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l. RESUMEN 

La paramiosina de la Taenia solium (TPmy) es un antígeno inmunodominante en la 

cisticercosis humana y porcina; además, las paramiosinas son candidatos a vacuna en 

contra de la esquistosomosis y la filariasis. Hay pocos estudios para identificar las 

regiones de importancia inmunológica 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 área endémica para cisticercosis proliferaron con 

mayor proporción al ser estimuladas con el extremo amino y la porción central de la 

TPmy. En contraste, las células de individuos con neurocisticercosis proliferaron con la 

misma proporción contra cualquier región. En otros experimentos se empleó a la TPmy 

para inducir protección en el modelo murino. Los resultados indican que el extremo 

amino-terminal induce alrededor del 60% de protección contra la infección por el 

cisticerco de Taenia crassiceps. Esta protección se puede relacionar con una respuesta 

inmune tipo Thl y la proliferación 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. 
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11. ABSTRACT 

Taenia solium pararnyosin (TPmy) is an immunodominant antigen in human and porcine 

cysticercosis, pararnyosins shown promise as a vaccine candidate against schistosemiosis 

and sorne filariasis. There are few studies directed to identify the immunologically 

relevant regions of pararnyosin. 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 arnino 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 mode!. Results showed 

that the arnino 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-irnmunized mice recognize predominantly 

epitopes located in the carboxyl-terminal fragment. 
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111. PRÓLOGO 

La cisticercosis es un problema de salud pública que afecta la economía en algunos 

países de Latinoamérica, Asia y África. 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 (proteínas del músculo de invertebrados) como 

antígenos 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 T. solium (TPmy), así como de 

diferentes fragmentos de éste. En el modelo murino de cisticercosis hemos demostrado 

que la vacunación con fragmentos de la TPmy puede inducir niveles de protección que 

alcanzan un 70%, en promedio. En el presente proyecto, pretendemos comprender cuál 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 publicación (Apéndice 1) que incluye la presente tesis "Human T­

and B-cell epitope mapping of Taenia solium Paramyosin" por los autores José Vázquez­

Talavera, Carlos F. Solís, Edith Medina-Escutia, Zoila Morales-López, Jefferson Proaño, 

Dolores Correa, and Juan P. Laclette, se describe que los anticuerpos de los pacientes con 

neurocisticercosis reaccionan principalmente con la región carboxilo-terminal y 

reaccionan escasamente con la región amino-terminal. En contraste, la respuesta inmune 

celular no mostró preferencia por alguna región de la TPmy, si bien los individuos sanos 

respondedores lo hicieron preferentemente contra la región amino-terrninal. 

En la segunda publicación (Apéndice 2) "Characterization and Protective Potential 

of the Immune Response to Taenia solium Paramyosin in a Murine Model of 

Cysticercosis." Por los autores José Vázquez-Talavera, Carlos F. Salís, Luis I. Terrazas, 

and Juan P. Laclette, se concluye que la inmunización con TPmy recombinante induce 

protección parcial contra un reto subsecuente con el cisticerco de T. crassiceps y que esta 

capacidad protectora reside básicamente en el tercio amino-terminal. Además, que la 

respuesta inmune contra este tercio tiene un fenotipo Thl. 
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Yen la tercera publicación (Apéndice 3) "Cellular immune response and ThlITh2 

cytokines in human neurocysticercosis: lack of immune supresión" por los autores Edith 

Medina-Escutia, Zoila Morales-López, Jefferson V. Proaño, José Vázguez, Victor 

Bermúdez, Vianney Ortiz-Navarrete, Vicente Madrid-Marina, Juan P. Laclette and 

Dolores Correa. Se describe que los pacientes con neurocisticercosis no muestran las 

evidencias de inmunosupresión que se observan en los modelos animales. 
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IV. INTRODUCCIÓN 

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 

único hospedero definitivo del gusano adulto y es el responsable de la infección de los 

hospederos intermediarios humano y porcino. 

Desarrollo en el hospedero intermediario. La primera etapa se inicia con la ingestión de 

los huevos de T. solium (Figura 2) por el hospedero intermediario. Las enzimas 

proteo líticas del estómago e intestino destruyen al embrióforo (una de las envolturas 

protectoras que protegen al embrión para sobrevivir en el medio ambiente) liberando al 

embrión (44, 102). Se cree que el embrión hexacanto activado (también conocido como 

Oncas/era 

Cisticerco 

OO
. en ~erebro 

y OJos . 
.. 

O circtlación 

.. Oncosfera 

prog,ótido.utl"~ Oncosfera 

Humanos l' Huevo activada o 
---------------------- ~prO~ÓtidOS Cerdo en heces ingeridos. 

grávido 

Oncosfera activada a 
proglótidas ingeridos. 

Figura 1. Ciclo de vida de la Taenia solium. (Tomado con modificaciones de: 
http://www.dpd.cdc.gov/dpdxlHTMLlTaeniasis.htm.). 
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Figura 2. Micrografía electrónica 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 acción combinada de sus ganchos (31) que 

desgarran el tejido y de secreciones líticas que digieren la mucosa. Posteriormente, el 

embrión alcanza los capilares sanguíneos y linfáticos que lo llevan a diferentes órganos, 

en donde se desarrolla hasta convertirse en un cisticerco. 

El cisticerco (Figura 3) es una vesícula translúcida, ovoide o circular de 5 a 10 mm 

de diámetro con un pequeño gusano o escólex metido hacia dentro (invaginado), que 

puede permanecer en los tejidos del hospedero intermediario durante varios años (19, 20), 

rodeado por una cápsula de tejido conectivo. La vesícula está llena de un fluido 

transparente que contiene proteínas del parásito y del huésped (6). Cabe hacer notar que el 

tegumento y la pared vesicular (Figura 4) son el sitio de contacto del parásito con el 

hospedero y desempeña un papel central en el mantenimiento de la relación hospedero­

parásito. 

Desarrollo del cisticerco en el hospedero definitivo: El ciclo de vida continúa cuando el 

ser humano consume carne de cerdo infectada e ingiere uno o varios cisticercos viables. 

La masticación, las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared vesicular e 

inducen la salida o evaginación del escólex (9). Una vez evaginado, el escólex (Figura 5) 
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se fija en la pared del yeyuno por medio de sus ventosas y ganchos rostelares (9). A partir 

de entonces el escólex comienza a crecer y diferenciarse hasta convertirse en gusano 

adulto. 

La tenia adulta mide entre 1.5 m y 5 m de longitud y su cuerpo esta formado por el 

escólex, el cuello y el estróbilo. El estróbilo es una cadena de segmentos o progl6tidos que 

se desarrollan a partir del cuello. Los proglótidos poseen cientos de testículos y un ovario 

trilobulado (Figura 6), por lo que se piensa que se autofecunda para producir hasta 50,000 

huevos infectantes (4). La contaminación 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 yagua. 

v 

--e 

p Pv 

Ex 

Figura 3. Ilustración esquemática de la larva o cisticerco de Taenia solium. C: canal 
espiral, Ex: escólex, P: pared vestibular, Pv: pared vesicular y V: espacio vestibular. 
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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 electrónica de barrido del escólex de un cisticerco evaginado de 
Taenia solium (cortesía del Dr. Juan Pedro Laclette). 
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Figura 6. Representación esquemática de un proglótido de Taenia solium, enfatizando al 
aparato reproductor. A: atrio genital, D: ducto genital, O: ovario trilobulado, T: testículos, 
U: útero y Va: vagina. 

2. Importancia de la cisticercosis 

La cisticercosis humana es un problema de salud pública en México y otros países 

(24, 26). En un estudio realizado en 1982, Velasco-Suárez se calculan pérdidas 

económicas anuales equivalentes a 350 millones de dólares americanos, debidas a la 

incapacidad laboral de individuos con cisticercosis (Il 5). La curación de enfennos con 

neurocisticercosis tiene un costo de 21 mil millones de pesos al año (88). También, se ha 

calculado que, durante 1986, el costo del cuidado médico de 2,700 nuevos casos de 

neurocisticercosis ascendió a 14.5 millones de dólares americanos; además, el 75% de los 

individuos adquieren la cisticercosis en edad productiva (24). En 1984, el gobierno de 

México estableció como prioritario un programa de salud para el control y la eradicación 

epidemiológicos(24). 
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En cuanto a la cisticercosis porcina, existen diversos estudios que han tratado de 

estimar la prevalencia de ésta, en diferentes regiones del país. El estudio más completo es 

el realizado con los registros de 75 rastros en 22 estados de la República, el cuál se puede 

ver en la tabla 1 (3). 

La cisticercosis porcina causa considerables pérdidas económicas. En 1980 más de 

43 millones de dólares 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 pública 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 T. solium. Los animales cisticercosos detectados en 

la inspección post-mortem deben ser decomisados y procesados adecuadamente para 

evitar destruir la came. Cuando el animal infectado llega a un rastro, los animales 

cisticercosos son decomisados; sin embargo, en nuestro país, algunos animales infectados 

son distribuidos clandestinamente y no pasan la inspección veterinaria. 

Figura 7. El cerdo es el hospedero intermediario de Taenia solium. 
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Tabla 1. Prevalencia de la cisticercosis en diferentes regiones de país (Tomada de 3). 
Estado Localidad Frecuencia Año 

Aguascalientes Aguascalientes 0.52 1980 
Chihuahua Chihuahua 0.49 1980 

Chihuahua 3.32 1980 
Chihuahua 1.65 1981 

Colima Varios 2.40 1980 
Coahuila Torreón 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 0.005 1981 
Michoacán La Piedad 10.0 1980 
Morelos Varios 1.9 1980 

Cuernavaca 0.37 1980 
Nuevo León 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 3.30 1980 
Veracruz Jalapa 0.11 1980 

Veracruz 0.75 1980 
Tuxpan 1.08 1980 

Yucatán Mérida 0.04 1980 
Zacatecas Jerez 0.75 1980 

Fresnillo 2.10 1980 
Zacatecas 1.26 1980 

Tabasco No se encontró información 
Campeche. 

4. Inmunología de la cisticercosis humana y porcina 

La presencia de los cisticercos en los tejidos de su hospedero humano o porcino 

induce la formación 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 inmunodiagnóstico. Se ha encontrado que la respuesta humoral no 

participa con la destrucción del metacéstodo. Los humanos con cisticercosis tienen 

anticuerpos contra el cisticerco y, a pesar de ello, el parásito sobrevive por periodos 
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relativamente prolongados. Algunos estudios han mostrado que el tiempo promedio para 

la aparición de los síntomas después de la infección en los pacientes es de 7 años y 

puede llegar hasta los 20 años (20) 

La IgG es la inmunoglobulina predominante entre los anticuerpos anti-cisticerco, 

en humanos (14, 28). Inicialmente se mostró que los sueros de pacientes reconocen por 

inmunoelectroforesis hasta 8 antígenos y por Western blot más 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 daño en los 

cisticercos (14). También, se ha informado que hay anticuerpos humanos contra el 

glicocálix, componentes del citoplasma de los citones tegumentales, antígenos del estroma 

y del sistema ductural, pero no se ha encontrado en contra del tegumento del canal espiral, 

ni del músculo de las ventosas del escólex (lOO). En la cisticercosis porcina, la superficie 

del cisticerco, así como la cápsula inflamatoria formada por el hospedero, están cubiertas 

por inmunoglobulinas del cerdo (99). También, se ha descrito una molécula de 55 kDa que 

se une a la región Fc de las inmunoglobulinas (57). 

Además, el hospedero es capaz de producir un infiltrado inflamatorio, cuyo perfil 

molecular es complejo y puede eventualmente eliminar al parásito. Por ejemplo, en el 

humano, en la cisticercosis meníngea, una de las formas relativamente benignas de la 

enfermedad, la reacción inflamatoria, es en general, escasa y el infiltrado está compuesto 

por linfocitos, células plasmáticas y epitelioides, pocas veces células gigantes y rara vez se 

observan eosinófilos. En contraste, en el caso de la cisticercosis meníngea cisternal, una 

de las formas más graves, la reacción inflamatoria está constituida por numerosas células 

inflamatorias entre las que se identifican linfocitos, células plasmáticas, algunos cuerpos 

de RusselI, células epitelioides, numerosas células gigantes, pocos son polimorfonucleares 

y eosinófilos (80). El caso de la respuesta del cerdo es diferente. En la cisticercosis 

porcina en músculo esquelético, los eventos celulares durante la destrucción del parásito 

sugieren un proceso secuencial comenzado por los eosinófilos. Una vez iniciada la 

destrucción, se incrementan los macrófagos, células epitelioides, así como células gigantes 

que invaden la cavidad para fagocitar el exudado y los restos de la larva. Los linfocitos 

forman agregados similares a folículos, simultáneamente los eosinófilos parecen retirarse 

de la región más interna del proceso inflamatorio y se observan dispersos entre los demás 

elementos de la reacción granulomatosa (5). Cabe señalar 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 eosinófilos, lo cual ha sido explicado por el hecho de 

que la eosinofilia es un fenómeno temprano. 

Las personas infectadas pudieran tener mayor susceptibilidad a otras 

enfermedades, lo cuál puede sugerir cierta inmunodeficiencia (14). Se ha descrito que la 

proliferación celular a mitógenos se encuentra disminuida en pacientes con cisticercosis 

(14), pero la evidencia es contradictoria (99, Apéndice 3). La disminución de la 

proliferación celular también ha sido descrita en la cisticercosis porcina (34, 65, 68, 106). 

Incluso se ha informado un factor de RNA que inhibe la activación 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 ratón (99). 

Es consistente el hecho de que la disminución de la proliferación celular ha sido 

descrita en la cisticercosis murina por T. crassiceps (96, 116) y por T. taeniaeformis (50). 

Respecto a esto se ha reportado que antígenos de excreción/secreción del cisticerco de T. 

crassiceps pueden inhibir la proliferación 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) secreción de antígenos 

inmunodominantes para desviar a los anticuerpos lejos de la superficie ("cortina de 

humo"), 2) enmascaramiento de la superficie con moléculas del hospedero, 3) modulación 

o supresión de la respuesta inmune del hospedero, 4) establecimiento del parásito en 

hospederos inmunosuprimidos y 5) alojamiento en lugares inmunológicamente 

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 

inmunológicamente privilegiados, pero que una vez que el hospedero se ha 

presensibilizado, los parásitos no se desarrollan (10). 

5. Vacunación contra la cisticercosis 

Se puede inducir inmunidad en cerdos con antígenos de excreción/ secreción 

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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infección por T solium y T saginata con antígenos oncosferales de estos parásitos (66). 

En el caso de la T ovis y de la T taeniaeformis, se ha demostrado una alta protección 

utilizando proteínas oncosferales de excreción! secreción o sus formas recombinantes (38, 

39). Las formas recombinantes empleadas en el caso de T ovis, también, inducen una 

elevada protección en la cisticercosis porcina (78). También se han detectado antígenos 

totales de T crassiceps que pueden correlacionarse con la respuesta inmune protectora. 

