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ARTICULO ORIGINAL

Hacia el desarrollo de una vacuna en contra
de la cisticercosis porcina basada en la paramiosina
de Taenia solium

Carlos F. Solis,* José Vazquez-Talavera,* Juan Pedro Laclette*

Recepcion version modificada: 6 de mayo de 2003
Resumen

La paramiosina de Taenia solium (TPmy) es un antigeno
inmunodominante dela cisticercosishumanay porcina. Se
trata de una proteina de 100 kDa con una estructura alfa-
hélice superenrollada asociada al misculoy a estructuras
tegumentarias del cisticerco. La TPmy tiene la propiedad
deunirseal C1qeinhibir la cascada del complemento. La
TPmy probablemente se une al C1q a través sus dominios
tipocolagenay podriaestar relacionadaconunaestrategia
parasitariapara modular larespuestainmunedel huésped.
Enel hombreyenel ratén, larespuestainmunehumoral en
contra de la TPy edta preferentemente dirigida hacia € ex-
tremocarboxiloterminal mientrasqued extremoaminoterminal
delaTPmyinduceunarespuestaprotectoracelular detipoThl.
Ensayos de proteccidn en d modelo murino de cisticercosisen
ratones inmunizados con fragmentos recombinantes de TPy
revelaron que e extremo amino terminal induce alrededor de
60% de proteccidn en contra de un reto intraperitoneal con
cigticercos de Taenia crassiceps. Ensayos preliminares de
proteccién por inmunizaciéngénicarevel aronqued extremo
amino terminal dela TPmy clonado en un vector plasmidico
con un promotor de citomegalovirus induce alrededor de
79% deproteccion, junto conplasmidosparalaexpresionde
IL-12, sugiriendo que este tipo de inmunizacion con TPmy
puederesultar en el desarrollo deuna vacuna eficazy econé-
mica en contra de la cisticercosis.

Palabrasclave: Paramiosina, Taeniasolium, Taeniacrassiceps,
complemento, proteccion, inmunizacién génica

aceptacion: 11 de noviembre de 2003

Summary

Taeniasolium paramyosin (TPmy) isa prominent 100 kDa
antigen in human and porcine cysticercosis. TPmyisan o-
helical coiled cail protein presentinmuscleand tegumentary
structuresof T. solium cysticerci. TPmy hasthe property of
binding Clg resulting in inhibition of the complement
cascade. TPmy probably binds C1q through its collagen-
like domains and could be involved in a parasite strategy
to modulate host immune response. Humoral immune
response against TPmy is preferentially directed against
carboxyl terminal end in humansand mice, whereasamino
terminal end of TPmy preferentially inducesa Thl-related
cellular immune response. Protection studies in murine
model of cysticercosis showed that the amino terminal end
fragment of TPmy induces approximately 60% protection
against ani.p. challengewith Taeniacrassi ceps cystswhen
mice areimmunized with recombinant fragments of TPmy.
Initial protection studiesusing geneticimmuni zation showed
that amino terminal end fragment of TPmy cloned into a
plasmid expressionvector withacytomegal oviruspromoter,
together with IL-12-expressing plasmids induced 79%
protection, suggesting that this kind of TPmy-immunization
might resultin devel opment of a cost-effective vaccineagainst
cysticercosis.

Key words. Paramyosin, Taenia solium, Taenia crassiceps,
complement, protection, genetic immunization
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La paramiosina de Taenia solium

Introduccion

La proteina mejor caracterizada del cisticerco de la T.
solium es sin duda el antigeno B (AgB) que fue
posteriormente identificado molecularmente como una
paramiosina. A continuacion se resume la informacion al
respecto de sureconocimiento por el sistema inmune del
huésped cisticercoso, humano, porcino y murino; de su
localizacidon en los tejidos del cisticerco; de su
caracterizacion bioquimica y genética; y de su papel en
larelacion huésped-cisticerco. Cabe advertir que se trata
de una proteina con la propiedad de unirse al C1q, lo que
resulta en unainhibicion de la cascada del complemento.
Puesto que el complemento juega un papel modulador de
la respuesta inflamatoria, hemos propuesto que el AgB o
paramiosina es responsable del reducido infiltrado
inflamatorio que se observa alrededor de los cisticercos
que mantienen una relacion en equilibrio con su huésped.
Ademas, este hallazgo lo convirtié en un antigeno candi-
dato para desarrollar una vacuna en contra de la cisticer-
cosis. Actualmente se prueba su potencial protector en el
modelo de cisticercosis murina por ensayos de inmuni-
zaciéngeénica. Enlaseccionfinal se describenlos resultados
originales mas recientes de estos ensayos de proteccion.

La Paramiosina de la Taenia solium

Este antigeno fue inicialmente identificado como un arco
de precipitacion, al que se denominé antigeno B, sincarga
neta aparente, caracterizado por inmunoelectroforesis al
confrontar un extracto crudo de cisticercos contra sueros
de pacientes con neurocisticercosis. En esta prueba, fue
el antigeno reconocido con mayor frecuencia poranticuer-
pos en sueros de pacientes con neurocisticercosis, por lo
que se definié como un antigeno inmunodominante.2

En 1982, se publicé el primer método de purificacion del
AgB. Este método era un procedimiento bioquimico complejo
ylaboriosoy permitiala purificacién de pequenas cantidades
de proteina. EIAgB purificado porelmétodo original mostraba
dosbandasde85y95kDaen SDS-PAGE .2 Accidentalmente,
se encontré que el AgB se une ala colagena,*lo que marco
lapauta paradesarrollar un procedimiento de purificacion por
afinidad. Elusode este nuevométodo de purificacion permitio
mostrar que el péptido de 85 kDa era en realidad un producto
proteolitico del mayor.

