendo la descripcion de Laemmli (Laemmli et al., 1979). Las
bandas se visualizaron tifiéndolas con Amido Negro. Los pesos moleculares de las bandas se
calcularon por comparacion con proteinas estindares (BioRad).



Inmunizacion de animales. Se inmunizaron intraperitonealmente ratones hembras de 6-8
semanas, cepa BALB/c AnN, con la proteina recombinante completa, 20 pg/dosis en PBS-
NaCl, sin adyuvante, 3 veces con intervalos de 5-7 dias y sacrificados 5-7 dias después de la
altima inmunizacion. De estos ratones se obtuvo suero y linfocitos, los cuales se utilizaron
en ensayos inmunologicos (deteccion de anticuerpos y transformacion blastoide). En el caso
de los ensayos de proteccion los ratones fueron retados 7 dias después de la tltima
inmunizacion.

Infeccion. La infeccion experimental se realiza inoculando a los ratones en la cavidad
peritoneal 10 cisticercos de aproximadamente 2 mm de didmetro, procurando escoger
aquellos sin gemas, suspendidos en 200ul de PBS. Los ratones se sacrificaron 90 dias
después de la infeccion para realizar los ensayos inmunologicos con suero y linfocitos y a fos
45 en los ensayos de proteccion, se cuentan todos los cisticercos encontrados en la cavidad
peritoneal y/o se cuantifica en volumen total de los cisticercos sedimentados en un tubo
conico de 15ml.

Obtencion de sueros. La sangre se obtiene de la arteria subclavial, se incuba a 37°C por lhy
después a 4°C por toda la noche. Al dia siguiente se centrifuga a 10,000g por 10min a 4°C,
el suero se recuperd y se repite la centrifugacion. Finalmente, el suero se almacena a -20°C.

Deteccion de anticuerpos. Se utilizaron dos métodos inmunoenzimaticos para la deteccion
de anticuerpos (ELISA).

En un método las placas se sensibilizan con 100 pl/pozo del antigeno (0.33 png/mi de
cada uno de los fragmentos (VW2-1,VW3-3,VW4-1)) en un amortiguador de carbonatos
(0.29g de NaHCO; y 0.59g de Na,CO; en 100mi, pH 9.6) por 1 h a 37°C. Posteriormente,
se lavan las placas cinco veces con 0.3% de Tween 20 en PBS (PBS-Tween) y se bloquean
con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS-Tween por 1 ha 37°C. Después de lavarse
nuevamente con PBS-Tween (ver arriba), se incuban con sueros de ratones normales,
inmunizados e infectados (100 pl/pozo), diluidos en PBS-Tween con BSA (ver arriba), por
30min a 37°C. Posteriormente, se lavan nuevamente con PBS-Tween (ver arriba) y se
incuban 30min a 37°C con anticuerpo de cabra anti-IgG, IgD, 1gG e IgM de raton unido
covalentemente a peroxidasa (a-raton-HPRT), diluido 1:1000 en PBS-Tween y BSA al 1%.
Posteriormente, las placas son nuevamente lavadas con PBS-Tween y se les agrega 100
nl/pozo de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD, 0.4 mg/ml) y H,0, al 0.04% en
amortiguador de citratos (acido citrico 24.3mM, Na,HPQ, 51.4mM, pH 5) por 10min.
Finalmente, se detiene la reaccion con 50 pl/pozo de 2.5N de H,SO,. La reaccion se analiza
a una Ayg en un lector de ELISA.

El segundo método usado para la deteccion de anticuerpos es el ELISA de sandwich.
Aqui primero se sensibiliza la placa de ELISA con 100 pl/pozo de un anticuerpo de pollo o
congjo dirigido tnica y especificamente contra el péptido de fusion de las proteinas
recombinantes que permite la purificacion por cromatografia de afinidad a metales (ver
Purificacion de las proteinas de fusion en seccion 1. 2), diluido 1:500 en amortiguador de
carbonatos (ver arriba), Ih a 37°C. Después de lavarse cinco veces con PBS-Tween, se
bloquea la placa con 100 pi/pozo de PBS-Tween con BSA (ver arriba) por | ha37°C y se
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agrega cada uno de los fragmentos recombinantes (VW2-1, VW3-3 y VW4-1) en cantidades
aproximadamente equimolares de cada uno de ellos diluidos en PBS-Tween con BSA, con la
cantidad de proteina ajustada de acuerdo al analisis de aminoacidos (ver Andlisis de
aminodcidos en seccion 111.2) y se incuba 30min a 37°C. Después, nuevamente se lava con
PBS-Tween. Finalmente, se realizan los pasos de incubacion con los sueros, el anticuerpo o-
raton-HPRT y revelado con OPD y H;0,, tal y como previamente se describio en el anterior
ensayo de ELISA (ver arriba).

Para la deteccion de complejos inmunes paramiasina-o-rTPmy se siguio el siguiente
protocolo. Primero se incubo la placa para ELISA a 4°C por toda la noche con una solucion
de anticuerpo o-TPmy (300 pg/ml) obtenido de conejo en amortiguador de carbonatos (ver
arriba). Después, se lavo cinco veces con PBS-TWEEN, se bloqued con PBS-TWEEN mas
BSA, y se lavé cinco veces mas (ver arriba). Posteriormente, se incubd con sueros de
ratones infectados y controles (sin infectar) diluidos 1:10 con PBS-TWEEN mas BSA por
1ha 37°C. Finalmente, se lavaron las placas, se incubaron con el a-raton-HPRT diluido
1:1000 y se revelaron con OPD y H,0,, tal y como anteriormente se describio.

Andlisis de aminodgcidos. El analisis de aminoacidos de cada una de los fragmentos
recombinantes se realizo a cargo del laboratorio del Dr. Lourival Possani. Con estas
estimaciones se ralizaron los calculos para emplear cantidades aproximadamente
equimolares de cada una de la proteinas recombinantes en los ensayos inmunoldgicos.

Ensayos de proliferacion celular. Se realizaron ensayos de proliferacion celular con dos
poblaciones diferentes: células mononucleares totales de bazo y con linfocitos T purificados
del mismo o6rgano.

Para los ensayos de proliferacion de células mononucleares totales de bazo las
células se obtuvieron def bazo de ratones controles, inmunizados e infectados por medio de
fa disgregacion del tejido con malla metalica en RPMI-1640 suplementado al 10% con suero
fetal bovino (RPMI suplementado). Después, el disgregado en suspension se deposita en un
tubo conico y se incuba 20min a 4°C para permitir que se sedimenten los restos del tejido.
Posteriormente, el sedimento se descartd y la suspension celular se centrifuga a 200 g por 10
min a 4°C. El sedimento se resuspende y se incuba [0min a 4°C en 3 ml de una solucion
hemolizante (KHCO; 0.01M, NH,CI 0.15M, EDTA tetra sddico 0.01mM) para eliminar a
los eritrocitos. Después se le agrega 15 ml de RPMI-1640 suplementado y se centrifuga a
200 g por 10 min a 4°C. Posteriormente, el sobrenadante se descarta y las células
mononucleares se resuspenden en 5 ml de RPMI suplementado y se toma una alicuota para
contar la células viables en una camara de Neubauer por medio de la exclusion del colorante
azul tripano. Posteriormente, las células mononucleares se siembran en una caja de cultivo
de 96 pozos depositando, en 100 pl, 500 000 células/pozo. Después de esto, se agregan 100
ul de cada proteina recombinante o mitdgeno a diferentes concentraciones. La caja se deja
incubando a 37°C, con humedad a saturacion y conteniendo 5% de CO,. De 18-24 h antes
de cosechar los cultivos se agrega | nCi/pozo de *H-timidina. Después, las células se
cosechan sobre papel de fibra de vidrio mediante un cosechador automatico. Finalmente, el
papel de fibra de vidrio se coloca en viales para centelleo, los cuales contenian 5mli de
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liquido de centelleo y se mide la incorporacion de marca radiactiva en un contador de
centelleo.