(95). Recientemente, se han publicado revisiones sobre la vacunación contra la 

cistcercosis (25, 55). 

En el desarrollo de vacunas contra los céstodos ténidos se han empleado 

oncosferas vivas con resultados muy positivos; se ha logrado inducir protección homóloga 

contra T ovis, Thydatigena y E. granulosus en borrego y T pisiformis en conejos; la 

protección es más efectiva si el embrión eclosiona; además, se puede inducir inmunidad 

con oncosferas irradiadas para limitar la migración o colonización a otros tejidos (83). 

También, se ha logrado inducir protección con extractos completos de oncosferas contra 

T saginata, T hydaligena, T ovis y T taeniaeformis (83). Se ha demostrado que se puede 

inducir protección contra H nana y se puede lograr protección contra el establecimiento/ 

supervivencia! fecundidad de gusanos de E. granulosos en perros. Se ha sugerido que la 

infección previa de perros con gusanos de E. granulosus puede inducir protección, así 

como la inmunización oral con protoescólices irradiados, antígenos obtenidos de 

protoescolices o membranas de cisticercos. También, se puede inducir cierta protección 

contra E. granulosus con la inmunización 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 antígenos liberados por oncosferas vivas 

son capaces de proteger contra T ovis, T taeniaeformis, T hydatigena, T pisiformis y T 

saginata (83). Una sola inmunización con antígenos 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 antígeno 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 infección del 

conejo con T pisiformis. Esto sugiere que en ausencia del antígeno, el anticuerpo 

protector tiende a desaparecer (83). 
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El desarrollo de una vacuna útil para el control de la taeniasis/ cisticercosis no es 

simple. Al respecto, se ha informado que la vacunación con altas dosis de antígeno de T 

crassiceps en cerdos (95) y en ratón (98) parecen no ser protectoras o incluso podrían 

facilitar la infección, mientras que bajas dosis inducen la reducción de la carga parasitaria; 

también, se ha sugerido que el adyuvante empleado podría alterar la eficiencia de la 

protección en cerdos (95). Asimismo, se ha propuesto que algunos anticuerpos podrían 

facilitar la infección de T solium en cerdos (95) y de T crassiceps en ratón (94) y se ha 

encontrado que el genotipo puede influenciar la respuesta inmune a la infección por T 

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

6. Mecanismo inmunológico humoral de protección 

Los estudios sobre el mecanIsmo Inmune de protección se han realizado 

principalmente en modelos experimentales de rata y ratón. En estos modelos se ha 

encontrado que el mecanismo de protección dependerá de la etapa de desarrollo del 

parásito. En rata y ratón se ha visto que la resistencia natural a la infección por oncosferas 

de T taeniaeformis tiene componentes humorales. Esta resistencia se detecta en suero a 

partir de la segunda semana de infección. Existe evidencia que el mecanismo de 

resistencia depende del complemento. Sin embargo, después de la primera semana se 

pierde parte de la susceptibilidad del parásito 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 infección oral. Por otra parte, la IgA se ha involucrado en la resistencia 

natural pasiva transferida de ratas madres a sus crías durante la lactancia (117). 

En ovejas se ha encontrado que la inmunidad inducida con antígenos liberados por 

cisticercos en cultivo se puede transferir de la madre a las crías por el calostro (83). En la 

hidatidosis ovina, la inmunidad no se transfiere pasivamente de madre a hijo (54). 

La vacunación con antígenos de oncosferas de T taeniaeformis ocasionan que muy 

pocas o ningún metacéstodo se establezcan, sin embargo las que llegan a establecerse 

permanecen viables y se desarrollan normalmente. La vacunación con antígenos de 

metacéstodos permite la detección de muchos parásitos después de las primeras semanas 

del reto; sin embargo, 5 semanas después son eliminados todos los parásitos; 60 días 
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después se evidencia que las lesiones remanentes de los parásitos eliminados desaparecen 

gradualmente y muy pocas pueden detectarse macroscópicamente (53). 

Estudios morfológicos en oncosferas de H nana que han penetrado el epitelio 

intestinal de ratones inmunes sugieren que el daño de los anticuerpos se localiza en la 

membrana externa del parásito. Además 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 infección intraperitoneal primaria y ratones que no fueron 

protegidos por la infección subcutánea de T. crassiceps tuvieron niveles elevados de IgM, 

IgG I y IgG3 séricos respecto a ratones controles y los ratones protegidos. Se ha 

demostrado IgG2b e IgG3 en la superficie de larvas viables de T. crassiceps (32). 

7. Mecanismo inmunológico celular de protección 

Los eosinófilos han sido frecuentemente relacionados con la destrucción del 

parásito. Este es el caso de la cisticercosis porcina. En la infección natural del cerdo por el 

cisticerco de T. solium, los eventos celulares durante la destrucción del parásito sugieren 

un proceso secuencial iniciado por los eosinófilos (5). Similarmente, en cerdos 

inmunizados con extractos de cisticerco de T. solium se han descrito varios tipos celulares 

en el proceso inflamatorio que destruye al parásito, tales como: eosinófilos, monocitos, 

linfocitos, macrófagos y células epitelioides. Sin embargo, los eosinófilos son los que 

participan en la destrucción del cisticerco, pues se ha encontrado que la inmunización 

induce eosinofilia. Estas células forman la capa más interna de la reacción granulomatosa 

que rodea al cisticerco, degranulan en las cercanías del parásito, se infiltran en el 

tegumento y rodean a los restos del parásito destruido (63, 64, 65, 73). En el modelo 

murlno de cisticercosis por T. taeniaeformis se ha encontrado que después de que las 

oncosferas llegan al hígado, aparentemente, los eosinófilos 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 encapsulación del 

resto del cisticerco (32). 
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Además, al inducir protección con antígenos homólogos de oncosfera, a la 

infección intravenosa de huevos de T. solium o T. saginatus, se observa que los ratones 

controles en los estudios histopatológicos muestran una reacción inflamatoria alrededor 

del metacéstodo y en ocasiones bastante intensa, en dónde se hallan macrófagos, linfocitos 

y células plasmáticas. Esta respuesta inflamatoria es diferente de la documentada en 

esquistosomosis o en cerdos infectados por T. solium, donde los eosinófilos se encuentran 

en contacto con la superficie del parásito. Esto puede sugerir que los eosinófilos no son 

atraídos hacia las etapas tempranas de los metacéstodos, sino más bien son reclutados en 

contra de etapas más tardías como en su hospedero natural (66). 

Finalmente, en la infección intraperitoneal de ratones con metacéstodos de T. 

crassiceps, la resistencia se ha relacionado más claramente con la inmunidad celular que 

con anticuerpos (8). 

8. Inmunología de la cisticercosis murina 

El empleo del modelo murino ha permitido el conocimiento de puntos críticos de la 

inmunidad contra la cisticercosis, el modelo de cisticercosis murina por el cisticerco de T. 

crassiceps se discutirá más adelante. La penetración del epitelio intestinal y la 

diferenciación postoncosferal inmediata, son fenómenos muy importantes en términos de 

la infección y la respuesta al reto en animales inmunes; porque son en esos momentos 

cuando se inicia el contacto entre los determinantes antigénicos y el sistema inmune del 

hospedero. En la infección, el resultado es el desarrollo de una resistencia altamente 

específica y efectiva contra un reto; sin embargo, el metacéstodo logra establecerse e 

induce resistencia a infecciones similares posteriores. A partir de 3-4 días después de la 

infección se observa la infiltración de células fagocíticas atraídas probablemente por las 

células destruidas durante la penetración del parásito y la aparición de eosinófilos en las 

triadas portales (117). 

Diferentes modelos han proporcionado diferentes conclusiones. Por ejemplo, el 

mecanismo de protección contra T. taeniaeformis en ratones parece no depender de la 

participación de linfocitos T, ya que ratones atímicos desnudos pueden ser protegidos de 

la infección por el parásito tan sólo con suero inmune. Por otro lado, se ha publicado que 

poblaciones enriquecidas de linfocitos B y T pueden causar reducción significativa de la 
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carga parasitaria, en menos tiempo del esperado para el mecanismo humoral (7, 117). 

Además, 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 gemación en la cavidad peritoneal 

del ratón (29). El metacéstodo se mantiene por medio de pases sucesivos de ratón en ratón 

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 reinfección con T. crassiceps 

por la inoculación subcutánea de cisticercos vivos de T. crassiceps tres semanas antes del 

reto (32). Incluso, se han identificado antígenos de cisticercos de T. crassiceps con la 

capacidad de inducir protección en cerdos (58). 

En la infección por T. crassiceps, se ha encontrado una relación entre eosinofilia y 

resistencia a la infección: la esinofilia fue más pronunciada cuando los cisticercos 

inyectados intraperitonealmente fueron destruidos o controlados por el hospedero; y 

mientras más rápido se desarrolla la eosinofilia, más eficiente es el control de los 

cisticercos (31). 

La inmunízación subcutánea con productos secretados-excretados de cisticercos de 

T. crassiceps en cultivo, con adyuvante completo de Freund o alumbre, son tan efectivas 

para inducir protección 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 protección heteróloga. 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 protección (58). 

Recientemente, se ha sugerido que la respuesta Thl ejerce control en la infección 

por el cisticerco de T. crassiceps (108, 116). Se ha encontrado que la respuesta protectora 

inducida con la inmunización con DNA está mediada por linfocitos T productores de IL-2 
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e IFN-y (16). Un péptido con capacidad de inducir protección, también puede inducir la 

producción de IFN-y (111). De manera similar la administración in vivo de IFN-y o anti­

IL-IO reduce la carga parasitaria (109). Se ha sugerido que la eliminación del parásito 

depende de una respuesta ThI (IL-2 e IFN-y) (87). En el laboratorio del Dr. Laclette 

hemos obtenido resultados similares a estos (Apéndice 2). Además se ha publicado que en 

esta infección se desarrolla una respuesta inmune mixta, es decir, Thl y Th2 (103, 110). 

Previamente, en esquistosomosis, se ha sugerido que la protección inducida por la 

paramiosina tiene un mecanismo tipo Thl (ver adelante). 

9. La paramiosina de la Taenia solium 

Uno de los antígenos mejor caracterizados del cisticerco de la T. solium es sin duda 

el antígeno B (AgB). Este antígeno fue caracterizado inicialmente como un arco de 

precipitación 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 antígeno reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos en sueros de 

pacientes con neurocisticercosis, es decir, se trata de un antígeno inmunodominante (21, 

119). 

En 1982 se publicó el primer método de purificación del AgB. Este método era 

complejo y laborioso y permitía la purificación de pequeñas cantidades de proteína. 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) 

B84 
A47 
E35 
C30 
D25 
G22 
821 
F 14 

Figura 8. Diagrama clásico de las 8 bandas de precipitación reconocidas por anticuerpos 
en sueros humanos, enfrentados contra un extracto de cisticercos de Taenia solium, 
mediante la técnica de inrnunoelectrofofesis (Tomado de 26, 27). 
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Figura 9, Purificación del AgB de Taenia solium a partir de un extracto crudo de 
cisticercos por afinidad a colágena. A: Gel de poliacrilamida teñido con azul de 
Coomassie de: 1) extracto crudo de cisticercos, 2) extracto crudo de cisticercos después de 
incubación con colágena polimérica. Fracciones unidas a la colágena cuando el extracto 
crudo se incubó en ausencia (3) o en presencia (4) de inhibidores de proteinasa. B: 
Inmuelectroforesis de la fracción A3 (carriles l y 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 encontró que el AgB se une a la colágena (79), lo que dio la 

pauta para desarrollar un procedimiento de purificación por afinidad (Figura 9), El uso de 

este nuevo método de purificación permitió mostrar que el péptido de 85 kDa era en 

realidad un producto proteolítico de 95 kDa (41), 

La localización de AgB en el cisticerco ha sido llevada a cabo por métodos de 

inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa indirecta, así como por métodos de yodación 

radioactiva de la superficie (43), El antígeno se encontró ampliamente distribuido en el 

tejido del cisticerco, con una fluorescencia más intensa en los citones tegumentales (43, 

45) (Figura 10). Dado que estas células participan activamente en la producción de 

20 



Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta de cortes del tegumento (A y C) y el escólex (B 
y D) del cisticerco de Taenia solium incubado con un suero anti-AgB (A y B) o suero de 
conejo normal (C y D). Cómo segundo anticuerpo se usó un suero de chivo a-conejo 
acoplado a isotiocianato de fluoresceína. C.C., corpúsculos calcáreos; S.C., canal espiral; 
T.C., citones tegumentales; T, tegumento. Barra=80 ¡un (A Y C), 90 ¡un (B Y D) (Tomado 
de 43). 

proteínas y glicoproteínas que se envían al citoplasma distal (56, 112), se propuso que el 

AgB podría ser sintetizado en los citones tegumentales y enviado al tegumento para su 

liberación hacia los tejidos del hospedero (43). Los resultados de experimentos con 

inmunoperoxidasa indirecta y yodinación radioactiva de superficie, indicaron que el AgB 

no era una proteína de superficie por lo que se propuso que se trataba de un producto de 

excreción-secreción del parásito (43, 45). Además, se puede colectar AgB en el 

sobrenadante de cultivo in vitro de cisticercos (45) Y se le puede detectar en el líquido 
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cefaloraquídeo de pacientes con neurocisticercosis (14). Cabe señalar que recientemente 

se ha detallado la localización del AgB en el tegumento de helmintos (47). 

La posibilidad de que se trate de un producto de excreción-secreción concordaba 

con su inmunodominancia y se correlacionaba bien con la producción intensa de 

anticuerpos en las células plasmáticas que rodean al cisticerco en el músculo de cerdo 

(\ 7). Sin embargo no concuerda con el infiltrado inflamatorio débil en el granuloma que 

rodea al cisticerco en el músculo esquelético del cerdo (5). 

La relación entre el AgB y la reacción inflamatoria surgió a partir de su propiedad 

de unión a colágena. Esto llevó ha cuestionar qué otras moléculas con estructura 

colagénica podrían unirse al AgB. Entre las proteínas con estructura colagénica cuya 

función se relaciona al sistema inmune, se encuentra el Clq. Esta proteína es un 

subcomponente del el, el prímer componente de la cascada del complemento. 

Ensayos iniciales mostraron que una preincubación de suero humano con AgB 

purificado, disminuye los niveles de complemento funcional en el suero (45). La 

inhibición del el, posiblemente debida a la unión del AgB con el el q (Figura 11) (46). 

