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I. RESUMEN

[.a paramiosina de la Taenia solium (TPmy) es un antigeno inmunodominante en la
cisticercosis humana y porcina; ademas, las paramiosinas son candidatos a vacuna en
contra de la esquistosomosis y la filariasis. Hay pocos estudios para identificar las
regiones de importancia inmunoldgica de la paramiosina. En este estudio se encontraron
diferencias en el reconocimiento de tres regiones de la molécula, a pesar de que la TPmy
es una molécula fibrosa particularmente homogénea. Las células mononucleares de sangre
periférica de individuos sanos de un 4rea endémica para cisticercosis proliferaron con
mayor proporcion al ser estimuladas con el extremo amino y la porcién central de la
TPmy. En contraste, las células de individuos con neurocisticercosis proliferaron con la
misma proporcién contra cualquier regién. En otros experimentos se empled a la TPmy
para inducir proteccién en el modelo murino. Los resultados indican que el extremo
amino-terminal induce alrededor del 60% de protecciéon contra la infecciéon por el
cisticerco de Taenia crassiceps. Esta proteccion se puede relacionar con una respuesta
inmune tipo Th1 y la proliferacién de linfocitos T. Finalmente, al localizar los epitopos de
los linfocitos B los resultados mostraron que los anticuerpos de humanos infectados
naturalmente y los de ratones inmunizados con la TPmy reconocieron, principalmente, el

extremo carboxilo-terminal.




II. ABSTRACT

Taenia solium paramyosin (TPmy) is an immunodominant antigen in human and porcine
cysticercosis, paramyosins shown promise as a vaccine candidate against schistosemiosis
and some filariasis. There are few studies directed to identify the immunologically
relevant regions of paramyosin. In this work, remarkable differences in the recognition of
distinct regions of the molecule were found, in spite of that TPmy is a particularly
homogenous fibrous molecule. Mononuclear cells of healthy individuals from an endemic
area for cysticercosis were more responsive towards the amino terminal end and the
central region of TPmy. In contrast, the responsiveness of cells from neurocysticercotic
patients showed no preference to any region of TPmy. A second line of experiments
involved protection studies using TPmy as vaccine in the murine model. Results showed
that the amino end induced about 60% protection against a challenge with Taenia
crassiceps cisticerci. Protection seems to be related to a Thl-like immune response and to
specific T cell proliferation. Finally, characterization studies of B cell epitopes indicated
that antibodies in the sera of patients and TPmy-immunized mice recognize predominantly

epitopes located in the carboxyl-terminal fragment.




III. PROLOGO

La cisticercosis es un problema de salud publica que afecta la economia en algunos
paises de Latinoamérica, Asia y Africa. Esta enfermedad es causada por el establecimiento
del cisticerco de Taenia solium en los tejidos del hombre y del cerdo. Actualmente, no se
cuenta con alguna vacuna establecida que prevenga la enfermedad en humanos o cerdos.
Se ha propuesto a las paramiosinas (proteinas del misculo de invertebrados) como
antigenos candidatos para el desarrollo de una vacuna en contra de la esquistosomosis y la
filariasis, que son también parasitosis provocadas por helmintos. En nuestro laboratorio se
ha clonado y expresado el gen de la paramiosina de la 7. solium (TPmy), asi como de
diferentes fragmentos de éste. En el modelo murino de cisticercosis hemos demostrado
que la vacunacion con fragmentos de la TPmy puede inducir niveles de proteccion que
alcanzan un 70%, en promedio. En el presente proyecto, pretendemos comprender cual es
el tipo de respuesta inmune generada contra la TPmy, para establecer estrategias en un
eventual empleo de la TPmy contra la cisticercosis porcina.

En la primera publicacion (Apéndice 1) que incluye la presente tesis “Human T-
and B-cell epitope mapping of Taenia solium Paramyosin™ por los autores José Vazquez-
Talavera, Carlos F. Solis, Edith Medina-Escutia, Zoila Morales-L6pez, Jefferson Proafio,
Dolores Correa, and Juan P. Laclette, se describe que los anticuerpos de los pacientes con
neurocisticercosis reaccionan principalmente con la regién carboxilo-terminal y
reaccionan escasamente con la regidon amino-terminal. En contraste, la respuesta inmune
celular no mostrd preferencia por alguna region de la TPmy, si bien los individuos sanos
respondedores lo hicieron preferentemente contra la regién amino-terminal.

En la segunda publicacién (Apéndice 2) “Characterization and Protective Potential
of the Immune Response to Taenia solium Paramyosin in a Murine Model of
Cysticercosis.” Por los autores José Vazquez-Talavera, Carlos F. Solis, Luis I, Terrazas,
and Juan P. Laclette, se concluye que la inmunizacién con TPmy recombinante induce
proteccion parcial contra un reto subsecuente con el cisticerco de 7. crassiceps y que esta
capacidad protectora reside bdsicamente en el tercio amino-terminal. Ademas, que la

respuesta inmune contra este tercio tiene un fenotipo Thl.



Y en la tercera publicacién (Apéndice 3) “Cellular immune response and Th1/Th2

cytokines in human neurocysticercosis: lack of immune supresion™ por los autores Edith

Medina-Escutia, Zoila Morales-Lopez, Jefferson V. Proafio, José Vazquez, Victor
Bermudez, Vianney Ortiz-Navarrete, Vicente Madrid-Marina, Juan P. Laclette and
Dolores Correa. Se describe que los pacientes con neurocisticercosis no muestran las

evidencias de inmunosupresion que se observan en los modelos animales.



IV. INTRODUCCION
1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. solium se puede dividir en dos etapas; la primera ocurre en el
hospedero intermediario y la segunda en el definitivo (Figura 1). El ser humano es el
unico hospedero definitivo del gusano adulto y es el responsable de la infeccion de los

hospederos intermediarios humano y porcino.

Desarrollo en el hospedero intermediario. La primera etapa se inicia con la ingestion de
los huevos de 7. solium (Figura 2) por el hospedero intermediario. Las enzimas
proteoliticas del estémago e intestino destruyen al embriéforo (una de las envolturas
protectoras que protegen al embrion para sobrevivir en el medic ambiente) liberando al

embrién (44, 102). Se cree que el embrién hexacanto activado (también conocido como
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Figura 1. Ciclo de vida de la Taenia solium. (Tomado con modificaciones de:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Taeniasis.htm.).



Figura 2. Micrografia electronica de barrido de un huevo de Taenia solium. E: embrioforo,
G: ganchos oncosferales, O: oncosfera (Tomada de 44).

oncosfera) atraviesa la mucosa intestinal por la accién combinada de sus ganchos (31) que
desgarran el tejido y de secreciones liticas que digieren la mucosa. Posteriormente, el
embridn alcanza los capilares sanguineos y linfaticos que lo llevan a diferentes 6rganos,
en donde se desarrolla hasta convertirse en un cisticerco.

El cisticerco (Figura 3) es una vesicula transhicida, ovoide o circular de 5 a 10 mm
de didmetro con un pequefio gusano o escdlex metido hacia dentro (invaginado), que
puede permanecer en los tejidos del hospedero intermediario durante varios afios (19, 20),
rodeado por una capsula de tejido conectivo. La vesicula estd llena de un fluido
transparente que contiene proteinas del parasito y del huésped (6). Cabe hacer notar que el
tegumento y la pared vesicular (Figura 4) son el sitio de contacto del pardsito con el
hospedero y desempefia un papel central en el mantenimiento de la relacion hospedero-
parasito.

Desarrollo del cisticerco en el hospedero definitivo: El ciclo de vida continta cuando el
ser humano consume carne de cerdo infectada e ingiere uno o varios cisticercos viables.
La masticacion, las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared vesicular ¢

inducen la salida o evaginacién del escolex (9). Una vez evaginado, el escédlex (Figura 5)



se fija en la pared del yeyuno por medio de sus ventosas y ganchos rostelares (9). A partir
de entonces el escdlex comienza a crecer y diferenciarse hasta convertirse en gusano
adulto.

La tenia adulta mide entre 1.5 my 5 m de longitud y su cuerpo esta formado por el
escolex, el cuello y el estrobilo. El estrébilo es una cadena de segmentos o proglétidos que
se desarrollan a partir del cuello. Los proglétidos poseen cientos de testiculos y un ovario
trilobulado (Figura 6), por lo que se piensa que se autofecunda para producir hasta 50,000
huevos infectantes (4). La contaminacion de aguas y alimentos con los huevos es
favorecida por el fecalismo al aire libre, el hacinamiento y la falta de higiene personal. Se
ha demostrado que el principal factor de riesgo es la presencia de un portador de tenia en
el ambiente cercano (18, 89, 90, 91, 92, 93). El ciclo de vida se cierra cuando el hospedero

intermediario ingiere los huevos que contaminan alimentos y agua.

Figura 3. Hustracién esquemdtica de la larva o cisticerco de Taenia solium. C: canal
espiral, Ex: esc6lex, P: pared vestibular, Pv: pared vesicular y V: espacio vestibular.



Figura 4. Superficie externa de la pared vesicular de un cisticerco de Taenia solium en la
cual se pueden distinguir las microtricas (Tomada de 82).

Figura 5. Micrografia electrénica de barrido del escélex de un cisticerco evaginado de
Taenia solium (cortesia del Dr. Juan Pedro Laclette).



"~

Figura 6. Representacion esquemadtica de un proglétido de Taenia solium, enfatizando al
aparato reproductor. A: atrio genital, D: ducto genital, O: ovario trilobulado, T: testiculos,
U: utero y Va: vagina.

2. Importancia de la cisticercosis

La cisticercosis humana es un problema de salud publica en México y otros paises
(24, 26). En un estudio realizado en 1982, Velasco-Sudrez se calculan pérdidas
economicas anuales equivalentes a 350 millones de dbélares americanos, debidas a la
incapacidad laboral de individuos con cisticercosis (115). La curacién de enfermos con
neurocisticercosis tiene un costo de 21 mil millones de pesos al afio (88). También, se ha
calculado que, durante 1986, el costo del cuidado médico de 2,700 nuevos casos de
neurocisticercosis ascendio a 14.5 millones de doélares americanos; ademas, el 75% de los
individuos adquieren la cisticercosis en edad productiva (24). En 1984, el gobierno de
México establecié como prioritario un programa de salud para el control y la eradicacién

epidemiolégicos(24).



En cuanto a la cisticercosis porcina, existen diversos estudios que han tratado de
estimar la prevalencia de ésta, 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 cudl se puede
veren la tabla I (3).

La cisticercosis porcina causa considerables pérdidas econdémicas. En 1980 mas de
43 millones de délares se perdieron por decomisos de los rastros (2). Cabe mencionar que
la cisticercosis porcina es susceptible al tratamiento con drogas cestocidas (24).

Se puede decir que la cisticercosis es un problema de salud publica que se
mantiene por ignorancia, y falta de recursos (24). La costumbre de dejar deambular a los
cerdos (Figura 7) incrementa el riesgo de que adquieran la cisticercosis por ingerir heces
humanas contaminadas con huevos de 7. solium. Los animales cisticercosos detectados en
la inspeccién post-mortem deben ser decomisados y procesados adecuadamente para
evitar destruir la carne. Cuando el animal infectado llega a un rastro, los animales
cisticercosos son decomisados; sin embargo, en nuestro pais, algunos animales infectados

son distribuidos clandestinamente y no pasan la inspeccion veterinaria.

Figura 7. El cerdo es el hospedero intermediario de Taenia solium.
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Tabla I. Prevalencia de la cisticercosis en diferentes regiones de pais (Tomada de 3).

Estado Localidad Frecuencia Afio
Apguascalientes Aguascalientes 0.52) 1980
Chihuahua Chihuahua 0.49]1980

Chihuahua 3.3211980
Chihuahua 1.65|1981
Colima Varios 2.40]1980
Coahuila Torrebn 2.37(1981
Distrito Federal Ciudad de México 0.16/ 1981
Durango Durango 2.21|1980
Guanajuato Ocampo 10.0| 1981
San Felipe 3.0[1981
Jalisco Guadalajara 0.00511981
Michoacan La Piedad 10.0] 1980
Morelos Varios 1.9/1980
Cuernavaca 0.3711980
Nuevo Ledn Monterrey 0.016] 1981
Querétaro Querétaro 0.74] 1981
Sonora Hermosillo 0.07]1980
Tamaulipas Ciudad Victoria 0.37]1980
Tlaxcala Huamantla 0.63 1980
Apizaco 3.3011980
Veracruz Jalapa 0.1111980
Veracruz 0.7511980
Tuxpan 1.08]1980
Yucatan Mérida 0.04 (1980
Zacatecas Jerez 0.75{ 1980
Fresnillo 2.10}1980
Zacatecas 1.261 1980
Tabasco No se encontré informacion
Campeche.

4. Inmunologia de la cisticercosis humana y porcina

La presencia de los cisticercos en los tejidos de su hospedero humano o porcino
induce la formaci6n de una respuesta inmune. La respuesta inmune humoral del hospedero
cisticercoso ha sido estudiada principalmente de una manera indirecta en trabajos rela-
cionados con el inmunodiagnéstico. Se ha encontrado que la respuesta humoral no
participa con la destruccion del metacéstodo. Los humanos con cisticercosis tienen

anticuerpos contra el cisticerco y, a pesar de ello, el parésito sobrevive por periodos
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relativamente prolongados. Algunos estudios han mostrado que el tiempo promedio para
la aparicion de los sintomas después de la infeccion en los pacientes es de 7 afios y
puede llegar hasta los 20 afios (20)

La IgG es la inmunoglobulina predominante entre los anticuerpos anti-cisticerco,
en humanos (14, 28). Inicialmente se mostré que los sueros de pacientes reconocen por
inmunoelectroforesis hasta 8 antigenos y por Western blot mas de 20 (27). En la
cisticercosis humana los cisticercos presentan abundante IgG del hospedero asociada a la
superficie, sin embargo, estas moléculas tampoco se relacionan con el dafio en los
cisticercos (14). También, se ha informado que hay anticuerpos humanos contra el
glicocalix, componentes del citoplasma de los citones tegumentales, antigenos del estroma
y del sistema ductural, pero no se ha encontrado en contra del tegumento del canal espiral,
ni del misculo de las ventosas del escolex (100). En la cisticercosis porcina, la superficie
del cisticerco, asi como la capsula inflamatoria formada por el hospedero, estan cubiertas
por inmunoglobulinas del cerdo (99). También, se ha descrito una molécula de 55 kDa que
se une a la region Fc de las inmunoglobulinas (57).