Para realizar los ensayos de proliferacion de finfocitos T, se obtiene una suspension
de células mononucleares totales de bazo con el mismo protocolo descrito anteriormente
(ver arriba). Después, para eliminar los linfocitos B de nuestra suspension de células se
empled el método de "Panning". En este método se incuba anticuerpo anti-IgG, 1gD, IgA e
IgM de raton (a-raton), 0.1 mg/ml, en una caja Petri, toda la noche a 4°C. Después se lava
la caja tres veces con PBS y se le agrega la suspension de células mononucleares purificadas
de bazo de raton y se deja incubando 30min a 37°C; posteriormente se resuspenden las
células agitando suavemente la caja por 30 seg para después decantarlas en otra caja Petri
sensibilizada de la misma manera con anticuerpos y repetir las incubaciones dos veces mis.
Esta seric de incubaciones permite separar linfocitos T de los B porque los linfocitos B
tienden a permanecer unidos a fa caja por la union de sus inmunoglobulinas de superficie a
los anticuerpos pegados a la caja. Finalmente, la células recuperadas de las tres incubaciones
se centrifugan a 200 g por 10min a 4°C, se resuspenden en RPMI suplementado y se
cuentat.

Posteriormente, los finfocitos T se siembran en una placa de 96 pozos depositando
250,000 células/pozo. Estos cultivos fueron suplementados con células de bazo adherentes
al plastico como células presentadoras de antigeno (APC). Estas se incubaron con los
fragmentos recombinantes 24h antes de agregarse los linfocitos T debido a que esta
preincubacion incrementa las cuentas incorporadas durante los ensayos.



IV. Resultados
1. Expresion de las proteinas recombinantes

Para obtener la proteina completa y fragmentos de TPmy se partio de bacterias
transformadas con las construcciones de expresion previamente usadas en mi proyecto de
tesis de licenciatura (Vazquez, J., 1993). Estas construcciones se realizaron sintetizando
ocho oligonucledtidos (Tabla. 11, Fig. 12 y Fig. 14), disefiados a partir de la secuencia ya
conocida (Landa ef al., 1993) de la TPmy para iniciar la amplificacion por PCR, de tres
fragimentos del gen de la paramiosina asi como de la secuencia completa (Fig. 14), utilizando
como templado clonas de cDNA conteniendo la region codificadora completa del TPmy
(Landa ef al., 1992; 1993). Cada oligonucledtido tenia, ademds, un sitio de restriccion para
facilitar su posterior ligacion al vector de expresion pRSET (ver Apéndice A), ndtese que
los oligonucledtidos que inician en el extremo 5’ tienen incluido un sitio de restriccion fco
RI, mientras que los usados para iniciar en los extremos 3’ de los fragmentos poseen un sitio
Hind 111, para conseguir la orientacion correcta, Una vez amplificados y purificados los
productos de PCR por técnicas convencionales (Vazquez, J., 1993), se digirieron con
enzimas de restriccion y se ligaron al vector de expresion.

Para la construccion de expresion de la secuencia completa de la TPmy, se utilizaron
los oligonucledtidos TPmy-X1 y TPmy-X2. Para la expresion del fragmento VW2-1 se
usaron los oligonucledtidos TPmy-X1 y TPmy-X6; para el fragmento VW3-3, TPmy-X4 y
TPmy-X7 y para el VW4-1, TPmy-X5 y TPmy-X2 (Tabla, I1, Fig. 12 y Fig. 14). Las
construcciones de expresion recombinante fueron designadas de acuerdo al consecutivo de
dos letras y dos niimeros que se lleva en el laboratorio (Fig 14). La construccion VW7-3
expresa la proteina completa de 863 aminoacidos (nucleotido 1 al 2589). La construccion
VW2-1 expresa el fragmento amino-terminal de 268 aminoacidos (nucledtidos I al 804). La
construccion VW3-3 expresa el fragmento medio de 283 aminoécidos (nucledtidos 805 al
1653). Finalmente, la construccion VW4-1, contiene el carboxilo-terminal con 312
aminoacidos (nucledtidos 1654 al 2589). Todas las construcciones de expresion fueron
introducidas en . coli para expresar los fragmentos recombinantes por procedimientos
previamente descritos (ver seccion 111.2, Apéndice A y Vazquez, J. 1993).

Previamente, se habia determinado la cinética de la expresion para cada proteina
recombinante. Se encontro que la méxima expresion se alcanza a las 4 h de induccion para
las clonas VW2-1 y VW3-3, y de 6 h para las clonas VW4-1 y VW7-3, después de la
adicion del bacteriofago ayudador M13/T7. Para ello, se crecieron las colonias de bacterias
transformadas con cada construccion de expresion (VW 2-1, VW 3-3, VW 4-1 y VW 7.3)
en 100 ml de medio SOBM con ampicilina y se les agregd IPTG y el bacteriofago ayudador
para inducir la expresion de la polimerasa T7, que a su vez transcribe las secuencias de las
proteinas recombinantes (ver Produccion de proteinas de fusicn seccion 111.2). En paralelo
se crecieron bacterias sin transformar para utilizarlas como control negativo de induccion.
Finalmente, los cultivos fueron cosechados en el tiempo en el cual se alcanza el maximo
nivel de expresion. Estas bacterias cosechadas fueron utilizadas después para la purificacion
de las proteinas recombinantes.
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Tabla II. Oligonucleotidos sintetizados para las construcciones de expresion. El subrayado
en la secuencia muestra la posicion de los sitios de restriccion (feco RI, GAATTC; Hind 111,
AAGCTT) introducidos para la subclonacion en pRSET.

CLAVE SECUENCIA

Tpmy X1 | GG GAA TTC GCT AGC AAT ATG TCT GAA TCA CAC GTC
Tpmy X2 | GGG AAGCTT GCT AGC TAC ATG ATG CTG GTT GC
Tpmy X4 | GG GAA TTC CTG CGC AAC CAAGTT GC

Tpmy X5 | GG GAA TTC CTC AAC CGC GAG AAC A

Tpmy X6 | GG GAA GCT TAA TTT CCG GCT GCC TCG

Tpmy X7 | GG GAA GCT TAG TTG ACG TTCGCCTTG T

2. Purificacion de las proteinas recombinantes

Las clonas que expresaron proteina inducible en altos niveles fueron utilizadas para
la purificacion de los péptidos recombinantes de TPmy. Después de algunas pruebas iniciales
se encontr que la mayor parte de la proteina recombinante se encontraba en los llamados
cuerpos de inclusion de las bacterias; esto es comiin tratandose de proteinas ajenas
expresadas en altos niveles por [as bacterias. Consecuentemente, se purificaron los cuerpos
de inclusion bacterianos lisando las células con un choque hipoténico y sonicacion. Los
cuerpos de inclusion se lavan varias veces para deshacerse de los restos celulares con una
solucion que contiene Triton X-100. Finalmente, los cuerpos de inclusion se solubilizan con
cloruro de guanidina.