Una secuencia parcial del AgB mostró homología 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 aminoácidos deducida a partir de 

la secuencia nucleotídica codifica para una proteína de 863 residuos de aminoácidos con 

un peso molecular de 98,000. El análisis de la secuencia de aminoácidos mostró un 72% 

de similitud con la parmiosina de S. mansoni y alrededor de un 30% de homología con 

paramiosinas de nemátodos como Caenorhabditis elegans y Dirophilaria immitis o de 

artrópodos como Drosophyla melanogaster (49). También, se demostró identidad 

inmunológica de la proteína recombinante, expresada en Escherichia coli, con el AgB 

(49), además de identidad inmunológica entre paramiosina de S. mansoni y el antígeno 

B. Estos resultados demuestran que el AgB es la paramiosina de la T. solium (TPmy), por 

lo que a partir de aquí se utilizará exclusivamente el término de paramiosina. Las 

paramiosinas son proteínas del músculo de invertebrados (12, 43, 47). La paramiosina es 

una proteína filamentosa con estructura de un ex-hélice superenrollada que forma 

homodímeros paralelos (12). 
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Figura 11. Inhibición de la actividad del complemento por la paramiosina. Diferentes 
cantidades de paramiosina se incubaron a 37°e por 30 min con el aislado. La actividad 
residual de e I se evaluó con un ensayo hemolítico (Tomado de 46). 

Nuestro grupo ha propuesto que las paramiosinas inhiben la producción de 

mediadores complementarios de inflamación en la interfase hospedero-cisticerco, es decir, 

que desempeñan un papel inmunomodulador de la respuesta del hospedero (46, 49). El 

cisticerco puede evitar el reclutamiento de células hacia la interfase para disminuir la 

confrontación con su hospedero humano o porcino. Por lo anterior, la TPmy se ha 

convertido en un candidato para el desarrollo de una vacuna en contra de la cisticercosis. 

eabe mencionar que la paramiosina es también candidato para el desarrollo de una 

vacuna contra infecciones helmínticas tales como esquistosomosis (23, 48, 76, 77, 81, 84) 

y filariasis (51, 52, 70). Además, se puede inducir protección contra Schistosoma 

japonicum con un anticuerpo monocJonal 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 ratón 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 inmunización con TPmy recombinante induce protección en 

contra de la cisticercosis murina (Apéndice 2). Recientemente se ha encontrado que la 

inmunización con DNA de TPmy puede inducir protección contra la infección por el 

cisticerco de T. crassiceps (Laclette, comunicación personal). Finalmente, se ha 

23 



TPmyXI ....... 
1 ~TCTGAATCA.CACGTCAAAA'ITT"CTCGTACCATCATACGCGGGAc:ITCCCCAAGTACTG'ITCGAC'1"I'GAGAGTCGCGTACGAGAAc.-t'GGAGGACCl'GC 

MSBSHVK SRTIIRGTSPSTVRLBSRVRBLBDL )) 

101 TC.'GATCTI'GAGCGAGATGc:rcGCGTCCGGGcrGAACGCAATGCCAACGAGATGAGCA'ITCAGCTGGACACCATGGCTGAACGTcrI'GACGAAT'roAGTGG 
L D L E R O A R V R A B R N A N B M S 1 O L D T M A B R L D B L S G 67 

201 TACT'l'CC"I'CTCAGACTCACGATGcrATI'CGCCGTAAGGATATGGAGATCTCGAAGCTGCGCAAGGATCTGGAAAATGCCAACGCTGC'I"I'TCGAACTGCC 
T S S O T H D A 1 R R JC. D M E 1 S JC. L R K O L B N A N A A F E T A 100 

301 GAGGCCAcrcTGCGCCGCAAACACAACACCATGATCTCCGAGA'I'C"I'CCAGCGAAGAATITGCAGAAGCAGAAGGGCAGGGC~GAG~~GG~CAAGA 
E A T L R R K H N T M 1 S B S S B V B N L O K O K G R A B K O K 133 

4 O 1 GCCAGCTCATGCTrGAAATC'GATAACG 1 le 1 lOO 1 CAACTl'GATGGCGCTTTAAAGGCCAAGGCCTCAGCGGAGAGCAAACTGGAGGGCTTGGACAGCCA 
S O L M L BID N V L GOL o G A L JC. A JC. A S A B S K L E G L O S O 167 

501 GCTGACGCGCT1'GAAGGCGCTGACCGACGATC"ITCAACGCCAAATGGCCGACGCTAACTCTGCCAAGTCGCG"M'TGGCCGCAGAGAACTTCGAATI'GG'IT 
L T R L K A L T o o L O R o M A D A N S A K S R L A A E N F B L V 200 

601 CGCGTAAATCAGQAGTATGAAGCACAAGTCGTCACC'I"l'CI'CTAAGACAAAGGCCGC'I'C'nGAAAGCCAGCTGGATGACCTTAAACGGGCCATGGATGAAG 
R v N o B y B A O V V T F S K T JC. A A LBS O L o o L JC. R A MDBlll 

-+- TPnI)'X6 
701 ATGCACGCAATCGCCTAAGCC'l"I'CAAACACAGTI'GTCGAGTCTGCAAATGGAcrACGACAACCTGCAAGCACG'ITACGAGGAGGAAGCCGAGGCAGCCGG 

o A R N R L S L O T O L S S L O M o y o N L O A R Y B B B A E A A G 267 

rl'myX4 ....... 
801 AAATCTGCGCAACCAAGTI'GCCAAATTCAACGCCGATATGGCTGCCCTCAAGACCCGTCITGAGAGAGAAC'ITATGGCCAAGACTGAAGAGTTTGAAGAA 

-.- L R N O V A K F N A o M A A L JC. T R L B R B L M A K T B E F B B 300 

901 CTCAAACGCAAGCTGACTGTTCGCA'ITACCGAGTTGGAGGATATGGCTGAACATGAGCGCAC'l'CGTGCCAACAACCTGGAGAAGACCAAAGTl'AAGCTGA 
L K R JC. L T V R 1 T B L B D M A B H B R T R A N N L B K T K V IC L 313 

1001 crcTTGAGATCAAGGATcr'ACAGGCTGAGAACGAGGCGTI'GGCAGCAGAGAATGGAGAGTTAACGCATCGGGCGAACGAGGCAGAGAATCTTGCCAA'I'GA 
T L E K D L O A B N B A L A A E N GEL T H R A N B A B N L A N El67 

1101 GCTGCAGCG'I'CGATAGACGAGA'I'GACAGTGGAAATCAACACCCTCAACTCGGCCAACAGCGCTCTAGAGGC.'GGACAACATGCGCCTCAAGGGGCAGGTC 
L O R R DBMTVE N T L N S A N S A L B A o N M R L K G O V 400 

1201 GGTGACCTCACCGACCGCATCGCCAATCTCGACCGCGAAAACCGCCAACTTGGCGATCAACI'GAAGGAGACGAAATCAGCCCTGCG'I'GATGCGAATCGTC 
G D L T D R 1 A N L D R B N ROL G D O L K B T K S A L R o A N R 433 

ll01 GACTGAceGA'l'TT'GGAGGCCCi'GC'GCAGTCAGTTGGAGGCAGAGeG'I'GACAACCTCGCCTCTGCTCTCCATGATGC'TGAGGAGGCACTGAAGGAGATGGA 
R L T D L B A L R S o L B A B R D N L A S A L H o A E B A L K B M B 467 

1401 AGCGAAG'I'ACGTI'GCCTCGCAGAACGCTC'AA'I'O.CC'I'CAAGTTOOAACAA.CGTCTGCGTGAGAAGGACGAGGAACTGGAGAATCTGAGAAAG 
A K Y V A S Q N A L N H L IC S B M B Q R L R B K o B B L B N L R K 500 

1501 AGCACGACTCGCACGATTGAGGAGTI'GACAA.CCACCATCTCAGAGATGGAGG'ITCGCTTCTA'I'GTCI'CGTCTGAACGAGGCGA 
S T T R T 1 B B L T T T 1 S B M B V R F K S o M S R L K K JC. Y B A 53) 

-+- TPmyX7 TPlDyXS ....... 
1601 CAA'I'CAGCGllGCTAGTGCAAcrAGACG'roGCGAACAAGGCGAACGTCAACCTCAACCGCGAGAACAAAACCCTGGC'l'CAA~ 

T 1 S E L B V O L o V A N K A N V N L N R B N K T L A o R V o B L o 567 

1701 GGCTGCGTTGGAGGACGAGCGACGAGC'l'C.'GCGAAGCAACTrGCAGG'I'GAGCGAGCCAAACGCATCGCCCTTGC'l"I'C.'GG 
A A L B D B R R A R B A A B S N L o V S B R K R 1 A L A S B V B B 600 

1801 ATTt'GCAGCCAACTGGAACTCAG'l'GACCGCGCTCGCAAGAACGCCGAGTCCGAACTCAACGATGCCAA'l'GGACGTATCTCGGAGCTCAcccrA'1'CGGTCA 
1 R S o L B L S o R A R IC N A B S B L N D A N G R 1 S B L T L S v 633 

1901 ACACTCT'I'ACCAATGACAAACG"l"CGACGGCGATATTGGCG'l'CATGCAGGGCGATC'l'CGATGAGGCCGTCAATGCGCGCAAGGCl'G(."J'GAGGATAG 
N T L T R D K R R L B G D 1 G V M O GOL o B A V N A R te A A B D R 667 

2001 AGCTGACCG'I'C'TGAACGCTGAGG'l'A.C'l"CC'GCC"I'TGAGCTGCGACAGGAACAAGAAAATTACAAGCGTGCT'GAGACTcrGCGCAAGCAACl'TGAG 
A D R L N A B V L R L A D B L R Q B Q B N Y IC R A B T L R K Q L B '700 

2101 ATCGAGATCCGTGAGATCA.~ACTCGTGAGGGTCGCCGTATGG'ITCAAAAGCTCCAGAATCGGGTGAGGG 
1 B 1 R. BIT V IC L B B A B A F A T R B G R R M V Q IC L o N R V R 7J3 

2201 AGC"n'GAGGCGGACGTGGACGGAGAAA'M'CG'I'CGCGCCACGCGCGCAAATACGAGCGTCAA'l"l'CA.AGGAACTC~G'C·C~GAG 
B L B A D V o G B 1 R R A K B A F A N A R IC Y B R Q P K B L Q T Q S 767 

2301 CGAGGATGATAAACGCATGA~CCTGCTAGACMGACTCAGATCAAGATGAAAGCCTACAAACGTCAGC'l"l'G.PGG~~C"GG"~GAG 
B D D IC R MIL B L Q D L L o K T Q 1 K M IC A Y IC ROL B E Q B B 800 

2401 G'I'GTC'I'CAGCTTGAGCAAGTACCGT"·GGCGC1'ooaCAGATTGAGGAGGCGGAACATCGTGCTGACATGGCGGt.GAOO"CGATCACCATTAAGA 
v S Q L T M S K Y R K A o Q O 1 B B A B H R A D M A B R T 1 TIte 833 

..- TPnIyX1 
2501 GGACAAT'I'GGTGGACCCGGTI'CCC.'GCTCAACAGIGiCICCCGIGGIAACCGTGCAACCAGCATCAT(;:U,gATG'ICCTC 

R T 1 G G P G S R A V S v V R B 1 N S V S R G N R A T S 1 M 81i) 

Figura 12. Secuencia nucleotídica y de aminoácidos de la región codificadora de la clona 
de cDNA de la paramiosina de la Taenia solium. Los codones de iniciación (ATG) y de 
terminación (T AG) se encuentran tachados. Las secuencias subrayadas señalan las 
secuencias correspondientes a los oligonucleótidos empleados para amplificar los 
fragmentos de la TPmy (Tomada de 49). 
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encontrado que un anticuerpo monoclonal dirigido contra un antígeno 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 interacción de la paramiosina con la colágena y el Clq a nivel 

submolecular, en nuestro laboratorio se han preparado una serie de construcciones 

plasmídicas para la expresión recombinante de diferentes fragmentos de paramiosina, así 

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 unión a colágena y Clq, así como de inhibición del complemento. Cabe 

hacer notar que esta estrategia es posible gracias a que disponemos de clonas de cONA, 

conteniendo la secuencia codificadora completa de TPmy (49). 

Desde los primeros ensayos se determinó que la interacción con C 1 q es a través del 

extremo amino-terminal de la paramiosina. Por lo cual, en nuestro grupo se han realizado 

cinco series más de construcciones de expresión, que han permitido localizar el sitio de 

unión con C 1 q en fragmentos peptídicos cada vez menores, siempre asociado al extremo 

amino de la TPmy. El número total de construcciones de expresión exitosas obtenidas para 

el gene de TPmy se aproxima a 30. Se ha logrado expresar TPmy en cantidades 

preparativas incluso en sistemas eucarióticos glicosilantes. En la actualidad se tiene una 

idea razonable de la región de la TPmy que se une al C 1 q y este proyecto del grupo se 

encuentra en una situación investigativa especialmente interesante (Laclette, 

comunicación personal). 

La expresión de TPmy recombinante también ha permitido estudiar hacia que 

regiones de la proteína 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-terrninal de la TPmy, mientras que la 

respuesta celular de los sanos muestra una preferencia por el extremo amino-terrninal 

(Apéndice 1). Estos resultados sugieren que el parásito oculta la región que une C 1 q al 

reconocimiento por anticuerpos. Recientemente se ha utilizado la técnica de "phage 

display" para la caracterización de secuencias epitópicas dentro de la TPmy (30). 
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El caso anterior es un ejemplo de la aplicación de la ingeniería genética para 

identificar las regiones de una molécula que son relevantes en su interacción con otras 

moléculas. Debido a que la paramiosina es un antígeno natural e inmunodominante es 

especialmente interesante determinar cuáles son las regiones de la molécula que 

interaccionan con el sistema inmune. Este estudio puede ayudarnos a comprender qué 

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

10. La paramiosina como antígeno protector 

La inmunización con pararniosina induce protección contra la esquistosomosis (23, 

77, 81, 101) Y contra la filariasis (52, 70). Incluso el DNA codificante de paramiosina 

induce protección contra S. japonicum (121) Y se ha inducido protección en cerdos contra 

la infección por S. japonicum (11). 

La paramiosina también puede inducir protección heteróloga. La Pmy de 

Caenorhabditis elegans induce protección 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 T. solium induce 

protección parcia! contra T. crassiceps (Apéndice 2). Se ha propuesto que además de la 

protección de acuerdo a! número de adultos de S. mansoni, también induce reducción en la 

formación 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 a! mecanismo protector que induce la inmunización con 

paramiosina es interesante, especialmente por la polarización que fue descubierta en ratón 

entre la respuesta 1111 y 1112. Se sabe que la paramiosina induce protección contra S. 

mansoni o B. malayi junto con hipersensibilidad de tipo tardío o DTH (70, 10 1), y que 

provoca la liberación de linfocinas activadoras de macrófagos contra S. mansoni (77, 10 1); 

esto sugiere un mecanismo tipo 111 1. En otro sentido, se induce protección contra S. 

japonicum con un anticuerpo monoclona! IgE y se induce citotoxicidad contra 

esquístosómulas cuando se incuba con eosinófilos (40); esto sugiere un mecanismo tipo 

1112. Estos datos sugieren que la resistencia contra esta clase de parásitos tiene, en parte a! 

componente celular. 
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V. OBJETIVO DE PROYECTO: 

El objetivo general de esta tesis es contribuir a la caracterización de la respuesta 

inmune que el ser humano y el ratón desarrollan contra la paramiosina de la T. solium. 

