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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados de un estudio dirigido por un
lado a purificar y caracterizar los componentes de superficie del cisticerco

de la Taenia solium, y por otro lado, a definir su participacidn en la comple-

ja relacidn huésped-parésito.

Se describe la purificacifn y caracterizacidn de la proteina inmunodomi-
nante en la cisticercosis humana: el antigeno B. Este antigeno estd consti-
tuido por dos cadenas polipeptidicas, antigénicamente semejantes, con pesos
moleculares de 95,000 y 85,000. &Su contenido de amino&cidos indica gue se
trata de una proteina con una gran riqueza de residuos cargados, gue se mani-
fiesta en un punto isoeléctrico de 5-5.3 y en su propiedad de precipitar en
forma de estructuras fibrosas cuando se incuba en presencia de ATP. El anti-
geno B es una glicoproteina con un contenido de carbohidratos cercanoc al 12%
que tiene la propiedad de interaccionar fuertemente con coldgena, lo cual per-
mite su rapida purificacidn por cromatografia de afinidad.

Los reéultados de ensayos bioquimicos e inmunomicroscdpicos indican que
el antigeno B es sintetizado por las células subtegumentales del cisticerco y
posteriormente liberado hacia la interfase huésped-pardsito. Los hallazgos
anteriores sugieren gue se trata de un antigeno de secrecidn, gue desvia la
accién de los anticuerpos hacia el tejido conjuntivo que rodea al cisticerco
en los tejidos de su huésped intermediario.

Ademfs, se describe un método de cromatografia de afinidad del extracto
crudo de cisticercos gue permite la obtencién de una fraccidn rica en glico-
protefnas. Ensayos de inmunoelectroforesis utilizando sueros de pacientes
cisticercosos indican que esta fraccidn presenta un paralelo enricquecimiento
en antigenos parasitarios.

A partir de la fraccidn rica en glicoproteinas se purificaron y caracte-
rizaron parciaimente, seis glicoproteinas con pesos moleculares incluidos en
el rango de 45,000 a 200,000. Se-obtuvieron anticuerpcs en contra de cinco de
ellas. Resultados de ensayos inmunomicroscdpicos demuestran gque las cinco
glicoproteinas estdn expuestas en la superficie externa del cisticerco. Asi-
mismo, resultados de inmunoelectrotransferencia indican que una de las glico-
proteinas purificadas es la cadena pesada de la IgG porcina. Este hallazgo
confirma evidencias anteriores que demuestran que la superficie del cisticerco

posee proteinas del huésped adem@s de las parasitarias.



I. INTRODUCCION

ﬁa cisticercosis es un serio problema de salud plblica y
de economia en el mercado e industria de alimentos elaborados
con carne de cerdo, en paises subdesarrollados entre los gue
se encuentra México (1).

El agente causal de la cisticercosis humana vy percina es

el metacéstodo o cisticerco de la Taenia solium. El1 cisticerco

es una forma intermedia en el desarrollo gque sigge el embridn
hexacanto para convertirse en el gusano adulto o solitaria.
Puesto que el humano es el inico huésped definitivo natural de
la T. solium, la prevalencia de la teniasis-cisticercosis de-

pende exclusivamente del vincule que el hombre establece con

los animales y en particular con el cerdo.

1.- BICLOGIA DEL PARASITO

a) Ciclo de vida (Fig. 1)

En condiciones naturalés, la Taenia solium o solitaria ha-

bita uUnicamente en el intestino delgado del humano, €n donde
logra sobrevivir hasta por 25 afios (2). Estd constituida por

un escdlex o cabeza gque en su parte inferior se adelgaza para
formar un cuello a partir del cual se producen 1los proglétidos
o segmentos. El conjunto de proglétidos unidos entre si en for-
ma de cadena se denomina estrdbilo. Los progldtidos mds cerca-
nos al cuello son los mds jdévenes e indiferenciados. A su Vvez,

los mis distales no solo estdn totalmente diferenciados, sino



FIG. 1. Ciclo de vida de la Taenia solium {ver explicacidén en el texto).



gue ademds contienen un gran nimero de huevecilles {(v50,000 c/u)
por lo gue se dice que se encuentran gridvidos. Los progldtidos
grdvidos son desprendidos esponténeamente por el gusano adulto
(promedio de 4-5/d7a) (2) y evacuados en 1as heces fecales del
huésped. La primera expulsién de progldtidos de T. solium ge-
neralmente ocurre entre los 62 y 72 dias después de la infec-
cidn (3). En ese momento, el gusano'mide alrededor de 2.20 m
de largo. Después de quimioterapia gue no produce la expulsidn
del escélex,lla evacuacifn de los progldtidos reaparece entre
los 57 y los 61 dias (2). En el medio ambiente, la descomposi-
cién de los progldtidos gravidos permite la liberacién de 1los
huevecillos, los cuales pueden infectar al huésped intermedia-
rio (cerdo) por ingestidn directa de las heces, ingestidn de
alimentos o de aguas contaminadas, etc.