La localizacion del AgB en los tejidos del cisticerco se
llevé a cabo por métodos de inmunofluorescencia e
inmunoperoxidasa indirecta, asi como por métodos de
yodaciénradioactivade la superficie. Elantigeno se encontrd
ampliamente distribuido en el tejido del cisticerco, con una
fluorescencia mas intensa en los citones tegumentales.®
Dadoqueestascélulasparticipanactivamente enlaproduccion
de proteinas y glicoproteinas que se envian al citoplasma
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distal del cisticerco.”® se propuso que el AgB podria ser
sintetizado en los citones tegumentales y enviado al
tegumentoparasuliberacion hacialostejidos del huésped.®®
Los resultados de experimentos con inmunoperoxidasa
indirectay yodacionradioactiva de superficie, indicaron que
el AgB no era una proteina de superficie por lo que se
propuso que se trataba de un producto de excrecién-
secrecion parasitario.® Ademas, es posible colectar AgB en
el sobrenadante de los cultivos in vitro de cisticercos® y se
puede detectar en el liquido céfalorraquideo de pacientes
con neurocisticercosis.? La posibilidad de que se tratara de
unproducto de excrecion-secrecion pareciaestarde acuerdo
con su inmunodominancia y correlacionaba bien con la
intensa producciénde anticuerpos enlas células plasmaticas
que rodean al cisticerco en el musculo de cerdo. Cabe
sefalar que recientemente se ha cuestionado el significado
de la localizacion del AgB en el tegumento de helmintos. '

Larelacion entre el AgB y la reaccién inflamatoria surgié
a partir de su propiedad de union a colagena.’ Esto llevo
cuestionar si otras moléculas con estructura colagénica
podrian unirse al AgB. Entre las proteinas con estructura
colagénica cuya funcion se relaciona al sistema inmune, se
encuentra el C1q. Esta proteina es un subcomponente del
C1, el primer componente de la cascada del complemento.
Ensayos iniciales indicaron que una preincubacion de
suero humano con AgB purificado, disminuye los niveles
de complemento funcional en el suero.®

Una secuencia parcial del AgB mostré homologia conla
secuenciatambién parcial de laparamiosinade Schistosoma
mansoni."' A partir de este hallazgo fue posible obtener
clonas de cDNA que contienen la secuencia codificadora
completa del AgB de T. Solium."? La secuencia de
aminoacidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica
codifica una proteina de 863 residuos de aminoacidos con
unpeso molecularde 98, 859. Elanalisis de la secuenciade
aminodacidos mostrd 72% deidentidad conladel S. mansoni
y alrededor de 34% con la paramiosina de Caenorhabditis
elegansy Dirophilariaimmitis.'* También, se demostrd simi-
litud inmunoldgica de la proteina recombinante, expresada
en Escherichia coli, con el antigeno B, ademas de similitud
inmunoldgica entre la paramiosinade S. mansoni'y el AgB."2
Estos resultados demuestran que el AgB es la paramiosina
dela T. solium(TPmy), porlo que a partir de aqui se utilizara
exclusivamente este ultimotérmino. Nuestro grupo también
ha descrito la estructura del gen de la TPmy que incluye 13
intrones delimitados por sitios de splicing convencionales|lo
que elimina la posibilidad de que T. solium exprese mini-
paramiosinas comoesel casode Drosophilamelanogaster.'
Las paramiosinas son proteinasfilamentosas presentes en
el musculo de los invertebrados, con una estructura
secundaria de o-hélice superenrollada que forma
homodimeros.™

A partirde la clonacion de la secuencia codificadora de
la TPmy fue posible realizar experimentos utilizando la
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proteinarecombinante expresadaenbacterias. Parallevar
a cabo una purificacion expedita, se le fusiond un segmento
con secuencia de polihistidina que permite la purificacion
por afinidad a metales divalentes. Utilizando la proteina
recombinante purificada practicamente ahomogeneidad,
confirmamos que la inhibicion de la cascada del com-
plemento se debe a un bloqueo a nivel de C1. Ademas,
experimentos de unién con C1q demuestran que la TPmy
tiene una alta afinidad por este componente de la cascada
del complemento. Por lo tanto, la inhibicién del C1 es
posiblemente debida a la unién de la TPmy con el C1q."
Se ha informado de un receptor para Fc asociado a la
superficie tegumental de la T. crassiceps, que muestra
similitud de 87.5% con la TPmy."® Este hallazgo que
nuevamente apoya la extrafia asociacion de la TPmy con
la superficie tegumental, puede ser explicado por la unién
de la TPmy con el C1q. Es decir, que la funcion receptora
de Fc podria estar mediada por un complejo TPmy-C1q.