Ademis, el hospedero es capaz de producir un infiltrado inflamatorio, cuyo perfil
molecular es complejo y puede eventualmente eliminar al parasito. Por ejemplo, en el
humano, en la cisticercosis meningea, una de las formas relativamente benignas de la
enfermedad, la reaccién inflamatoria, es en general, escasa y el infiltrado estd compuesto
por linfocitos, células 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 mas graves, la reaccion inflamatoria estd constituida por numerosas células
inflamatorias entre las que se identifican linfocitos, células plasmaticas, algunos cuerpos
de Russell, células epitelioides, numerosas células gigantes, pocos son polimorfonucleares
y eosinofilos (80). El caso de la respuesta del cerdo es diferente. En la cisticercosis
porcina en musculo esquelético, los eventos celulares durante la destruccion del parasito
sugieren un proceso secuencial comenzado por los eosinéfilos. Una vez iniciada la
destruccién, se incrementan los macréfagos, células epitelioides, asi como células gigantes
que invaden la cavidad para fagocitar el exudado y los restos de la larva. Los linfocitos
forman agregados similares a foliculos, simultineamente los eosindfilos parecen retirarse
de la regién mas interna del proceso inflamatorio y se observan dispersos entre los demds

elementos de la reaccién granulomatosa (5). Cabe sefialar que un punto discordante radica
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en el tipo de infiltrado celular de la cisticercosis humana y de la porcina, ya que en el
padecimiento humano casi no hay eosindfilos, lo cual ha sido explicado por el hecho de
que la eosinofilia es un fenémeno temprano.

Las personas infectadas pudieran tener mayor susceptibilidad a otras
enfermedades, lo cudl puede sugerir cierta inmunodeficiencia (14). Se ha descrito que la
proliferacién celular a mitdégenos se encuentra disminuida en pacientes con cisticercosis
(14), pero la evidencia es contradictoria (99, Apéndice 3). La disminucién de la
proliferacion celular también ha sido descrita en la cisticercosis porcina (34, 65, 68, 106).
Incluso se ha informado un factor de RNA que inhibe la activacién de linfocitos por
fitohemaglutinina (67). Sin embargo, se ha encontrado que los extractos del metacéstodo
de la T. solium pueden ser mitogénicos para linfocitos de raton (99).

Es consistente el hecho de que la disminucion de la proliferacién celular ha sido
descrita en la cisticercosis murina por 7. crassiceps (96, 116) y por T. taeniaeformis (50).
Respecto a esto se ha reportado que antigenos de excrecién/secrecion del cisticerco de T,
crassiceps pueden inhibir la proliferacion de linfocitos T (103).

Se ha propuesto que el cisticerco emplea varios mecanismos para evadir la
respuesta inmune del hospedero y sobrevivir por largos periodos (14). Entre los
mecanismos propuestos se pueden mencionar: 1) secrecion de antigenos
inmunodominantes para desviar a los anticuerpos lejos de la superficie ("cortina de
humo"), 2) enmascaramiento de la superficie con moléculas del hospedero, 3} modulacién
o supresién de la respuesta inmune del hospedero, 4) establecimiento del parasito en
hospederos inmunosuprimidos y 5) alojamiento en lugares inmunol6gicamente
privilegiados, como el sistema nervioso (14).

Se ha desarrollado un modelo de cisticercosis intraocular en conejos, la evidencia
obtenida en este modelo indica que el cisticerco se puede establecer en sitios
inmunolégicamente privilegiados, pero que una vez que el hospedero se ha

presensibilizado, los parésitos no se desarrollan (10).

5. Vacunacion contra la cisticercosis

Se puede inducir inmunidad en cerdos con antigenos de excrecién/ secrecién
obtenidos en cultivos de oncosferas (75), con extractos antigénicos del cisticerco de T.

solium (65, 73) o de T. crassiceps (58, 95). También se puede proteger ratones de la
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infeccion por T. solium y T. saginata con antigenos oncosferales de estos parasitos (66).
En el caso de la T. ovis y de la T. faeniaeformis, se ha demostrado una alta proteccion
utilizando proteinas oncosferales de excrecion/ secrecion o sus formas recombinantes (38,
39). Las formas recombinantes empleadas en el caso de 7. ovis, también, inducen una
elevada proteccién en la cisticercosis porcina (78).También se han detectado antigenos
totales de T. crassiceps que pueden correlacionarse con la respuesta inmune protectora.
(95). Recientemente, se han publicado revisiones sobre la vacunacion contra la
cisteercosis (25, 55).

En el desarrollo de vacunas contra los céstodos ténidos se han empleado
oncosferas vivas con resultados muy positivos; se ha logrado inducir proteccién homéloga
contra T. ovis, T hydatigena y E. granulosus en borrego y T. pisiformis en conejos; la
proteccidn es mas efectiva si ¢l embrién eclosiona; ademas, se puede inducir inmunidad
con oncosferas irradiadas para limitar la migracién o colonizacién a otros tejidos (83).
También, se ha logrado inducir proteccion con extractos completos de oncosferas contra
T. saginata, T. hydatigena, T. ovis y T. taeniaeformis (83). Se ha demostrado que se puede
inducir proteccion contra H. nana y se puede lograr proteccion contra el establecimiento/
supervivencia/ fecundidad de gusanos de E. granulosos en perros. Se ha sugerido que la
infeccion previa de perros con gusanos de E. granulosus puede inducir proteccién, asi
como la inmunizacién oral con protoescolices irradiados, antigei'los obtenidos de
protoescolices 0 membranas de cisticercos. También, se puede inducir cierta proteccién
contra E. granulosus con la inmunizacion parenteral de oncosferas activadas de E.
granulosus, T. hydatigena, T. ovis, T. multiceps, T. pisiformis y T. serialis (54).

Por otro lado, se ha demostrado que los antigenos liberados por oncosferas vivas
son capaces de proteger contra 7. ovis, T. taeniaeformis, T. hydatigena, T. pisiformisy T.
saginata (83). Una sola inmunizacién con antigenos del cultivo de oncosfera de T. ovis
emulsificados en adyuvante incompleto de Freund inducen inmunidad protectora que dura
12 meses en ovejas. Sin embargo, lo mismo no se ha logrado con ganado y se piensa que
la permanencia del antigeno tiene un papel determinante; incluso, se ha publicado que en
corderos existen niveles elevados de anticuerpos protectores con una vida media corta
contra T. ovis y T. hydatigena y, aparentemente, ocurre algo similar en la infeccién del
conejo con T. pisiformis. Esto sugiere que en ausencia del antigeno, el anticuerpo

protector tiende a desaparecer (83).
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El desarrollo de una vacuna util para ¢l control de la taeniasis/ cisticercosis no es
simple. Al respecto, se ha informado que la vacunacién con altas dosis de antigeno de T.
crassiceps en cerdos (95) y en ratdn (98) parecen no ser protectoras o incluso podrian
facilitar la infeccién, mientras que bajas dosis inducen la reduccion de la carga parasitaria,
también, se ha sugerido que el adyuvante empleado podria alterar la eficiencia de la
proteccion en cerdos (95). Asimismo, se ha propuesto que algunos anticuerpos podrian
facilitar la infeccion de T. solium en cerdos (95) y de T. crassiceps en raton (94) y se ha
encontrado que el genotipo puede influenciar 1a respuesta inmune a la infeccion por 7.

crassiceps en ratéon (97) y lo mismo se ha sugerido en la cisticercosis porcina (95).

6. Mecanismo inmunolégico humoral de proteccion

Los estudios sobre el mecanismo inmune de proteccién se han realizado
principalmente en modelos experimentales de rata y raton. En estos modelos se ha
encontrado que el mecanismo de proteccion dependerd de la etapa de desarrolio del
parasito. En rata y raton se ha visto que la resistencia natural a la infeccidn por oncosferas
de T. taeniaeformis tiene componentes humorales. Esta resistencia se detecta en suero a
partir de la segunda semana de infeccion. Existe evidencia que el mecanismo de
resistencia depende del complemento. Sin embargo, después 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, depende de un perfil de isotipos diferente al 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 (117).

En ovejas se ha encontrado que la inmunidad inducida con antigenos liberados por
cisticercos en cultivo se puede transferir de la madre a las crias por el calostro (83). En la
hidatidosis ovina, la inmunidad no se transfiere pasivamente de madre a hijo (54).

La vacunacién con antigenos de oncosferas de T. taeniaeformis ocasionan que muy
pocas o ninguin metacéstodo se establezcan, sin embargo las que llegan a establecerse
permanecen viables y se desarrollan normalmente. La vacunacién con antigenos de
metacéstodos permite la deteccién de muchos parésitos después de las primeras semanas

del reto; sin embargo, 5 semanas después son eliminados todos los parasitos; 60 dias
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después se evidencia que las lesiones remanentes de los parésitos eliminados desaparecen
gradualmente y muy pocas pueden detectarse macroscopicamente (53).

Estudios morfolégicos en oncosferas de H. nana que han penetrado el epitelio
intestinal de ratones inmunes sugieren que el dafio de los anticuerpos se localiza en la
membrana externa del parasito. Ademas se ha demostrado que los anticuerpos y el
complemento son los principales mecanismos que eliminan a las oncosferas. Sin embargo,
la sensibilidad a este mecanismo se pierde en cuanto las oncosferas comienzan con el
desarrollo de microvellosidades (83)

También, ratones con infeccidén intraperitoneal primaria y ratones que no fueron
protegidos por la infeccion subcutinea de T. crassiceps tuvieron niveles elevados de IgM,
IgGl y IgG3 séricos respecto a ratones controles y los ratones protegidos. Se ha

demostrado IgGG2b e IgG3 en la superficie de larvas viables de T. crassiceps (32).

7. Mecanismo inmunolégico celular de proteccion

Los eosinofilos han sido frecuentemente relacionados con la destruccion del
parasito. Este es el caso de la cisticercosis porcina. En la infeccion natural del cerdo por el
cisticerco de T. solium, los eventos celulares durante la destruccion del parasito sugieren
un proceso secuencial iniciado por los eosinéfilos (5). 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: eosinéfilos, monocitos,
linfocitos, macréfagos y c€lulas epitelioides. Sin embargo, los eosindfilos son los que
participan en la destruccion del cisticerco, pues se ha encontrado que la inmunizacién
induce eosinofilia. Estas células forman la capa mas interna de la reaccién granulomatosa
que rodea al cisticerco, degranulan en las cercanias del pardsito, se infiltran en el
tegumento y rodean a los restos del parasito destruido (63, 64, 65, 73). En el modelo
murino de cisticercosis por T. faeniaeformis se ha encontrado que después de que las
oncosferas llegan al higado, aparentemente, los eosinéfilos se convierten en elementos
prominentes de la respuesta inflamatoria que rodea y elimina las oncosferas (117). En
infecciones intraperitoneales por T. crassiceps las células del hospedero tienden a
acumularse alrededor del polo que gema antes de que se lleve a cabo la encapsulacién del

resto del cisticerco (32).
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Ademas, al inducir proteccién con antigenos homoélogos de oncosfera, a la
infeccion intravenosa de huevos de T. solium o T. saginatus, se observa que los ratones
controles en los estudios histopatologicos muestran una reaccion inflamatoria alrededor
del metacéstodo y en ocasiones bastante intensa, en dénde se hallan macréfagos, linfocitos
y células plasmaticas. Esta respuesta inflamatoria es diferente de la documentada en
esquistosomosis 0 en cerdos infectados por 7. solium, donde los eosindfilos se encuentran
en contacto con la superficie del parasito. Esto puede sugerir que los eosinofilos no son
atraidos hacia las etapas tempranas de los metacéstodos, sino mas bien son reclutados en
contra de etapas més tardias como en su hospedero natural (66).

Finalmente, en la infeccidn intraperitoneal de ratones con metacéstodos de T.
crassiceps, la resistencia se ha relacionado mas claramente con la inmunidad celular que

con anticuerpos (8).

8. Inmunologia de la cisticercosis murina

El empleo del modelo murino ha permitido el conocimiento de puntos criticos de la
inmunidad contra la cisticercosis, el modelo de cisticercosis murina por el cisticerco de T.
crassiceps se discutirdi mas adelante. La penetraciéon del epitelio intestinal y la
diferenciacion postoncosferal inmediata, son fendmenos muy importantes en términos de
la infeccién y la respuesta al reto en animales inmunes; porque son en €sos momentos
cuando se inicia el contacto entre los determinantes antigénicos y el sistema inmune del
hospedero. En la infeccidn, el resultado es el desarrollo de una resistencia altamente
especifica y efectiva contra un reto; sin embargo, el metacéstodo logra establecerse e
induce resistencia a infecciones similares posteriores. A partir de 3-4 dias después de la
infeccién se observa la infiltracion de células fagociticas atraidas probablemente por las
células destruidas durante la penetracién del parasito y la aparicién de eosinéfilos en las
triadas portales (117).

Diferentes modelos han proporcionado diferentes conclusiones. Por ejemplo, el
mecanismo de proteccién contra T. taeniaeformis en ratones parece no depender de la
participacién de linfocitos T, ya que ratones atimicos desnudos pueden ser protegidos de
la infeccién por el parésito tan s6lo con suero inmune. Por otro lado, se ha publicado que

poblaciones enriquecidas de linfocitos B y T pueden causar reduccién significativa de la
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carga parasitaria, en menos tiempo del esperado para el mecanismo humoral (7, 117).
Ademas, se ha informado que los cisticercos de T. taeniaeformis pueden sobrevivir por
periodos largos en la cavidad peritoneal de ratas tratadas con grandes dosis de suero

inmune protector (117).

8a. Inmunidad contra el cisticerco de Taenia crassiceps

En el modelo murino experimental de cisticercosis por el metacéstodo de T.
crassiceps, el cisticerco se multiplica asexualmente por gemacién en la cavidad peritoneal
del raton (29). El metacéstodo se mantiene por medio de pases sucesivos de raton en ratén
de tal manera que en este modelo experimental el parasito no llega al estado adulto. Sin
embargo, este modelo ha permitido sugerir candidatos a vacuna contra la cisticercosis
porcina (36, 58, 95).

Se puede inducir un nivel elevado de resistencia a la reinfeccién con 7. crassiceps
por la inoculacién subcutinea de cisticercos vivos de T. crassiceps tres semanas antes del
reto (32). Incluso, se han identificado antigenos de cisticercos de T. crassiceps con la
capacidad de inducir proteccion en cerdos (58).

En la infeccion por T. crassiceps, se ha encontrado una relacion entre eosinofilia y
resistencia a la infeccién: la esinofilia fue mas pronunciada cuando los cisticercos
inyectados intraperitonealmente fueron destruidos o controlados por el hospedero; y
mientras mas rapido se desarrolla la eosinofilia, mas eficiente es el control de los
cisticercos (31).

La inmunizacién subcutinea con productos secretados-excretados de cisticercos de
T. crassiceps en cultivo, con adyuvante completo de Freund o alumbre, son tan efectivas
para inducir protecciéon como los metacéstodos contra los cisticercos de T. crassiceps (32).