En el tubo di;estivo del huésped intermediario, las enzi-
mas proteoliticas y las sales biliares proveen la senal para
la activacidn de la oncosfera o embridn hexacanto contenida en
el huevecillo {(4,5). Una vez activadas, las oncosferas penetran
la pared intestimnal del Huésped hasta alcanzar capilares lin-
féticos y sanguineos que las distribuyen a una gran variedad
de drganos y tejidos (tejido subcutdneo, visceras, miisculo es-
quelético y cardiaco, cerebro, cjos, etc.). Aunque se descono-
cen muchos eventos después de la penetracidén de las oncosferas,
se sabe gue el embridn requiere al menos de 10 semanas para
convertirse en un cisticerco (1).'E1 cisticerco puede sobrevi-

vir por varios afios en los tejidos del huésped intermediario.



El ciclo se cierra cuandoe el humano ingiere carne cruda o
insuficientemente cocida proveniente de un cerdo cisticercoso.
Nuevamente, las enzimas gdstricas e intestinales asi como las
sales biliares, activan al cisticerco gue se fija en la pared
intestinal (6). Una vez fijo, el pequefic gusano crece y se di-
ferencia hasta convertirse en una tenia adulta.

Aungue el cerdo es ei principal huésped intermediario de
la T. solium, algunas otras especies (perro, jabali, monos,
etc.) {(7-10) incluyendo al hombre pueden también alojar al
cisticerco. En el humano al igual que en el cerdo, los cisti-
cercos se pueden localizar en una gran variedad de tejidos en-
tre los gue destacan: sistema nervioso central, ojo y misculo
esquel@tico.

La presencia de cisticercos con rodstelo armaao gue presu-
miblemente pertenecen a la especie T. solium, ha sido ademéas

reportada en varias especies de mamiferos incluyendo a: came-

llos, conejos, liebres, osos pardos, gatos domésticos y sil-

vestres, zorros, coatis, ratas y ratones (131,12). Sin embargo,
la diagnosis de esos cisticercos no siempre ha sido basada en
criterios taxondmicos estrictos por lo gue su identidad es en

muchos casos dudosa.

b) Morfologia del Desarrcllo

Las tenias solitarias como otras especies del género Tae-
nia (familia Taenidae, orden Cyclophyllidea, clase Cestoda),

son gusanos aplanados excepcionalmente largos. La T. solium



normalmente mide entre 1.5 y 5 m de longitud aungue ocasional-
mente puede alcanzar los 8 m, Como se menciond anteriormente,
su cuerpo se puede dividir en tres regiones: escblex, cuello y
estrébilo. El escdlex (Fig. 2) posee cuatro ventosas y un ros-
telo coronado por dos hileras de ganchos. El niimero de ganchos
rostelares puede variar entre 22 y 33, y su tamaho entre 159 y
173 p (media 165.7 * 5.0) (10). Tante las ventosas como el ros-
telo son estructuras de fijacidn gque capacitan a la solitaria
para mantenerse anclada en la pared del yeyuno.

El proceso de estrobilacidn (produccidén de proglétidos)
ocurre en la regidén distal del cuello. Los proglétidos inmadu-
ros cercancs al cuello son de tamafio variable, sin embargo,
los maduros incluyendo a los grividos generalmente miden de
7-12 mm de largo y de 5-6 mm de ancho. Cada proglétide madurc
puede considerarse comc una unidad reproductora independiente
puesto que posee Organcs genitales ﬁasculinos v femenines (10).
Los genitales masculinos estén constituidos por un gran nimero
(375-575) de testiculos gue confluyen en un ducto genital (Fig.
3). Los genitales femeninos est@n constituidos por un ovario
trilobulado situado en la base del fatero, en el extremo poste-
rior del proglétido. El ovario desemboca a través de la vagina
en el mismo atrio genital (Fig. 3). En los proglétidos grévi-
dos, el fitero repleto de huevecillos presenta 7 a 17 ramas la-
terales hacia cada lado (Fig. 4). Cada una de las ramas puede
ademds presentar ramificaciones..