Hemos propuesto que las paramiosinas inhiben la
produccion de mediadores complementarios de inflamacion
enlainterfase huésped-cisticerco, es decir, que desempehnan
un papelinmunomodulador de la respuesta del huésped. 2
El cisticerco puede evitar el reclutamiento de células hacia la
interfase para disminuir la confrontacion con su huésped
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. Cabe mencionar que la paramiosina es
también candidato para el desarrollo de una vacuna en otras
infecciones helminticas tales como la esquistosomiasis'”2
y varias filariasis.?*?* Ademas, se puede inducir proteccion
contra Schistosoma japonicum conunanticuerpomonoclonal
IgE anti-paramiosina®y se ha sugerido que la respuesta
inmune a la paramiosina se relaciona con la resistencia
natural a la esquistosomiasis en humanos.? Incluso se ha
logrado producir anticuerpos anti-paramiosina en ratones
vacunados con vectores de expresion que contienen
fragmentos de DNA que codifican la paramiosina de
Schistosoma japonicum.?' Finalmente, se ha encontrado
que un anticuerpo monoclonal dirigido contra un antigeno
de superficie de 14 kDa de Onchocerca microfilariae
reconoce una molécula que parece ser la paramiosina en
un extracto de gusano adulto.?” Resultados recientes de
nuestro grupo muestran que la inmunizaciéon con TPmy
recombinante induce proteccion en contradela cisticercosis
murina.?®

Materiales y métodos

Ratones: se utilizaron hembras de ratones BALB/c,
susceptibles a la infeccién intraperitoneal por Taenia
crassiceps,® mantenidos desde hace mas de veinte
generaciones en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.
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Cisticercos: se usaron cisticercos de Taenia crassiceps
delacepa ORF conservados através de pases sucesivos
de ratdén a ratdn. Se extrajeron los cisticercos de la
cavidad peritoneal de ratones con dos a cuatro meses de
infeccién y se lavaron en solucién salina amortiguadora
de fosfatos, pH 7.2 (PBS).

Purificacion de la TPmy: la paramiosina nativa se
purificé a través de un método de afinidad por colagena
como se describié anteriormente.’ En breve, se incubé un
extracto crudo de cisticercos de Taenia crassiceps conuna
malla de colagena en una solucién amortiguadora de
fosfatos 15 mM, pH 7.2 (PBS) durante una hora; se lavo la
colagenatres veces con el mismo amortiguador, y después
se eluyo la TPmy unida a la colagena sumergiendo la malla
en PBS masNaCl0.65 M. Lamuestra obtenida se concentrd
por Amicon (Amicon Corp., Danvers MA), se dializé y se
determind la concentracion de proteina por el método de
Bradford.

Proteinas recombinantes: se disefaron vectores de
expresion plasmidicos a partir de la secuencia codificadora
de la TPmy para expresar en cultivos bacterianos tanto la
proteina completa como fragmentos que corresponden
aproximadamente a tercios de la TPmy: la paramiosina
completa (VW7-3) que es unaproteina de 863 aminoacidos;
el fragmento amino terminal que contiene los aminoéacidos
que van del 1 al 268 (VW2-1); el fragmento central, del 269
al 551 (VW3-3) y el fragmento carboxilo terminal del 552 al
863 (VW4-1). Todos las proteinas fueron expresadas
recombinantemente y purificadas por cromatografia de
afinidad tal y como se describié anteriormente.®* Los
productos recombinantes fueron dializados en contra de
una soluciéon amortiguadora de NaCl 0.5 M, pH 7.3 y se
determind lacantidad de proteina por el método de Bradford
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Electroforesis en gel: la electroforesis en geles de
poliacrilamidacon SDS (SDS-PAGE) se realizd de acuerdo
al método descrito por Laemmli.®"

Preparacion de antigenos: los fragmentos recombi-
nantes (VW2-1,VW3-3yVWA4-1) olaparamiosinacompleta
(VW7-3), fueron mezclados conaluminaal 1.6 % (AL(OH),)
enunaproporcionde 1:50 (w/w) eincubados atemperatura
ambiente por 20 minutos. La alimina se sedimentd por
centrifugacion a 8000 g/10 min y se resuspendid en una
solucién salina estéril. La cantidad de proteina unida ala
alumina fue determinadaindirectamente por cuantificacion
de proteina en el sobrenadante después de centrifugar.
Entodoslos ensayos, la unién de la proteina fue superior
a 95%. Para las inmunizaciones con las proteinas
recombinantes se utilizaron dosis de 20 ugadsorbidaa 1 mg
de alumina.

Construcciones plasmidicas parainmunizacion génica:
se utilizé el vector plasmidico de expresion eucarionte
pTC-Ova desarrollado y donado por S. Levy de la
Universidad de Stanford. Este vector contiene un promotor
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La paramiosina de Taenia solium

de citomegalovirus que induce la expresion del gen de la
ovoalbumina en marco de lectura con la secuencia lider
Kk de lainmunoglobulina humana que permite la secrecion
del producto traducido. A partir de la secuencia
codificadora de la TPmy se disefiaron oligonucledtidos
con los sitios de restriccion adecuados para amplificar
por técnicas de PCR las secuencias codificadoras de la
paramiosina (VW7-3) asi como del fragmento amino
terminal (VW2-1), para clonarlas y remplazarlas en lugar
de la secuencia codificadora de la ovoalbumina. Para
inducir la expresion de interleucina (IL)-12 en el ratén se
utilizaron los plasmidos pEDP35 y pEDP40 donados por
S. Wolf de Genetics Institute, Cambridge, que expresan
las subunidades P35y P40 della IL-12 respectivamente.
Se transformaron bacterias Escherichia coli de la cepa
XL1-blue con los plasmidos arriba descritos y se
purificaron a gran escala porlisis alcalina utilizando un kit
especial para la obtencion de DNA plasmidico libre de
endotoxinas (Qiagen).