Un segundo paso de puriticacion de las proteinas recombinantes se llevo a cabo por
cromatografia de afinidad a metales con columnas HiTrap™. Las proteinas recombinantes
expresadas con pRSET se producen unidas a un péptido de fusion que incluye una secuencia
de seis residuos de histidina, que le confiere al producto de fusion, afinidad hacia metales
divalentes. Ademés, las columnas HiTrap™ estan formadas por esferas de agarosa altamente
entrecruzadas acopladas a un acido iminodiacético como grupo quelante. Por lo cual, la
columna puede ser cargada con los metales divalentes adecuados, para retener
selectivamente solo proteinas que tengan expuestas secuencias de aminoacidos con la
capacidad de formar complejos con los metales divalentes (por ejemplo, las proteinas
recombinantes). La columna primero se activa con NiSO, para después aplicar el
sobrenadante de los cuerpos de inclusion. Es necesario que la proteina se encuentre
desnaturalizada por un agente como la guanidina para permitir la exposicion de los residuos
de histidina del péptido de fusion. Se asegura también que solo se unan las proteinas con
afinidad a metales divalentes. En nuestro caso encontramos que el empleo de guanidina 4M
disminuye significativamente los niveles de contaminantes proteicos bacterianos en la
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cromatografia de afinidad a metales. Es también conveniente hacer un prelavado con
imidazol para eluir el material unido con baja afinidad a la columna. Las proteinas
recombinantes unidas fuertemente a la columna se eluyen con EDTA, el cual libera el niquel
de la columna debido a su mayor capacidad quelante. En este paso, los ensayos iniciales nos
indicaron que la incubacion por 30 min a 4°C permite obtener el 90% de la proteina en el
volumen de exclusion. Como ultimo paso, la proteina se dializa contra PBS, 0.3 M NaCl
para eliminar el NiSOyy el EDTA de las muestras. EI NiSOy debe ser posteriormente
eliminado por dialisis puesto que puede afectar procesos inmunologicos. Se sabe que puede
causar hipersensibilidad cutanea de tipo tardio en humano y raton, induce la expresion de
moléculas de adhesion como ICAM o VCAM e interleucinas tales como IL-6 e IL-8 en
células endoteliales (Silvenoinen-Kassinen, et al, 1989, Kapsenberg, et al, 1992; Ishii, et al,
1994: Goebeler, et al. 1993; Goebeler, et al. 1995). ELEDTA también debe ser dializado, ya
que afecta la proliferacion celular de los cultivos debido a que muchas enzimas requieren de
cationes divalentes.

La figura |5 muestra el gel de las proteinas de fusion purificadas. En todos los casos
se alcanza una pureza superior al 95%, por lo que se considero suficiente para ser usadas en
los ensayos de inmunizacion, proliferacion celular y ELISA. Cabe mencionar que el
rendimiento de produccion de las proteinas recombinantes fue variable entre 0.35a 1.5
mg/500 mi de cultivo bacteriano.

3. Ensayos de ELISA

Se inmunizaron ratones hembras BALB/c con la proteina recombinante VW7-3, por
una triple inyeccion intraperitoneal, cada 7 dias, inyectando 20 pg cada vez. Una semana
después de la Gltima inmunizacion, los animales fueron sacrificados y se obtuvo el suero y el
bazo de cada raton. Los sueros se usaron para determinar los niveles de anticuerpos en
contra de VW7-3 y de cada uno de los fragmentos de TPmy en ensayos de ELISA, mientras
que las células mononucleares del bazo se emplearon en ensayos de proliferacion (ver
abajo).

Inicialmente, las placas de ELISA con 96 pozos fucron sensibilizadas con las
proteinas recombinantes (VW2-1, VW3-3 y VW4-1), adicionando 40 ng/pozo, en
amortiguador de carbonatos. Posteriormente, se adicionaron los sueros de los ratones
normales ¢ inmunizados y los anticuerpos dirigidos contra cada fragmento se detectaron por
medio de un anticuerpo a-raton-HPRT. Finalmente, se agregaba la solucion reveladora y la
reaccion se media en un lector de placas de ELISA. Se encontrd que los sueros a-rTPmy
reconocen preferentemente los tercios central (VW3-3) y carboxilo (VW4-1), mientras que
el tercio amino (VW2-1) fue el menos reconocido (Fig. 16).

Sin embargo, considerando que la cantidad de cada fraginento recombinante
adsorbido a los pozos de la caja de ELISA pudiera ser diferente, afectando la interpretacion
de los resultados del ensayo anterior, se decidio iniciar ensayos subsecuentes, sensibilizando
la placa de ELISA con un anticuerpo que reconoce el péptido de fusion (que aporta la
afinidad a metales), comin a todos los fragmentos recombinantes (ver Defeccion de
anticuerpos en seccion 1L 2.). Puesto que todos los pozos de la placa de ELISA se
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Figura 15. Purificacion de los péptidos recombinantes del AgB. Los carriles contienen muestras
semipuras de los péptidos recombinantes corridos en geles de poliacrilamida con SDS. A:
fragmento recombinante VW 2-1, B: fragmento recombinante VW 3-3, C: fragmento recombinante
VW 4-1y D: proteina recombinante completa VW 7-3.
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Figura 16. Reconocimiento de los fragmentos recombinantes de TPmy por anticuerpos en
suero inmune de raton. Placas de ELISA sensibilizadas con las protelnas recombinantes
(VW2-1, VW3-3 y VW4-1) se incubaron con suero de ratones controles y suero de ratones
inmunizados con la proteina recombinante VWT7-3, diluidos 1:200. Los anticuerpos dirigidos
contra cada fragmento se detectaron por medio de anlicuerpos anti-raton-HPRT. El
asterisco indica una p < ¢ = a 0.05 en la prueba t de student respeclo al control.



sensibilizan con una sola dilucion del anticuerpo, en todos los pozos hay cantidades iguales
de paratopos capaces de unir al péptido de fusion. Después, se agregan cada uno de los
fragmentos recombinantes (VW2-1, VW3-3 y VW4-1) en cantidades equimolares de cada
uno de ellos y en concentraciones saturantes, De este modo se asegura que se une el mismo
nimero de moléculas de cada una de los fragmentos recombinantes a cada pozo. El resto del
ensayo de ELISA se realiza como se describe arriba. Como se muestra en la figura 17, los
tercios carboxilo terminal (VW4-1) y central (VW3-3) fueron reconocidos por el suera
inmune, mientras que el suero inmune reacccionod igual que el control contra el fragmento
amino terminal (VW2-1). También encontramos que los niveles de anticuerpos contra cada
fragmento fueron menores a los detectados en el ensaya anterior (comparar Fig. 16 y Fig.
17).

También se analizo el patron de reconocimiento de los fragmentos recombinantes
por anticuerpos de ratones infectados por 7. crassiceps. Para ello, se realizaron ensayos de
ELISA con sueros de ratones infectados, detectindose niveles muy bajos de anticuerpos o.-
TPmy (Fig. 18). Puesto que la TPmy es un antigeno inmunodominante, los bajos niveles de
anticuerpos circulantes sugirieron que podrian estar bloqueados por TPmy liberada por los
cisticercos de 7. crassiceps, ya que los sueros procedian de ratones altamente parasitados (3
ml de cisticercos/raton). Un nivel elevado de TPmy circulante podria bloquear la mayor
parte de los anticuerpos producidos por el raton, formando complejos inmunes. La deteccion
de complejos inmunes de anticuerpo y paramiosina en el suero de los ratones infectados por
T. crassiceps sellevo a cabo en ensayos de ELISA sensibilizando los pozos de la placa con
anticuerpos o-TPmy en conejo. Posteriormente, se incubaron los sueros de los ratones
infectados para atrapar la TPmy (libre o formando complejos inmunes) a través de algin
epitopo expuesto. Finalmente, se usaron anticuerpos a-raton-HRPT (dirigidos en contra de
todas las clases de inmunoglobulinas de raton, exceptuando IgE) para determinar si se habia
unido inmunoglobulina de raton a través de la paramiosina. Los resultados mostraron la
presencia de complejos inmunes de TPmy (Fig. 19). Sin embargo, el control también mostro
cierto reconocimiento, el cual no fue una consecuencia de la reaccion cruzada entre el a-
TPmy de conejo y los anticuerpos a-raton-HRPT.