L.os huevecillos contenidos en los proglétidos gravidos
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FIG. 2.

rrido.

EscBlex de la T. solium observado en el mlcroscoplo electrénico de ba-
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FIG. 3. Representa01on esquematica del aparato reproductor de la T. solium.
Ag: atrio gepmital; Dg: ducto genital; O: ovario trilobulado; T: testiculos; U:
tero; Va: vagina.
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FIG. 4. Representac1on esquemidtica de un proglétido grivido de T. solium. Ag:
atrio genital; Ru: ramas uterlnas, U: dtero.



presentan distintos grados de madurez; alrededor del 50% poseen
oncosferas invasivas totalmente desarrolladas (4). Los hueveci-
llos inmaduros pueden madurar fuera del huésped y permanecer
viables e infectantes en aguas negras, rios o pasturas duran-
te varias semanas o meses (13). Los huevecillos de la T. solium
son morfologicamente similares a los de otras especies de téni-
dos e idénticos a los de T. saginata (5,14, 15). Poseen varias
envolturas (Fig. 5) gque posibilitan la sobrevivencia de la on-
cosfera en el medio ambiente. La envoltura externa es el vite-
lo o capsula, constituida por un grupo de células formando un
sincicio. La siguiente envoltura es el embrioforo formado por
peguehos blogues protéicos unidos entre s1 por un maﬁerial ce-
mentante. Esta envoltura, adremis de ser la més importante en

la proteccidn de la oncosfera, confiere a los huevecillos su
apariencia estriada caracteristica. A su vez, el embricoforo es
producido por una envoltura celular mds interna llamada célula
embrioforal. Finalmente, la membrana oncosferal rodea directa-
mente a la oncosfera o embridn hexacanto que posee tres pares
de ganchos.

El cisticerco de la T. solium estd formado por una vesi-
cula ovalada y transliicida llena de liquido (0.5-2 cm de difdme-
tro mayor), con un pequeﬁo escSlex invaginado (Fig. 6). Al
igual que 1a tenia adulta, el escSlex del cisticerco posee
cuatro ventosas Yy un rostelo armado con dos hileras de gan-
chos. Cuando un cisticerco viable es ingerido por el huésped

definitivo (humano)}, las enzimas gdstricas e intestinales ac-



FIG. 5. Huevecillos de la T. solium. a) huevecillos en fresco observados en
el microscopio de luz, b) huevecillos intactos observados en el microscopio e~
lectrdnico de barrido, ¢) corte de un huevecillo inmaduro observado en el mi~
croscopio electrdnico de transmisidn-y ) interior de un huevecillo observade
en el microscopio electrdnico de barrido. CE: c&lula embrioforal; E: embriofo-
ro; G: ganchos oncesferales; MO: membrana oncosferal; On: oncosfera; V: vitelo.
Fotografias tomadas de la referencia 5.



Cisticercos de la T. solium. a} cisticercos e
esguelético de un cerde masivamente infectado,
vesiculizr

Xpuestos al corte, an
b) cisticercos con parad
intacta, disecados de miisculo esquelético de cerde, ¢} corte de un
cisticerco rodeado por la cépsula inflamatoria en el misculo de cerdo y d; mo-
presentacidn esquemidtica de un corte de cisticerco rustrando las distintas es-
tructuras. CE: canal espiral; Es: escllex; P: parénquima; Ve: vestibulo. Las

figuras a, b y ¢ fueron amablemente aportadas por la bra. A. Flisser. La figu-
ra d. ful tomada de la referencia 248,




tivan al escbélex para evaginar y posteriormente fijarse a la
pared intestinal. El cisticerco de la T. solium es frecuente-

mente designado como Cysticercus cellulosae; sin embargo, de-

bido a que este t&rmino no tiene validez taxondmica, se sugie-
re descontinuar su uso.