Ensayos de proteccion: los ratones se inmunizaron dos
veces por via intraperitoneal a intervalos de una semana
con cada uno de los productos recombinantes de
paramiosina (VW2-1,VW3-3,VW4-10VW?7-3), preparados
como se describe arriba. Los ratones control fueron
inyectados con 1 mg de alumina en PBS, siguiendo el
mismo procedimiento descrito para los antigenos. Una
semana después de la ultima inmunizacion los ratones
fueron retados por via intraperitoneal con 10 cisticercos de
Taeniacrassicepsen PBS. Setomaronmuestras de sangre
de los ratones cada semana después de la ultima
inmunizaciony se sacrificaron porinhalacion de CO,, alos
45 dias infeccion. Se extrajeron los cisticercos de la
cavidad peritoneal y se contaron. Para los ensayos de
inmunizacion génica los ratones fueron inyectados tres
veces por via intramuscular a intervalos de 15 dias con
100 ug de DNA plasmidico resuspendido en un volumen
de 100-150ul de PBS. Un dia después de la ultima
inmunizacion se retaron los ratones de lamisma formaque
se describe arriba y se sacrificaron a los 25 dias de
infeccion. Entodoslos ensayos, el porcentaje de proteccion
se calculd de la siguiente manera: proteccion =numero pro-
medio de cisticercos en el grupo control/nimero promedio
de cisticercos en el grupo inmunizado x 100.

Deteccion de anticuerpos: las placas de ELISA de 96
pozos se sensibilizaron con 100 ng/pozo del antigeno en
una solucién amortiguadora de carbonatos (0.29 g de
NaHCO, y 0.59 gde Na,CO,en 100 ml,pH9.6) 1 ha37°C.
Posteriormente, se lavaron los pozos cinco veces con
0.3% de Tween 20 en PBS (PBS-Tween) y se bloquearon
con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS-Tween
por1ha37°C.Despuésdelavarse nuevamente con PBS-
Tween, se incubaron con sueros de ratones normales o
inmunizados (100 pl/pozo), diluidos 1:500 en PBS-Tween
con BSA (verarriba), por 30 mina 37° C. Posteriormente,
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se lavaron nuevamente con PBS-Tween (ver arriba) y se
incubaron 30 min a 37° C con anticuerpo de cabra anti-
IgG10lgG2aderatdn unidos covalentemente aperoxidasa
(a-ratén-HPRT, Zymed laboratories), diluidos 1:1000 en
PBS-TweenyBSAal 1 %. Las placas fueron nuevamente
lavadas con PBS-Tween y se les agregaron 100 pl/pozo
de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD, 0.4 mg/ml) y
H,O, al 0.04% en amortiguador de citratos (acido citrico
24.3mM, Na,HPO,51.4 mM, pH 5) por 10 min. Lareaccion
de revelado se detuvo adicionando 50 pl/pozo de 2.5 Nde
H,SO, y se evalud la absorcion de luza una 490 nm en un
lector de ELISA.

Ensayos de proliferacion celular: se realizaron ensayos
de proliferacion celular de células mononucleares de
bazo. En estos ensayos las células se obtuvieron delbazo
de ratones controles e inmunizados por disgregacion del
tejido con unamalla metalicaen RPMI-1640 suplementado
al 10% con suero fetal bovino (RPMI suplementado). Se
suspendio el disgregado en un tubo cénico y se incubd 20
min a 4° C para permitir que sedimenten los restos del
tejido. Elsedimento se descartdy la suspension celular fue
centrifugada a 200 g/10 min a 4° C. El sedimento se
resuspendid y se incubd 10 min a 4° C en 3 ml de una
solucion hemolisante (KHCO, 0.01 M, NH,CI 0.15 M,
EDTA tetrasodico 0.01 mM) para eliminar a los eritrocitos.
Se le agregaron 15 ml de RPMI-1640 suplementado y se
centrifugd a 200 g por 10 min a 4° C. El sobrenadante fue
descartado y las células mononucleares resuspendidas
en5mlde RPMI suplementado tomando una alicuota para
contarlas células viables en una camara de Neubauer por
exclusion del azul tripano. Posteriormente, las células
mononucleares fueron sembradas en una placa de 96
pozos depositando, en 100 ul, 500 células/pozo. Se
agregaron 100 ul de VW2-1, VW4-1 o de un mitégeno. La
caja se dejo incubando a 37° C, con humedad a saturacion
y5%de CO,. Entre 18y 24 hantes de cosecharlos cultivos,
se agreg6 1 uCi/pozo de *H-timidina. Las células fueron
cosechadas sobre papel de fibra de vidrio mediante un
cosechador automatico.