Se ha encontrado similitud antigénica entre T. solium y T. crassiceps. Esta
similitud se puede aprovechar para inducir proteccién heterbloga. El suero de cerdos
protegidos se ha usado para identificar cuatro clonas de una biblioteca de cDNA de
cisticercos de T crassiceps con la capacidad de inducir proteccion (58).

Recientemente, se ha sugerido que la respuesta Thl ejerce control en la infeccion
por el cisticerco de T. crassiceps (108, 116). Se ha encontrado que la respuesta protectora

inducida con la inmunizacién con DNA est4 mediada por linfocitos T productores de IL-2
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e IFN-y (16). Un péptido con capacidad de inducir proteccion, también puede inducir la
produccion de IFN-y (111). De manera similar la administracion in vivo de IFN-y o anti-
IL-10 reduce la carga parasitaria (109). Se ha sugerido que la eliminacién del paréasito
depende de una respuesta Thl (IL-2 e IFN-y) (87). En el laboratorio del Dr. Laclette
hemos obtenido resultados similares a estos (Apéndice 2). Ademas se ha publicado que en
esta infeccion se desarrolla una respuesta inmune mixta, es decir, Thl y Th2 (103, 110).
Previamente, en esquistosomosis, se ha sugerido que la proteccién inducida por la

paramiosina tiene un mecanismo tipo Thl (ver adelante).

9. La paramiosina de la Taenia solium

Uno de los antigenos mejor caracterizados del cisticerco de la T. solium es sin duda
el antigeno B (AgB). Este antigeno fue caracterizado inicialmente como un arco de
precipitacién sin carga neta aparente, identificado por inmunoelectroforesis al confrontar
un extracto de cisticercos contra sueros de pacientes con neurocisticercosis (Figura 8). En
esta prueba, fue el antigeno reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos en sueros de
pacientes con neurocisticercosis, es decir, se trata de un antigeno inmunodominante (21,
119).

En 1982 se publico el primer método de purificacién del AgB. Este método era
complejo y laborioso y permitia la purificacidon de pequefias cantidades de proteina. El

AgB purificado por el método original mostraba dos bandas de 85 y 95 kDa en

electroforesis en gel de poliacrilamida (33).

Frecuencia %
(116 sueros)

B 84

A 47
E 35
C30
D25
G22
H21
F14

Figura 8. Diagrama cléasico de las 8 bandas de precipitacion reconocidas por anticuerpos
en sueros humanos, enfrentados contra un extracto de cisticercos de Taenia solium,
mediante la técnica de inmunoelectrofofesis (Tomado de 26, 27).
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Figura 9. Purificacién del AgB de Taenia solium a partir de un extracto crudo de
cisticercos por afinidad a colagena. A: Gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie de: 1) extracto crudo de cisticercos, 2) extracto crudo de cisticercos después de
mcubacién con coldgena polimérica. Fracciones unidas a la coldgena cuando el extracto
crudo se incubé en ausencia (3) o en presencia (4) de inhibidores de proteinasa. B:
Inmuelectroforesis de la fraccion A3 (carriles 1 v 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) (Tomado
de 45).

Accidentalmente se encontrd que el AgB se une a la colagena (79), lo que dio la
pauta para desarrollar un procedimiento de purificacién por afinidad (Figura 9). El uso de
este nuevo método de purificacion permitié mostrar que el péptido de 85 kDa era en
realidad un producto proteolitico de 95 kDa (41).

La localizacion de AgB en el cisticerco ha sido llevada a cabo por métodos de
inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa indirecta, asi como por métodos de yodacién
radioactiva de la superficie (43). El antigeno se encontré ampliamente distribuido en el
tejido del cisticerco, con una fluorescencia mas intensa en los citones tegumentales (43,

45) (Figura 10). Dado que estas células participan activamente en la produccién de
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Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta de cortes del tegumento (A y C) y el escolex (B
y D) del cisticerco de Taenia solium incubado con un suero anti-AgB (A y B) o suero de
congjo normal (C y D). Cémo segundo anticuerpo se usé un suero de chivo a-conejo
acoplado a isotiocianato de fluoresceina. C.C., corpusculos calcéreos; 8.C., canal espiral;
T.C., citones tegumentales; T, tegumento. Barra=80 um (A y C), 90 um (B y D) (Tomado
de 43).

proteinas y glicoproteinas que se envian al citoplasma distal (56, 112), se propuso que el
AgB podria ser sintetizado en los citones tegumentales y enviado al tegumento para su
liberacion hacia los tejidos del hospedero (43). Los resultados de experimentos con
inmunoperoxidasa indirecta y yodinacion 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 del pardsito (43, 45). Ademds, se puede colectar AgB en el

sobrenadante de cultivo in vitro de cisticercos (45) y se le puede detectar en el liquido
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cefaloraquideo de pacientes con neurocisticercosis (14). Cabe sefialar que recientemente
se ha detallado la localizacion del AgB en el tegumento de helmintos (47).

La posibilidad de que se trate de un producto de excrecidn-secrecion concordaba
con su inmunodominancia y se correlacionaba bien con la produccién intensa de
anticuerpos en las c€lulas plasmaticas que rodean al cisticerco en el musculo de cerdo
(17). Sin embargo no concuerda con el infiltrado inflamatorio débil en el granuloma que
rodea al cisticerco en el misculo esqueiético del cerdo (5).

La relacion entre el AgB y la reaccion inflamatoria surgid a partir de su propiedad
de union a colagena. Esto llevé ha cuestionar qué otras moléculas con estructura
colagénica podrian unirse al AgB. Entre las proteinas con estructura colagénica cuya
funcién se relaciona al sistema inmune, se encuentra el Clq. Esta proteina es un
subcomponente del C1, el primer componente de la cascada del complemento.

Ensayos iniciales mostraron que una preincubacion de suero humano con AgB
purificado, disminuye los niveles de complemento funcional en el suero (45). La
inhibicion del C1, posiblemente debida a la union del AgB con el Clq (Figura 11) (46).
Una secuencia parcial del AgB mostré homologia con la secuencia también parcial de la
paramiosina del Schistosoma mansoni (42). A partir de este hallazgo fue posible obtener
clonas de ¢cDNA que contienen la secuencia codificadora completa del AgB de T. solium,
tal como se muestra en la figura 12 (49). La secuencia de aminoacidos deducida a partir de
la secuencia nucleotidica codifica para una proteina de 863 residuos de aminoécidos con
un peso molecular de 98,000. El anélisis de la secuencia de aminoacidos mostré un 72%
de similitud con la parmiosina de S. mansoni y alrededor de un 30% de homologia con
paramiosinas de nemétodos como Caenorhabditis elegans y Dirophilaria immitis o de
artrépodos como Drosophyla melanogaster (49). También, se demostré identidad
inmunoldgica de la proteina recombinante, expresada en Escherichia coli, con ¢l AgB
(49), ademés de identidad inmunoldgica entre paramiosina de S. mansoni y el antigeno
B. Estos resultados demuestran que el AgB es la paramiosina de la T. solium (TPmy), por
lo que a partir de aqui se utilizard exclusivamente el término de paramiosina. Las
paramiosinas son proteinas del musculo de invertebrados (12, 43, 47). La paramiosina es
una proteina filamentosa con estructura de un a-hélice superenrollada que forma

homodimeros paralelos (12).
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% de inhibicién del C1

Proteina (pg/ml)
Figura 11. Inhibicién de la actividad del complemento por la paramiosina. Diferentes

cantidades de paramiosina se incubaron a 37°C por 30 min con Cl aislado. La actividad
residual de C1 se evalu6 con un ensayo hemolitico (Tomado de 46).

Nuestro grupo ha propuesto que las paramiosinas inhiben la produccién de
mediadores complementarios de inflamacion en la interfase hospedero-cisticerco, es decir,
que desempefian un papel inmunomodulador de la respuesta del hospedero (46, 49). El
cisticerco puede evitar el reclutamiento de células hacia la interfase para disminuir la
confrontacién con su hospedero humano ¢ porcino. Por lo anterior, la TPmy se ha
convertido en un candidato para el desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis.

Cabe mencionar que la paramiosina es también candidato para ¢l desarrollo de una
vacuna contra infecciones helminticas tales como esquistosomosis (23, 48, 76, 77, 81, 84)
y filariasis (51, 52, 70). Ademas, se puede inducir proteccidén contra Schistosoma
japonicum con un anticuerpo monoclonal IgE anti-paramiosina (71) y se ha sugerido que
la respuesta inmune a la paramiosina se relaciona con la resistencia natural a la
esquistosomosis en humanos (15). Incluso, se ha logrado producir anticuerpos anti-
paramiosina en rat6n al vacunar con fragmentos de DNA que codifican para paramiosina
de Schistosoma japonicum (120). Algunos resultados obtenidos en el laboratorio del Dr.
Laclette muestran que la inmunizacién con TPmy recombinante induce proteccion en
contra de la cisticercosis murina (Apéndice 2). Recientemente se ha encontrado que la
inmunizacién con DNA de TPmy puede inducir proteccién contra la infeccién por el

cisticerco de T. crassiceps (Laclette, comunicacion personal). Finalmente, se ha
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TPmyX1 —>»
1 ARGTCTGAATCACACGTCAAAATTTCTCGTACCATCATACGOGGGACTTCCCCARG TACTGTTCGACTTGAGAG TCGCGTACGAGAACTGGAGGALCTGE
M 5§ E 8§ HV XK I §RT1T1I RGTS@PSTVRLET ST RTYGRETLTETSDHL 33

101 TOGATCTTGAGCGAGATGCTCGOGTCCGGGCTGARCGCAATGCCAACCAGATGAGCATTCAGCTGGACACCATGGCTGAACGTCTIGACGAATTGAGTGG
L D LERDARVYVYRAERBZRNAMNIEMIZSTI LDTMMATETZRTILTDTETLS G &7

201 TACTITCCTCTCAGACTCACGATGCTATTOGCCGTAAGGA TATGGAGATCTOGAAGCTG G CAAGGATCTGGAAMATGCCAACGCTGCTTTCGAAACTGCC
T S § Q THDAIRUBRIKDMEEI1I s x L R KDILENUANA AAPFIET AR 100

301 GAGGCCACTCTGOGCOGCAAACACAACACCATGATCTCOGAGATC TCCAGOGAGG T TG AGAATTTGCAGAAG CAGARGGG CAGGGCAGAGARGGACAAGA
E AT LR R XK HFN¥NTMTI11ISs§ E I § s E VYV EN L QK OQZEKGU R A EKDK 133

401 GCCAGCTCATGCTTGAMATCGATARLG TTCTIGGTCAACT TGATGGOGCT T TAAAGGCCAAGG CCTCAGCGGAGAGCAAACTGOAGGGCTTGGACAGCCA
§ 0 LML EBEIDWHNNUVLGQILDOGALIEH®SMUEKMAMLTZSAZETSU EKULUEBESGTLTUDS {167

501 GCTGACGOGCTTGAAGGCGCTGACCGACGATCTTCAACGCCAARTGGCOGACGCTAACTCTGCCAAGTOGOGTTIGGCCGCAGAGAACTTCGAATTGETT
L TR LR ALTDUDILGOQRMADU S AENSAMAIK S UPRLAAMEWNTFETLV 200

601 CGOGTAAATCAGGAGTATGARGCACAAGTOG TCACCTTCTCTAAGACARAGGCCGC TCTTGAAAGCCAGCTGGATGACCTTARACGGGC CATGGATGAAG
R vV N QEYEBEAQVVTUPS XTI KA AMALESOQLODDIULZE KR RAMDE 213
TPuyXé
701 ATGCACGCAATOGCCTAAGCCTTCAAACACAGTTICTCGAGTCTGCAAATGGACTACGACAACCTGCAAGCACGTTACGAGGAGGAAGCOGA
D ARNUERULSULOQTOQULSUSS S LOQMDPDYDWNN¥ULOQOARTYETETEATEAD-A G267
TPayX4 —»
801 AAATCTGOGCAACCAAGTTGCCAAATTCARCGCCGATATGGCTGCCCTCAAGACCCE TCTTIGAGAGAGARCTTATGGCCAAGACTGRAGAGT TTGAAGAA
N L R N ¢ VA KPP N ADMMBAMABALIXTA RIULEU RELMARKTTETEFTE B 300

901 CTCAARCGCAAGCTGACTGTTCGCATTACCOGAGTTGGAGGATATGGCTGARCATGAGCGCACTUGTGCCAACAACCTGGAGAAGACCARMAGTTAAGCTGA
L KR XL TVRITZ EBULEDMAZEMHEHRTHRANINILEZEKTTZEKUVIETL 333

1001 CTCTTGAGATCAAGGATCTACAGGCTGAGAACGAGECOGTTGGCAGCAGAGAA TGGAGAGTTARCGCATCGGGOGARCGAGGCAGAGRATCTIGCCAATGA
T L E T KDL QAU EWDNEATLARAMEWNGETLTHUR®ANEA BATEWNULANED2WN?

1101 GCTGCAGCGTOGRATAGACGAGATGACACTCCAAATCAACACCCTCAACTCGGECCAACAGOGCTCTAGAGGOGGACAACATGCGCCTCAAGGCGCAGGTC
L Q RR I DD EM TV ETI NTULMNZSADHNS ALEU ADUENMEMRPRTILIEKTGAQV 400

1201 GETGACCTCACCGACTGCATCGCCAATCTOGACCGOGARAR CCGCCAACTTGGCGATCARCTGAAGGAGACGAAA TCAGCCCTGCE TGATGOGAATCGTC
G DL TD AR A NLUDRTENU RUGOQLGDUOQOTLUZ KU ETIEKSALUEREUDUBANTR 433

1301 GACTGACCGATTTGGAGGCCCTGOGCAGTCACTTGGAGGCAGAGCGTGACARCCTCGCCTCTGC TCTCCATGATGCTEAGGAGGCACTGARGGAGATGGA
R L T DULUEA ALUZ RS QLTU EBAZERTZRDUENTILMAZSALMHDAETE® AL K EBE M B 487

1401 AGCGAAGTACGTTGCCTOGCAGAACGCTCTTAATCACCTCAAG TCOGAGATGGAACAACG TCTGOGTGAGAAGGACGAGGAACTGGAGAATCTGAGAARG
A K Y ¥V A 5§ ¢ N A LN HLIE S RMEU O®RTILU®ERETEKDTETEBILEWMNWNTLRTE 50

1501 AGCACGACTCGCACGATTGAGGAGTTGACAACCACCATCTCAGAGATEGAGGTTCSCTTCAAGTOGGATATS TCTCS TCTGAAG ARGAAGTACGAGGCGA
S T TR TI BELTTTTIS EMZEVYVYRUFIEKSDMSE RrRL K K KX Y E A 533
4— TPaayX? TPmyXs —p
1601 CAATCAGCGAGCTAGAGGTGCAACTAGACGTGGCGAACANGGOGAACGTCAACCTCARCOGOGAGARCARAACCCTGECTCARCGAG TTCAAGAGCTECA
T I § EL B V ¢ L PV A KK ANUVVYHNULMXUEREWNIZ KTULA A QR®RUYVGOQEBE L Q867

1701 GGCTGOGTTGGAGGACGAGCGACGAGCTOGCRARGCTGCAGAGAG CAMCTTGCAGG TGAGLGAGCGCARACGLA TOGCCCTTGCTTOGGAAGTGGARGAG
A AL EDERUERAREMQRANMAEB S NILOQVYVY S5 ERI XU RTWSAMLMAMSTEUVEZR 600

1801 ATTCGCAGOCAACTGGAA CTCAGTGACCGOGCTOCCAAGARCGC CGAGTROGRACTCAACGATCCCAATGGACGTATCTCGGAGCTCACCCTATOGETCA
I R S QL 8 L S DRAMRIKDNAM AGEBIGSETLUNDA ADNGGR RTISETLTILS VvV £33

1901 ACACTCTTACCAATGACRAACGTCGACTTGAAGGCGATATIGGCGTCATGCAGGGCGATC TCRATGAGGCOGTCAATGCGOGCAAGLCTGCTGAGGATAS
HN T L THRD X RBRTL EGD I G VMM QG DL DBAMVNAZDRIEKALR-AMLTETD RES?