Objetivos particulares: 

1) Inicialmente se estudió 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 región 

de la TPmy, se expresaron en bacteria cuatro productos recombinantes de la TPmy: la 

proteína completa, el tercio amino-terminal, el tercio central y el tercio carboxilo-terminal. 

Todos ellos fueron purificados prácticamente 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 proliferación de linfocitos in vitro. 

2) Debido a que no existe una vacuna establecida contra la cisticercosis evaluamos 

la capacidad de la TPmy para inducir protección en contra de la cisticercosis en el modelo 

murino. Además, se decidió estudiar la respuesta humoral y celular del ratÓn en contra de 

la TPmy; en concreto, se determinó si la respuesta humoral y celular del ratón mostraba 

una preferencia de reconocimiento hacia una región de la TPmy. Para ello, se emplearon 

los mismos cuatro productos recombinantes de la TPmy. Se inmunizaron ratones con la 

proteína 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 

proliferación de linfocitaria. 
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VI. HIPÓTESIS 

Dado que la paramiosina genera protección contra la esquistosomosis y la 

filariasis, induce protección contra la cisticercosis. Esto es a través de un perfil de 

respuesta inmune tipo Th I que genera protección contra el cisticerco de T. crassiceps en el 

hospedero murino. 
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VII. RESULTADOS 

Los resultados de esta tesis se presentan en forma de artículos publicados. Los 

primeros trabajos, que se realizan con el fin de caracterizar la respuesta inmune del humano 

y del ratón en contra de la TPmy, se encuentran en los apéndices I y 2, en dónde puede 

apreciarse que la respuesta inmune humoral y la celular contra la TPmy es diferente contra 

cada región de la molécula, a pesar de haber un gran parecido conformacional entre ellas. 

También, se informa que la TPmy induce protección contra la cisticercosis. El tercer 

trabajo analiza la respuesta inmune-celular de individuos con neurocisticercosis y la 

compara con la de individuos sanos. 

Un artículo referido es: "Human T and B cell epitope mapping of Taenia solium 

Paramyosin" por José Vázquez-Talavera, Carlos F. Solís, Edith Medina-Escutia, Zoila 

Morales López, Jefferson Proaño, Dolores Correa & Juan Pedro Laclette que aparecerá 

publicado en Parasite Irnrnunology (Apéndice 1). En dicho artículo se describe la 

elaboración de cuatro construcciones plasmídicas 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 obtención de los fragmentos de la TPmy se llevó a cabo por la 

amplificación por PCR de tres regiones diferentes del gen completo de la TPmy, estas 

amplificaciones se realizaron empleando oligonucleótidos sintéticos que permitieron la 

ligación a un vector de expresión bacteriano (PRSET). Al ligar los fragmentos del gen a 

este vector las proteínas fueron expresadas unidas a un péptido de fusión que contiene una 

secuencia de seis histidinas, las cuaJes facilitaron su posterior purificación por 

cromatografia de afmidad (ver Materials and Methods del Apéndice 1). Posteriormente, se 

analiza la respuesta inmune de individuos con neurocisticercosis por medio de la técnica de 

Westem blot. Se encontró 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 arnino-terrninaI 

(Figura 2 del Apéndice 1). Por otro lado, las células de sangre periférica mostraron un 

patrón totalmente diferente. Las células de pacientes neurocisticercosos proliferaron con, 

prácticamente, 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 ami no-terminal (Tabla I del Apéndice 1). 

Otro artículo es: "Characterization and Protective Potential of the Immune Response 

to Taenia solium Paramyosin in a Murine Model of Cysticercosis." por José Vázquez­

Talavera, Carlos F. Solís, Luis 1. Terrazas, and Juan P. Laclette, que se publicó en Infection 

and Immunity (2000), 69:5412-5416 (Apéndice 2). En dicho artículo se emplearon las 

proteínas recombinantes anteriores (la TPmy completa, la ami no-terminal, la central y la 

carboxilo-terminal) para inducir protección en contra del cisticerco de T crassiceps. Al 

inmunizar ratones con las cuatro proteínas recombinantes y retarlos con el cisticerco, se 

observó que la TPmy completa indujo protección contra la cisticercosis murina y que, en el 

extremo amino-terminal radicó la capacidad protectora (Tabla I 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 cuantificación de citocinas, se 

detectó la liberación de IL-2 e IFN-y de una manera antígeno específica, pero no de IL-4, es 

decir, una respuesta inmune tipo Th1 (Tabla 4 del 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 del Apéndice 2). Asimismo, se 

encontró que el isotipo de anticuerpos generado en contra de la proteína recombinante 

amino-terminal es IgG 1; no obstante, como se verá en la Discusión esto ya ha sido 

publicado. 

A través de un trabajo de colaboración con el grupo de D. Correa (Apéndice 3) se 

decidió estudiar si la respuesta inmune celular del individuo con neurocisticercosis, es 

diferente de la respuesta del individuo sano; en otras palabras, se buscaron evidencias de 

inmunosupresión en el individuo con neurocisticercosis. Se investigó la presencia de 

infecciones recurrentes que señalen un estado inmunosuprimido. Se analizó 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 número de células con los 

marcadores CD3, CD4 y CD8. Asimismo, se explora la síntesis de mRNA (RNA 
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mensajero) de lFN-y, lL-2, lL-4 e lL-10 por amplificación con técnicas de PCR (reacción 

en cadena de polimerasa). La respuesta celular, los marcadores y las citocinas se analizaron 

Con el fin de saber si la respuesta inmune celular está suprimida. Como se puede ver en el 

Apéndice 3 se encuentra que las características mencionadas anteriormente (infecciones, 

respuesta celular, marcadores, citocinas) de los individuos con neurocisticercosis son 

similares a los de los individuos sanos. En conclusión, en ningún caso encontramos 

evidencias de inmunosupresión. 
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VIII. DISCUSIÓN GENERAL 

En la presente tesis se estudiaron las propiedades inmunológicas de la pararniosina 

completa así como de tres diferentes regiones: el tercio amino-terminal, el tercio central y 

el tercio carboxilo-terminal. Además, en colaboración con otro laboratorio se analizó la 

respuesta inmune celular del paciente neurocisticercoso. Primero se discutirán 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 discutirán ciertos 

aspectos de la respuesta inmune celular en general. 

Un hecho básico para el desarrollo de la presente tesis fue el aprovechamiento de 

técnicas de DNA recombinante. Previamente se habían obtenido, caracterizado y expresado 

clonas con la secuencia codificadora total de la TPmy (49). Estas clonas fueron usadas 

como templado para obtener por amplificación con PCR, las regiones codificadoras de los 

tres fragmentos y de la proteína completa (113, 114). La amplificación se realizó con 

oligonucleótidos sintéticos diseñados para amplificar solamente las regiones deseadas. Los 

oligonucleótidos tenían, además, un sitio de restricción (EcoRI o HindllI) para facilitar su 

posterior ligación a un vector de expresión (PRSET). 

La decisión para usar este vector de expresión se debe, por un lado, a que posee un 

promotor viral de T7, capaz de inducir altos niveles de expresión de la proteína 

recombinante. Otra ventaja, es la facilidad y seguridad que ofrece el vector para controlar la 

expresión del promotor, lo que garantiza la rápida y segura expansión de las bacterias 

transformantes antes de la inducción. Finalmente, una ventaja más que ofrece el vector es 

que la proteína se expresa unida a un péptido de fusión con seis histidinas que permite la 

posterior purificación por cromatografia de afinidad (Apéndice 1). 

La purificación de las proteínas recombinantes consistió básicamente en el 

aislamiento de los cuerpos de inclusión y su solubilización en un medio altamente 

desnaturalizante, aprovechando la afinidad del péptido de fusión hacia metales divalentes 

(Apéndice 1). 

Se ha sugerido que la paramiosina induce protección 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. Además, con la paramiosina se ha 

generado protección contra las mismas infecciones helmínticas en el modelo murino; en la 

presente tesis se muestra que la TPmy induce protección contra el cisticerco de Taenia 

crassiceps. Como se puede ver con más detalle en la tabla 4 del apéndice 2, la protección 

va acompañada de una respuesta inmune tipo Th l. 

Se observó 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 ocurría el mismo fenómeno que en la infección natural humana. 

Como se discute con más detalle en la publicación, los anticuerpos de los individuos 

infectados con Schistosoma japonicum, 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 unión del Clq 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 

Clq se encuentre unido al tercio amino-terminal de la TPmy resultando en una incapacidad 

del sistema inmune para reconocer a este tercio. Esto podría explicar por qué en dos 

sistemas (humano y ratón) y por dos métodos (Westem blot y ELISA) el tercio amino­

terminal es el menos reconocido. 

Llama la atención el contraste entre el reconocimiento humoral del tercio amino­

terminal y el tercio carboxilo-terminal, en el humano y el ratón. Ambos fragmentos tienen 

tercios con estructura al azar (random coil) y una gran porción 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. Además, se empleó un programa que analiza secuencias 

de aminoácidos con el fin de encontrar el punto de mayor hidrofilicidad, lo que permite 

localizar determinantes antigénicos (37), y se pudo realizar ya que se conoce la secuencia 

de aminoácidos completa de la TPmy. El nivel de hidofilicidad lo calcula asignándole a 

cada aminoácido un valor numérico (un valor de hidrofilicidad) y repetitivamente promedia 

esos valores evaluando segmentos de 6 residuos a lo largo de la cadena polipeptídica. La 

secuencia con valor promedio local más alto invariablemente corresponde, o está 
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inmediatamente adyacente, a un determinante antigénico. Usamos este programa para 

analizar la secuencia de la TPmy. El programa indicó que el principal determinante 

antigénico en la secuencia se localiza entre los residuos 489-494 (en el tercio central). En 

contraste, el principal determinante antigénico del tercio amino-terminal, mucho más débil 

que el anterior, se localiza entre los residuos 128-133. Estas predicciones correlacionan con 

los resultados encontrados en ratón, pero no con los de humano; ya que en el ratón, el tercio 

central y el tercio carboxilo-terminal fueron más reconocidos que el tercio amino; y en el 

humano, el tercio central fue poco reconocido. Tal vez, epítopos 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 ratón) y en ambos sistemas (Westem blot y ELISA). 

También, se analizaron los isotipos de anticuerpos de los ratones inmunizados con 

el tercio ami no-terminal, encontrándose dominancia de la subclase IgG 1 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 producción de IL-4 antígeno-específica. A este 

respecto se ha publicado que existen dos tipos de IgG 1; un tipo tiene actividad anafiláctica 

y es dependiente de IL-4. El otro tipo no tiene esta actividad, no es dependiente de IL-4 y 

su síntesis es estimulada por la IL-12 o por el IFN-y (22). Además, se ha encontrado que si 

bien la respuesta policlonal de IgG 1 se correlaciona con la presencia de IL-4, la respuesta 

antígeno-específica no se correlaciona (107). Por lo anterior, es posible que la IgG 1 

detectada pueda producirse de manera independiente a IL-4, o bien, solamente se produce 

IgG 1 contra el tercio amino-terminal, aunque policlonalmente sea una respuesta Tbl. Este 

isotipo de anticuerpos es similar al hallado en esquistosomiasis en donde también se detecta 

IgG 1 al inmunizar los 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 infección 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 comparación con los 

infectados. Como también se describe en una de las publicaciones, es posible inducir 47-

87% de protección por inmunización de ratones con el mismo tercio amino-terminal. 
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Además, se encontró que los linfocitos T de ratones inmunizados con la TPmy proliferan 

principalmente contra el mismo tercio ami no-terminal (ver Tabla 3 del Apéndice 2). 

También se encontró que la respuesta inmune que induce este fragmento es tipo Thl, es 

decir, que tiene un fenotipo celular. Además, el perfil de proliferación de los individuos 

sanos que se muestra en la tabla I del apéndice I es muy similar a la del grupo murino 

control de la tabla 3 del apéndice 2; es decir, más humanos sanos respondieron al tercio 

amino-terminal y central que al tercio carboxilo-terminal y, de manera similar, el grupo 

control murino tiene mayor índice de proliferación 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 proliferación depende de la región de la proteína 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 colágena. Existe un receptor con una región 

de estructura colagénica que se encuentra en macrófagos, 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 intemalización de partículas de 

lipoproteínas de baja densidad (62). Se ha sugerido que los antígenos al unirse a este 

receptor son mejor presentados a los linfocitos T y son más inmunogénicos (1). Por lo 

tanto, el tercio amino-terminal puede tener una mayor capacidad unirse a una célula 

presentadora cómo el macrófago que el tercio carboxilo-terminal, explicando la mayor 

proliferación linfocitaria en ambos sistemas (humano y ratón). También, explica la relación 

entre la respuesta inmune celular y la protección (ver sección 11. 10 Y 86). 

Con el objeto de identificar epítopos para células T, se empleó un programa con un 

algoritmo basado en el modelo de hélice antipática (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 l3-plegadas en una cadena peptídica. Al 

analizar la secuencia polipeptidica de la TPmy que es una proteína cuya secuencia de 

aminoácidos forma a-hélice, se encontró que la secuencia entre los residuos 720-751 (cerca 

del tercio carboxilo-terminal) tiene la mayor antipatía, seguida por las secuencias 355-377 

y 398-436 (en el tercio central) y posteriormente, la secuencia 57-67 (una secuencia arnÍfio­

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

específica al ser estimulados con el tercio protector, el tercio amino-terminal, detectándose 

la liberación de IL-2, IFN-y, pero no de IL-4. En resultados no incluídos en las 

publicaciones, este perfil también se observa por RT-PCR, ya que se detectó la producción 

de mRNA de IFN-y en más ratones inmunizados (4/5) que en ratones controles (2/4). Estas 

citocinas son propias de un tipo de respuesta Th 1, similar a lo descrito previamente por 

otros grupos para T crassiceps (ver II.8a). 

También se realizó el análisis del fenotipo (CD4+ o CD8+) de los linfocitos T para 

determinar si una población dominante participaba en la protección. Sin embargo, los 

porcentajes obtenidos en los grupos experimentales y los controles no mostraron 

diferencias significativas ni en ratones sólo inmunizados, ni en ratones protegidos, ni en 

cultivos de esplenocitos estimulados con antígeno 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 infección (16,59,69, 108). La 

evidencia indica que ambas poblaciones (CD4+ y CD8+) participan en la protección. 