Frecuentemente se reporta la presencia de otra forma de
metacéstodo en pacientes con cisticercosis cerebral. Esta for-
ma que posee una vesicula multilobulada y gque supuestamente.cab

rece de escdlex (Fig. 7a), ha sido designada como Cysticercus

racemosus a pesar de gue el t&€rmino no tiene validez taxondmi-
ca. Algunos autores (16,17) han mostrado gue en un porcentaje
considerable de pacientes con cisticercosis cerebral coexisten
ambas formas de metacéstodo (celulosa Yy racemosa). Asimismo,

se han descrito formas celulosas en las cuales se obéervan
principios de multilobulizacién (Fig. 7b). Finalmente, una re-
visidn microscdpica cuidadosa de los cisticercos racemosos fre-
cuentemente permite la localizacidén del escdlex armado o de sus
restos estructurales (Fig. 7c¢)}. Con base en 1ag anteriores evi-
dencias parece claro gque los cisticercos celuloso y racemoso
son formas alternativas del mismo pardsito. Eﬁ esta tésis, se
acepta la identidad entre las dos formas de cisticercos y se
sugiere nombrarlas como forma celulosa y forma racemosa del
cisticerco de la E.Asolium (N6tese que las designaciones lati-

nas han sido adaptadas al idiocma espafiol},
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FIG. 7. Formas racemosas del cisticerco de la T. solium, obtenidas de pacien-
tes neurocisticercosos. a) cisticerco con vesicula maltiloebulada; b} forma ce-
lulosa con principios de multilobulizacidn vi ¢} corte de una forma racemosa
en la que se observa claramente el escdlex. X: escdlex; PV: pared vesicular.
Las figuras a y ¢ fueron amablemente aportadas por el Dr. R. Mancilla. La fi=~

“gura b fue tomada de la referencia 16.



c) Inseminacién y Fertilizacidn

Se desconoce la fisioclogia del proceso de inseminacién en
T. solium, lo cual no es sorprendente sl se considera la extre-
ma dificultad para su estudio. No existe informacifén sobre la
participacién de un sistema endécrino gue controle la activi-

dad reproductora de los ténidos. Sin embargo, al menocs en al-

gunas especies relacionadas (Schistocephalus solidus) se sabe

gque la inseminacién ocurre tanto por autoimpregnacién dentro
del mismo proglétidec como por impregnacién de otro progldtido
incluso de diferente estrébileo (18). En ambos casos, los esper-
matozoides son almacenados en el receptécu16 seminifero (Fig.
8). Los dvulos liberados periédicamente por el ovarioc, pasan

a través del oviducto hasta el ootipo en donde ocurre la fecun-
dacién. A su vez, las células vitelinas almacenadas en un reser-
vorio migran hasta el cotipo para asociarse con los cigotos.
Los cigotos recubiertos por células vitelinas reciben una se-
crecién mucosa y serosa aportada por la gldndula de Mehlis,
gue supuestamente sirve como substrato para la formacién del
embrioforo. En el {iterc, los cigotos se convierten en hueveci-
1los maduros e infectantes y permanecen almacenados hasta la
liberacién de los proglétidos al medioc ambiente.

Los ténidos como todos los céstodos, tienen caracteristi-
cas genéticas que‘los hacen (al menos tedricamente) suscepti-
bles a la produccién de cepas adaptadas a nuevas especies o
razas de huéspedes intermediarios y definitivos. Por ejemplo,

puesto gue SOn Organismos hermafroditas, ya sea gque la fertili-
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PIG. 8. Representacién esquemdtica del sistema de inseminacidén de la T. so-

lium (ver explicacién en el texto}. Tomada con modificaciones de la referen-
cia 18.. Co

Bso-i0

FIG. 9. Mapa geoecondmico de la Repiiblica Mexicana indicando la frecuencia re
gional de anticuerpos anticisticerco. EL area 5 tiene el porcentaje mayor, se
gquida por las reas cercanas al Oceano Pacifico. Tomada de la referencia 58.
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zacidn ocurra por autoinseminacién dé un proglétido o por in-
seminacidén cruzada entre progldtidos de distintos gusanos en
el mismo huésped (ver arriba), es muy probable gue los indivi-
duos gue se aparean posean genotipos muy similares si no idén-
ticos. En consecuencia, la aparicifén de una sola rutacidn re-
cesiva en una generacidén, podria dar origen a individuos mutan-
tes homocigbéticos (en los cuales se expresa la mutacidn) en la
siguiente generacidén. Desafortunadamente, la posible existen-
cia de "cepas" entre las poblacicnes de adultos y metacésto-
dos de la T. solium ha sido poco explorada. Solo se dispone de
un reporte en el gue se demuestran diferencias en la composi-
cidn de antigenos en lotes de cisticercos obtenidos de distin-

tas localidades de México {19).