4, Ensayos de proliferacion de linfocitos.

Para caracterizar hacia qué region de la TPmy se dirige la respuesta inmune celular
de ratones inmunizados con TPmy recombinante completa (VW7-3), los ratones fueron
inmunizados tres veces como se describio antes, una semana después de la tercera
inmunizacion fueron sacrificados para obtener las células mononucleares del bazo. Con estas
células se realizaron ensayos de proliferacion celular estimulando los cultivos con cada una
de las proteinas recombinantes (VW7-3, VW2-1, VW3.3, VW4.-1). La proliferacion
inducida por cada fragmento recombinante se cuantifico evaluando la incorporacion de *H-
timidina. En todos los casos, se adicionaron diferentes cantidades de producto recombinante
para determinar la concentracion optima de estimulacion. Las células fueron cosechadas
después de tres y cinco dias de estimulacion.
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Figura 17. Reconocimiento de los fragmentos recombinantes de TPmy por anticuerpos en
suero inmune de ratén. Placas de ELISA sensibilizadas con anticuerpos que reconocen el
péptido de fusién se incubaron con las protefhas recombinantes (VW2-1, VW3-3 y VW4-1) en
cantidades equimolares de cada uno de ellos y en concentraciones saturantes. Posteriormente
se agrego suero de ratones controles y suero de ratones inmunizados con la protelna
recombinante VW7-3, diluidos 1:100. Los anticuerpos dirigidos contra cada fragmento se
detectaron por medio de anticuerpos anti-raton-HPRT. El asterisco indica unap < ¢ = a 0.05 en
la prueba t de student respecto al control.
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Figura 18. Reconocimiento de ia protelna recombinante VW?7-3 por anticuerpos en suero de
ratones infectados con T. crassiceps. Placas de ELISA sensibilizadas con fa proteina
recombinante VW7-3 se incubaron ¢on suero de ratones controles, de ratones infectados y de
ratones [nmunizados con fa protelna recombinante VW7-3, diluidos 1:100. Los anticuerpos
dirigidos contra la protefna recombinante se detectaron por medio de anticuerpos anti-raton-
HPRT. El asterisco indica una p < 6 = a 0.05 enla prueba t de student respecto al control.
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Figura 19. Deteccién de complejos inmunes de anticuerpo y paramiosina en el suero de ratones
infectados con T. crassiceps. Placas de ELISA sensibilizadas con anticuerpos alfa-TPmy de
conejo se incubaron con los sueros de los ratones infectados para atrapar la TPmy (libre o
formando complejos inmunes). Posteriormente se usaron anticuerpos anti-ratén-HPRT para
determinar si se habla unido inmunoglobulina de ratén a través de la paramiosina. Basal=anti-
TPmy+anti-raton-HPRT. El asterisco indica una p < ¢ = a 0.05 en la prueba t de student
respecto al control .




En la figura 20 se puede ver que a los tres dias de cultivo los maximos niveles de
proliferacion se obtuvieron con 60-130 pmolas/mt de la proteina recombinante VW7-3 y con
130 pmolas/m! del fragmento VW4-1. Los fragmentos VW2-1'y VW3-3 tuvieron su
maximo con 130 pmolas/ml. Aunque se incrementa la proliferacion de los linfocitos inmunes
a mayores dosis de los fragmentos recombinantes, también se observa un incremento muy
similar en los linfocitos de controles. Este comportamiento da como resultado un perfil muy
similar entre los tres fragmentos y permite sugerir que no hay ninguna preferencia hacia
algan fragmento en particular en cultivos de 3 dias.

A los cinco dias de cultivo (Fig. 21) los maximos niveles de proliferacion se
obtuvieron con 60-130 pmolas/m! de la proteina recombinante VW7-3 y el fragmento VW4-
I desencadeno los mayores niveles cuando se empled 4 una concentracion de 60-130
pmolas/ml, mientras que los fragmentos VW2-1 y VW3-3 tuvieron su maximo con 130
pmolas/ml. Ahora, la proliferacion inducida por los fragmentos VW2-1 y VW3-3, con cada
una de las dosis fue muy similar entre inmunes y controles. Sin embargo, la proliferacion
inducida con el fragmento VW4-1 no mantuvo un nivel ni un patron similar al de los otros
fragmentos. Al estimular con dosis de 6 pmolas/ml y mas claramente con 60 pmolas/ml de
VWAd-1 a los linfocitos inmunes, se detectaron mayores niveles de proliferacion que con las
dosis correspondientes de los otros fragmentos, mientras que no se detectaron diferencias
obvias entre la proliferacion de los linfocitos controles contra cada fragmento (VW2-1,
VW3-3, VW4-1). Este analisis sugiere que hay respuesta celular preferencial contra el
fragmento recombinante VW4-1, después de cinco dias de cultivo.

Otra observacion es que la proliferacion de los linfocitos de ratones inmunes sin
proteina recombinante es mayor que la de los controles correspondientes. Pensamos que
esto puede deberse al estado previamente activado de los linfocitos de ratones inmunizados.

Los ensayos de proliferacion mostraron también una elevada proliferacion de las
células de los ratones controles (inmunizados con solucion salina), lo que hizo pensar que las
proteinas recombinantes purificadas de £. coli, podrian contener cantidades pequeias de
lipopolisacdridos (LPS), con actividad mitogénica para linfocitos B murinos. Para eliminar a
los linfocitos B de nuestros ensayos de proliferacion se siguio un método de inmuno
afinidad ("panning"), que se basa en la remocion de las células B por incubacion de la
supension de células totales en una caja Petri con anticuerpos anti-inmunoglobulinas de
raton fijados a la superficie. Los linfocitos B se unen a la superficie de la caja por los
anticuerpos y los linfocitos T se recuperan como células no-adherentes (ver Ensayos de
proliferacion celular en la seccion 111.2). Con la poblacion enriquecida de linfocitos T se
procedio a realizar nuevos experimentos de proliferacion con los fragmentos recombinantes.
En contraste con los ensayos anteriores, la mayor proliferacion se alcanzé con 6 pmolas/ml
de fa proteina recombinante VW7-3 y sélo con 60 pmolas/ml del fragmento amino terminal
(VW2-1) los linfocitos de los ratones inmunes proliferaron mas que los controles, después
de tres dias de cultivo (Fig. 22).

Paralelamente, estas poblaciones eran estimuladas con ConA y LPS para evaluar la
eficiencia del método de purificacion y como se puede ver en la figura 23 la poblacion
enriquecida en linfocitos T respondio en manera aceptable a la ConA (mitégeno especifico
para linfocitos T) y no respondia a la estimulacion con LPS (mitogenos especificos de
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Figura 20. Estimulacion de linfocitos murines con fragmentos recombinantes de fa TPmy.
Células mononucleares de bazo de ratones inmunizados con la proteina recombinante VW7-3
fueron estimuladas por tres dias con cada una de la proteinas recombinantes (VW2-1, VIW3-3,
VW4-1 y VW7-3). La proliferacién inducida por cada proteina recombinante se cuantificd
evaluando Ia incorporacion de [°H]-timidina. Todos los puntos correspondientes a la estimulacién
con proteina recombinante de los linfacitas de los ratones inmunizados tuvieronunap< 6= a
0.05 en la prueba t de student respecto a la proliferacién de los ratones controles,
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Figura 21. Estimulaci6n de linfocitos murinos con fragmentos recombinantes de la TPmy,
Células mononucleares de bazo de ratones inmunizados con la proteina recombinante VW7-3

fueron estimuladas por cinco dias con cada una de la proteinas recombinantes (VW2-1, VW3-3,