También, exploramos la duración de la protección, ya que no sabíamos cuanto 

tiempo pasaría entre la inmunización y el reto por lo tanto se infectó a los cinco, diez y 

quince días después de la última inmunización. A los quince días la protección desciende al 

16% (datos no mostrados en esta tesis). 

En la presente tesis se estudiaron las propiedades inmunológicas de una región de la 

TPmy que induce protección contra la cisticercosis murina (tercio amino-terminal) 

(Apéndice 2). Se detectó la liberación de IL-2, IFN-y, pero no de IL-4 de manera antígeno­

específica, 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 CD8+ participan en la protección. Finalmente, también se observó que la 

protección desaparece rápidamente. En este sentido, es necesario establecer un método de 

inmunización que prolongue la protección antes de realizar pruebas de campo. 

En la tercera publicación (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 señales de inmunosupresión (ver Tabla 1 del Apéndice 3). 

Este resultado contrasta con varias publicaciones que muestran fenómenos de 

inmunosupresión en cerdos o ratones cisticercosos (ver 11. 4). En otra publicación que 

analiza la respuesta inmune de pacientes humanos (14), además de la cisticercosis padecían 

otras enfermedades tales como: amibiasis, ascariasis, teniasis, asma, rinitis y alergias a 

alimentos. Es posible que estos pacientes posean una inmunodeficiencia que los hace más 

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 

sintomatología; además, los corticosteroides inhiben la proliferación de linfocitos T y la 

transcripción de genes de citocinas (105). Puesto que en 1984 se empleaban los 

corticosteroides (61) es posible que los pacientes incluidos en aquella publicación (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 más susceptibles a diferentes enfermedades. En cambio, en nuestra publicación 

los pacientes no recibieron 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. CONCLUSIÓN 

Hemos obtenido evidencia en el 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 región amino-terminal de la TPmy se correlaciona con 

resistencia y/o protección a la infección 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 más plausible la aplicación de este antígeno en el hospedero 

porcino, es necesaria la realización de estudios piloto en cerdo antes de aplicar este 

antígeno al nivel de campo. 
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SUMMARY 

·Taenia solium paramyosin is an immunodominant anJigen 
in human and porrin.e cysriurcosis rha! has slwwn promis~ 
". a wccine candidau ogainst schistcsomiasis and so~ 
filariasis. 7MTt aTe few nudies ro identify the immunolo­
gically relevant ngions 01 paramyosin. In this worf. we 
charac~riu the humoral and cellular response o/ neuro­
cystil2TCotic parients against T. solium paranryosin.. 
Wesu17J blots using diffátn! recomhinant frolgments 01 T. 
so1ium paramyosin. showed tluJ.t ,he Sera 110m neurocysti­
cercone. parienu weTC!' strongly r~actiw against rhe 
carbory/ end region, with poor ruognirion 01 lhe central 
and amino regions. In contrast, ,he cellular ¡mmune 
response of panents did nOI shcw preferenrinl recognition 

. 01 any "'gion 011Prtty. 
PI'I~IAA,\~¡.j • 

Keywords paramyosin. Taenia solium. cystjc~rcosis, 

epitope mapping 

COrTCSpontÚIIU: J.,.Uclelle. Oepuunent of tmmunology. Instituto de 
Inw:stigadooes Biomédicas, UNA M .• A.P. 7o:!28. ().ISIO M¿xico D.F .• 

M¿xico (e-mail: bclene@sc:rvidor.unam.ml.). 

R'!uroeJ: 5 OclOber XX)() 

Acupled for public4liorr: 12 July 2001 

o 2001 Bl1cl.:well Science l.Jd 

INTRODUCTION 

Pararnyosin (Prny) is a folamcnlOUS, a-helicaJ, coiled-coil 
protein of approximateIy 100 kDa that is present in tbe 
musclc o( invenebrates. inchxling sorne flatworms· that are 
parasiles o( human and domestic animals, such as 

Schistosoma mansoni (1). SchistosolM japonicum (:!), 

Taenia solium (3) and EdUNXOCCUS granulosus (4). 
Par:l.myosins from diffem1r parasites havc scvernl irnmu­
nologicaI propcnies. T. solium paramyosin (TPmy) is an 
irnmunodominant antigcn in human and porcine cysticer­
cosis (5). Paramyosin has also becn charactcrized as a 
modulating antigcn on granulomarous hypcrscnsitivity to S. 
mansoni eggs (6). Sera (mm patients wirh onchocerci3Sis 
fror.l Guatemala and Ghana show antibody recognirion 10 
pararnyosin (7). In Wuche~ria bancrofti-parasitized indi­
vidllals. rhe p-csena: o( pararnyosin--reactive immunogl~ 
buli, (Ig)G4 is associalcd wilh !he presence o( parasites (8). 
Usi'/g peripheral blood mononuclear cells (rom individual, 
IiviTlg in an endemic arca (oc schistosomiasis japonica. 
par. myosin stimulated ceIlular proliferation in 38-5% of 
sub <els, which is close lo !he S 1·3% induced by a soluble 
wh(~le parasite cxtr.lct (9). 

Flf3J11yosin has shown promise as a vaccine cancJidJle 
antigcn :lgainst S. mansoni (6,1 O), S. japonicum (1 1.1;:) and 
Bn. gia trII1/ayi (13). In addilion, par.unyosin (mm T. so/ium 
inh 'bits the classical pathway of complemcot. tbrough 
ioh !:>ition ofel function (3). "~o ,'-o 

1 bere are fcw studics lo identify the immunologicaI1y 
n:tcvant regions of tbcsc prorectivc pro~,eins. In ~is·rég'ard. 
epitopc-mapping studies carried out with scnfrom p3tients 
inf(,'cted with S. japonicum rcvcalcd a dominant n:cognition 
of t'le casboxyl-Icnnini of Ihe-molecul~ (14). Similar results 
wel e obtaiocd using sera from mice immunized wilh TPmy 
(no: shown). However, in the case of sera from patients 
infl cted by Dirofilaria immiris. the dominant recognition 
W3:. the amino terminus (7). 

Here. we repon thal the hwnoral immu!IC response of 

nel" rocysticercotic patients against pararnyosin is highly 

Q, 



r-....v.;¡.o'.olll",,_· ...... • ...... '-'1 
.416 Porasit PR6057 

J. VlÍlquez.T~ra ce al. 

biascd towards the carboxyl region. WhCrClS the cellu1ar 

resrx:>nsc shows no prefercntiaI rccognition. 

MATERIAlS ANO METHOOS 

Patienls sera 

Fí(ry human sera from ncurocysticercotic individll3Js . 

. collected during ficldwork in endemic ateaS, were kind1y 

provided by K. Willms. AH these sera were posilive against 
a crude extract o( cysti<;erci through an immune assay wüh 

85% sensitivity and 100% specificity (15). Five sen from 
patients with Mycobacttnum tuburuJosis and five sera 
from patients with Entamoeba hisrolYlica' wcre kindly 
provided by L. Ortíz-Ortíz.. 

Mononuclear ceUs 

Mononuclear cells were obtained from other 24 adult 
patients with neurocysticercosis. recruited between bctween 
January 1996 and August 1998 in Ibe Hospital de 
Especialidades, CMN siglo XXL A11 patients had cysticerci 
within the brain parenchyma, subarachnoid or ventricular 
spaces, or in various sitcs (mixed). Diagnosis and locali7~p 
tion was' conftrmed by magnetic resonance and computer­
ized tOlROgmphy and supponed by • search for speci fic 
antibodies by enzyme·lioked immunosoment asS3y 
(EUSA) and Western blol in serum and cerebrospinal 
fluid (15,16). The selected group of patients h.d not 

rcceived treatment with eestocidc or immunosuppressive 
drug. before blood samples were obtained. A control group 

(a) 

zr 20/8/1 16:24 ALDEN 

of 24 individuals within the sarnc age r.mge and gcndcr 

Dlio was choscn (rom hCllthy voluntecrs (rom the s:lrnc 

cndcmie areas. Twenty tni11ilitcrs o( blood sa.mplcs were 

coJlccted from patients and healthy individuals by veno­
puncturc in sterite Vacutaincr tubes containing heparin as 

anticoagulant. Peripbcral blood mononuclear cells wcrc 

isolated by centrifug.tioo over Histopaque density gradi­
ents (Sigma (ñemic.1 Co .. St Loois, MO, USA). After 
separaríon. cclls wen:: washcd wilh Hank's balanced 

solution (Gibeo BRL. Gailbersburg, MD, USA) .nd 
resuspended in RPMI-I640 medium (Gibeo BRL), suppJc­
mented with 15% heat inactivated bovine (etal serum 

(HyClone Laboratories, Inc., Logan, UT, USA), 50 mM 2-
mercaptoetbanol, 200 mM L-glutamine, 100 piml pcnicil­
lino 100 p.gfml strcptornycin. 0·1 mM nonesscntial ami no 
>cids and 1% antimycotie (PPW; Gibco BRL). CcJl 
viability W3:S assessed by lhe trypan blue exclusion test. 

T. solium pararnyosin 

TPmy was purified (mm T. solium cysts by affiniry lO 

coJlagen as described previously (3). A series of constructs 
derived from the fuJl length coding sequence of TPmy (17) 
were dcsigncd lo exprcss rccombinant fragmcnts approxi. 
malely corn:sponding 10 thirds of the total Jength of TPmy. 
111e selected coding rcgions were amplified by polymernsc 
chaio reaction and c10ncd with the appropn3te Te:1ding 
fr:u!le iOlo lhe pRSET vector (lnvitrogen, Co .• San Diego. 
CA, USA). E: coli JMI09 bacterial strain was transfonned 

wilb eocb coostruct and indueed in culture for !he 
expression of recombinant TPmy and its fragments, 

(b) 

kDa 
nt I • 2589 

VW7 .. 3 • I tt 1111111111111111111111111. 
u 1 U3 

nt 1656 2589 
VW4-1 1111111111. 

aa 552 863 

nt 807 1653 
VW3-3 11111111111 

33269 551 

nt 1 804 
VW2-1 .111111111 

.. 1 268 

127 -+-; .. 
84 -+. '.:' 

49.5-+ .' ;.: .. 
-

f't¡:ort 1 Recombin&n( produces of Taenia soliwn panmyc:nin usc1 in lhis srudy. (a) $cbcm.aIic n:prcsenution; Duclcocidc: (nI) and amino 3cid (a3.) 

positions are ¡ndicaled by numben based OQ lhe fuJl·lcllglh sequcncc. (b) SDS-PAGE anaIysi.s sbowiag purified rttOmbinanl produru ofTPmy: 1, 
VW2·1; 2. VW3--); 3, VW4-1;", VW7-3. 
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fol1owing the recommcndations from Ihe manufacturero 
Bacteria werc harvestcd 4-6 h postinduction and inc1usion 
bodies weJ'C purified and solubiliU;d' in 5.. guanidi ne 
hydrochloride. The TPmy n:combinanl prolein, wcn: 
expn:sscd as fusion products with an amino tcrminal 46 
amiDa acid peptidc. including a 6-histidine lag used for 

J!igh aJlinity ehromalography purific:nion Ihrough HiTrap 
~elating columns (pharmacia Biolech, Piscataway, NJ. 
,uSA). The puritied rccombinant prolcins wcn: exhaustivcly 
dialysed againS! O-S .. NaC.l pH 7-3 and Ihe protein 
concentration dctennined using Ihe Bradford protein assay 
(Bio-Rad Laboralories, Hereules, CA, USA). Tho full· 
length pararnyosiD eonlain, amino acids 1-863 01W7·3); 
the amino terminal fragmcnt contains amino acids 1-~68 
(VW2.1): tbe central fragt!lcnt contains amino acids 269-
SSI (VW3-3) and Ibe carboxyl lenninal fragmenl contains 
amiDo acids S57-863 (VW4-I). AII fraclion, were analysed 
by SDS-PAGE c."igwe 1). 

Anb'body recognition oC Ihe recombinanl fragments of 
Tprny 

To eva1uate the recognition of differcnt regions of TPmy by 
antibodies from neurocystice~otic patients, 'Vcstem blots 
were cinied out with 3S human serum snmples. 5 J.1.g o( 
e.ch recombinanl fragmenl (\IW7·3, VW2·I, VW3·3 and 
VW4-I) werc e1ectrophoresed and bloned onto nilIOC'ellu­
lose paper and blocked wilh 5% ,kimmcd mil k in 
phosphale-buffered saline (PBS). Strips of nitrocellulose 
wen: incubaled fOl' t b al 25"C wilb cach senun diluled 
I : 500 in PBS plus skimmed milk, washed witb PBS plus 
O-oS% 1Ween 20 and incubaled for 1 h wilh rahbil anti­
human IgG antihody eonjugaled lO horseradi,h peroxidase 
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA, USA) dilulcd 

(a) -+ 

+ I 5 10 15 

(b) -+ 

zr 20/8/1 16:24 ALDEN 

TanJ B uH ~pilope mappins olTPmy 

1 : 500 in PBS plus slimmcd mill:::, :ll room lempcr.nure. 
Thc re'Clio. was dcveloped wilh 0,5 mglml of DAB (3,3'· 
diaminobenzidine Ictrahydrochloridc) plus O· ¡ Id/mI of 
fn:sh 30% hydrogen peroxide. Similar Westem blots wcre 
carried out with sera from healthy individuals. as well as 
sera froro paticnts wilh amebiasis and tuberculosis. 

Prolifcra.ion assays 

Proliferation 3SS3yS of human mononucle.1t ccJls werc 
eamed out by quintuplicate in 96-well nat-bonom micro­
litre plale, (COSTAR, Cambridge, MA, USA) al JOO 000 
cells per wcl1 and incubated wilh suppl.ernented RPMl-l640 
medium in Ibe presonce 0(" Con A (5 fLglml), TPmy 
(3·5 fLglmn, or VW2-I, VW3-3 oc' VW4-1 (1·75 fLglml), in 
a fmal volume of 200 ""wdl.. Negative controIs did DO 

contain antigen. Cell, werc incubaled al 37"C in 95% 
humidity, 5% Co, for 96 b. 1 fLCi/well of (m<thy/-'Hl­
thyrnidinc (Pharmacia Biotech) was added to Ihe cultures 
and ineubaled for Ibe final 18·h period. Cell, were 
harvested in gl ... fibre filien and processed for scintilla­
tion counting. The proliferation index was caleulatcd 
dividing the mean COUnts pcr min (e_p_m_) of experimental 
wells by the mcan e_pomo oC lbe wells with eeils culturcd in 
mediWlt a1onc. 