2001 AGCTGACCGTCTGAACGCTGAGS TACTCOGCCTOGUTGATEAGCTGOGACAGGAACARGARAA TTACAAGOG TGCTGAGACTCTGOGCAAGCAACTTGAS
A DR L N A EV L RLAMDE ETULRGQTEBOGEEMWWNYXRAETTULT RIXXOQQLTZE 700

2101 ATOGAGATCOGTGAGATCACGG TCAAGTTGGAGGAGGCTGRAGGCT T TOSCTACTOG TGAGGE TCUCOGTATGGTTCARRAGC TCCAGAATCCGGTGAGGG
1 B I REBEI TV KX L EE A B A F A TUREBEGRRMKMYQO XL QO NZRVY R 713

2201 AGCTTGAGGOGGACGTGGACGGAGRAAT TCG TOGCGCCARGGAGGCCTIOGCCAACGCGOGCARATACGAGOGTCAATTCAAGGAACTGCAGACACAGAG
B L E A DV DPDGETIURRAEKTERAMMTYP?PADNAMRIEKTYTERUOQTPFIEKETLOGQTOQ $767

2301 OGAGGATGATAMACGCATGATTITCGAGCTTCAAGACCTGCTAGACAAGACTCAGATCAAGATGAAGCC TACAAACGTCAGCTTGAGGAACAGGARGAG
E D DKRMILTETLUGQD ILILDEKTUGQTIUEKMIEKA AYZEXRAAQLTETEUJQEE 300

2401 GTGTCTCAGCTGACGATGAGCAAGTACCGTAAGGOGCAGCAACAGATTGAGGAGGOGCAACATCCTCCTGACATGGCGGAGAGGACGATCACCATTARGR
vV § QL TM SE§ XKYRIEKA AQ QOO QTITZ ETE EBHAMAERHI®RADMAMETRTTITTI X 533
TPmyX2

2501 GGACARTTGGTGGACCOGGTTCUCGCGCCGTTTOGETGOTTCGGGAGATCAACAG TG TCTCCOG TGGTAACCGTGCAACCAGCATCATGRAGATGTCCTC
R T1!1 G G P G S R AV S VvV VEEBINTZSEVUYS RGNRAMATSTIM- - - 863

Figura 12. Secuencia nucleotidica y de aminoécidos de la regién codificadora de la clona
de cDNA de la paramiosina de la Taenia solium. Los codones de iniciacién (ATG) y de
terminacién (TAG) se encuentran tachados. Las secuencias subrayadas sefialan las
secuencias correspondientes a los oligonucleétidos empleados para amplificar los
fragmentos de la TPmy (Tomada de 49).
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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 (13).

Para caracterizar la interaccion de la paramiosina con la coldgena y el Clq a nivel
submolecular, en nuestro laboratorio se han preparado una 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 miligramos) y probado en
experimentos de unién a coldgena y Clq, asi como de inhibicién 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 (49).

Desde los primeros ensayos se determiné que la interaccién con Clq es a través del
extremo amino-terminal de la paramiosina. Por lo cual, en nuestro grupo se han realizado
cinco series mas de construcciones de expresion, que han permitido localizar el sitio de
unién con Clg en fragmentos peptidicos cada vez menores, siempre asociado al extremo
amino de la TPmy. El niimero total de construcciones de expresion exitosas obtenidas para
el gene de TPmy se aproxima a 30. Se ha logrado expresar TPmy en cantidades
preparativas incluso en sistemas eucari6ticos glicosilantes. En la actualidad se tiene una
idea razonable de la regién de la TPmy que se une al Clq y este proyecto del grupo se
encuentra en una situacidn investigativa especialmente interesante (Laclette,
comunicacidn 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 hospedero. En
estos estudios se utilizaron algunos de los fragmentos recombinantes mencionados arriba.
Los ensayos de Western blot en los cuales se enfrentan sueros de pacientes con
cisticercosis con cada uno de los fragmentos recombinantes, indican que los anticuerpos
reaccionan principalmente con el extremo carboxilo-terminal de la TPmy, mientras que la
respuesta celular de los sanos muestra una preferencia por el extremo amino-terminal
(Apéndice 1). Estos resultados sugieren que el pardsito oculta la region que une Clq al
reconocimiento por anticuerpos. Recientemente se ha utilizado la técnica de “phage

display” para la caracterizacion de secuencias epitopicas dentro de la TPmy (30).
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El caso anterior es un ejemplo de la aplicacion de la ingenieria genética para
identificar las regiones de una molécula que son relevantes en su interaccidon con otras
moléculas. Debido a que la paramiosina es un antigeno natural e inmunodominante es
especialmente interesante determinar cudles son las regiones de la molécula que
interaccionan con el sistema inmune. Este estudio puede ayudarnos a comprender qué

caracteristicas debe reunir una molécula para ser inmunodominante o inmunogénica..

10. La paramiosina como antigeno protector

La inmunizacion con paramiosina induce proteccion contra la esquistosomosis (23,
77, 81, 101) y contra la filariasis (52, 70). Incluso el DNA codificante de paramiosina
induce proteccién contra S. japonicum (121) y se ha inducido proteccion en cerdos contra
la infeccidn por S. japonicum (11).

La paramiosina también puede inducir proteccién heterdloga. La Pmy de
Caenorhabditis elegans induce proteccion contra Brugia malayi (70) y lo mismo se ha
sugerido de Lumbricus terrestris contra Schistosoma Japonicum (118); algo similar se ha
encontrado en el laboratorio del Dr. Laclette, ya que la paramiosina de 7. solium induce
proteccion parcial contra 7. crassiceps (Apéndice 2). Se ha propuesto que ademas de la
proteccion de acuerdo al nimero de adultos de S. mansoni, también induce reduccion en la
formacién de granulomas generados por huevos (35).

Existe evidencia que sugiere que la respuesta inmune contra paramiosina se
correlaciona con resistencia en humanos a esquistosomosis (15) y oncocercosis (104).

La evidencia respecto al mecanismo protector que induce la inmunizacién con
paramiosina es interesante, especialmente por la polarizacion que fue descubierta en ratén
entre la respuesta Thl y Th2. Se sabe que la paramiosina induce proteccién contra S.
mansoni 0 B. malayi junto con hipersensibilidad de tipo tardio o DTH (70, 101), y que
provoca la liberacién de linfocinas activadoras de macréfagos contra S. mansoni (77, 101);
esto sugiere un mecanismo tipo Thl. En otro sentido, se induce proteccién contra §.
japonicum con un anticuerpo monoclonal IgE y se induce citotoxicidad contra
esquistosémulas cnando se incuba con eosinéfilos (40); esto sugiere un mecanismo tipo
Th2. Estos datos sugieren que la resistencia contra esta clase de parasitos tiene, en parte al

componente celular.
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V. OBJETIVO DE PROYECTO:

El objetivo general de esta tesis es contribuir a la caracterizacién de la respuesta
inmune que el ser humano y el ratén desarrollan contra la paramiosina de la T. solium.
Objetivos particulares:

1) Inicialmente se estudid la respuesta humoral y celular del humano con
cisticercosis en contra de la TPmy; con el objeto de determinar si la respuesta humoral y
celular de los pacientes mostraba una preferencia de reconocimiento hacia alguna region
de la TPmy, se expresaron en bacteria cuatro productos recombinantes de la TPmy: la
proteina completa, el tercio amino-terminal, el tercio central y el tercio carboxilo-terminal.
Todos ellos fueron purificados practicamente a homogeneidad usando una técnica de
cromatografia de afinidad (Apéndice 1), y puestos a reaccionar con sueros de pacientes
humanos, o fueron usados para estimular células de sangre periférica de pacientes en un
sistema de proliferacion de linfocitos in vitro.

2) Debido a que no existe una vacuna establecida contra la cisticercosis evaluamos
la capacidad de la TPmy para inducir proteccién en contra de la cisticercosis en el modelo
murino. Ademds, se decidio estudiar la respuesta humoral y celular del ratoén en contra de
la TPmy; en concreto, se determind si la respuesta humoral y celular del raton mostraba
una preferencia de reconocimiento hacia una regién de la TPmy. Para ello, se emplearon
los mismos cuatro productos recombinantes de la TPmy. Se inmunizaron ratones con la
proteina completa y, los tercios fueron puestos a reaccionar con sueros de los ratones

inmunizados, o fueron usados para estimular células de bazo en un sistema de

proliferacion de linfocitaria.
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VI. HIPOTESIS

Dado que la paramiosina genera proteccion contra la esquistosomosis y la
filariasis, induce proteccién contra la cisticercosis. Esto es a través de un perfil de
respuesta inmune tipo Thl que genera proteccion contra el cisticerco de 7. crassiceps en el

hospedero murino.
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VII. RESULTADOS

Los resultados de esta tesis se presentan en forma de articulos publicados. Los
primeros trabajos, que se realizan con el fin de caracterizar la respuesta inmune del humano
y del raton en contra de la TPmy, se encuentran en los apéndices 1 y 2, en dénde puede
apreciarse que la respuesta inmune humoral y la celular contra la TPmy es diferente contra
cada region de la molécula, a pesar de haber un gran parecido conformacional entre ellas.
También, se informa que la TPmy induce proteccién contra la cisticercosis. El tercer
trabajo analiza la respuesta inmune-celular de individuos con neurocisticercosis y la
compara con la de individuos sanos.

Un articulo referido es: “Human T and B cell epitope mapping of Taenia solium
Paramyosin” por José¢ Vazquez-Talavera, Carlos F. Solis, Edith Medina-Escutia, Zoila
Morales Lépez, Jefferson Proafio, Dolores Correa & Juan Pedro Laclette que aparecera
publicado en Parasite Immunology (Apéndice 1). En dicho articulo se describe la
elaboracidén de cuatro construcciones plasmidicas para expresar, por medio de técnicas de
DNA recombinante, la TPmy completa, el tercio amino-terminal, el tercio central y el tercio
carboxilo-terminal. La obtencién de los fragmentos de la TPmy se llevd a cabo por la
amplificacion por PCR de tres regiones diferentes del gen completo de la TPmy, estas
amplificaciones se realizaron empleando oligonuclestidos sintéticos que permitieron la
ligacidén a un vector de expresién bacteriano (pRSET). Al ligar los fragmentos del gen a
este vector las proteinas fueron expresadas unidas a un péptido de fusién que contiene una
secuencia de seis histidinas, las cuales facilitaron su posterior purificacién por
cromatografia de afinidad (ver Materials and Methods del Apéndice 1). Posteriormente, se
analiza la respuesta inmune de individuos con neurocisticercosis por medio de la técnica de
Western blot. Se encontrd que el reconocimiento de anticuerpos en el suero de pacientes
neurocisticercosos es preferentemente hacia el extremo carboxilo-terminal de la TPmy,
mientras que los mismos anticuerpos reconocieron pobremente al extremo amino-terminal
(Figura 2 del Apéndice 1). Por otro lado, las células de sangre periférica mostraron un
patron totalmente diferente. Las células de pacientes neurocisticercosos proliferaron con,

practicamente, la misma frecuencia al ser estimuladas con los tres fragmentos. En contraste,
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las células de individuos sanos de la misma zona endémica proliferaron en mayor
frecuencia al ser estimuladas con el extremo amino-terminal (Tabla | de! Apéndice 1).

Otro articulo es: “Characterization and Protective Potential of the Immune Response
to Taenia solium Paramyosin in a Murine Model of Cysticercosis.” por José Vazquez-
Talavera, Carlos F. Solis, Luis I. Terrazas, and Juan P. Laclette, que se public6 en Infection
and Immunity (2000), 69:5412-5416 (Apéndice 2). En dicho articulo se emplearon las
proteinas recombinantes anteriores (la TPmy completa, la amino-terminal, la central y la
carboxilo-terminal) para inducir proteccién en contra del cisticerco de T. crassiceps. Al
inmunizar ratones con las cuatro proteinas recombinantes y retarlos con el cisticerco, se
observé que la TPmy completa indujo proteccion contra la cisticercosis murina y que, en el
extremo amino-terminal radicd la capacidad protectora (Tabla 1 del/ Apéndice 2). Al
analizar los sobrenadantes de esplenocitos de ratones que se inmunizaron con el extremo
protector y se estimularon con este mismo fragmento, para la cuantificacién de citocinas, se
detect6 la liberacién de IL-2 e IFN-y de una manera antigeno especifica, pero no de IL-4, es
decir, una respuesta inmune tipo Thl (Tabla 4 de/ Apéndice 2). También, se puede observar
que los anticuerpos de los ratones inmunizados con TPmy-completa reconocieron
preferentemente al extremo carboxilo-terminal, mientras que el extremo amino-terminal es
pobremente reconocido (Tabla 2 del Apéndice 2), lo cual es similar a lo encontrado en
humanos. En contraste, los linfocitos T de los mismos ratones proliferaron principalmente
al ser estimulados con el extremo amino-terminal (Tabla 3 de!/ Apéndice 2). Asimismo, se
encontré que el isotipo de anticuerpos generado en contra de la proteina recombinante
amino-terminal es IgGl; no obstante, como se verd en la Discusidn esto ya ha sido
publicado.