VW4-1 y VW7-3). La proliferacién inducida por cada protelna recombinante se cuantificé

evaluando la incorporaci6n de [°H}-timidina. Todos los puntos correspondientes a la estimulacién

con protefna recombinante de los linfocitos de los ratones inmunizados tuvieronunap < 6= a
0.05 en |a prueba t de student respecto a la proliferacion de los ratones controies,
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Figura 22, Estimulacion de linfocitos T murinos con fragmentos recombinantes de TPmy.
Linfocitos T de bazo purificados por el métado de "Panning” de ratones inmunizados con la
proteina recombinante VW7-3 fueron estimulados por tres dias con cada una de las proteinas

recombinantes (VW2-1, VW3-3, VW4-1 y VW7-3). La proliferacién inducida por cada fragmento
recombinante se cuantificé evaluando la incorporacion de [PHjtimidina. El asterisco indica una p <

6= a0.05 en la prueba t de student respecto a la proliferacion de los ratones controles.
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Figura 23. Estimulacién de linfocitos T murinos con ConA y LPS. Linfocitos T de bazo
purificados por el método de "Panning" de bazo fueron estimulados por tres dias con 1
microgramo/ml de ConA y 20 microgramos/ml de LPS. La proliferacién inducida por cada
mitégeno se cuantificé evaluando la incorporacién de [*Hltimidina, El asterisco indica una p
<6= a0.05enla prueba t de student respecto a la proliferacidn con medio.



linfocitos B), lo cual nos permitio suponer que habiamos eliminado gran parte de los
linfocitos B.

También se realizaron ensayos de proliferacion celular con células mononucleares
totales con linfocitos de ratones parasitados por cisticercos de 7. crassiceps (2 meses de
infeccion). Al igual que en los ensayos anteriores, las células se estimularon en cultivo con
cada una de los fragmentos recombinantes a varias dosis y a diferentes tiempos. La
proliferacion de los linfocitos de ratones infectados después de cuatro dias de estimulacion
con la proteina recombinante completa VW7-3 resulto menor que la de los ratones normales
(Fig. 24). Similarmente, la proliferacion inducida por Con-A también resultd disminuida
respecto a las células de ratones control después de 48 hrs (Fig. 25) y lo mismo ocurri6 al
estimular con LPS (Fig. 26), sugiriendo un efecto inmunosupresor previamente reportado
(Flisser et al., 1980; Herrera ¢t al., 1994; Letonja et al., 1987, Molinari et al., 1987,
Molinari et al., 1990; Molinari et al,. 1993; Sciutto et al., 1995; Tato et al., 1987; Willms et
al., 1980) .

De manera interesante, al incrementar el tiempo de cultivo de las células de ratones
infectados hasta ocho dias, en presencia los fragmentos recombinantes, se obtuvo una
proliferacion mayor que la de los ratones normales (Fig. 27). Se encontro que el maximo
nivel de proliferacion se alcanzo cuando se estimulaba con 6 pmolas/ml de VW4-1, lo cual
sugiere que los linfocitos de ratones infectados reconocen preferencialmente (al paracer de
manera similar que los inmunizados) al fragmento recombinante VW4-1, después de 8 dias
de cultivo.

En estos ensayos de proliferacion se encontré que la proliferacion de los linfocitos de
ratones infectados mantenidos en cultivo sin antigeno estimulante fue claramente mayor que
la proliferacion de los controles.

5. Ensayos de proteccion.

Se realizaron ensayos de proteccion en el modelo murino de cisticercosis por Tacnia
crassiceps. En estos ensayos se inmunizaron ratones con la proteina recombinante completa
(VW7-3) siguiendo el protocolo descrito anteriormente (ver Inmunizacion de animales en
seccion 111.2) y 7 dias después de la (tltima inmunizacion fueron retados por inyeceion
intraperitoneal de 10 cisticercos. Después de 45 dias de infeccion, los ratones fueron
sacrificados y se contaron y midieron los cisticercos en la cavidad peritoneal. Como se
observa en la Fig. 28, la inmunizacion con VW7-3 disminuye la carga parasitaria en
aproximadamente un 50%.
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Figura 24. Estimulacion con fa proteina recombinante VW?7-3 de finfocitos de ratones
infectados con T. crassiceps. Células mononucleares de bazo de ratones controles,
infectados e inmunizados con la proteina VW7-3 fueron estimuladas por cuatro dlas con la
proteina recombinante VW?7-3. La proliferacién inducida por cada fragmento recombinante
se cuantificd evaluando la incorporacién de [*H]timidina. Todos los puntos correspondientes
a las estimulacion con proteina recombinante de los linfocitos de los ratones inmunizados
tuvieron una p < 6 = a0.05 en la prueba t de student respecto a la proliferacion de los
ratones controles.
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Figura 25. Estimulacion con ConA de linfocitos de ratones infectados con T. crassicps.
Células mononucleares de bazo de ratones infectados fueron estimulados por dos dias con
1 microgramo/ml de ConA. La proliferacién inducida por el mitdgeno se cuantificé evaluando
la incorporacion de timidina tritiada. Es asterisco indicauna p <6 = a 0,06 en la prueba t de
student respecto a |a proliferacion inducida en los linfocitos de los ratones infectados.
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Figura 26. Estimulacion con LPS de linfocitos de ratones infectados con T. crassiceps.
Linfocitos de bazo de ratones controles y ratones infectados fueron estimulados por tres
dlas con 10 microgramo/mi de LPS. La proliferacidn inducida por el mitdgeno se cuantificd

evaluando la incorporacién de [*H]timidina. El asterisco indicaunap<é= a0.05enla
prueba t de student respecto a la proliferacion inducida por el medio.
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Figura 27. Estimulacién con las proteinas recombinantes de linfocitos de ratones Infectados can

T. crassiceps . Células mononucleares de bazo de ratones infectados fueron estimuladas por

ocho dlas con cada una de las protelnas recombinantes (VW2-1, VW3-3, VW4-1 y VW7-3). La
proliferacién inducida por cada fragmento recambinante se cuantifico evaluando la incorperacién
de [*H}-timidina. Todos las puntos carespondientes a la estimulacién con protelna

recombinante de los linfocitos de los ratones infectados tuvieron una p < 6 = a 0.05 en fa prueba
de student, excepto la estimulacién con 0.6 pmolas/ml de VW7-3, respecto a la praliferacién de los

linfocitos de los ratanes controles.
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Figura 28. La inmunizacion con la paramiosina recombinante VW7-3 induce la
raduccion de la carga parasitaria por cisticercosis murina. Ratones de la cepa BALB/c
AnN fueron inmunizados intraperitonealmente con 20 microgramos de la proteina
recombinante VW7-3 en PBS-NaCl, tres veces. Después de 7 dias de la Ultima
inmunizacion los ratones fueron infectados intraperitonealmente con 10 cisticercos de
T. crassiceps. A los 45 dias de infeccion los ratones fueron sacrificados y se cuantifico
la carga parasitaria contando el nimero y volumen de cisticercos. El asterisco indica
una p< 6 =a 0.05 en la prueba t de student respecto a los ratones controles.



V. Discusion

En la presente tesis se realizo Ia fase inicial de un estudio dirigido a determinar fa
distribucion de epitopes para células T y B murinas en la TPmy de la Taenia solivm. Una
base metodoldgica fundamental fue el aprovechamiento de técnicas del DNA recombinante
para la produccion de fragmentos de TPmy, correspondientes a las regiones amino-terminal,
central y carboxilo-terminal de Ia proteina.