Produccion de citocinas y determinacion del fenotipo
celular:los esplenocitos de ratones normales y de ratones
inmunizados con el fragmento amino terminal (VW 2-1) se
mantuvieron en cultivo en RPMI suplementado en cajas de
16 pozos (Costar) a una concentracion de 5x10° células/
pozo. Los cultivos se estimularon con 10 ug/ml /ml del
fragmento amino terminal (VW 2-1) durante 48 h y se
colectaron los sobrenadantes; se hicieron alicuotas y
almacenaron a -70°C hasta su uso. La produccion de
interleucina 2 (IL-2), interferdn-y (IFN-y) e interleucina-4 (IL-
4)fue evaluadaenlos sobrenadantes por ELISA de sandwich
con kits especificos de citocinas (Pharmingen, San Diego,
CA), siguiendolasinstruccionesdefabricante. Para analizar
elfenotipo de los esplenocitos se mantuvieronlos cultivos
por 120 h.
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Figura 1. Productos Recombinantes de la Paramiosina de Taenia solium usados en este Estudio. A. representacion esquematica; las
posiciones de los nucleétidos (nt) y aminoacidos (aa) se indican con nimeros basados en la secuencia de la proteina completa. B.
Andlisis de electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS mostrando la pureza de los productos recombinantes de TPmy purificados:
1. VW2-1, 2. VW3-3, 3. VW4-1, 4. VW7-3. Reproducida con permiso.%°

El andlisis de fenotipo celular de los esplenocitos de
ratones controles e inmunizados sin infectar e infectados;
serealizé en un citofluorémetro de flujo (Becton Dickinson,
San José, CA) de acuerdo a lo descrito anteriormente.?®

Anadlisis estadistico: el analisis estadistico de todos
los ensayos se realizé aplicando la prueba t de Student.

Resultados

Propiedades inmunoprotectoras de la paramiosina

Laexpresionde TPmy recombinante permite estudiarhacia
qué regiones de la proteina se dirige la respuesta inmune
humoral y celular del huésped. Estudios realizados en el
humano y en el ratdn revelaron que la respuesta inmune
humoral y celular resultante de una inmunizacién con la
TPmy, es variable en contra de cada una de las regiones,
a pesar de que la molécula es conformacionalmente muy
sismilar.®® Para llevar a cabo estos estudios se disefaron
cuatro construcciones plamidicas (Figura 1), que expresan
portécnicas del DNArecombinante, la TPmycompleta (VW
7-3), el tercio amino terminal (VW 2-1), el tercio central
(VWS3-3) y el tercio carboxilo terminal (VW4-1).
Inicialmente se analizé la respuestainmune de pacientes
conneurocisticercosis, encontrandose que sus anticuerpos
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Cuadro I. Estimulacion de células periféricas de
pacientes y de individuos sanos con los fragmentos
recombinantes de paramiosina de la Taenia solium

Estimulacién con los productos
recombinantes de TPmy*
Muestras humanas VW2-1 VW3-3 VW4-1 Numero
de casos
+ + + 3
Pacientes - - - 2
neurocisticercosos + + - 1
con anticuerpos + - + 1
a TPmy: 9/241 - - + 1
- + + 1
% positivo 55 55 66 Total 9
+ + - 6
Individuos sanos + + + 1
con anticuerpos + - + 1
a TPmy: 9/24t - - - 1
% positivo 88 77 22 Total 9
- J

"Muestras de células de 24 pacientes neurocysticercosos o
individuos sanos de la misma drea endémica para cisticercosis
fueron estimuladas in vitro, como se describe en los Materiales
y Métodos, con TPmy purificada de cisticercos de T. solium.
*Indice de estimulacion > 2, fue considerado positivo (+), los
demds como negativos (-).

Reproducida con permiso.*
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Figura 2. Reconocimiento por anticuerpos humanos de los fragmentos recombinantes de la Paramiosina de Taenia solium. Los
sueros de paciente neurocisticercosos (1-35) fueron probados por Western blot contra: A. VW2-1, B. VW3-3, C. VW4-1. Los carriles
en los extremos izquierdos (+) muestran el reconocimiento de cada region por un suero hiperinmune de conejo anti-TPmy.
Reproducida con permiso.®

4 N\
Cuadro Il. Ensayos de proteccion en el modelo murino de cisticercosis por T. crassiceps?
Vacunacion Numero de ratones Carga parasitaria x = D.EP Proteccién®
(%)
Exp.1
Alumina 4 48,38,22,36 36 + 11 -
VW7-3 4 4,2424 12 16 +10 558
Exp.2
Alimina 6 7,36,54,76,141,76 65 + 45 -
VW7-3 6 19,24,52,37,43,9 31+16 528
Exp.3
Alimina 5 20,31,73,92,134 70 + 46 -
VW2-1 5 0,0,1,2,41 9+18 878
VW4-1 6 40,73,78,82,110,147 88 + 36 -25
Exp.4
Alumina 5 38,44,54,76,110 64 + 29 -
VW 2-1 6 7,9,18,38,43,86 34 + 30 478
VW 4-1 6 0,0,10,20,66,150 41 + 59 36
Exp.5
Alimina 5 81, 82, 86, 31, 158 88 £ 45 -
VW3-3 5 79, 8,70, 79, 54 58 + 30 34
Exp.6
Alimina 6 107, 300, 134, 55, 170, 64 138 £ 90
VW3-3 6 99, 39, 29, 90, 120, 22 67 £ 42 528

al os ratones fueron retados por inoculacion intraperitoneal con 10 cisticercos, una semana después de la Ultima
inmunizacion.