2.- IMPORTANCIA DE LA ENFERMEDAD EN MEXICO

a) Prevalencia y Distribucidn Geogrdfica de la Cisticercosgis Humana

Aungue el cisticérco de la T. solium puede alojarse en
una gran variedad de érgaﬂos v tejidos humanos, las manifes-
taciones mids graves de la enfermedad se producen cuando el
parisito afecta al sistema nervioso central (SNC) (ver seccidn
T.3.a.). En consecuencia, la mayoria de los estudios estadis~
ticos disponibles se refieren a esta localizacidn, comunmente
conocida como neurocisticercosis.

La prevalencia de la neurocisticercosis ha sido estimada
en alrededor del 2% por estudics de autopsias en distintas

institucionés hospitalarias (20-371). Este porcentaje debe sex



tomado con cautela puesto gue la poblacidén hospitalaria no
constituye una muestra representativa de la poblacién total.

A su vez, estudios seroepidemiolfgicos han demostrade la pre-
sencia de anticuerpos anti-cisticerco en 1-3.8% de la pobla-
cién abierta en Mé&xico (32-36). Nuevamente, puesto gue la
presencia de anticuerpos en un suero sSlo demuestra gue el in-
dividuo ha tenido contacte con el parAsito y no necesariamente
que esté infectado, es posible gque la prevalencia real de la
enfermedad difiera considerablemente de estos valores. Es cla-
ro gue no se dispone de estimados ineguivocos sobre la presen-
cia de la cisticercosis humana en el pais. Para obtenerlos es
necesario desarrollar métodos practicables a nivel masive que
detecten la presencia del par@sitc en los individuos.

En el Gnico de los estudios sercepidemioldgicos (34-36)
con un aceptable disefio de muestreo, Flisser y cols. reporta-
ron gue existe una correlacién entre la frecuencia en la posi-
tividad de los sueros y las regiones geoecondmicas del pais
(Fig. 9). La mads alta frecuencia de seropositividad fue encon-
trada en la regidn #5 coanstituida por los estados (Guanajuato,
Michoacdn, Jalisco, etc.) gue tradicionalmente son los més
importantes porcicultores. Sorprendentemente, no se encontrd
ninglin factor de tipo social, cultural o econdmico, que tuvie-
ra correlacidén con la frecuencia en la seropositividad. Este
hallazgo, propicid la hipStesis que propone al viento como un
mecanismo poco discriminatorio, para la dispersidn de la en-

fermedad en nuestro pais, donde el fecalismo al aire libre ccu-



rre cominmente. Desafortunadamente, la hipbétesis anterior no

ha sido probada experimentalmente.

b) Prevalencia y Distribucibn Geografica de la Cisticercosis Porcina

La inspeccidn sanitaria de los cerdos sacrificados en los rastros
del pais, generalmente consiste en practicar un corte en los
miisculos triceps y anconeo derechos, para buscar visualmente
la presencia de cisticercos en el tejido expuesto. Cuando un
cerdo es encontrado cisticercoso, se hace constar su decomisoc
en el registro del rastro. De este modo, la informacién dispo-
nible sobre prevalencia y distribucidn geogrifica de la cisti-
cercosis porcina, ha sido obtenida a partir de investigaciones
en los registros de los rastros del pais.

El estudic més amplioc realizado hasta la fecha es el de
aluja {(37), gquien reuni® informacidén de 75 rastros en 22 esta-
dos de la repiiblica, durante los afios 1980-1981 (Tabla I). El
promedio nacional resultd ser de 1.55% con un rango gue va
desde 0.004% (Monterrey, N.L.) hasta 10% (Ocampo, Gto. y La
Piedad, Mich.). Sin embargo, al igual que en el caso de la
cisticercosis humana, estas cifras no son confiables por las
siguientes razones:

1) Es bien conoccido gue un gran niimero de cerdos son sacri-
ficados sin ser sometidos a inspeccidn sanitaria;

2) La inspeccidn de carne en México se lleva a cabo bajo la
supervisién de tres autoridades distintas, c¢ada wuna con