RESUlTS ANO OISCUSSION 

Pararnyosins (onn dimen witb me two amino acid chains 
nmning in !he sorne directioa lo mm !he coiled-coil. Thi, 
homodimerie structurc allowed our approach fOl' epilope 
mapping, using recombinanl fragments of TPmy, com:­
,ponding approximalely lo Ibinls of !he full kngth 
molecule (Figure 1). Mapping of B coll epilopes wa, 

20 2S 30 JI 

fIcon 2 Human antibody n::cognitioo o( me recombirwlI fngmenu o( TlUrUtl soliwn panrnyosin. Se ... from neurocysticereocic palie:nu (1-35) ....ere 
le$ed by Westem blQ( against (a) VW2.I. (b) VW3·) and (e) VW4- L Uncs on d\e kit (+) show- lhe rttognition of each fragmcnl by a rabbtl anri· 
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Table t Responsiveness oC peripheral blood edls from p:uienlS and Ilealthy indivM1uals agaiDSl (he ~mbifWll (r:rgments oC Tae,u:t:I. solUtm 
paramyosin 

Humaa samples VW2-1 VWJ-3 

Neurocysticereodc patients responsive lO TI"rny: 9124t + + 

+ + 
+ 

+ 
$ Positive 55 55 

Heihh)' individuals responsive lO UnIr: 9124t + + 
+ + 
+ 

~ Posiuve 88 77 

VW4-1 

+ 

+ 
+ 

* 66 

+ 
+ 

22 
..,. 

Numbcr oC cases 

3 
2 

I 
To<aI 9 

6 

1 
To<aI9 

tetO sampes Crom 24 neuroeysticercocic OC' heahhy individuals from the same endemic vea for cysticercosis w~ stimulated as descnDed in lhe 
Material, ud Methods, with TPmy puritied (rom T. soliwn cystS. When the sumuladon index i::: 2. the indivW!ual was considered responsive. 
·Stimulaúoa index .i!: 2 'Mas considcrcd positive (+). ocherwise negalive (-). . 

carried out by dctennining the antibody rccognition of the 

recombinant fragments corresponding lO approximate thinJs 
of the TPmy molecule. TIUrty.5 sera that werc positive 
against nauve TPmy by Wcstcm blol werc selcclcd (rom a 
group o( 50 human sera (rom neurocysticercotic paticms 
(data nOI shown). As shown in Figure '2. a rcmarkablc 
dominance in the rccognition towards the carboxyl cnd 
(VW4-I) was Cound wben sera from human cysticcrrotic 
patients were testcd. indieating tbat B ccll epi topes are 
predominantly locale<! in !hal region oC1Pmy_ This result is 
¡ntcresting becausc TPmy is a patticularly homogenous 
molecule: with approximately 95% oC the amino acid 
sequcncc maintaining lhe 7(28 repeélt paltcm. charoctcrislic 
oC a-helieal eoiled-coil proleins (17). Only Ihe two ends of. 
trus filamentous moJecule. contain small sequences (15 
residues al lhe amino tenninus and 31 residues' al the 

carboxyl terminus) Ihal bn:ak Ihe helica! seeondary 
structure. Recognilion of the central (VW3-3) .nd 01 Ihe 
ami no end (VW"!.-l) fr.Jgmc:nts was considerably 10wer.1ñc 
sera from patients wüh tuberculosis and amibiasis werc 
nonreactivc to any recombinant fragmcnt (not shown), 

eliminating the possibility Ibat recognition of VW4-1 might 
he due lo binding oC imrnunoglobulins Ihrough !he Fe 
region. eaused by Ihe abilily oC1Pmy lo bind Clq (3). The 
~ults with the sera from hmnan patients are consistent 
with the concept th~t diffcrences in these nonhclical regions 
havc a stroog influence On Ihe outcome of Ihe antibody 

recognition. 

Releasc oC 11'my by tbe eyslicerci has becn proposcd 10 

modulare the host inOarnmatory response by dccreasing {he 

4 

p~uction of complement mediators of inflanunarion. 
through binding lo Clq and inhibition of the el funcríon 
(3). Interestingly, extc:nsive structurelfuncrion analysis of 
TPmy by recombinant cxpression of a number of TPmy 
fragrnents indiC3.tcs tha!: tbe Clq binding site is loc:lted in 
the amíno-tcrmin3.1 end of tht molecu1e (not shown). Thís 
suggcsts !hal cvcn in !he p,..,...cnce oC hígh Ievels oC anti-
11'my antibodies, !he amino' end mighl still be Cree 10 

inleract wilh Clq and block <h Cunelion. 
Our results o( antibody n:cjognition of the n::combinant 

fragrncnts oC 'Wmy. using hUI Ban sera, ano simiIM lo !hose 
obtaincd using sera from mio: immunized with full-length 
",combinanl1Pmy (not shOWl!) and wi!h ser.! ClOm paticnts 
infcclcd with S. japonicum (I4). In conlrast, scm from 
onchoccrcosis paticnls rcac' cd prefercntially with thc 

amino eoo of parnmyosin (T.', 1ñc:sc diffcrcnccs could be 
duc to the phylogeoclic I,clalionships betwccn thcsc 

p3.r.lSites, with S. japonicun: and T. solilun (Plathyhcl­
minthes) being far c10scr th; n the ncm:ltode Onchocerca 
oolvuJus. 

The responsiveness oC pcriphcral blood mononuclcar 
cclls from ncurocysticcrcotic, patienlS and bealthy indivi­

duals from an cndcmic are 1 for taeniasislcysticen=osis. 
stimulated with TPmy purifi,':d from r. solium cysts. was 
almost idc:nlical. In both case ;. nioe out of 24 ceH samples 
Were JXlSitive (stimulation index 2:::! was considered 

posilive). This indicares a h:gh exposurc to lhe par.tsite 
antigcns on individua1s 1ivin! in cndemic areas. Whcn thc 

mononuclear cells (rom the patients th:It were positive 
>gaioS! !he (u1I lenglh TPn:y wen: stimulated wilh !he 
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recombinant fragments o( TPmy, no pre(crcntial rcspon­
sivencss was obser'ed against any region o( TPmy 
(Table 1). 'In contr1l.;~ TPmy.rcsponsive cells of hcollhy 
individuals (rom the same cndcmic arcas for cysticen:osis 
werc more. responslvc towaros Ihe amino and central 
rq¡ions of TPmy. 

A gcnetically bascd. irnmunologically medialed resis­
lance: is present in two ex.amples oí murine cysticcrcosis 
(18,19). [f somcthing similar occun: in human cysliccrcosis, 
it should be expeCled that nOl all humans are susceptible lo 
¡nrection. In contrast to patients with neurocysticercosis, 
lhe response of mononuc1ear cells from scropositive hcollhy 
individuals living in endemie arcas ror taeniasislcysticer­
cosis. descrlbed in Ihe pn:senl study, is dirccled mainly lo 
the unino and central regions of the TPmy, suggesring a 
diffcrential outcome of the immune response in susceptible 
and resistalit individuals. 

Previous rqx>rts have ShOVrT .. ··lhat the irnmunc response 
towards pararnyosin is related lo resistance againsl 
helminth infection 0,20,21). However, lhc protective 
potcntial of the immunc response towards parnrnyosin 
rcmains to be eva.luatcd in infcctions by cestode parasites. 
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Param)'osin has been proposed as a ,'acciDe candidale in schistosomiasis and filariasis. Ho\\'enr, limited 
informatian is a,'ailable abaut its protecth'e potential against cysticercosis and the ¡mm une response it 
induces. Immunization of mice "ith recambioant full-Iength param)'osin of Taen;a solium (TPmy) results in 
abaut a 52% reduction in parasite burden arter a subsequent challenge by intraperiloneal inoculation of Taenia 
crassiceps cysticerci. Irnmunizatioo assays using recombioant fragments of TPmy, corresponding approxi­
mately lo thirds on the amina, central, or carbo).·yl regioos, suggest that protecth'e epi topes are located mostly 
in the amino-end third. Proliferatíon assays using T cells obtained from mice irnmunized ",ith the full-length 
recambinant TPmy also showed a preferentiaI response to the amino-terminal fragment. In contrast, antibod­
ies in the sera from these mice predominantly recognize epitopes Jocated in the carboxyl-terminal fragment, 
being the immunoglobulin Gl subclass, the predominant antibody isotype. Characterization of the cellular 
immune response induced against the protective amino-terminal fragment reveals production of gamma 
inteñeron and interleukin-2, but not interleukin-4, suggesting a Thl-like profile. 

Paramyosin (Pmy) is a filamentous, a·he1icaI, coiled·coil 
protein of about 100 kDa, present in sorne muscles of ¡nver­
tebrates. It is also an antigen duriog infections by severaJ flat­
wonns that are important parasites of humans and of domestic 
animals such as SchislOsoma mamoni (10), Schistosoma japoni­
clIm (4), Taenia solium (10, 12), and Echinococcus gronulosus 
(18). The pararnyosin of T. solium (TPmy) is present in the 
musculature but has also been found associated with the teg­
ument of the parasite (7). The collagen-binding and comple­
rnent-inhibitory properties of TPrny have been described pre­
viously (8, 9, 11). TPmy is synthesized by the tegumenla!)' 
cytons and apparently released through the cyst tegument (8)_ 
Furthennore, TProy can be coJlected 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 
TProy may modulate the host response through diminution of 
the inflarnmatory mediators at the host-parasite interface (8, 
11 ). 

Paramyosins have been proposed as vaccine candidates in a 
number of heIminthiases including schistosomiasis (3, 20) and 
filariasis (14, 19). Despíte their protective abílities against 
schistosorniasis and filariasis, limited infonnation is available 
on their potential as vaccines against cysticercosis. Here we 
report that immunization of miee with recombinant fragments 
of TPmy induces significant Jevels of prolection in the murine 
model of cysticercosis by Taenia crassiceps. The profile of cy­
tokine production suggests that Ihe protective amino-tenninal 
fragment of TPmy induces a Thl-1ike irnmune response. 

• Corresponding author. Mailing address: Dirección, Instituto de 
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma 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 A.~D METHODS 

Animal mod~l. Mic~ used in all ~xperiments wer~ 4- to 6-week.ald female 
BALB/c AnN strain miee. The ORF strain of T. erassiceps was maintained by 
consecutive passages of eysts in the peritoneal ea\'i,ies of miee (26). Cysts used to 
ehallenge miee in protection studies were obtained from miee after 2 to 3 mODlhs 
of infection, those with diameters of 1 (O 2 mm b~ing Ihe ones selected. 

Rn:omblnant prolcins. A series of eonstructs deri\'ed from the full-length 
coding sequenee o! TPrny were designed 10 express either the full-lenglh protein 
or fragmenl5 Ihal corTespond lO approximately thirds of TPmy. The full-Iength 
paramyosin (VW7·3) is an 863·amino·acid protein as described elsewhere (12); 
the amino·terminal fragment COntains amino acids 1 to 268 (VW2.1), the cenITal 
fragment conlains amino acids 269 to 551 (VW3·3), and the carboxyl-lerminal 
fragment contains amino acids 552 to 863 (VW4-1). A1l TPmy products were 
recombinantly exptessed and purified by affinit)' chtomatography as described 
before (J. VAzquez-Talavera et al., submitted for publication). Purified recom· 
binant proleins were exhaustively dialyzed against 0.5 M NaO. pH 7.3, and the 
protein concentration \\'85 determined using the Bradfotd protein assay (Bio­
Rad Laboratories. Hercules, Cali!.). 

Preparatloa or Immunogens. Recombinant fragments (VW2_1, VW3-3, and 
VW4-1) or full-Iengtb rTPmy (VW7·3) were mixed with 1.6% alum [Al2(OH),1 
lO a final ratio of 1 1050 (wt/Wt) and incubated al room temperature for 20 mino 
AJum was sediment~d by eentrifugalion al 8,000 x g for 10 min and rewspended 
in sterile saline. The amount of prolein bound to A12(OHh "'as detennined by 
quantifying the amount of prolein in the supematant after eentrifugatioo. Bind· 
íog of proteio to the alum was highet than 95%. In all immunizations. one dose 
corresponded to 20 p.g of proteio adsorbed to 1 mg of alum. 

Prolectioo 'ludies. Micc were immunizcd two times inlraperiloneally (i.p.) al 
l-week iotervalswith one ofthe recombinant products ofTPrny(VW2-I, VW3·3, 
VW4-1, or VW7·3), prepared as described ahove. Control miee were injected 
with 1 mg of aJum in saline, following the same procedure as ",ith immunized 
miee. One week aftet the lasl immunizalion, miee were i.p. challenged with la T. 
crtlssiceps cysts in saline. Miee were bled evcry week after Ihe last immunization 
and sacrificed by eervica1 dislocation al 45 days postinfection, and C)'Sts from Ihe 
peritoneaJ cavities were collected and counted. 

Antlbody I'H'Ognltlon or Ihe rccomblnant rnlgmcnts orTPmy. To evaluate lhe 
antibody recognition of Ihe ditrerent regions of TPrny, enzyme·)inked immu­
nesorbent assays (EUSA) werc pcñonned using pooled sera from four mice that 
had been immunizcd ¡.p. three times at l-week intervals with VW7-3 that was 
prepared as described above. Miee wete bled 1 week after the 1351 immunization. 
EUSA was carried out bindíng equimolar amounl5 of each recombinant TPmy 
fragment (VW2·1, VW3-3, and VW4-1) to microlÍter plate wells.ln brid, 96-well 
microtiter plales (Immulon 2; Dynalech, Olantilly, Va.) were coated wilh equal 
amounls of Ihe immunoglobulin fraction of chicken hypcrimmune sera directed 
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TABLE 1. Protection assays in the murine model of cysticerco~is by T. crassiccps" 

Expt no. Vaccination No. of mice Indi"idual hurden Parasile load!> PrOlect¡on~ (o/c) 

Alum 4 48, 38, 22, 36 36:: 11 
VVrl7-3 4 4,24,24, 12 16:!:: 10 55d 

2 Alum 6 7,36,54, 76, 141, 76 65 = 45 
VW7-3 6 19,24,52,37,43,9 31 :!:: 16 52'" 

3 Alum 5 20,31,73,92, 134 70 :: 46 
VW2-1 5 0,0, 1, 2, 41 9:!:: 18 87' 
V\\'4-1 6 40,73, 78, 82, 110, 147 88 :: 36 -25 

4 Alum 5 38,44,54,76, 110 64 == 29 
VW2-1 6 7, 9, 18, 38, 43, 86 34 = 30 47' 
VW4-1 6 0, 0, 10, 20, 66, 15O 41 :!:: 59 36 

5 Alum 5 81,82,86.31, 158 88 == 45 
VW3-3 5 79, 8, 70, 79, 54 58 = 30 34 

6 Alum 6 107, 300, 134, 55, 170, 64 138 = 9Q 
VW3-3 6 99,39,29,90, 120, 22 67 :: 42 52' 

• Mice were challenged by inoculation of 10 cysts 1 week after the lasl immunization as described in Materials and Methods. 
b Values are means !;: standard deviations of the parasite loads after 45 days ol infection. 
e Prolection was calculated as Ihe reduction ol para5ite load expressed in percentage, where the alum-injected control mice burden is 100%. 
ti StatislicalIy significant ditrerence between alum-injected control miee and immunized mice (P sO.05). 