5] os valores son promedios + desviacion estdndar (D.E) de la carga parasitaria 45 dias después de la infeccion.

°La proteccion fue calculada como una reduccion de la carga parasitaria expresada en porcentajes, en donde la carga
parasitaria del grupo control de ratones inyectados con alumina representa el 100%.

$Diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control de ratones inyectados con alumina y el grupo de
ratones inmunizados (p < 0.05).

Reproducida con permiso.?
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4 N\
Cuadro lll. Proliferacion y perfil de citocinas de células esplénicas de ratones inmunizados con VW2-1.
Tratamiento? SHR IL-2 IFN-y IL-4
(pg/ml + S.D)
No-inmunizado 1 713 + 62 2683 + 1765 >30
No-inmunizado 3.05¢ 954 + 45§ 4635 + 1260 107 + 118
+ VW2-1
Inmunizado 1 813+ 76 2032 + 436 >30
Inmunizado 7.338 1841 + 2745 7619 + 1019§ 33+ 39
\_ + VW2-1 Y,

al as células esplénicas de ratones inmunizados y no inmunizados con VW2-1, se cultivaron in vitro con y sin VW2-1 como
se describe en los Métodos, y se evalud la proliferacion y se cuantificaron las citocinas en los sobrenadantes de cultivo.
b os valores corresponden a los indices de estimulacion calculados a partir de las medias de radioactividad incorporada
por células de 3 ratones individuales por grupo, después de un pulso de 18 hr con BH] timidina.

SDiferencias estadisticamente significativas entre las células de ratones estimulados (inmunizados) y control (no

inmunizados) (p < 0.01). Reproducida con permiso.?®

reconocen preferentemente el extremo carboxilo terminalde
laTPmy, mientras que el extremo central y elamino terminal
son pobremente reconocidos (Figura 2). En contraste, la
respuestainmune-celularmuestraunaligera preferenciapor
el extremo amino terminal (Cuadro ).

Ensayos de ELISA revelaron que los anticuerpos de
los ratones inmunizados con TPmy recombinante
completa, también reconocen preferentemente al extremo
carboxilo terminal de la TPmy, mientras que el extremo
amino terminal es pobremente reconocido (no mostrado),
enconcordanciaaloencontradoenhumanos. Encontraste,
ensayos de proliferacion in vitro revelaron que los linfo-
citos T extraidos de ratones inmunizados con TPmy recom-
binante, proliferan principalmente contra el extremo amino
terminal (no mostrado). Estos resultados sugieren un
ocultamiento de la region que une C1q al reconocimiento
por anticuerpos.

Tambiénseusaronlasanteriores proteinas recombinantes
(laTPmy completa, y los fragmentos correspondientes a las
regiones amino, centraly carboxilo terminal) parainduciruna
inmunidad protectora en ratones altamente susceptibles ala
infeccionintraperitoneal concisticercosde T. crassiceps.Los
resultados de proteccion indicaron que la mayoria de los
componentes protectoresde laTPmyradicanenelfragmento
correspondiente al tercio amino terminal (Cuadro 1) y que
este fragmento generaen el ratén unarespuestainmunetipo
Th1 (Cuadro IlI).

Ensayos de proteccion por inmunizacion génica
Lainmunizacién génicatiene varias ventajas sobre lainmu-
nizaciéon con proteinas naturales o recombinantes.® Se

trata de una inmunizacién totalmente especifica hacia el
antigeno codificado, ademas de que la introduccién de una
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secuencia secretora, garantiza la liberacion del antigeno
hacialos tejidos del huésped, facilitando su reconocimiento
inmunoldgico en un contexto de las moléculas clase Il del
complejo mayor de histocompatibilidad, favoreciendo
respuestas dirigidas por linfocitos T de ayuda.® También, el
DNA es mas estable y facil de producir en gran escala que
las proteinas. Finalmente, lainmunizacion génica permite el
uso de secuencias codificadoras de interleucinas para dirigir
la respuesta hacia el perfil Th deseado.®

Para explorar el uso de la inmunizacion génica, se
desarrollaron construcciones plasmidicas de expresién
eucarionte que contienen la secuencia codificadora de la
paramiosina completa (pTC-7-3) asi como la secuencia
codificadora del fragmento amino terminal (pTC-2-1), que
habia resultado ser el fragmento mas protectorencontrade
la cisticercosis murina por T. crassiceps (Cuadro Il). La
funcionalidad de ambas construcciones se verificé por
inmunoprecipitacion de la paramiosina en el sobrenadante
de cultivo de células COS-7 transfectadas con pTC-7-3 y
pTC-2-1 (no mostrado). Posteriormente se realizaron
pruebas de Western blot poniendo a reaccionar los sueros
de ratones inmunizados con la construccion pTC-2-1,
encontrandose que reconocen a la paramiosina en forma
similar a los sueros de los ratones inmunizados con la
propia proteina recombinante (no mostrado). Para dirigir
larespuesta haciael perfil protector Th1 se co-inmunizaron
los ratones con plasmidos de expresion de las
subunidades P35y P40delalL-12 (pEDP35y pEDP40).
Se detectaron altos niveles de anticuerpos IgG2a en los
sueros de los ratones inmunizados genicamente, incluso
superiores a los encontrados en ratones inmunizados
con la proteina recombinante (Cuadro IV). Sin embargo,
la co-inyeccién de los ratones con los plasmidos de
expresionparalL-12 noindujo unincremento significativo
en los niveles de IgG2a, por el contrario, el grupo de
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Cuadro IV. Perfil de la respuesta humoral en ratones
inmunizados con vectores plasmidicos?
Inmunizacién Isotipos de anticuerpos Proporcion
IgG1 IgG2a IgG1: IgG2a
Solucién salina 0.1 £0.1 0.1 +£0.1 1:1
VW2-1 0.2+0.02%8 0.4 +0.05% 1:2
Vectores plasmidicos
pTC-2-1 0.8+0.4% 1.7x048 1:2
\pTC-2-1 +IL-12 1.0£04% 1.4+0.38 1:1 )