Previamente, se habian obtenido, caracterizado y expresado clonas con la secuencia
codificadora total de la TPmy (Landa, 1992; Landa, et al., 1993). Estas clonas fueron
usadas como templado para obtener por amplificacion con PCR, las regiones codificadoras
de los tres fragmentos y de la proteina completa (Vazquez, 1993). La amplificacion se
realizd con oligonucledtidos sintéticos disefiados para amplificar solamente las regiones
deseadas. Los oligonucleotidos tenian, ademas, un sitio de restriccion para facilitar su
posterior ligacion a un nuevo vector de expresion (pRSET, InvitroGen,etc)

La decision para usar este vector de expresion se debe por un lado a que posee un
promotor viral de T7, capaz de inducir altos niveles de expresion de proteina recombinante
(ver Apéndice A). La segunda ventaja es la facilidad y seguridad que ofrece el vector para
controlar la expresion del promotor, lo que garantiza la rdpida y segura expansion de las
bacterias transformantes antes de la induccion. Otras caracteristicas del vector se describen
en el Apéndice A.

La purificacion de las proteinas recombinantes consistio basicamente en el
aislamiento de los cuerpos de inclusion y su solubilizacion en un medio altamente
desnaturalizante. Este procedimiento puede llevarse a cabo en menos de seis horas. El nivel
de pureza se incrementd realizando una cromatografia de afinidad en columnas de HiTrap™,
aprovechando la afinidad del péptido de fusion hacia metales divalentes. Con ello se alcanza
una pureza mayor al 95%. El rendimiento fue de hasta 0.3-5 mg/500 mi de cultivo de
células transformadas. Este sistema de expresion y purificacion permitio contar con
cantidades suficientes de productos recombinantes para los ensayos inmunologicos.

La proteina recombinante completa y los fragmentos se usaron para realizar ensayos
de ELISA para determinar cudl es la region predominantemente reconocida por la respuesta
inmune humoral de ratones inmunizados con la proteina recombinante completa (VW7-3) y
ratones infectados por 7. crassiceps. Paralelamente, se realizaron ensayos de proliferacion
de linfocitos murinos para determinar cual es la region predominantemente reconocida por la
respuesta inmune celular de ratones inmunizados con la VW7-3 y de ratones cisticercosos.

Inicialmente, se inmunizaron los ratones con la proteina recombinante completa
(VW7-3), una semana después de la tercera inmunizacion se sacrificaron los ratones y se
obtuvieron los sueros y los bazos para realizar los ensayos inmunoldgicos. En los ensayos
iniciales de ELISA, las placas fueron sensibilizadas directamente con los antigenos
recombinantes. En estos ensayos se encontrd que la respuesta hacia el extremo amino
terminal (fragmento VW2-1) fue menor que la dirigida ala region central o hacia el extremo
carboxilo-terminal (VW3-3 y VW4-1). Esto podia deberse a tres razones: ). menor
adsorcion del fragmento VW2-1 al pozo de la placa de ELISA que VW3-3 0 VW4-1, 2).
puesto que la region de la TPmy que une Clq se encuentra en el extremo amino terminal, es
posible que este componente del complemento esté obstruyendo la union de los anticuerpos,
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y 3). es posible que el este péptido en particular no haya tenido una renaturalizacion similar a
la proteina nativa. La primer posibilidad fue descartada en los ensayos descritos a
continuacion. La segunda posibitidad no parece relevante puesto que la cantidad de Clq
presente en los ensayos en despreciable y puesto que el reconocimiento se aumenta al
disminuir la dilucion del suero en el ensayo de ELISA. Respecto al tercer punto, numerosos
experimentos de inhibicion de complemento y de union a Clg realizados por nuestro grupo,
sugieren que {a estructura y funcion del VW2-1 es muy cercana a la de la proteina nativa.

Para explorar el primer punto decidimos realizar un ensayo similar, en condiciones
que garanticen que se unen cantidades equimolares de cada tercio recombinante sobre la
placa de ELISA. Para ello se diseid un ensayo para atrapar de manera equimolar a los
péptidos recombinantes. La placa se sensibitizo primero con anticuerpos dirigido contra el
péptido de fusion presente en todos los productos recombinantes de TPmy, y se agrego una
cantidad saturante de cada fragmento recombinante. El resultado confirmo la observacion
previa de que el reconocimiento de extremo amino-terminal es significativamente menor que
el del resto de la proteina.

Sin embargo, en este ensayo disminuyeron en generat los niveles de anticuerpos
contra cada fragmento recombinante a pesar de haber empleado diluciones mas concentradas
que en el primer ensayo de ELISA, incluso el nivel de anticuerpos en el suero inmune contra
Ia region amino terminal fue muy bajo y casi igual al nivel de los controles, es decir que no
se detectaron anticuerpos contra la region amino terminal. Esto puede tener varias
explicaciones. 1). es posible que con los anticuerpos contra e} péptido de fusion se haya
captado menos antigeno en la placa que en ¢l primer ensayo de ELISA y, por lo cual, hayan
reaccionado menos anticuerpos contra cada fragmento, 2). como los ratones fiieron
inmunizados con la proteina recombinante completa (VW7-3) expresada junto con el
péptido de fusion (potencialmente inmunogénico), es posible que se hayan generado
anticuerpos contra este péptido; por lo tanto, al atrapar los fragmentos con anticuerpos
contra el péptido de fusion bloquearemos estéricamente la union de los anticuerpos a esta
region y consecuentemente disminuira la reaccion del suero a-TPmy contra cada fragmento.
Por otra parte, aunque los niveles de anticuerpos contra la region amino terminal son cas
nulos, no tenemos elementos para concluir que no hayan anticuerpos contra esta region o
que esto sea un artificio de nuestras condiciones experimentales.

Los anteriores resultados ademas confirman que se pueden generar anticuerpos en
raton contra la Pmy (Pearce ef a/., 1988; Flanigan ¢f a/,, 1989; Nanduri, ef al., 1989, Ben-
Wen Lieral,, 1991; Ben-Wen Li et al., 1993)

Es posible que existan regiones inmunodominantes distintas en paramiosinas de
diferentes especies de parasitos; ya que en un estudio similar acerca del reconocimiento de
anticuerpos de pacientes hacia la paramiosina de la Dirofilaria immitis, se encontrd que la
region amino-terminal era la mas reconocida (Steel ef al., 1990).

Al intentar determinar el reconocimiento hacia los fragmentos recombinantes en
sueros de ratones cisticercosos, no se detectaron anticuerpos en contra de TPmy. Esto
puede deberse a que los ratones altamente parasitados presentan niveles altos de antigeno
circulante que bloquea los anticuerpos anti-paramiosina (en forma de complejos
paramiosina-anticuerpo). Otra posibilidad es que no haya una similitud antigénica entre la
TPmy de 7 solimm y de 7. crassiceps. Esta posibilidad puede ser descartada puesto que se
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ha reportado un reconocimiento cruzado entre pricticamente todas las paramiosinas de
invertebrados. Una tercera posibilidad seria que no existan anticuerpos en contra de la
paramiosina, por algin tipo de supresion de la respuesta humoral en ratones infectados por
T. crassiceps (Good, er al., 1973), consistente con la proliferacion disminuida que induce el
LPS descrita en esta tesis. La clara deteccion de complejos inmunes paramiosina-anticuerpo,
mediante un ensayo de doble atrapamiento sugiere que la primer posibilidad constituye es al
menos parte de la explicacion.

Los bajos niveles de anticuerpos a-TPmy encontrados en ratones parasitados con 7.
crassiceps, la capacidad de inducir la produccion de estos anticuerpos mediante la
inmunizacion con la proteina recombinante y Ja proteccion parcial generada, nos parecieron
resultados interesantes, ya que es un patron similar a lo informado sobre otras enfermedades
heminticas. Por ejemplo, el suero de gerbos (jirds) infectados con B. malayi es incapaz de
reconocer a la paramiosina (Pmy) del pardsito; sin embargo, la Pmy si es reconocida por el
suero de jirds protegidos contra el parasito por inmunizacion con larvas irradiadas de 5.
malayi (Ben-Wen Lieral,, 1991). Asimismo, se ha encontrado que individuos infectados
con S. mansoni mostraron muy bajos niveles de anticuerpos contra la Pmy del parasito, en
comparacion con individuos que no se habian infectado a pesar de haber estado
anteriormente en contacto con el parasito (Correa-Oliveira ef al., 1989). Todo esto podria
sugerir que la presencia de anticuerpos contra Pmy pueden relacionarse con la resistencia a
la enfermedad (Correa-Oliveira ef al., 1989), sin embargo son necesarios mas estudios para
demostrarlo.