A través de un trabajo de colaboracion con el grupo de D. Correa (Apéndice 3) se
decidié estudiar si la respuesta inmune celular del individuo con neurocisticercosis, €s
diferente de la respuesta del individuo sano; en otras palabras, se buscaron evidencias de
inmunosupresién en el individuo con neurocisticercosis. Se investigd la presencia de
infecciones recurrentes que sefialen un estado inmunosuprimido. Se analizd la respuesta
celular en casos de neurocisticercosis activa en respuesta a concanavalina A y a un extracto
crudo de cisticercos de Taenia solium. También se estudia el niimero de células con los
marcadores CD3, CD4 y CD8. Asimismo, se explora la sintesis d¢ mRNA (RNA
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mensajero) de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 por amplificacién con técnicas de PCR (reaccion
en cadena de polimerasa). La respuesta celular, los marcadores y las citocinas se analizaron
con ¢l fin de saber si la respuesta inmune celular esta suprimida. Como se puede ver en el
Apéndice 3 se encuentra que las caracteristicas mencionadas antertormente (infecciones,
respuesta celular, marcadores, citocinas) de los individuos con neurocisticercosis son
similares a los de los individuos sanos. En conclusion, en ninglin caso encontramos

evidencias de inmunosupresion.
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VIII. DISCUSION GENERAL

En la presente tesis se estudiaron las propiedades inmunolégicas de la paramiosina
completa asi como de tres diferentes regiones: el tercio amino-terminal, el tercio central y
el tercio carboxilo-terminal. Ademas, en colaboracion con otro laboratorio se analizé la
respuesta inmune celular del paciente neurocisticercoso. Primero se discutirdn ciertos
aspectos de los resultados obtenidos al analizar la respuesta inmune humana y murina en
contra de la paramiosina de la Taenia solium y posteriormente, se discutirdn ciertos
aspectos de la respuesta inmune celular en general.

Un hecho basico para el desarrollo de la presente tesis fue el aprovechamiento de
técnicas de DNA recombinante. Previamente se habian obtenido, caracterizado y expresado
clonas con la secuencia codificadora total de la TPmy (49). Estas clonas fueron usadas
como templado para obtener por amplificacion con PCR, las regiones codificadoras de los
tres fragmentos y de la proteina completa (113, 114). La amplificacién se realizd con
oligonucledtidos sintéticos disefiados para amplificar solamente las regiones deseadas. Los
oligonucledtidos tenian, ademds, un sitio de restriccién (EcoRI o HindlII) para facilitar su
posterior ligacién a un vector de expresién (pRSET).

La decisién 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 la proteina
recombinante. Otra ventaja, es la facilidad y seguridad que ofrece el vector para controlar la
expresion del prombtor, lo que garantiza la répida y segura expansion de las bacterias
transformantes antes de la induccidn. Finalmente, una ventaja més que ofrece el vector es
que la proteina se expresa unida a un péptido de fusién con seis histidinas que permite la
posterior purificacion por cromatografia de afinidad (Apéndice 1).

La purificacion de las proteinas recombinantes consistio basicamente en el
aislamiento de los cuerpos de inclusiéon y su solubilizacion en un medio altamente
desnaturalizante, aprovechando la afinidad del péptido de fusién hacia metales divalentes
{Apéndice 1).

Se ha sugerido que la paramiosina induce proteccién contra infecciones parasitarias

del ser humano. Se ha relacionado la respuesta inmune humana contra la paramiosina con
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la resistencia a esquistosomosis o a oncocercosis. Ademas, con la paramiosina se ha
generado proteccion contra las mismas infecciones helminticas en el modelo murino; en la
presente tesis se muestra que la TPmy induce proteccién contra el cisticerco de Taenia
crassiceps. Como se puede ver con mas detalle en la tabla 4 del apéndice 2, la proteccién
va acompafiada de una respuesta inmune tipo Thl.

Se observd que la respuesta humoral humana se dirige preferentemente contra el
tercio carboxilo-terminal, siendo el tercio amino-terminal, pobremente reconocido y que en
los ratones inmunizados ocurria el mismo fenémeno que en la infecciéon natural humana.
Como se discute con més detalle en la publicacion, los anticuerpos de los individuos
infectados con Schistosoma japoricum, también reconocen preferentemente al tercio
carboxilo-terminal (72).

Es posible que el reconocimiento débil del tercio amino-terminal se deba a un
bloqueo causado por la unién del Ciq en la vecindad del cisticerco. En resultados no
publicados se ha encontrado que en el tercio amino-terminal de la TPmy se concentra su
capacidad para unirse al Clq del complemento. Es posible que en el individuo infectado, el
Clgq se encuentre unido al tercio amino-terminal de la TPmy resultando en una incapacidad
del sistema inmune para reconocer a este tercio. Esto podria explicar por qué en dos
sistemas (humano y ratén) y por dos métodos (Western blot y ELISA) el tercio amino-
terminal es el menos reconocido.

Llama la atencién el contraste entre el reconocimiento humoral del tercio amino-
terminal y el tercio carboxilo-terminal, en el humano y el ratén. Ambos fragmentos tienen
tercios con estructura al azar (random coil) y una gran porcién en forma de una a-hélice
superenrrollada (12). Por lo cual no hay diferencias conformacionales obvias que sugieran
que las diferencias en el reconocimiento por anticuerpos estén relacionadas con diferencias
estructurales entre los dos tercios. Ademas, se empleé un programa que analiza secuencias
de aminoacidos con el fin de encontrar ¢l punto de mayor hidrofilicidad, lo que permite
localizar determinantes antigénicos (37), y se pudo realizar ya que se conoce la secuencia
de amino4cidos completa de la TPmy. El nivel de hidofilicidad lo calcula asignandole a
cada aminoacido un valor numérico (un valor de hidrofilicidad) y repetitivamente promedia
esos valores evaluando segmentos de 6 residuos a lo largo de la cadena polipeptidica. La

secuencia con valor promedio Jocal més alto invariablemente corresponde, o esta
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inmediatamente adyacente, a un determinante antigénico. Usamos este programa para
analizar la secuencia de la TPmy. El programa indic6 que el principal determinante
antigénico en la secuencia se localiza entre los residuos 489-494 (en el tercio central). En
contraste, €l principal determinante antigénico del tercio amino-terminal, mucho mas débil
que el anterior, se localiza entre los residuos 128-133. Estas predicciones correlacionan con
los resultados encontrados en ratén, pero no con los de humano; ya que en el raton, el tercio
central y el tercio carboxilo-terminal fueron mas reconocidos que el tercio amino; y en el
humano, el tercio central fue poco reconocido. Tal vez, epitopos importantes localizados en
el tercio central se desnaturalizen durante la inmunoelectrotransferencia. También,
encontramos que la secuencia 767-772 (en el tercio carboxilo) tiene una baja probabilidad
de ser un determinante antigénico; sin embargo, fue preferentemente reconocido en los dos
modelos (humano y ratén) y en ambos sistemas (Western blot y ELISA).

También, se analizaron los isotipos de anticuerpos de los ratones inmunizados con
el tercio amino-terminal, encontrdndose dominancia de la subclase IgG1 sobre la IgG2a, lo
cual sugiere un perfil de respuesta tipo Th2. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 4
del Apéndice 2, esos ratones no mostraban produccién de IL-4 antigeno-especifica. A este
respecto se ha publicado que existen dos tipos de IgG1; un tipo tiene actividad anafilactica
y es dependiente de IL-4. El otro tipo no tiene esta actividad, no es dependiente de IL4 y
su sintesis es estimulada por la IL-12 o por el IFN-y (22). Ademas, se ha encontrado que si
bien la respuesta policlonal de IgG1 se correlaciona con la presencia de IL-4, la respuesta
antigeno-especifica no se correlaciona (107). Por lo anterior, es posible que la IgGl
detectada pueda producirse de manera independiente a IL-4, o bien, solamente se produce
IgG1 contra el tercio amino-terminal, aunque policlonalmente sea una respuesta Thl, Este
isotipo de anticuerpos es similar al hallado en esquistosomiasis en donde también se detecta
IgG1 al inmunizar ios ratones con paramiosina de S. mansoni (85, 120).

Aunque, en las publicaciones incluidas en la presente tesis no se presenta detalle,
vale la pena mencionar que la resistencia en la infeccién natural en humanos parece estar
relacionada con la respuesta celular contra el tercio amino-terminal, ya que un mayor
porcentaje de individuos sanos reaccionaron contra este tercio, en comparacion con los
infectados. Como también se describe en una de las publicaciones, es posible inducir 47-

87% de proteccién por inmunizacién de ratones con el mismo tercio amino-terminal.
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Ademas, se encontré que los linfocitos T de ratones inmunizados con la TPmy proliferan
principalmente contra el mismo tercio amino-terminal (ver Tabla 3 del Apéndice 2).
También se encontrdé que la respuesta inmune que induce este fragmento es tipo Thl, es
decir, que tiene un fenotipo celular. Ademas, el perfil de proliferacion de los individuos
sanos que se muestra en la tabla 1 del apéndice 1 es muy similar a la del grupo murino
control de la tabla 3 del apéndice 2; es decir, mas humanos sanos respondieron al tercio
amino-terminal y central que al tercio carboxilo-terminal y, de manera similar, el grupo
control murino tiene mayor indice de proliferacion al ser estimulado con el tercio amino-
terminal y central que al ser estimulado con el tercio carboxilo-terminal. Por lo tanto,
pareciera que el nivel de proliferacion depende de la regién de la proteina que se usa para
estimular, Es posible que la respuesta inmune-celular en contra del tercio amino-terminal
sea consecuencia de que éste puede unirse a la colagena. Existe un receptor con una regién
de estructura colagénica que se¢ encuentra en macrofagos, el receptor “scavenger”. De
hecho, alguna evidencia reciente de nuestro propio grupo indica que la TPmy interacciona
con el receptor “scavenger”, siendo capaz de inducir la internalizacion de particulas de
lipoproteinas de baja densidad (62). Se ha sugerido que los antigenos al unirse a este
receptor son mejor presentados a los linfocitos T y son mas inmunogénicos (1). Por lo
tanto, el tercio amino-terminal puede tener una mayor capacidad unirse a una célula
presentadora como .el macréfago que el tercio carboxilo-terminal, explicando la mayor
proliferacién linfocitaria en ambos sistemas (humano y ratén). También, explica la relacion
entre la respuesta inmune celular y la proteccion (ver seccién II. 10 y 86).

Con el objeto de identificar epitopos para células T, se empled un programa con un
algoritmo basado en el modelo de hélice anfipatica (60), el cual postula que los sitios
antigénicos son hélices con una “cara” predominantemente polar y la opuesta es una “cara”
apolar. Por lo tanto, el algoritmo busca a-hélices y B-plegadas en una cadena peptidica. Al
analizar la secuencia polipeptidica de la TPmy que es una proteina cuya secuencia de
aminoéacidos forma a-hélice, se encontrd que la secuencia entre los residuos 720-751 (cerca
del tercio carboxilo-terminal) tiene la mayor anfipatia, seguida por las secuencias 355-377
y 398-436 (en el tercio central) y posteriormente, la secuencia 57-67 (una secuencia amino-

terminal). Sin embargo, estas regiones de la TPmy no se correlacionan con respuesta
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celular observada en pacientes (Tabla 1 de Apéndice 1), ni en ratones inmunizados (Tabla 3
de Apéndice 2).

Analizamos el perfil de citocinas que liberaban los esplenocitos de manera inmune-
especifica al ser estimulados con el tercio protector, el tercio amino-terminal, detectandose
la liberacion de IL-2, IFN-y, pero no de IL-4. En resultados no incluidos en las
publicaciones, este perfil también se observa por RT-PCR, ya que se detectd la produccion
de mRNA de IFN-y en més ratones inmunizados (4/5) que en ratones controles (2/4). Estas
citocinas son propias de un tipo de respuesta Thl, similar a lo descrito previamente por
otros grupos para T. crassiceps (ver 11.8a).

También se realizo el analisis del fenotipo (CD4+ o CD8+) de los linfocitos T para
determinar si una poblacién dominante participaba en la proteccién. Sin embargo, los
porcentajes obtenidos en los grupos experimentales y los controles no mostraron
diferencias significativas ni en ratones solo inmunizados, ni en ratones protegidos, ni en
cultivos de esplenocitos estimulados con antigeno de ratones inmunizados. Estos resultados
son similares a los encontrados en otras publicaciones en donde buscan qué linfocito T
(CD4 o CD8) participa de forma dominante en el control la infeccién (16, 59, 69, 108). La
evidencia indica que ambas poblaciones (CD4+ y CD8+) participan en la proteccion.

También, exploramos la duracién de la proteccion, ya que no sabiamos cuanto
tiempo pasaria entre la inmunizacién y el reto por lo tanto se infectd a los cinco, diez y
quince dias después de la Gltima inmunizacién. A los quince dias la proteccién desciende al
16% (datos no mostrados en esta tesis).

En la presente tesis se estudiaron las propiedades inmunolégicas de una region de la
TPmy que induce proteccidn contra la cisticercosis murina (tercio amino-terminal)
(Apéndice 2). Se detect6 la liberacién de IL-2, IFN-y, pero no de IL-4 de manera antigeno-
especifica, en los ratones inmunizados con el tercio amino-terminal (ver Tabla 4 del
Apéndice 2). Sin embargo, no se encontraron evidencias claras acerca de si los linfocitos
CD4+ o los CD§+ participan en la proteccion. Finalmente, también se observd que la
proteccién desaparece rapidamente. En este sentido, es necesario establecer un método de
inmunizacién que prolongue la proteccién antes de realizar pruebas de campo.