al os sueros de ratones inmunizados con VW2-1 (diluidos
1:200) fueron analizados por ELISA (ver Materiales y Métodos).
Los valores son promedios + desviacion (D.E.) de cuadru-
plicados expresados en densidades dpticas a 490 nm.
$Valores estadisticamente significativos con relacion al suero
de ratones no-inmunes (p < 0.01).

ratones que presentd niveles mas elevados de este
isotipo de anticuerpo tipo Th1 fue el inyectado con el
vector pTC-2-1 que Unicamente expresa el fragmento
amino terminal de la TPmy.

Ensayos de proliferacién con células de bazo de los
ratones inyectados con pTC2-1 mostraron altos indices
de estimulacion cuando las células fueron estimuladas in
vitrocon paramiosina recombinante (Cuadro V), similares
a los reportados en la cuadro Ill con células de ratones
inmunizados con el fragmento recombinante VW2-1. Las
células de bazo obtenidas del grupo de ratones co-
inyectados con pTC-2-1 y pEDP35 + pEDP40 fueron
menos sensibles ala estimulacion in vitrocon paramiosina
recombinante.

Ensayos iniciales de proteccion por inmunizacién
génica con los plasmidos pTC-2-1, pEDP35 y pEDP40
han mostrado niveles altos de proteccion. Los resultados
en lafigura 3 muestran que los ratones inmunizados con
elpTC-2-1presentanunareducciénenlacargaparasitaria
de 66%, con relacion al grupo control de ratones
inyectados con PBS. Este resultado es similar al obtenido
con la proteina recombinante. Sin embargo, el grupo de
ratones coinyectados con pTC-2-1 mas los plasmidos
que inducen la expresion de IL-12, resultaron en una
reduccioén de la carga parasitaria de 79%, lo cual sugiere
que la IL-12 mejora la proteccion aunque no modifica el
perfil de isotipos de anticuerpos tipo Th1 (Cuadro 1V).

Discusion
Se ha sugerido que la paramiosina induce proteccion

contra helmintiasis del ser humano, la respuestainmune
humana contra la paramiosina ha sido relacionada conla
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resistencia a la esquistosomiasis'”?? o a filariasis.?*?* La
resistencia hacia la cisticercosis pudiera también estar
relacionadacon larespuesta celularen contradel extremo
amino terminal de la TPmy, porque un mayor porcentaje
de individuos sanos, que viven en zonas endémicas,
reaccionaron contra ese tercio, en comparacion con los
infectados. Por su relevancia, el hallazgo merece un
seguimiento especial para confirmar o descartar esta
posibilidad.

Larespuestahumoral del paciente cisticercoso se dirige
preferentemente contra el tercio carboxilo terminal, siendo

Ensayo de Proteccion con DNA

30
66% 79%
25 O
20
s © o0
215 O—
5
o —
3 10
o O Q
()
£E
) - —_
0
PBS  pTC -2-1* pTC -2-1
FIL-12%
*p < 0.04

Figura 3. Ensayo de proteccién por inmunizacion génica de
ratones. Grupos de siete ratones Balb/c hembras de ocho a 10
semanas de edad fueron inmunizados por via intramuscular, tres
veces a intervalos de 15 dias con 100 pg de los plasmidos pTC2-
1, pEDP35 y pEDP40 (ver Materiales y Métodos). El grupo control
fue inyectado bajo el mismo régimen con solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS). Los ratones fueron retados un dia después de
la dltimainmunizaciény sacrificados alos 25 dias de infeccion. Los
circulos indican la carga parasitaria de cada ratén y las barras
horizontales indican el promedio del grupo. En la parte superior de
la grafica se muestran los porcentajes de proteccién correspon-
dientes.
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( Cuadro V. Proliferacion de células de bazo de ratones )
inmunizados génicamente
Inmunizacién Indices de Estimulacion?
Paramiosina recombinante ConA

0.1mg/ml 1.0mg/ml 10mg/ml 5.0mg/mi

Solucién salina 1.2 1.2 1.4 271

VW2-1 - - 7.38 -

Vectores plasmidicos

pTC-2-1 7.08 10.6% 9.38 23.4

pTC-2-1 +IL-12 4.28 13.18 9.28 29.2

- J

TLos valores reportados son indices de estimulacion calculados
a partir de los promedios de incorporacion de radioactividad
(cuadruplicados) para cada grupo experimental después de un
pulso de 18 hrs. con PH]timidina.