Los dos estudios realizados para la evaluacion de la respuesta inmune celular contra
cada fragmento recombinante de ratones inmunizados con la proteina completa, arrojaron
diferentes resultados.

Por un Jado, los ensayos de proliferacion de células mononucleares de bazo
mostraron mayores niveles de proliferacion con la region carboxilo terminal (VW4-1) a
menores dosis que con los otros fragmentos recombinantes a los cinco dias de estimulacion,
Esto sugiere que la respuesta inmune celular reconoce prefencialinente la region carboxilo.
En contraste, cuando se realizaron ensayos similares con linfocitos T purificados de bazo y
suplementados con células adherentes como células accesortas, se encontrd que solo el
tercio amino terminal desencadeno el mayores niveles de proliferacion en los ratones
inmunes respecto a los controles, es decir, este ensayo parece que hay preferencia hacia el
tercio amino terminal. Esta diferencia en el perfil de proliferacion entre células
mononucleares totales y linfocitos T puede deberse a las células presentadoras de antigeno
(APC) presentes en cada ensayo. En la suspension de células imononucleares se encuentran
presentes linfocitos B, células dendriticas y macrofagos. En cambio, las células que se
adhieren al plastico son primoradialmente macrofagos y células dendriticas. En
consecuencia, el perfil de proliferacion de cada ensayo podria depender de la presencia o
ausencia de linfocitos B. Por lo tanto se penso que la diferencia entre los patrones de
proliferacion encontrada (dependiente del los tipos celulares presentes en los cultivos)
depende de las caracteristicas de cada una de las APC. Por ejemplo, es posible que cuando
se realicen los cultivos en presencia de linfocitos B (es decir, empleando las células
mononucleares de bazo), estos puedan capturar mis eficientemente los fragmentos VW3-3
y VW4-1 a través de sus inmunoglobulinas de membrana, ya que hay mayores niveles de
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anticuerpos contra estos fragmentos. Por lo tanto, los linfocitos B tendrian ventajas como
APC para presentar los fragmentos VW3-3 y VW4-1 y se encontraria proliferacion en
respuesta hacia estos fragmentos. Siguiendo esta linea, es posible que en los cuitivos con
solo células adherentes al plastico como APC la presentacion sea mas eficiente para el
fragmento VW2-1. Sin embargo, se necesita demostrar esta hipotesis.

Por otro lado, se ha descrito que diferentes APC (linfocitos B, macrofagos y células
dendriticas) pueden inducir diferentes niveles de proliferacion linfocitaria en respuesta a los
mismos antigenos (Ellis, J., et al., 1991; Kulkarni, A.B., ef al., 1992). Esta diferencia puede
estar relacionada con el tipo de linfocito T estimulado, ya que se ha descrito que los
macrofagos inducen preferencialmente la proliferacion de clonas y células con un patron de
interleucinas tipo Thl, mientras que los linfocitos B inducen la proliferacion de linfocitos
con fenotipo Th2 (Gajewski, T.F., et al., 1991, Rossi-Bergmann, B., er al., 1993). Ademas,
se ha demostrado que distintas maneras de presentar antigeno pueden inducir diferentes
patrones de interleucinas (Ellis, J., et al., 1991; Rock, K.L., et al., 1993; Schmitz, J., ef al.,
1992; Stockinger, B., 1992; Vidard, L., et al., 1992).

Las diferencias entre la proliferacion linfocitaria de células mononucleares de bazo y
linfocitos T suplementados con células adherentes al plastico, estimuladas con los mismos
antigenos (Gajewski, er al,, 1991), merece un comentario especial. Las clonas caracterizadas
por estos autores con fenotipo Thl o Th2 proliferan al ser estimuladas con su antigeno
especifico en presencia de células monucleares de bazo. Sin embargo, solo las clonas Thl
proliferan optimamente si el ensayo se realiza con células adherentes. Por otro lado, las
clonas Th2 solo proliferan cuando son estimuladas en presencia de linfocitos B. En nuestro
estudio deseamos explorar si la correlacion entre el tipo de APC y el fenotipo de linfocito T
estimulado, también ocurre para la TPmy.

Nos parece interesante la posibilidad de que la respuesta especifica en contra de la
region amino terminal tenga un patron Thl ya que otros resultados del laboratorio indican
que esta region induce elevados niveles de proteccion en el modelo murino de cisticercosis,
y la resistencia a la cisticercosis murina se ha correlacionado con la respuesta tipo Thl
(Terrazas er al.., 1994; Bojalil e al., 1993). La caracterizacion del tipo de respuesta celular
(por medio de métados tan sencillos como la proliferacion celular, determinacion de
interleucinas, etc.) puede servir para la deteccion de molécufas o regiones de ellas que
tengan potencial protector para ser evaluadas posteriormente en ensayos de proteccion.

En el caso de la respuesta celular de los ratones infectados con 7. crassiceps, se
encontrd que los ratones infectados responden menos a la proteina completa que los sanos,
en cultivos de 96 h. Esto es consistente con la menor proliferacion en respuesta a mitogenos
para linfocitos T y B. Solo en cultivos de ocho dias se pudo detectar mayor proliferacion en
los infectados que en los controles y, de manera similar a lo encontrado con los ratones
inmunizados, se detecto cierta preferencia hacia la region carboxilo terminal.

La disminucion en la proliferacion celular inducida por mitogenos ya ha sido descrita
por varios grupos de investigacion en cisticercosis (Flisser ef al., 1980, Herrera er al., 1994;
Letonja ef al., 1987; Molinari et al., 1987, Molinari et al., 1990; Molinari ef al,. 1993;
Sciutto et al., 1995; Tato et al., 1987; Willms ef al., 1980) humano, cerdo y raton, tanto con
1. solium como con T. crassiceps. Incluso ya se han purificado componentes especificos
capaces de inducir tal efecto en linfocitos normales de cerdo y raton (Molinari et al., 1993,
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Tato et al., 1995). La disminucion en proliferacion inducida con ConA (mitogeno para
linfocitos T) y con LPS (mitdgeno para linfocitos B), sugiere que tanto los linfocitos B
como los T son afectados durante la infeccion.

Encontramos que la inmunizacion con la paramiosina recombinante de 1. solium se
puede reducir la carga parsitaria (50%) durante la infeccion de ratones (cepa BALB/c AnN)
por el cisticerco de 7. crassiceps (cepa ORT). Por un lado, esto es consistente con lo
encontrado en otras parasitosis provocadas por helmintos (Lanar ¢t al., 1986; Pearce et al.,
1986; Pearce ef al., 1988; Flanigan ¢/ al., 1989, Nanduri et al., 1989; Ben-Wen Li, et al.,
1991; Ben-Wen Li, et al., 1993 : Richter, et al., 1993; Richter, et al., 1993a; Naram, et al.,
1994). También se ha demostrado que se puede inducir proteccion cruzada con Pmy de C.
elegans contra la infeccion de raton por B. malayi, lo cual también es consistente
proteccion cruzada contra la cisticercosis que se puede inducir con antigenos de especies
heterdlogas de ténidos (Lightowlers ef al., 1989; Sciutto ef al., 1990; Ito et al., 1991;
Sciutto ef al., 1995; Manoutcharian ¢f al., 1996), sin embargo, esto no ocurre con otras
paramiosinas ya que la Pmy de D. immitis no induce inmunidad protectora contra B. malayi
(Ben-Wen Li ef al., 1993), nila Pmy del molusco mercenia induce resistencia a la infeccion
del raton por S. mansoni (Lanar ef al_, 1986). Pensamos que es necesario explorar mas las
condiciones de inmunizacion (por ejemplo, diferentes adyuvantes, nimero de dosis e
intervalo entre estas) ¢ infeccion (por ejemplo, cepa de raton, intervalo entre la inmunizacion
y la infeccion), asi como el tipo y mecanismo de proteccion (Thi o Th2) para establecer la
relevancia y aplicabilidad inmunoldgica de este hallazgo en la cisticercosis porcina.