En la tercera publicacién (Apéndice 3) en que se compara la respuesta inmune

celular de pacientes con neurocisticercosis con la respuesta inmune de individuos sanos, se
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reporta que ambos responden de la misma forma; es decir que en pacientes con cargas
parasitarias bajas no se detectan sefiales de inmunosupresion (ver Tabla I del Apéndice 3).
Este resultado contrasta con varias publicaciones que muestran fenomenos de
inmunosupresién en cerdos o ratones cisticercosos (ver II. 4). En otra publicacion que
analiza la respuesta inmune de pacientes humanos (14), ademas de la cisticercosis padecian
otras enfermedades tales como: amibiasis, ascariasis, teniasis, asma, rinitis y alergias a
alimentos. Es posible que estos pacientes posean una inmunodeficiencia que los hace mds
susceptibles a diferentes enfermedades, entre ellas, la cisticercosis. La idea del
establecimiento de cisticercos en individuos con inmunodeficiencias ya ha sido sugerida
anteriormente (14), quienes no especifican si los pacientes estaban siendo tratados con
corticosteroides. Los corticosteroides se emplean en neurocisticercosis para controlar la
sintomatologia; ademads, los corticosteroides inhiben la proliferacion de linfocitos T y la
transcripcion de genes de citocinas (105). Puesto que en 1984 se empleaban los
corticosteroides (61) es posible que los pacientes incluidos en aquella publicacion (14)
hubieran sido tratados con corticosteroides, por lo que podrian estar inmunosuprimidos por
el tratamiento; sin embargo, este efecto en el sistema inmune no permite explicar la
presencia de las otras infecciones (amibiasis, ascariasis, teniasis, asma, rinitis y alergias a
alimentos); por lo tanto, es posible que los pacientes poseyeran una inmunodeficiencia que
los hiciera mas susceptibles a diferentes enfermedades. En cambio, en nuestra publicacién
los pacientes no Trecibieron tratamiento inmunosupresor, cestocida, ni presentaban
infecciones recurrentes. La inmunodeficiencia previa permite explicar las diferencias en la

evidencia presentada en ambas publicaciones.
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IX. CONCLUSION

Hemos obtenido evidencia en €l humano y el modelo experimental murino de
cisticercosis por el metacéstodo de T. crassiceps, que permite sugerir que la respuesta
inmune celular en contra de la regién amino-terminal de la TPmy se correlaciona con
resistencia y/o proteccidn a la infeccién por el cisticerco. Se ha demostrado que este
modelo experimental permite sugerir candidatos a vacuna contra la cisticercosis porcina
(36, 58, 95). Debido a que es mas plausible la aplicacién de este antigeno en el hospedero
porcino, es necesaria la realizacién de estudios piloto en cerdo antes de aplicar este

antigeno al nivel de campo.
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SUMMARY

‘Taenia solium paramyosin is an immunodominanr anrigen
in human and porcine cysricercosis that has shown promise
&= a vaccine candidate against schistosomiasis and some
Jilariasis. There are few studies 1o identify the immunolo-
gically relevant regions of paramyosin. In this work, we
characterize the kumoral and cellular response of neuro-
cysticercotic patients against T. solium paranyosin
Western blots using different recombinant fragments of T.
solium paramyosin, showed that the sera from neurocysti-
cercotic, patients were strongly reactive against the
carboxyl end region, with poor recognition of the central
and amino regions. In conrrast, the cellular immune
response of patients did not show preferential recognition

" of any region of FPmy.
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INTRODUCTION

Paramyosin (Pmy) is a filamentous, a-helical, coiled-coil
protcin of approximatcly 100 kDa that is present in the
muscle of invertebrates, including some flatworms: that are
parasites of homan and domestic animals, such as
Schistosoma mansoni (1), Schistosoma japonicum (2),
Taenia solium (3) and Echinococcus granulosus (4).
Paramyosins from different parasites have several immu-
nological properties. T solium paramyosin (TPmy) is an
immmodominant antigen in human and porcine cysticer-
cosis (5). Paramyosin has also becn characterized as a
modulating antigen on granulomatous hypersensitivity to S.
mansoni eggs (6). Scra from patients with onchocerciasis
frora Guatemala and Ghana show antibody recognition to
paramyosin (7). In Wuchereria bancrofii-parasitized indi-
vidilals, the presence of paramyosin-reactive immunoglo-
bulih (Ig)G4 is associated with the presence of parasites (8).
Usmg peripheral blood mononuclear cells from individuals
livitg in an endemic arca for schistosomiasis Japonica,
par:myosin sttmulated cellular proliferation in 38-5% of
sub; ects, which is ¢lose to the 51-3% induced by a soluble
whole parasite extract (9).

Faramyosin has shown promise as a vaccine candidate
antigen against S, mansoni (6,10), 8. japonicum (11,12) and
Br. g:‘a malayi (13). In addition, paramyosin from T. solium
inh bits the classical paihway of complement lhrounh
inth bition of C1 function (3). : 2

There are few studics to ndcnufy the immunologically
relevant regions of these protective prolcms In this- regard,
epitope-mapping studies carried out with sera “from patients
infected with §. japonicum revealed a dominant recognition
of "¢ carboxyl-termini of the molecule (14). Similar results
were obtained using sera from mice immunized with TPmy
(no. shown). However, in the casc of scra from patients
infccted by Diroftlaria immiris, the dominant recognition
wa:. the amino terminus (7).

Here, we report that the humoral immure response of
nevrocysticercotic paticnts against paramyosin is highly

ALDEN
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biased towards the carboxyl region, whercas the cellular
response shows no preferential recognition.

MATERIALS AND METHODS

Patients sera

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

Mononuclear cells

Mononuclear cells were obtained from other 24 adult
patients with neurocysticercosis, recruited between betwesn
January 1996 and Avgust 1998 in the Hospital de
Especialidades, CMN siglo XX1. All patients had cysticerci
within the brain parenchyma, subarachnoid or ventricular
* spaces, or in various sites (mixed). Diagnosis and localiza-
tion was confirmed by magnetic resonance and computer-
ized tomography and supported by a scarch for specific
antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and Western blot in serum and cerebrospinal
fluid (15,16). The sclected group of patients had not
received treatment with cestocide or immunosuppressive
drugs before blood samples were obtained. A control group

(a)

aa |
nt 1656
VW4-1
aa 552
nt 807 1653
VW3-3 b=
aa 269 551
nt 1 804
VW2-1 @+
aa | 268

2589

20811 1624 ALDEN
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of 24 individuals within the same age range and gender
ratioc was chosen from healthy voluntcers from the same
cndemic areas. Twenty milliliters of blood samples were
collccted from paticnts and healthy individuals by veno-
puncturc in sterile Vacutainer tubes containing heparin as
anticoagulant, Peripheral blood mononuclear cells were
isolated by centrifugation over Histopaque density gradi-
ents (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). After
separation, cclls were washed with Hank's balanced
solution (Gibeo BRL, Gaithersburg, MD, USA) and
resuspended in RPMI-1640 medium (Gibco BRL), supple-
mented with 15% heat inactivated bovine fctal scrum
(HyClone Laboratorics, Inc., Logan, UT, USA), 50 mm 2-
mercaptocthanol, 200 mu L-glutamine, 100 p/ml penicil-
lin, 100 pg/ml streptomycin, 0-1 mM nonesseptial amino -
acids and 1% antimycotic (PPLO; Gibco BRL)., Cell
viability was asscssed by the trypan blue exclusion test.

T. solium paramyosin

TPmy was purified from 7. solium cysts by affinity to
collagen as described previously (3). A serics of constructs
derived from the full length coding sequence of TPmy (17)
were designed to express recombinant fragments approxi-
mately comesponding to thirds of the total length of TPmy.
The sclected coding regions were amplified by polymerase
¢hain reaction and cloned with the appropriate reading
frame into the pRSET vector (Invitrogen, Co., San Dicgo,
CA, USA). E coli IM109 bacterial strain was transformed
with cach construct and induced in culure for the
expression of recombinant TPmy and its fragments,

{b) PR LI B

863

2589

863

Figure 1 Recombinant products of Tacnia solium paramycsin used in this study. (a} Schematic representation; nuclecxide {nt) and amino acid {aa}
positions are indicated by numbers based oa the full-leagth sequence. (b) SDS-PAGE analysis showiag purificd recombinant products of TPmy: 1,

VYW2-1; 2, VW33 3, VW4.1; 4, VIWT-],

© 2001 Blackwell Science Lid, Parasite Immunology, 23, 1-6
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following the recommendations from the manufacturer.
Bacteria were harvested 4-6 h postinduction and inclusion
bodies wére purified and solubilized' in 3 M guanidine
hydrochloride. The TPmy recombinant proteins were
cxpressed as fusion products with an amino terminal 46
amino acid peptide, including a 6-histidine tag used for
ﬂgh affinity chromatography purification through HiTrap

clating columns (Pharmacia Biotech, Piscataway, NIJ,
AJSA). The purificd recombinant protcins were exhaustively
dialysed against 0-5wM NaCk pH 73 and the protein
concentration determined using the Bradford protein assay
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The full-
length paramyosin contains amino acids 1-863 (VW7-3);
the amino terminal fragment contains amino acids 1-268
(VW2-1}; the central fragment contains amino acids 269
551 (VW3.3) and the carboxyl terminal fragment contains
amino acids 552863 (VW4-1). All fractions were analysed
by SDS-PAGE (Aigure 1).

Antibody recognition of the recombinant fragments of
Tpmy

. To evaluate the recognition of different regions of TPmy by

antibodies from neurocysticercotic patients, Western blots
were carried out with 35 human senm samples. 5 pg of
each recombinant fragment (VW7-3, VW2-], VW3-3 and
VW4-1) were electrophoresed and blotted onto niwrocellu-
lose paper and blocked with 5% skimmed milk in
phosphate-buffered saline (PBS). Strips of nitrocellulose
were incubated for 1 h at 25°C with each serum diluted
1 : 500 in PBS plus skimmed milk, washed with PBS plus
0-05% Tween 20 and incubated for | h with rabbit anti-
human 1gG antibody conjugated to horseradish peroxidase
(Zymed Laboratonics, San Francisco, CA, USA) diluted

EITRITE

T 20/81 16:24 ALDEN

Tand B cell epitope mapping of TPmy

1: 500 in PBS plus skimmed milk, at room temperature,
The reaction was developed with 0-5 mg/m! of DAB (3,3'-
diaminobenzidine tetrzhydrochlonide) plus O-1 pl/ml of
fresh 30% hydrogen peroxide. Similar Western blots were
carried out with scra from healthy individuals, as well as
scra from patients with amebiasis and tuberculosis.

Proliferation assays

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

RESULTS AND DISCUSSION

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

0 25 30 35

KX fIRRTTEY
g ARG S TS

Figure 2 Human antibody recogniton of the recombinant fragments of Taenia solium paramyosin. Sera from neurocysticercotc patients (1-35) were
tested by Westemn blot against: (2) VW2-1, (b) VW3-3 and (c) YW4- 1. Lanes on the Ieft {+) show the recogrition of each fragment by 2 rabbit anti-

TPmy seru

© 2001 Blackwell Science Uid, Fararsite Immunolagy, 23, 1-6
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Table 1 Responsivencss of peripheral blood eclls from patients znd healthy individuals against the recombinant fragments of Taenia solium

paramyosin

Stirmulation wizh the recombinant products of TPmy*

Human samples vw2-i YW3-3 VW41 Number of cases
Neurocysticercotic patients respoasive to TPmy: 9241 + + + 3
- - - 2
+ - 1
+ - + t
- - + 1
- + &+ 1
% Positive - 55 55 65 Toral ¢
Healthy individuals responsive to TPmy: 9724¢ + + - 6
+ + + 1
+ - + 1
- - - 1
% Puositive 88 n i Toul 9

1Cell samples from 24 neurocysticercotic or healthy individuals from the same endemic area for cysticercosis were stimulated as deseribed in the |
Materials and Methods, with TPmy purified from T sofiwn cyss. When the stimulation index = 2, the mdlvadual was considered responsive.

*Stmulation index = 2 was considered positive (+), otherwise negative (=)

carried out by determining the antibody recognition of the
recombinant fragments corresponding to approximate thirds
of the TPmy molecule. Thirty-5 scra that were paositive
against native TPmy by Western blot were selected from a
group of 50 human sera from neurocysticercotic patients
(data not shown). As shown in Figurc 2, a rcmarkable
dominance in the recognition towards the carboxyl end
(YW4-1) was found when sera from human cysticercotic
patients were tested, indicating that B cell epitopes are
predominantly located in that region of TPmy. This result is
interesting because TPmy is 2 particularly homogenous
molecule: with approximately 95% of the amino acid
sequence maintaining the 7/28 repeat patiern, characteristic
of a-helical coiled-coil proteins (17). Only the rwo ends of
this filamentous molecule, comtain small sequences (15
residues at the amino terminus and 31 residues at the
carboxyl terminus) that break the helical secondary
structure, Recognition of the central {(VW3-3) and of the
amino end (VW2-1) fragments was considerably lower. The
sera from patients with tuberculosis and amibiasis were
nonreactive to any recombinant fragment (not shown),
climinating the possibility that recognition of VW4-1 might
be due to binding of immunoglobulins through the Fc
region, caused by the abifity of TPmy to bind Clq (3). The
results with the sera from human patients are consistent
with the concept that differences in these nonhelical regions
have a strong influence on the outcome of the antibody
recognition.

Release of TPmy by the cysticerci has been proposcd 10
modulate the host inflammatory respoase by decreasing the

production of complement mediators of inflammation,
lhré)ugh binding to C1q and inhibition of the Cl function
(3). Interestingly, extensive structure/finction analysis of
TPmy by recombinant expression of a number of TPmy
fragments indicates that the Clg binding site is located in
the amino-terminal end of the molecule (not shown). This
suggests that even in the presence of high levels of anti-
TPmy antibodies, the amino' end mighs still be free to
interact with C1q and block €1 function,

Ouwr results of antibody recognition of the recombinant
fragments of Tfmy, using huraan scra, are similar to those
obtained using scra from mic: immunized with full-length
rccombinant TPmy (not shownt) and with sera from patients
infected with S. japonicum {14). In contrast, scra from
onchocercosis paticnts reac od preferentially with the
amino end of paramyosin (7. These differences could be
duc to the phylogenetic tclationships between these
parasites, with S. japonicun: and T, soliiwn (Plathyhel-
minthes) being far closer thin the nematode Onchocerca
volvwus.

The responsiveness of peripheral blood mononuclear
cclls from neurocysticercotic patients and healthy indivi-
duals from an endemic arca for taeniasis/cysticercosis,
stimolated with TPmy purificd from T. soliuwm cysts, was
almost identical. In both case ;, nine out of 24 cell samples
were positive (stimulation index =2 was considered
positive). This indicates a high exposure to the parasitc
antigens on individuals living in endemic arcas. When the
mononuclear cells from the paticnts that were positive
against the full length TPn'y were stimulated with the

© 2001 Btackwell Science 114, Parasite Immunology, 23, 1-6
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recombinant fragments of TPmy, no preferential respon-
siveness was observed against any region of TPmy
(Table 1)."In contrast, TPmy-responsive ceils of healthy
individuals from the same endemic areas for cysticercosis
were more responsive towards the amino and central
regions of TPmy.

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

Previous reports have showr"that the immune response
towards paramyosin is related to resistance against
helminth infection (7,20,21). However, the protective
potential of the immune response towards paramyosin
remains to be evaluated in infections by cestode parasites.
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Paramyosin has been propesed as a vaccine candidate in schistosomiasis and filariasis, However, limited
information is available about its protective potential against cysticercosis and the immune response it
induces. Immunization of mice with recombinant full-length paramyosin of Taenia solium (TPmy) results in
aboul a 52% reduction in parasite burden after a subsequent challenge by intraperitoneal inoculation of Taenia
crassiceps cysticerci. Immunization assays using recombinant fragments of TPmy, corresponding approxi-
mately to thirds on the amino, central, or carboxy! regions, suggest that protective epitopes are located mostly
in the amino-end third. Proliferation assays using T cells obtained from mice immunized with the full-length
recombinant TPmy also showed a preferential response to the amino-terminal fragment. In contrast, antibod-
ies in the sera from these mice predominantly recognize epitopes located in the carbexyl-terminal fragment,
being the immunoglobulin G1 subclass, the predominant antibody isotype. Characterization of the cellular
immune response induced against the protective amino-terminal fragment reveals production of gamma
interferon and interleukin-2, but not interleukin-4, suggesting a Thl-like profile.