10 Ihe 46·amino·acid fusion peplide, located at the amino-terminal end of all 
recombinant fragments. Aftel being washed four times wilh phosphate-buffered 
saline (PBS) eontaining 0.03% polym;yethylene sorbilan monolaurate (PBS­
Tween 20) and blocking with PBS-Tween 20 plus Ir¡( bovine serum albumin, 100 
ng of eaeh recombinant fragmen! was added per welI and incubaled al room 
Il':mperalure fm t h. Afll':T being washed. 1 :200 dilulions of Ihe pooll':d sera fmm 
the immunizcd miee were added and irlcubaled al 37"C for 1 h. The amOUrlt of 
antibody bound was quantified using a secondary horseradish peroxidase-conju­
galed rabbit anli-mouse immunoglobulin G (IgG) plus IgM plus IgA plus IgD 
antibody, following the manufacturer recommendations (Zymed Laboratories, 
Ine., San Francisco, Calif.). The reaction was de\'eloped witb o.phenylenedi­
amine dihydrochloride plus hydrogen peroxide and stopped with 2.5 N H~SO •. 
Readings of oplical density al 490 nm (00.90) were canied out in an EUSA 
reader (Human Gessellschaft fiir Biochemica und Diagnostica. Taunusstein, 
Gennany). lsotype analysis of the sera from miee lhat were immunized \\ith one 
of (he recombinant produClS ol TPmy (VW2-1. VW3-3. VW4-1, or VW7-3) was 
canied out by ruSA using a crude extract (9) bound to microtiter plate wells 
and a seoondary horseradisb peroxidase rabbit anti-mouse IgOl or IgG!a anli­
body (Zymed Laboralories, Inc.). 

T <eIl prolirmalloD assays. A pool was made with spleen «lis obtained from 
four miee immunized with VW7·3 as descnbed above (see" Anlibody recognilion 
of Ihe recambinanl fragments of TPmy") 1 week aftet the last immunization. As 
a control group, a pool of cells was obtained from four naivc miee. The T -cell­
enriched fractions from naive or irnmunized miee were oblained by panning Ihe 
spleen cells in polystyrene lissue culture plates coated with aflinity-purified rabbit 
anti-mouse JgA pluslgG plus IgM antibodies (Sigma Olemical Co., SI. Louis, Mo.). 
The nonadherenl eells (including T ceUs) were recovered from Ihe culture media 
and used for proliferation assays. Qualltification of T cells in Ibis nonadherenl 
fraelion. by flow cytomelry using fluorescent monoclonal anlibodies to surface 
markers., indicated that T cells (CD3E+) represented aboul 60%, whereas B eells 
(CD19+) and macrophages (Mac3+) represenled less than 0.5%. The remaining 
39% of Ihis nonadberent fraelion corresponded to eells lbal were nol recognized 
by the monocIonal anlibodies specific for CD3t., CD19, and Mac3. The T «lis 
were cultured in 96-well microtiler plates (Costar. Cambridge. Mass.) conlaining 
2.5 x lOS eells per well, supplemented wilh 1.25 x 10' adherenl naive eells in a 
final volume of 200 v.J in RPMll640 medium supplemenled with l~ fetal calf 
serum, 0.2 mM L-glutamine, I mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino 
adels, lOO U of penicillin per mi, and 100 fJ.& of streptomycin per mI (RPMI-sup). 
The optimal dose and time ror culture wcre detennined by stimulation of T eells 
witb 0.6 10 600 pmol of VW7-3 per mi during 48 10 216 h. The T -cell-enriched 
fraelion from immunized miee proliferaled optimally (i.e., il bad the bighest 
stimulat;an indeXo whieh is tbe ratio of stimulaled eellslo unstimulated cells) wjth 
a dose of 60 pmoUml during 72 h. Cultures were mainlained al 37"C with 5% 
COl and humidity at S8turalion. Eighteen hours before barvesling. «lis were 

pulsed Yo'ilh (mcthyPH]thymidine, 1 ~CiJwell (SEN Life Science ProouClS, Inc., 
Boslon, Mass.). and Ihe amoum or incorporaled radioactiv!." label ..... as measured 
in a liquid scimillalion eoumer (Belaplale, Turku, Finland). 

C~1okinl." quanlification. Sple!."n cells from normal mice and from mice lhat 
were immunized ..... ilb VW2·1 (see ~Prolection sludies" above) were cuhured in 
RPMI.sup on fl:u-hOllom 16-..... ell microlill."r Jllalf'~ (Co .. lar) al a C'onct"ntralion of 
5 X IW eells per Yo'ell. Spleen cells were slimulaled ..... ¡th 60 pmol o( amino­
lerminal fragmenl (VW.:!-I) per mi during 48 h. and the supematants were 
collecled, aliquoled, and slort~d al -7(fC umi¡ used. Basal (nonstimulaled) 
010kine !el'els Yo'ere C'\'alualed in all cultures. The presence of interJeukin-2 
(IL-2), gamma inlerferon (IFN.'Y), and IL-4 in supernalants was assayed by 
sandwich ELISA wilh 010kine·specific kilS (PharMingen, San Diego, Calif.) 
folloYo'ing Ihe instructions from lhe manufactuTl':r. 

Statistlcal analysls. Studen(s t test ..... as used 10 compare pairs ol data and the 
analysis of \'arianee test was used ror multiple group designs. 

RESULTS 

ProtectiOD assays. The murine modeJ of cystieercosis was 
used for Ihe identification of potentialJy protective epitopes in 
the moJecuJe of TPmy. Protection induced by recombinant 
fragments of TPmy can be easiJy evaluated in this rnodel by 
counting the numbers or detennining the volumes of cysts 
growing in the peritoneal eavities oí irnrnunized or control 
miee after an ¡nitial challenge. Susceptible íemale BALBte 
AnN mice were immunized rn,'iee with VW7-3 oc any of the 
recombinant fragments oí TPmy and ehallenged by i.p. injee­
tion of 10 cysts. The miee were saerificed 45 days after the 
ehallenge, and the numbers of cysts in the peritoneal cavities 
were evaluated. Mice immunized with VW7-3 showed an 
-52% reduetion 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-tenninal fragment (VW2-l), which in­
duced 47 and 87% protection in two experiments. In contrast, 
the other fragments showed Jower, nonsignificant leveJs of 
proteetion, suggesting that most of the protective epitopes are 
Jocated in the amino-terminal fragmenl of TPmy. ELlSA tests 
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TABLE 2. Humoral reaclivity again~1 Prny recombinant fragmenls 
afler immunization of mice with VW7-3" 

Sera 
Antigen 

Naive Immune 

VW7-3 0_023 :t 0.015 2.:95 ~ O.OSCY' 
VW2-) 0_076 :t 0.018 0_075 " 0.006 
VW3-3 0.062 ::!:: 0.{X)3 0.515 =: 0.021 b 

VW4-) 0.059 ::!:: 0.D1 O 0.426 ~ 0.012b 

• Sera from naive and VW7-3-immunized miee (diluted 1:200) were analyzed 
by EUSA as de.~ribed in Materials and Methods. Values are means = standard 
deviations oí quadruplicatcs expressed in 004 '10 units. 

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

showed that serum samples from miee immunized with the 
fragments of TPmy, taken before and after challenge infeelion, 
had similar levels oC IgGl and IgM antibodies (not shown). 
Marginal levels oC IgG2a were also deteeted in immunized 
mice. Experiments of passive transfer oC sera from mice im­
munized with VW2-1 into naive reeeplOrs showed no signifi­
eant differenees of eyst burden eompared lo recipients of sera 
Crom naive mice, indicating that protection is nol mediated 
through antibodies (data not shown). 

Antibody reacth·ity against TPrny recombinant fragments. 
B-cell epi topes were loeated on the TPmy reeombinant frag­
ments by ELlSA using sera from miee immunized with VW7-3. 
This e:.\:periment was feasible given the extensive cross·reeog­
nition between paramyosins Crom different f1arworms and 
other invertebrates (11). The sera from mice immunízed 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 amigen-specific antibody 
reaetivity was detected against aD 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 írnmunization with VW7-3, a T-cell­
enriched fractíon was cultured and stimulated in vitro with 
VW7-3 and the recombinant fragments (VW 2-1_ VW 3-3. and 
VW4-1). A significant antigen-speeific proliferation was ob­
served in the T eells Crom immune mice stimulated \\'ith 
VW7-3, VW2-1, and VW3-3 but not VW4-1 (Table 3). Unex­
pectedly, T cells from naive rnice were also responsive at lower 
levels to the full-Iength VW7-3, VW2-1, and VW3-3, suggest­
ing that sorne mitogenic activity is associated to (he amino and 
central regions oC 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 
Cragment (VW2-1). spleen cells Crom irnmunized and naive 
rnjee were stirnulated in vitro with the sarne recombinant prod­
uct. As shown in Table 4, IL-2 and IFN-1 but no! IL-4 are 
produced in an antigen-specific fashion. No statistically signif­
icant differences in ceJl phenotypes were found in unstimulated 
spleen cells from control, immunized, and infected miee (data 
not shown). These results suggest that a Thl profile is induced 
by irnmunization with the amino-terminal fragment of TPrny. 
The marginal but significant stimulation observed in naive cells 

l:'\rECT. IMMUN. 

T ABLE 3. Antigcn-specific prolifcration oC T cells Crom VW7-3-
immunized mice 

Stimulation inde,;" for. 
Stimulation" 

Naive mice Immune mice 

RPMI" ) ) 

RPMI + VW7-3 7.44d )5.7" 
RPMI + VW2-1 3.5d 7.Id 

RPMI + VW3-3 3.2zt 4.6d 

RPMI + VW4-) 1.11 1.2 

" Proliferation was assayed with T cells from immunized and naive mice stim­
ulated with the rccombinant fragments of Pmy as de~ribed in Materials and 
Methods. 

" Reponed \'alues are stimulation indexes calcula!ed from the means of ra­
dioacti\lity incorporation (quadruplicates) for each experimental group after an 
18·h pulse with rHlth~midine. 

~ Absolute \'alues were 1.8 :::!: 03 and 1.5 :::!: 0.3 (kcpm :::!: ~tandard deviation) 
for naive and immune medium control!., respectively. 

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

cultured with VW2-1 involving IL-2 but not IFN-)' or IL-4 
again suggests that a mitogenic aetivity is associated to the 
amino·terminal region oC TPmy. 

DISCUSSJON 

Pararnyosins have been proposed as vaccine candidate anti­
gens against Irematodes like S. mamon; (3, 22) and S. japon;­
cum (20, 21, 23), as well as against nemalOdes like Brugia 
mala)'; (14, 19). The feasibiJity of inducing protection through 
irnrnunization with heterologous pararnyosins has been dcrn­
onstrated in several parasite models; it was found that vaeci­
nation oC rnice with Pmy from the nemalOde Caenorhabdüis 
elegans induces up 10 60% protection against challenge with B. 
malayi (19). Another extreme example is rhe induction of 35% 
protection against S. japon;cum through immunization oC mjee 
with a soluble pararnyosin-containing fraetion Crom the earth­
worm Lumbricus terreslris (36). In this report, we show that T. 
solium Proy indueed partial heteroJogous protection against 
murine cysticercosis by T. crassiceps and that most oC the pro­
tective epitopes are located al the amino-terminal fragment of 
the protein. 

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

Sera Crom miee irnmunized with VW7-3 reacted much more 
against the carboxyI-terminal fragment (VW4-I) and !he cen­
tral fragment (VW3-3) than against the amino terminal 
(VW2-1) fragment. The sera Crom neurocysticercotie patients 
are also strongly reactive against the carboxyI-end region, with 
poor recognition oC the central and amino regions (Vázquez­
Talavera et al., submitted). These results are inlriguing, con-
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TABLE 4. Proliferation and C)1okine profile of spleen eells from miee imrnunized with VW2-1 

Immunizalion status of miee Trealment" of spleen cells Slimulalion indc~.b 
Mean =: SO of produetion (p8fml) of: 

IL-2 IFN·)' IL-4 

Naive None I 713 ::!: 62 2,683'" 1,765 .. 30 
VW2-1 3.25'- 954::!: 45'- 4,635 '" 1,260 107:t 118 

Immunized with VW2-1 None I 813 ::!: 76 2,032'" 436 .. 30 
VW2-1 7.33'" 1,841 ::!: 274'- 7,619'" 1,019" 33'" 39 

., Spleen cells from naive micc or Crom mice immunized wilh VW2·1 were cuhured in vitro with or withou! VW2-1 as described in Materials and Methods ("<)10kine 
quantificalion") lO evaluale proliCeration and quanlifycytokines in the cullure supematanls. 

1> Reponed values are slimulalion indexes calculated from Ihe means of radioaelivilY incorporation for three individual mice per group after an 18-h pulse with 
I~Hlthymidine. 

e Statistically significan! differenee between stimulated eells and nonstimulaled 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 o:-helical coiled-coil proteins (lO, 12). TPmy 
contains small sequences (15 residues at the amino end and 31 
residues at the carbm:yl end) that break the helical secondary 
structure, suggesting that the nonhelical regions have smalI 
influence on the asymmetl)' of the antibody recognition (12). 
B-cen epi tope mapping carried out on Dirofilaria ;mmilis 
pararnyosin 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 indica te that paramyosins from helminth para­
sites have dominant epi topes located in different regions of the 
molecule. 

Mice vaccinated with the recombinant fragments of TPmy 
produced IgGl antibodies with marginallevels of IgG2a. This 
is in agreement with previous studies showing that mice \'ac­
cinated with irradiated cercaria from S. monsoni show high 
levels of IgGl antibodies against recombinant Pmy from S. 
mansan; (24) and that vaccination with DNA encoding S. jo­
ponicum Prny also induces production of IgGl antibodies (37). 
In contrast to our results, the IgGl isotype has also been 
correlated with protection in schistosomiasis (2). 

Paramyosins induce proliferative responses of mononuc1ear 
ceUs from patients infected with S. japonicum (35) and spleno­
cytes from mjee immunized with irradiated cercarla from S. 
mansan; (25). However, no infonnation was availabJe abont 
the regiones) of the molecule inducing the response. Our re­
sullS indicated that only the amino-terminal (VW2-1) and the 
central (VW3-3) fragments induced proliferation when a T­
cell-enriched fractÍon was used in the assays. 