Existe evidencia que permite sugerir que el mecanismo de proteccion generado por la
Pmy depende de linfocitos T , tal vez con un patron Thl. Al respecto se ha publicado que;
1) 1a Pmy puede inducir la produccion de IFN-gamma por linfocitos T de ratones vacunados
con Pmy de S. mansoni (Pearce ef al., 1988); 2) en el caso de la infeccion por B. malayi, la
respuesta inmune se ha involucrado con una reaccion de hipersensibilidad tardia (Nanduri, e/
al., 1989); 3) la transferencia pasiva de anticuerpos anti-Pmy no induce proteccion contra la
esquistosomiasis murina (Pearce ef al., 1988) y 4) la Pmy de S. mansoni puede inducir
proliferacion de linfocitos de ratones inmunizados con cercarias irradiadas, ast como la
produccion de IL-2 (Richter er al., 1993).

La expresion recombinante de diferentes regiones de la paramiosina puede encontrar
aplicaciones en el diagnostico de la cisticercosis humana y porcina, En muchas enfermedades
se busca el antigeno que permite desarrollar la prueba diagndstica con alta sensibilidad y
especificidad. Es concebible que se pueda identificar un epitopo de la paramiosina
reconocido por una mayoria de sueros de pacientes que no muestre reacciones cruzadas con
otros parasitos.

La antigenicidad de la region carboxilo-terminal de la TPmy esta de acuerdo con la
propuesta de un papel regulador de la paramiosina en la relacion huésped-parasito (Laclette
el al., 1992; 1993). Los anticuerpos unidos al extremo carboxilo-terminal de esta proteina
filamentosa dejarian libre el extremo amino-terminal para llevar a cabo su accion inhibitoria
del complemento y con ello inhibir el desarrollo de la respuesta inflamatoria del huésped. El
estudio submolecular de la TPmy empleando técnicas de ingenierfa genética nos permite
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caracterizar con mayor resolucion el tipo de respuesta inmune generada contra diferentes
regiones de un antigeno. EI conocimiento obtenido en esta linea podria ser el primer paso
para proporcionar las bases para el desarrollo de nuevas generaciones de inmunogenos de
aplicacion clinica.
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Apéndice A
El plasmido de Expresion pRSET

Los vectares de expresion pRSET (A,B,C) son una serie de plasmidos derivados de
fa familia de los plasmidos pUC, que permiten obtener altos niveles de expresion de
productos recombinantes en L. coli. Los niveles altos de expresion de las secuencias
codificadoras clonadas en los vectores pRSET se logran gracias al promotor viral T7. Los
insertos se ligan en fase y por debajo (downstream) de una secuencia que codifica un
péptido de fusion amino-terminal que contiene (en orden desde el amino-terminal hacia el
carboxilo-terminal), un coddn de inicio ATG, una secuencia de seis residuos de histidina que
le confieren a la proteina de fusion afinidad hacia metales divalentes, una secuencia para la
estabilizacion del transcrito proveniente del gene 10 del bacteriofago T7, y un sitio de
reconocimiento y corte para la enterocinasa (Fig. 24).

El dominio con afinidad hacia metales del péptido de fusion permite la purificacion
de los péptidos recombinantes por cromatografia de afinidad hacia metales. El sitio de
reconocimiento y corte para la enterocinasa se encuentra entre el péptido de afinidad a
metales y el péptido de interés y sirve para liberarlo de su contra parte en la proteina de
fusion. El DNA insertado se propaga con el vector enuna cepa de £. coli que no expresa la
polimerasa T7, evitando la expresion del gene clonado. Cuando se desea la expresion, la
bacteria transformada se infecta con un bacteriofago M13 que contiene el gene de la
polimerasa T7 cantralado por el promotor lac de L. coli (bacteriofago M13/T7). La
induccion se realiza en presencia de [PTG el cual libera al promotor lac de E. coli
induciendo la expresion de la polimerasa T7 del bacteriotago M13/T7. Por lo anterior, en
presencia de IPTG y M13/T7, las bacterias transformadas mantienen niveles altos de la
polimerasa T7 que a su vez producen abundantes transcritos para la proteina de fusion, De
esta manera es posible la expresion de niveles altos de la proteina recombinante regulables
por [PTG y MI3/T7.

L os posibles efectos toxicos provocados en la bacteria transformada al expresar una
proteina extraiia, son evitados al utilizar bacterias sin polimerasa T7. La ausencia de la
polimerasa T7 en la bacteria transformada, asegura su crecimiento ya que no se expresa la
proteina recombinante.

Por debajo de las secuencias §' descritas anteriormente, existen varios sitios de
reconocimiento para enzimas de restriccion (polylinker). La lista de sitios de restriccion es:
Bam HI, Xho 1, Bgl 11, Pst 1, Pva 1, Kpn 1, Neo 1, Eco R1, Bst Bl y Hind 111 (Fig. 25). Para
conseguir la expresion del péptido de interés en la proteina de fusion, es necesario mantener
el marco de lectura apropiado entre el extremo 5' de la secuencia de fusion y el fragmento de
DNA ligado; para ello existen tres versiones diferentes de pRSET: A, By C. En estas tres
versiones se encuentran los tres marcos de lectura, por lo tanto, se puede elegir la version
adecuada para la correcta expresion de péptido de interés en fase correcta con el extremo
amino-terminal.

Ademas, este vector le confiere a la bacteria un nuevo fenotipo, la resistencia a
ampiciling, lo cual permite seleccionar facilmente a las bacterias transformadas en un medio
con este antibidtico. El nuevo fenotipo es debido a la presencia del gen de resistencia a la
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Figura 29, Representacion esquematica del vector utilizado en las construcciones para la expresién de los
péptidos recombinantes del AgB. Los fragmentos de DNA fueron insertados en los sitios EcoRIHindlil,



ampicilina (amp’) en el vector. Este gen codifica para una enzima que es secretada dentro
del espacio periplasmico de la bacteria, en donde cataliza la hidrolisis del anillo B-lactamico,
provocando la detoxificacion concomitante de la droga.

Tomado con modificaciones del manual Xpress System Expression Description
(InVitrogen Co.)
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Nde I

(0) Nhe I

+1 (1320)

ATG CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
MET Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

Dominio de unidn
a metales.
Bam HI
{3520)
GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT
Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys Asp

Sitio de reconocimiento
para la enterocinasa.

Bst B
Xho I, Pvu 11 Neo 1 (4840)
Sac I  Bgl I1I Pst I Kpn I Eco RI Hind III
(3740) (3960) (4180) (4510) (4730) (4950)

CCG AGC TCG AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATG GAA TTC GAA GCT
Pro Ser Ser Arg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala

Figura 30. Secuencia del sitio miltiple de clonacién del vector pRSET-B que muestra sus principales
caracteristicas. El dominio de unién a metales se encuentra subrayada, El sitio de reconocimiento para la
enterocinasa se encuentra doble subrayado.
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