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

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

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

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

Recombinant profeins. A series of constructs derived from the full-lengih
coding sequence of TPmy were designed to express either the full-length protein
or fragments thal correspond 1o approximately thirds of TPmy. The full-length
paramyosin (VW7-3) is an 863-amino-acid protein as deseribed elsewhere (12);
the aming-terminal fragment contains amino acids 1 to 268 {VW2-1), the central
fragment contains amino acids 269 10 551 (VW3-3), and the carboxyl-terminal
{ragment contains amino acids 552 to 863 (VW4-1). All TPmy products were
recombinantly expressed and purified by affinity chromatography as described
before (J. Vizquez-Talavera et al., submitted for publication). Purified recom-
binant proteins were exhaustively dialyzed against 0.5 M NaCl. pH 7.3, and the
protein concentration was determined using the Bradford protein assay (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Calif.).

Preparation of immunogens. Recombinant fragments (VW2-1, VW3.3, and
VW4-1) or full-length rTPmy (VW7-3) were mixed with 1.65% alum [Al(OH),]
to a final ratio of 1 to 50 (wt/wt) and incubated at room temperature for 20 min.
Alum was sedimented by centrifugation at 8,000 X g for 10 min and resuspended
in sterile saline. The amount of protein bound 10 Al,(OH), was determined by
quantifying the amount of protein in the supernatant after centrifugation. Bind-
ing of protein to the alum was higher than 95%. In all inmunizations, one dosc
corresponded to 20 pg of protein adsorbed to 1 mg of alum.

Protection studies. Mice were immunized two times intraperitoneally (i.p.) a1
1-week intervals with one of the recombinant products of TPmy {VW2.1, VW3.3,
VW4-1, or VW7-3), prepared as described above. Control mice were injected
with 1 mg of zlum in saline, following the same procedure as with immunized
mice. One week after the last immunization, mice were i.p. challenged with 10 T,
crassiceps cysts in saline. Mice were bled every week after the Jast immunization
and sacrificed by cervical dislocation at 45 days postinfection, and cysts from the
peritoneal cavities were collecied and counted.

Antibody recogrition of the recombinant fragments of TPmy. To evaluate the
antibody recognition of the different regions of TPmy, enzyme-linked immu-
nosorbent assays {ELISA} were performed using pooled sera from four mice that
had been immunized i.p. three times at 1-week intervals with VW7-3 that was
prepared as described above. Mice were bled 1 week after the last immunization.
ELISA was carried out binding equimotar amounts of each recombinant TPmy
fragment {VW2-1, VW3.3, and VW4-1) to microtiter plate wells. In brief, 96-well
microtiter plates {Immulon 2; Dynatech, Chantilly, Va.} were coated with equal
amounts of the immunoglobulin fraction of chicken hyperimmune sera directed
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TABLE 1. Protection assays in the murine model of cysticercosis by T. crassiceps”
Expt no. Vaccination No. of mice Individual burden Parasite lond® Proection® (%)
1 Alum 4 48, 38, 22, 36 11
VW7-3 4 4,24,24,12 16 = 10 55¢
2 Alum 6 7, 36, 54, 76, 141, 76 65+ 45 ]
VW73 6 19, 24, 52, 37,43, 9 =16 524
3 Alum 5 20, 31, 73, 92, 134 70 £ 46
Vw2-1 5 0,0,1,2 41 gx18 g7
VW41 6 40, 73, 78, 82, 110, 147 88 * 36 -25
4 Alum 5 38, 44, 54, 76, 110 64 = 29
Vw21 6 7.9, 18, 38, 43, 86 34 =30 47
Vw41 6 0, 0, 10, 20, 66, 150 41 * 59 36
5 Alum 5 81, B2, 86, 31, 158 58 x 43
VW3-3 5 79, 8, 70, 79, 54 58 =30 34
6 Alum 6 107, 300, 134, 55, 170, 64 138 = 90
VW3-3 6 99, 39, 29, 90, 120, 22 67 *+ 42 5

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

¥ Values are means = standard deviations of the parasite loads after 45 days of infection.

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

to the 46-amino-acid fusion peptide, located at the amino-terminal end of all
recombinant fragments. After being washed four times with phosphate-buflered
saline (PBS) containing 0.03% polyoxyethyvlene sorbitan monolaurate (PRS-
Tween 20) and blocking with PBS-Tween 20 plus 1% bovine serum albumin, 100
ng of each recombinant fragment was added per well and incubated at room
temperature for 1h. After being washed, 1:200 dilutions of the pooled sera from
the immunized mice were added and incubaied at 37°C for 1 h. The amount of
antibody bound was quantified using a secondary horseradish peroxidase-conju-
gated rabbit anti-mouse immunoglobulin G (1gG}) plus 1gM plus IgA plus IgD
antibody, following the manufacturer recommendations (Zymed Laborataries,
Inc., San Francisco, Calif.). The reaction was developed with o-phenylenedi-
amine dihydrechloride plus hydrogen peroxide and stopped with 2.5 N H.50,,
Readings of optical density at 490 nm {OD e) were carried out in an ELISA
reader (Human Gessellschaft fGr Biochemica und Diagnostica, Taunusstein,
Germany). Isotype analysis of the sera from mice that were immunized with one
of the recombinant products of TPmy (VW2-1, VW3.3, VW4-1, or VIW7-3) was
carried out by ELISA using a crude extract {9) bound to microtiter plate wells
and a secondary horseradish peroxidase rabbit anti-mouse IgGi or IgG2a anii-
body (Zymed Laboratories, Inc.).

T-cell proliferation assays, A pool was made with spleen cells obtained from
four mice immunized with VW7-3 as deseribed above (see “Antibody recognition
of the recombinant fragments of TPmy"} 1 week after the last immunization, As
a control group, a pool of cells was obtained from four naive mice. The T-cell-
enriched fractions from naive or immunized mice were obtained by panning the
splecn cells in polystyrene tissue culture plates coated with affinity-purified rabbit
anti-mouse IgA plus IgG plus IgM antibodics (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.).
The nonadherent cells {including T cells) were recovered from the culture media
and used for proliferation assays. Quantification of T cells in this nonadherent
fraction, by flow cytometry using fluorescent monoclonal antibodies to surface
markers, indicated that T cells (CD3e* } represented about 60%, whereas B cells
(CD19*) and macrophages (Mac3* ) represented less than 0.5%. The remaining
39% of this nonadherent fraction corresponded to cells that were not recognized
by the monoclonal antibodies specific for CD3e, CD19, and Mac3. The T cells
were cultured in 96-well microtiter plates (Costar, Cambridge, Mass.) containing
2.5 x 10° cells per well, supplemented with 1.25 X 10° adherent naive cells in a
final volume of 200 pl in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf
serum, 0.2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 8.1 mM nonessential amino
acids, 100 U of penicillin per ml, and 10G pg of streptomycin per ml (RPMI-sup).
The optimal dose and time for culture were determined by stimulation of T cells
with 0.6 to 600 pmol of VW7.3 per m! during 48 to 216 h. The T-cell-enriched
fraction from immunized mice proliferated optimally (i.e., it had the highest
stimulation index, which is the ratio of stimulated cells to unstimulated cells) with
a dose of 60 pmol/ml during 72 h. Cultures were maintained at 37°C with 5%
€O, and humidity at saturation, Eighteen hours before harvesting, cells were

pulsed with [methyl-"H}thymidine, 1 pCivell (NEN Life Science Products, Inc.,
Boston, Mass.), and the amount of incorporated radioactive label was measured
in a liquid scintillation counter {Betaplate, Turky, Finland).

Cytokine quantification. Spleen cells from normal mice and from mice that
were immunized with VW2-1 (see “Protection studies™ above) were culwured in
RPMI.sup on flal-hontom 16-well microtiter plates (Costar) at a concentration of
5 X 30® cells per well. Spleen cells were stimulated with 60 pmol of amino-
terminal fragment (VW2-1) per ml during 45 h, and the supematants were
collected, aliqueted, and stored at —70°C uniil used. Basal (nonstimulaied)
cytokine levels were evaluated in all cultures. The presence of interleukin-2
(IL-2), gamma interferon (IFN-y), and 1L in supematants was assaved by
sandwich ELISA with cytokine-specific kits (PharMingen, San Diego, Calif.)
following the instructions from the manufacturer,

Statistical analysis. Student’s 1 test was used 1o compare pairs of data and the
analysis of variance test was used for multiple group designs.

RESULTS

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



3414 VAZQUEZ-TALAVERA ET AL.

TABLE 2. Humoral reactivity against Pmy recombinant fragments
after immunization of mice with VW?7-3*

INFECT. IMMUN.

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

Stimulation index” for:

Sera
Antigen Stimulation®
Naive Immune Naive mice Immune mice

VW7.3 0.023 + 0015 2.295 = 0.030” RPMI® 1 1
VWw2-1 0.076 = 0.018 0.075 = 0.006 RPMI + VW7-3 7.444 5.
VW3-3 0.062  0.003 0.515 = 0.021* RPMI + VW21 3.54 7.1¢
VWi4-1 0.059 = 0010 0.426 = 0.012° RPMI + VW3-3 32 467

RPMI + VW4-1 1.}i 1.2

“ Sera from naive and VW7-3-immurized mice {(diluted 1:200) were analyzed
by ELISA as described in Materials and Methods, Values are means = standard
deviations of quadruplicales expressed in OD,y, units,

® Values are statistically significantly different from those obtained with naive
mice sera (P < G.01).

showed that serum samples from mice immunized with the
fragments of TPmy, taken before and afier challenge infection,
had similar levels of IgG1 and IgM antibodies {not shown).
Marginal levels of 1gG2a were also detected in immunized
mice. Experiments of passive transfer of sera from mice im-
munized with VW2-1 into naive receplors showed no signifi-
cant differences of cyst burden compared to recipients of sera
from naive mice, indicating that protection is not mediated
through antibodies {data not shown).

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

T-cell response against TPmy recombinant fragments. In
order to determine if a specific cellular immune response is
generated in mice after immunization with VW7-3, a T-cell-
enriched fraction was cultured and stimulated in vitro with
VW?7-3 and the recombinant fragments (VW 2-1, VW 3-3, and
VW4-1). A significant antigen-specific proliferation was ob-
served in the T cells from immune mice stimulated with
VW7-3, VW2-1, and VW3-3 but not VW4-1 (Table 3). Unex-
pectedly, T cells from naive mice were also responsive at lower
levels to the full-length VW7-3, VW2-1, and VW3-3, suggest-
ing that some mitogenic activity is associated to the amino and
central regions of TPmy. No antigen-specific proliferative re-
sponse was detected against two control-unrelated proteins
containing the same fusion peptide (data not shown).

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

2 Proliferation was assayed with T cells from immunized and naive mice stim-
ulated with the recombinuant fragments of Pmy as described in Materials and

Meihods.

# Reported values are stimulation indexes calculated from the means of ra-
dicactivity incorporation (guadruplicates) for cach experimental group after an
18-h pulse with [*H]ihymidine.

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

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

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

DISCUSSION

Paramyosins have been proposed as vaccine candidate anti-
gens against trematodes like S. mansoni (3, 22} and §. japoni-
cum (20, 21, 23), as well as against nematodes like Brugia
malayi (14, 19). The feasibility of inducing protection through
immunization with heterologous paramyosins has been dem-
onstrated in several parasite models; it was found that vacci-
nation of mice with Pmy from the nematode Caenorhabdiiis
elegans induces up to 605 protection against challenge with B.
malayi (19). Another extreme example is the induction of 33%
protection against 5. faponicum through immunization of mice
with a soluble paramyosin-containing fraction from the earth-
worm Lumbricus terresiris (36). In this report, we show that T.
solium Pmy induced partial heterologous protection against
murine cysticercosis by T. crassiceps and that most of the pro-
tective epitopes are located at the amino-terminal fragment of
the protein. .

Information on the location of protective epitopes on the
Pmy molecule is scarce. Immunization of mice with a recom-
binant fragment of Pmy from §. mansoni corresponding to the
central region (amino acids 303 to 742) induces protection
against S. mansoni (22). In the murine infection by S. japoni-
cum, the B-cell epitope IRRA, recognized by a protective
monoclonat IgE antibody, is located in residues 359 to 362 of
the 8. japonicum Pmy (21). This sequence is also found at the
same position in the §. mansoni Pmy. In contrast, although the
sequence IRRA is also found in TPmy at positions 743 to 746,
it was not associated with protection, as the carboxyl-end frag-
ment was found to be not significantly protective.

Sera from mice immunized with VW7-3 reacted much more
against the carboxyl-terminal fragment (VW4-1) and the cen-
tral fragment (VW3-3) than against the amino terminal
(VW2-1) fragment. The sera from neurocysticercotic patients
are also strongly reactive against the carboxyl-end region, with
poor recognition of the central and amino regions (Vazquez-
Talavera et al., submitied). These results are intriguing, con-
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TABLE 4. Proliferation and cytokine profile of spleen cells from mice immunized with VW2-1
Mean = SD of production (pg/ml) of:

Immunization status of mice Treatment” of spleen cells Stimulation index?

IL-2 IFN-y IL4

Naive None 1 713 £ 62 2,683 = 1,765 =30
VWw2.1 3.25¢ 954 % 45° 4,635 = 1,260 107 = 118

Immunized with VW2-1 None 1 813276 2,032 = 436 = 30

VW21 7.33 1,841 = 274 7,619 = 1,019 Bx39

“ Spieen cells from naive mice or from mice immunized with VW2-1 were cultured in vitro with or without VW2-1 as described in Materials and Methods (“Cytokine

quantification”) to evaluate proliferation and quantify cytokines in the culture supernatants,
® Reported values are stimulation indexes calcutaled from the means of radicactivity incorporation for three individual mice per group after an 18-h pulse with

[*Blthymidine.