Information on vaccination against cysticercosis using differ­
ent antigens is growing rapidly and has been recentIy reviewed 
(6, 15, 16, 27). Previous reports suggested tbat protection 
against murine cysticercosis by T. crassiceps is mediated by a 
Thl response (32, 34) featured by CD4+ or CD8+ T cells, 
implying tbat T lymphocytes can induce protection irrespective 
oftheir phenotypes (17, 31, 33). The in vitro production ofIL-2 
and IFN-'Y by the protective fragment VW2-1 also suggested 
that protection induced by TPmy is based on a Thl response. 
IFN--y is also produced by immunization with S. manson; 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 arnino-tenninal fragment to 

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

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

Our results demonstrate that a moderate protection can be 
induced by Pmy in a murine model of cysticercosis. This is in 
agreement with results obtained for other helminth parasites 
including trematodes and nematodes. Current efforts are being 
directed to finding out ho", protection levels are influenced by 
the profile of the resulting immune response. Although our 
data provide infonnation on the location of protective epitopes 
on the protein and on the profile of the protective response, 
)jttle can be advanced on the mechanism of the TPmy-induced 
protection. In particular, the accessibility of this protein on the 
external suñaces of the cysts to become the target of protective 
immunity deseIVes further study. 
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CELLULAR IMMUNE RESPONSE ANO TH1rrH2 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· 
pmhesis. we performed a study on active cases of NCC who had not received cestacidal or immunosuppressive treatments. We 
examined blood counts and specific T ceU markers (CD3. CD4. and CD8) by flow cytometry and found no differences belween 
patiems with NCC nnd healthy individuals. 80th groups responded to concanavalin A (Con A), and patients with NCC responded 
more to a parasite crude antigen than uninfected individuals. Peripheral blood mononuclear cells were examined for interleukin 
(IL)-2. interferon--y. IL-IO. and IL-4 mRNA. Regardless of infecrion sralUS. more than 60% of individuals synthesized IL-2 
rnRNA ando less frequently, the other cytokines. These data suggest that immunosuppression does not occur in NCC patiems. 

Neurocysticercosis (NCC) is caused by the ingestion of Tae­
nia so/iUIn 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 colf'ntries (Del-Bruto et al., 1996). A number of useful 
irnmunological methods emerged years ago to support cIinical 
diagnosis (Flisser et al., 1997), 

Besides t~eir practical use, these techniques generated valu· 
able information related to the host's antibody response dtat 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 irnrnunoglobulins present in dte cerebrospinal fluid 
(CSF) and the serum and to the different antigens recognized 
(Espinoza el al.. 1986; Larralde el al.. 1989). . 

However. data are scarce with respect to dte human T-cell 
response to .this parasjte. Sorne early studies suggested Ihat both 
humans and pigs with T. so/ium cysticercosis had depressed 
immune responses (Molinari et al., 1987; Correa N 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 interleuk.in (IL)-6 and IL-I in 
the CSF of patients with inflarnmatory NCC. Evans el al. (1998) 
reported that IL-5 is increased in the serum and CSF of indi­
viduals with NCC as compared to controJs; eotaxin was also 
f;und to be increased in serum. Restrepo et al. (1998) lcoked 
for cytokines in the tissues surrounding cysticerci in 4 cases 
submitted to surgery, and found bodt Thl and Th2 interleukins 
in situ. Even though mese studies have provided valuable data. 
[hey were performed with a small number of cases. a mixture 
of ¡nactive and active forms of the disease. or with patients 
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treated with irnmunosupressive 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 genera1 blood 
and' T-celI markers were analyzed, as welI as the proliferative 
response to c"oncanavalin A (Con A), a crude parasite antigen, 
and 4 cytokines produced by peripheral bIood rnononuclear 
cells (PBMCs). 

MATERIALS ANO METHOOS 

Patlents and coatrols 

Thirty-seven adult patients with active NCC were recruited between 
1996 and 1998 in the Neurocysticercosis Clinics of a teniary care Hos­
pital of the Security System of Mexico. Al! patients had cystic NCC. 
with vesicles in the brain parenchyma. subarachnoid space. or ventri­
eles; only 3 presented radiologic enhancement around the cysts, Sorne 
cases had a mixed infection. with .cysts in 2 or more locations. The 
patients ineluded 26 males and II females, with a mean age (:!:SD) of 
41 (:!: 14) yr. Diagnosis and localization of tI,e parasites were confirmcd 
by magnetic resonance (MR) (Teitelbaum. 1990) and computed tomog­
raphy (Cf) (Rodacki et al.. 1989). and supported by determination of 
specific antibodies by enzyme·linked immunosorbent a .. say and western 
blot io serum and CSF (Espinoza et al .. 1986; Tsang et al.. 1989; Wilson 
et al.. 1991). The patients had not received treatment with cestocide or 
immunosuppressive drugs before bloocl samples were obtained. A con­
trol group was choseo from healthy volunteers. This group ineluded 24 
males and 13 females, with a mean age (:!:SD) of38 (:!:14) yr. 

Blologlcals 

A crude antigen of T. so/ium cysticerci (CE) wa .. prepared with par­
asite!> removed from infected pigs. using a modified procedure 01' Es­
pinoza et al. (1986). Cysts were washed and minced in phosphate·buff­
ered saline containing the following pratease inhibitors (all from Sigma­
Aldrich; Sl. Louis. Missouri): 0.006% phenylmclhylsulfonylMuoride; 
0.04% p-hydroxymercuribenzoate: I jig/ml N-tonsyl·l-phenylalanine­
chloromethylketone; 1 ~glml Na-p-tosyl-I-Iysine chloromethylkerone; 
5 mM ethilendiaminetetraacetic acid: 4 jiglml leupeptin. Afterward. re· 
peated cyeles of freeze-thawing and sonicutiuo at 7 Hz were pcrfurmed 
until homogenizution was complete. Following centrifugation al 20.000 
g. (he supernutant fraction was stored in aliquots al -20 C. Culture 
grade Con A was purchaseJ fram Sigmu·AIJridl. 

Isolation of PMBCs 

Twenty milliliters of whole blood were cOllccled by venopUO!,;ture in 
sterile heparini7..ed Vacutainer tubes, PBMCs were iso\¡lted by centri· 
fugutiun over flcoll-hyp!lque density grudients. m;cortJins to m!lnufuc· 
turer·s instructions (Sigma-Aklrich). Cells washed wilh Hank's balanced 
S!llt sulution (Gibeo BRL. Grand Island. Ncw York) were resuspended 
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TAflLE l. Response (PI) lO mitogen and ¡mmunophen~typc results. 

Slandard 
Variable Group Median Mean deviation P 

PI Patients 139.5 0.238" 
Con A Controls 66.1 

CD4 Patients 742.0 289.7 0.20t 
(No.lml) Control s 841.9 325.9 

CD8 Palients 485.7 225.3 0.351 
(No.lml) Controls 539.6 233.3 

CD4/CD8 Patients 1.7 0.7 0.961 
ContrOls 1.8 0.8 

CD4/CD3 Patients 0.6 0.1 0.84t 
Control s 0.6 0.1 

CD8/CD3 Patients 0.4 0.1 0.91t 
Controls 0.4 0.1 

• Mann-Whitney U-test. 
t Student's Hes!. 

in RPMI-I640 medium (Gibco), supplemented with 15% heat-inacti­
vated fetal bovine serum (Gibco), 50 mM 2-mercaptoethanol. 200 mM 
L-glutamine. 100 U/mI penicillin, 100 J.l.g/ml streptomycin, 0.1 mM non­
essential amino acids, and 1% antimycotic (PPLO)(Gibco). Cell viabil­
¡ty was assessed by 0.04% trypan blue exclusion. 

Prollferatlon assays 

Cells were cultured (300,OOO/well) in 96-welI fiat-bouom plates (Co­
star. Cambridge, Massachusetts), conlaining supplemented RPMI-I640 
medium. Proliferation was tested with Con A al 5 ).I.g/ml, or CE at lO, 
20, or 30 v.glml. Control wells contained medium alone. Cells were 
incubated at 37 e in a 95% air-5% COz atmosphere for 72 hr with Con 
A and 96 hr with the antigen. One v.Ci/well of lH-thymidine (Amer­
sham .France. Les Ulis Cedex, France) was added to the cultures and 
incubated for an additional 18 hr. Cells were harvesled on glass fiber 
filters and processed for scintillation counting. The proliferation index 
(PI) was calculated by dividing the mean cprn of experimental wells (in 
quintuplicate) by lhe mean cpm of lhe cells eultured in medium alone. 

Cytokine mRNA detectlon 

The expression of IL-2. IL-JO. 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 cONA was 
perfonned with the First Strand cONA Synthesis Kil (Gibco), aceording 
to manufacturer's instructions, As a positive control. 10% of the result­
ing cONA mixture was amplified with forward and reverse primers 
specific for the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase housekeep­
ing gene (supplied with me kit). Forward and reverse primers specific 
for IL-2, fL-JO. IFN--y, and IL-4 genes were synthesized based on Ihe 
sequences reported by Yamamura et al. (1991). 

One-Ienth of lhe cONA mixture of ead sample was amplified using 
30 pmol of the cytokine-specific primers and I U or Taq polymerase 
(Boehringer Mannheim, Indianapolis. Indiana) in a 10lal volume of 25 
).1.1 by 40 cycles. Oenaturlllion and extension phases were performed for 
I min al 94 C and 72 C. respeclively. Annealing lemperalUre was dif­
rerem for each cylokine. i.e .. 68 C fOf IL-2. 55 C for IL-IO. 60 C for 
IFN--y (1 min). and 58 C for IL-4 (40 sec). PCR pn:JduCts were analyzed 
by eleclrophoresis in 7.5% pnlyacrylamide gels and visualized by eth­
idium bromide slaining on a UV transilluminator. 

alood and T-cell parameters 

Quanlitative analysis of blood cell counts was performed by the nu­
tornatcd QBC syslem (Bectnn Oickinson. San Juse. Califurnia). Lym­
phncylc COJ. CD4. and CDX markers wcre quantificu by immunotlu­
orescence 01' wholc blood using MUllrescence-aclivated r.:ell snning count 
kits and spccific monodonal amibodies following manurm.:turer·~ in­
!oOtrucli~\llS (Beclon Oickinson). 
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FIGURE l. Proliferative response against Taenia $..,lium erude ex­
tracto Oots represent mean of 37 individuals and bar slandard error. The 
numbers above are the percentage of responders, taking a PI = 2.0 & 

(he cutoff point . • p = 0.057 by Mann-Whitney U-test. 

Statlstlcal analysls 

Distribulions were compared by Sludenf's t-test or Mann-Whitney 
U-tesl using EPI-INFO software (CDC/WHO-PAHO). Associations 
among variab1c::s or differences in proportions wert< examined by Fj-
scher's exact (est. . -

RESULTS 

The present study was performed 10 analyze the cellular ¡m­
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). ¡he ventricles (7), 
or multiple siles (11). No patient showed signs of immunosu­
pression as they did llot present recurrent infections, Normal 
values of absolute and differential white celi counts. CD3+. 
CD4". and CDS+ cell numbers. or of proliferative response to 
Con A were observed (Table 1). . 

When ¡he proliferative response was tested against the CE, 
both the proportion of positive indíviduals and the PI were larg­
er in patients than in controls, although ¡here were no statisti­
cally significant differences (Fig. 1). 

Also investigated were IL-2, IFN-)'. IL-4. and fL-JO mRNA 
synthesis by PBMCs. As can be seen in Figure 2. a similar 
frequency of mRNA synthesis was observed in both groups. 
IFN-)'. IL-4. and IL-lO were expressed in Jower proportions: 
INF--y was slightly more prevalent among cases while a Jarger 
proportion of controls produced IL-IO and IL-4. Nevertheless. 
no statistical difference between groups was ohserved. 

AH patients with a single parasite and 589(- of those with 
multiple le!¡ions produced IL-2 rnRNA. COl1verseJy. fL-JO 
mRNA was produced only by patients with multiple cysticerci. 
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FIGURE 2. Cylokine mRNA synthesis in paÚents and controls. 

IFN-)' mRNiA was produced by sorne of [he group patients with 
subarachnoid cysti'cercosis. 

DISCUSSION 

Few studies have been published regarding the cellular re­
sponse in human cysticercosis. Some early investigations sug­
gested depressed inununity in the patients, because low prolif­
eration of PMBCs to mitogens (phytohernagglutinin 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 irnmunodepression 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 altemative expla­
natíon is lhat healthy responders had been in contact with this 
parasite and mounted a protective irnmune response, or [hat 
they;,ave 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 10 produce IL-2. This is also in 
contrast to findings in experimental models, beca use Taenil.-~ 

taeniaeformis cyst culture supematants decrease IL-2 synthesis 
by rat spleen cells (Burger el al., 1986), and with T. solium 
cyslicerci small RNA is proposed to inhibit IL-2 production by 
murine cells (Tato et al., 1995). When (he producrion of IL-2 
by patients wa<; analyzed, aH (hose harboring a single lesion 
were found lo produce this cytokine, whereas a lower propor­
tion of lhose with multiple cysts did. This suggests that parasite 
bunJcn may delermine the concentration of the IL-2 inhibitory 
f.lctor mentioned a.bove. AnOlher possible explanation is that 
the parasites lodged within the brain are in an immunologically 
privilegcd site (Barker and Billingham. 1977), thus rhe parasites 
~lre not in direct contact with the systemic immune system. 

Thl! role of (he Thlrrh2 balance upon.resolution of the hu­
Illan disc<lse is Ilot clea.r. The present data suggest that both Th I 

and Th2 cytokines can be found, although IL-2, related la a 
Th 1 response, is predominant in Ihe case of patients with un­
lrealed naive neurocysticercosis. Thus. a Th 1 type á'f response 
would be presem when the host-parasite reIationship is closer 
to equilibrium. Th2 cytokines would be more related to deslruc­
tion of the parasite, because increased levels of IL-6 \Vere found 
in the CSF of palÍents with inflammatory NCC (Ostrosky-Zei­
chner et al., (996). i.e., during the process of para~ite elimi­
nation. It is known as well that the cellular events that lead lO 
cysticerci elimination in pigs are related to an easinophil-driven 
destruction of [he tegument, followed by a macrophagelIym­
phocyte infiltratían (Aluja and Vargas, 1988; Flisser el al., 
(990). Moreaver, Robinsan et al. (1997) faund that early gran­
ulomas, i.e., when the parasite is intact, are predominantly as­
sociated with a Th 1 response against Taenia crassiceps meta­
cestodes, whereas larer granulomas. in which parasite destruc­
tion is complete, have a Thlrrh2 mixed profile. In a few cases. 
Restrepo et al. (1998) also found Th 1 and Th2 types of cylO­
kines at the host-parasite interface in human brains with sur­
rounding infiammation, and Evans et al. (1998) found increased 
Ievels of IL-5 in serurn and CSF, as well as eotaxin, in the' sera 
of NCC patients. 

In conclusion, ir is suggested that in noninftammarory. active 
NCC, the patients are not systernically irnmunodepressed, that 
a Th l-related cytokine profiJe prevails, and that a shift to eo­
sinophilic cytokine synthesis would be responsible for inflarn­
mation and parasite destruction. 
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