$Los valores absolutos para cada grupo experimental fueron
estadisticamente significativos con relacion a los valores absolutos
del grupo control de células no-estimuladas (p < 0.02).

el tercio aminoterminal pobremente reconocido. En los
ratones inmunizados ocurrié el mismo fendmeno que en la
infeccién humana. Cabe hacernotarque los anticuerpos de
individuos infectados con Schistosoma japonicum, también
reconocen preferentemente el tercio carboxilo terminal.®
Esposible que el reconocimiento débil del tercio amino
terminal se deba a un bloqueo causado por la unién del
C1genlavecindaddelcisticerco. Resultados no mostrados
indican que en el extremo amino terminal se localiza la
capacidad de union con el C1q del complemento. Es
posible que en el individuo infectado, el C1q se encuentre
unido al tercio amino terminal de la TPmy, resultando en
una incapacidad del sistema inmune para reconocer a
este tercio. Esto podria explicar por qué en dos sistemas
(humano y ratén) y por dos métodos (Western blot y
ELISA) el tercio amino terminal es el menos reconocido.
Llama la atencion la diferencia entre el reconocimiento
humoral del tercio amino terminal y del tercio carboxilo
terminal, tanto en el humano como en el ratén. Ambos
extremos poseen pequefas regiones con estructuraal azar
(random-coil) y una gran porcion de o-hélice super-
enrrollada.™ No hay diferencias conformacionales obvias
que expliquenel contraste tan marcado en el reconocimiento
de los anticuerpos. Es posible que la respuesta inmune
celular en contra del extremo aminoterminal sea conse-
cuencia de que éste puede unirse a la colagena. Existe un
receptor con una region de estructura colagénica que se
encuentra en macréfagos, el llamado receptor scavenger.
De hecho, evidencia reciente de nuestro grupo indica que
la TPmy interacciona con el receptor scavenger, siendo
capaz de inducir la internalizacion de particulas de
lipoproteinas de baja densidad (no mostrado). Se ha
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Solis CF, y cals.

sugerido que los antigenos al unirse a este receptor son
mejor presentados a los linfocitos T.%¢ Por lo tanto, el
tercio amino terminal puede tener una mayor capacidad
de unirse a una célula presentadora como el macréfago
que el tercio carboxilo terminal, explicando la mayor
proliferacionlinfocitariaenunosy otros sistemas (humano
y raton). Esta posibilidad también explica la relacion
entre la respuesta inmune celular y la proteccién.

Los resultados obtenidos enlos ensayos de proteccion
en ratones son altamente prometedores, no solo porque
se obtiene un nivel considerable de proteccion, cercano a
60% por inmunizacién con el fragmento amino terminal, y
decasi 79% enel grupo de ratones coinyectados conpTC-
2-1 mas los plasmidos que inducen la expresion de IL-12.
La proteccion parece relacionada con la repuesta Thi.
Esto es consistente con estudios previos en el mismo
modelo murino de cisticercosis por T. Crassiceps.®°Sin
embargo, los resultados de los ratones coinyectados con
pTC-2-1 mas los plasmidos que inducen la expresion de
IL-12, que resultaron en la mayor reduccion de la carga
parasitaria (79%), sugiere que la IL-12 mejora la proteccion
aunqgue no modifica el perfil de isotipos de anticuerpos
tipo Th1. En otras palabras, es posible que un perfil Th2
también contribuya a incrementar la proteccion.

La evidencia respecto al mecanismo protector que
induce la inmunizacion con paramiosina es interesante,
especialmente por la polarizacion que fue descubierta en
raton entre la respuesta Th1 y Th2. Se sabe que la
paramiosina induce proteccion contra S. mansoni o B.
malayi asociada con hipersensibilidad de tipo tardio o
DTH,?*40y que provocallaliberacion de linfocinas activadoras
de macroéfagos contra S. mansoni ;'"*° esto sugiere un
mecanismo tipo Th1. En otro sentido, algunos reportes
muestran la induccion de proteccién contra S. japonicum
con un anticuerpo monoclonal IgE y la induccién de
citotoxicidad contra esquistosémulas cuando se incuba el
monoclonal con eosindfilos;*' esto sugiere un mecanismo
tipo Th2. Aunque parecen opuestas los dos tipos de
evidencia, ambas indican que la resistencia contra este tipo
de parasitos tiene un componente celular.

Finalmente, vale la pena notar que también se ha
logrado inducir proteccion en cerdos contra la infeccion
por S. Japonicum.*? La paramiosina puede incluso conferir
proteccion heterdloga. Por ejemplo, la paramiosina de
Caenorhabditis elegans induce proteccién contra Brugia
malayi*®y lo mismo se ha sugerido de Lumbricus terretris
contra Schistosoma japonicum;* Algo similarencontramos
nosotros, porque la paramiosina de T. solium induce
proteccion parcial contra T. crassiceps. Esta proteccion
heterdéloga hace posible continuar utilizando el modelo
murino de cisticercosis por T. crassiceps para el desarrollo
de una vacuna en contra de la cisticercosis porcina
basada en TPmy.
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