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

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

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

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

Information on vaccination against cysticercosis using differ-
ent antigens is growing rapidly and has been recently reviewed
(6, 15, 16, 27). Previous reports suggested that protection
against murine cysticercosis by 7. ‘crassiceps is mediated by a
Thi response (32, 34) featured by CD4™ or CD8" T cells,
implying that T lymphocytes can induce protection irrespective
of their phenotypes (17, 31, 33). The in vitro production of IL-2
and IFN-y by the protective fragment YW2-1 also suggested
that protection induced by TPmy is based on a Thl response.
IFN-v is also produced by immunization with S. mansoni Pmy
(22), and a delayed-type hypersensitivity response against Pmy
is commonly detected in filariasis (19). The failure of a hyper-
immune serum raised against the amino-terminal fragment 1o

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

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

Our results demonstrate that a moderate protection can be
induced by Pmy in a murine modet of cysticercosis. This is in
agreement with results obtained for other helminth parasites
including trematodes and nematodes. Current efforts are being
directed to finding out how protection levels are influenced by
the profile of the resulting immune response. Although our
data provide information on the location of protective epitopes
on the protein and on the profile of the protective response,
little can be advanced on the mechanism of the TPmy-induced
protection. In particular, the accessibility of this protein on the
external surfaces of the cysts to become the target of protective
immunity deserves further study.
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CELLULAR iMMUNE RESPONSE AND TH1/TH2 CYTOKINES IN HUMAN
NEUROCYSTICERCOSIS: LACK OF IMMUNE SUPPRESSION
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ABSTRACT:

Some reports have suggested that human neurocysticercosis (NCC) induces immunosuppression. To test this hy-

pothesis. we performed a study on active cases of NCC who had not received cestocidal or immunosuppressive treatments, We
examined blood counts and specific T cell markers (CD3, CD4, and CDRB) by Aow cytometry and found no differences between
patients with NCC and healthy individuals. Both groups responded 10 concanavalin A (Con A}, and patients with NCC responded
more (0 a parasite crude antigen than uninfected individuals. Peripheral blood mononuclear cels were examined for interleukin
(IL)-2, interferon-y. IL-10. and IL-4 mRNA. Regardless of infection status, more than 60% of individuals synthesized IL-2
mRNA and. less frequently, the other cytokines. These data suggest that immunosuppression does not occur in NCC patients.

Neurocysticercosis {NCC} is caused by the ingestion of Tae-
ntia solium eggs that differentiate into metacestodes (cysticerci).
It is the most common parasitic infection of the human nervous
system and is a major public health problem in several devel-
oping countries (Del-Bruto et al., 1996). A number of useful
immunological methods emerged years ago to support clinical
diagnosis (Flisser et al., 1997).

Besides their practical use, these techniques generated valu-
able information related to the host’s antibody response that was
shown to be predominantly IgG, although IgA and IgM anti-
bodies may also be present (Flisser et al., 1980, Espinoza et al.,
1986). NCC is remarkably heterogeneous among patients, with
respect to immunoglobulins present in the cerebrospinal fluid
(CSF) and the serum and to the different antigens recognized
(Espinoza et al., 1986; Larralde et al., 1989).

However, data are scarce with respect to the human T-cell
. response to this parasite. Some early studies suggested that both
humans and pigs with T. solium cysticercosis had depressed
immune responses (Molinari et al., 1987; Correa et al., 1989).

More recently, cytokines have been examined in the CSF and
the serum of patients with NCC. Ostrosky-Zeichner et al.
(1996).found increased levels of interleukin (IL}-6 and IL-1 in
the CSF of patients with inflammatory NCC. Evans et al. (1998)
reported that IL-5 is increased in the serum and CSF of indi-
viduals with NCC as compared to controls; eotaxin was also
found to be increased in serum. Restrepo et al. (1998) looked
for cytokines in the tissues surrounding cysticerci in 4 cases
submitted to surgery, and found both Thl and Th2 interleukins
in situ. Even though these studies have provided valuable data,
they were performed with a small number of cases, a mixture
of inactive and active forms of the disease, or with patients
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ireated with immunosupressive or cestocidal drugs. There are
no studies on the proliferative response of human cells against
specific antigens.

Here, the present study reports the results of a case-control
study of active, untreated cases of NCC. Several general blood
and T-cell markers were analyzed, as well as the proliferative
response to concanavalin A (Con A), a crude parasite antigen,
and 4 cytokines produced by peripheral blood mononuclear
cells {(PBMCs).

MATERIALS AND METHODS

Patients and coantrols

Thirty-seven adult patients with active NCC were recruited betweean
1996 and 1998 in the Neurocysticercosis Clinics of a tertiary care Hos-
pital of the Security System of Mexico. All patients had cystic NCC,
with vesicles in the brain parenchyma, subarachnoid space, or ventri-
cles; only 3 presented radiologic enhancement around the cysts. Some
cases had a mixed infection, with cysts in 2 or more locations. The
patients included 26 males and 11 femnales, with a mean age (£5D) of
41 (* 14} yr. Diagnosis and tccalization of the parasites were confirmed
by magnetic resonance {(MR) (Teitelbaumn, 1990) and computed tomog-
raphy (CT) (Rodacki et al., 1989), and supported by determination of
specific antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay and western
blot in serum and CSF (Espinoza et al., 1986; Tsang et al., 1989; Wilson
et al., 1991). The patients had not received treatment with ceslocide or
immunosuppressive drugs before blood samples were obtained. A con-
trol group was chosen from healthy volunteers. This group included 24
males and 13 females, with a mean age {(*5D) of 38 (=14) yr.

Biologlcals

A crude antigen of T. sefium cysticerci (CE) was prepared with par-
asites removed from infected pigs. using a modified procedure of Es-
pinoza et al. {1986). Cysts were washed and minced in phosphate-buff-
ered saline containing the following protease inhibitors (all from Sigma-
Aldrich; St Louis, Missouri): 0.006% phenylmerhylsulfonylfluoride;
0.04% p-hydroxymercuribenzoate; | pg/ml N-tonsyl-]-phenylalanine-
chioromethylketone; t pg/ml Ma-p-tosyl-1-lysine chloromethylketone;
5 mM ecthilendiaminetetraacetic acid; 4 pg/ml leupeptin. Afterward, re-
peated cycles of freeze-thawing and sonicution at 7 Hz. were performed
until homogenization was complete. Following centrifugation ai 20,000
g. the supernatant fraclion was stored in aliquots at —20 C. Culture
grade Con A was purchased from Sigma-Aldrich.

|solation of PMBCs

Twenty milliliters of whole blood were collected by venopuncture in
sterile heparinized Vacutainer tubes. PBMCs were isolated by ceairi-
fugation over ficoll-hypaque density grudients. according to manufac-
turer’s instructions (Sigma- Aldrich). Cells washed with Hank's balanced
salt selution (Gibee BRL, Grand Island. New York) were resuspended
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Tanie [ Response (PI) to mitogen and immunophenotype results.

Standard
Variable Group Median  Mean deviation P
Pl Patients 139.5 0.238*
Con A Controls 66.1
CD4 Patients 742.0 289.7 0.20t
{No./ml) Controls 8419 3259
CD8 Patients 485.7 225.3 0.35¢%
{No./ml) Controls 539.6 233.3
CD4/CD8& Patients 1.7 0.7 0.961
Controls 1.8 1.8
CD4/CD3 Patients 0.6 0.1 0.841
Conuols 0.6 0.1
CD8/CD3 Patients 0.4 0.1 0.91%
Controls 0.4 0.1

* Mann—Whitney U/-test.
1 Student’s r-test.

in RPMI-1640 medium (Gibco), supplemented with 15% heat-inacti-
vated fetal bovine serum (Gibco), 50 mM 2-mercapteethanol, 200 mM
L-glutamine, 100 U/m] penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 0.1 mM non-
essential amino acids, and 1% antimycotic (PPLO)Gibco). Cell viabil-
ity was assessed by 0.04% trypan blue exclusion.

Proliferation assays

Cells were cultured (300,000/well) in 96-well Aat-bottom plates (Co-
star, Cambridge, Massachusetis), containing supplemented RPMI-1640
medium. Proliferation was tested with Con A at 5 pg/ml, or CE at 10,
20, or 30 pg/ml. Control wells contained medium alone. Cells were
incubated at 37 C in a 95% air—5% CQ, atmosphere for 72 hr with Con
A and 96 hr with the antigen. One pCifwell of *H-thymidine (Amer-
sham France, Les Ulis Cedex, France) was added to the cultures and
incubated for an additional 18 hr: Cells were harvested on glass fiber
filters and processed for scintillation counting. The proliferation index
(PI) was calculated by dividing the mean cpm of experimental wells (in
quintuplicate) by the mean ¢pm of the cells cultured in medium alone.

Cytokine mRNA detection

The expression of IL-2, IL-10, interferon (IFN)-y, and IL-4 genes
was investigated using the reverse transcriptase-polymerase chain re-
action (RT-PCR). Total RNA was extracted with commercial Trizol
(Gibco) from 500,000 PBMCs, Reverse-transcription into ¢cDNA was
performed with the First Strand cDNA Synthesis Kit (Gibco), according
to manufacturer’s instructions, As a positive control, 10% of the result-
ing cDNA mixture was amplified with forward and reverse primers
specific for the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase housekeep-
ing gene {(supplied with the kit). Forward and reverse primers specific
for IL-2, [L.-10, IFN-y, and [L-4 genes were synthesized based on the
sequences reported by Yamamura et al. (1991).

One-tenth of the cDNA mixture of cach sample was amplified using
30 pmol of the cytokine-specific primers and t U of Tag polymerase
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) in a total volume of 25
! by 40 cycles. Denaturation and extension phases were performed for
1 min at 94 C and 72 C, respectively. Annealing tlemperature was dif-
ferent for each cytoking. i.e.. 68 C for IL-2, 55 C for IL-10, 60 C for
IFN-v (| min), and 58 C for IL-4 (40 sec). PCR products were analyzed
by electrophoresis in 7.5% polyacrylamide gels and visualized by eth-
idium bromide staining on a UV iransilluminator,

Blood and T-cell parameters

Quantitative analysis of blood cell counts was performed by the au-
tomated QBC system (Becton Dickinson, San Jose, Caliturnia). Lym-
phocyte CD3, CD4, and CD8 markers were quantificd by immunoflu-
orescence of whole blood using fluorescence-activated cell sorting count
kits and specific monoclonal antibodies following manulucturer's in-
structions (Becton Dickinson). .
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FiGure 1. Proliferative response against Taenia solium crude ex-

tract. Dots represent mean of 37 individuals and bar standard error, The
numbers above are the percentage of responders, taking a PI = 2.0 as
the cutoff point. *P = 0.057 by Mann-Whitney U/-test.

Statistical analysis

Distributions were compared by Studeni’s r-tést or Mann—Whitney
U-test using EPI-INFO software (CDC/WHQ-PAHQ). Associations
among varjabies or differences in propertions were examined by Fi-
scher’s exact test.

RESULTS

The present study was performed to analyze the cellular im-
mune response of 37 patients with active and untreated NCC.
Thirty-two patients presented multiple lesions, located in the
subarachnoid space (15), the parenchyma (4), the ventricles (7),
or multiple sites {11). No patient showed signs of immunosu-
pression as they did not present recurrent infections. Normal
values of absolute and differential white celi counts, CD3-,
CD4~, and CD8&* cell numbers, or of proliferative response to
Con A were cbserved (Table I). .

When the proliferative response was tested against the CE,
both the propertion of positive individuals and the P1 were larg-
er in patients than in controls, although there were no statisti-
cally significant differences {(Fig. 1).

Also investigated were IL-2, IFN-y, IL-4, and IL-10 mRNA
synthesis by PBMCs. As can be seen in Figure 2, a similar
frequency of mRNA synthesis was observed in both groups,
IFN-y, IL-4. and 1L-10 were expressed in lower proportions:
INF-y was slightly more prevalent among cases while a larger
proportion of controls produced IL-10 and IL-4. Nevertheless,
no statistical difference between groups was observed,

All patients with a single parasite and 58% of those with
multiple lesions produced IL-2 mRNA, Conversely, IL-10
mRNA was produced only by patients with multiple cysticerci.
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FIGURE 2. Cytokine mRNA synthesis in patients and controls.

IFN-y mRNA was produced by some of the group patients with
subarachnoid cysticercosis.

DISCUSSION

Few studies have been published regarding the cellular re-
sponse in human cysticercosis. Some early investigations sug-
gested depressed immunity in the patients, because low prolif-
eration of PMBCs to mitogens (phytohemagglutinin and Con
A) was observed (Correa et al., 1989). Herein, it is shown that
most patients with NCC respond to Con A and parasite anti-
gens, and that their white cell, CD3*, CD4*, and CD8* counts
are not different from those of normal subjects. Thus, a general
state of immunodepression was not observed in active, untreat-
ed cysticercosis.

The control subjects presented a proliferative response to the
CE. This could be due to a mitogenic component present among
parasite products, as it has been suggested for different cestodes
(Sealy et al., 1981; Rakha et al., 1991}, An alternative expia-
nation is that healthy responders had been in contact with this
parasite and mounted a protective immune response, or that
theyshave suffered other diseases caused by parasites that cross-
react with T, solium (Espinoza et al., 1986; Olivo-et al., 1988;
Larralde et al., 1989).

Most patients were also able to produce IL-2. This is also in
contrast to findings in experimental models, because Taenic-
" raenigeformis cyst culture supematants decrease IL-2 synthesis
by rat spleen cells (Burger et al., 1986), and with T. solium
cysticerci small RNA is proposed to inhibit IL-2 production by
murine cells {Tato et al,, 1995). When the production of [L-2
by patients was analyzed, all those harboring a single lesion
were found to produce this cytokine, whereas a tower propor-
tion of thase with multiple cysts did. This suggests that parasite
burden may determine the concentration of the IL-2 inhibitory
fuctor mentioned above, Another possible explanation is that
the parasites lodged within the brain are in an immunologically
privileged site (Barker and Billingham, 1977), thus the parasites
are not in direct contact with the systemic immune system.

The role of the Th1/Th2 balance upon resolution of the hu-
man diseuase is not clear. The present data suggest that both Thl
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and Th2 cyrokines can be found. although IL-2, related 1o 2
Thl response, is predominant in the case of patients with un-
treaied naive neurocysticercosis. Thus, a Thl type &t response
would be present when the host-parasite relationshjp is closer
to equilibrium. Th2 cytokines would be more related to destruc-
tion of the parasite, because increased levels of IL-6 Were found
in the CSF of patients with inflammatory NCC (Ostrosky-Zei-
chner et al., 1996), i.e., during the process of parasite elimi-
nation, It is known as well that the cellular events that lead to
cysticerci elimination in pigs are related to an eosinophil-driven
destruction of the tegument, followed by a macrophage/lym-
phocyte infiltration (Aluja and Vargas, 1988; Flisser et al.,
1990). Moreover, Robinson et al. (1997) found that early gran-
ulomas, i.e., when the parasite is intact, are predominantly as-
sociated with a Thl response against Taenia crassiceps mela-
cestodes, whereas later granulomas, in which parasite destruc-
tion is complete, have a Th1/Th2 mixed profile. In a few cases,
Restrepo et al. (1998) also found Thl and Th2 types of cyto-
kines at the host—parasite interface in human brains with sur-
rounding inflammation, and Evans et al. (1998) found increased
levels of IL-5 in serum and CSE as well as eotaxin, in the sera
of NCC patients.

In conclusion, it is suggested that in noninflammatory, active
NCC, the patients are not systemically immunodepressed, that
a Thl-related cytokine profile prevails, and that a shift 1o eo-
sinophilic cytokine synthesis would be responsible for inflam-
mation and parasite destruction.
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