sus propios estandares y reglamentos: la Secretaria de



TABLA I. TFrecuencia de cisticercosis porcina en 7% rastros de 22 estados en

México*

Estado vy localidad Frecuencia (%) Afo Fuentea
Aguascalientes
‘Aguascalientes 0.52 1980 5sa
Campeche sin registros disponibles
Chihuahua b
Chihuahua TIF 0.49 1980 SARH
Chihuahua 3.32 1980 M
1.65 1981 M
Colima
Colima, Villa Alvarez,
Cogquimatla, Comala 2.4 1980 M
Coahuila
Torredn 2.37 1981 M
Distrito Federal
Ferreria 0.13 11280 SSA
16 1981 SSA
Durango
Durango 2.21 1980 M
Guanajuato
Ocampo 10.0 1981 M
San Felipe 3.0 1981 M
Jalisco
Guadalajara 0.005 1980 SSA
Estado de Mé&xico
39 rastros 0.22 (0.09-7.9) 1980 SSA
Michoacan o
La Piedad 10.0 1980 SARH
Morelos
Cuernavaca 0.37 1980 SSA
Jojutla, Zacatepec,
Tlalquiltengo, Puente
de Ixtla 1.9 1980 M
Nuevo Ledbn
Monterrey 0.004 1980 SSh
0.016 1981 S8A
Queré&taro
Querétaro 0.56 1980 ssa
0.74 1981 S5A
San Luis Potosi
San Luis Potosi 0.67 1980 SsA
0.39 1981 SSA
Sonora
Hermosillo 0.07 1980 SSA
Tabasco
villahermosa no se sacrifican cerdos en este rastro
Tamaulipas

Ciudad Victoria

1 0.37

1980

SsSA



TABLA I. (continuacién)

Estado y localidad Frecuencia {%) Afio Fuente®
Tlaxcala
Tlaxcala 1.0 1981 M
Huamantlia 0.63 1980 M
Apizaco 3.3 1980 M
Veracruz
Jalapa 0.11 1980 Ssa
Veracruz 0.75 1980 SSA
Tuxpan 1.08 1980 SSA
Yucatin
Mérida : 0.04 1980 SSA
Zacatecas
Jerez 0.75 1980 SSA
Fresnillo 2.10 1980 (31571
Zacatecas 1.26 1980 SSA .

a: Datos no publicados obtenidos de: S$SA, Secretaria de Salubridad v Asistencia;
M, registros en rastros municipales; SARH, Secretaria de Agricultura y Recur-
sos HidrAulicos.

b: TIF, rastros en donde se sacrifican animales destinados a la exportacidn.

c: Valor estimado.

*: Tomada de la referencia 37.



Salubridad y Asistencia controla alrededor de 200 ras-
tros en las grandes ciudades; la Secretaria de Aéricul—
tura y Recursos Hidr&ulicos controla los rastros que sa-
crifican animales para exportacién; las autoridades mu-
nicipales controlan los rastros de las localidades me-
nores; Yy

3) El1 m8todo descrito de inspeccibén no detecta a todos los
cerdogs infectados (38). Animales con infecciones lige-
ras pueden pasar desapercibidos.

Las diferencias entre los estimados de prevalencia de la
cisticercosis porcina obtenidos usando dos métodos distintos
gquedan ejemplificados en la Takla II, tomada del mismo repor-
te de Aluja (37). En este estudio, se compararon las frecuen-
cias de infeccidn obtenidas por inspeccidn ante-mortem reali-
zada por la propia investigadora en varias localidades del
Edo. de México, con las obtenidas de los registros en los ras-
tros de las mismas localidades. I.os resultados muestran que
en las tres localidades gue tienen rastro,la frecuencia deter-
minada por inspeccidn ante-mortem fue un orden de magnitud ma-
yor (17% vs 1%).

Puesto gue una inspeccién veterinaria eficiente no solo
permitiria obtener cifras reales sobre la prevalencia de la
cisticercosis porcina, sino que también contribuiria a contro-
lar la dispersidén de la enfermedad, es necesario gue las auto-
ridades de salud actfien de una manera coordinada para resolver

las deficiencias actuales. En este sentido, es indispensable



TARLA IT. Frecuencia de cisticercosis determinada por inspeccidn antemortem
comparada con la obtenida de los registros en rastros del Edo. de México.*

Inspeccidn antemortem Registros
Poblado de rastros
Mimero de cerdos Cisticercosis Cisticercosis
"inspeccionados ' - (%) (%)
Ixtlahuaca 1.09
mercado 269 9.66
2 granjas 20 20.00
Almoloya 1.38
7 granjas 142% 7.75
Atlacomulco b 0.32
3 granjas 26 30.80
San Felipe gin rastro
3 granjas 47 6.38
Varios criadores o 128 15.62 sin rastro

a: Un propietario admitidé haber eliminado segmentos blanquecinos en las heces.

b: Dos propietarios admitieron haber eliminado segmentos blanquecinos en las
heces.

*: Tomada de la referencia 37.



que cualquier medida contemple los siguientes aspectos: 1) estandarizar
el método de inspeccién sanitaria usado por todas las autori-
dades involucradas; 2) investigar la eficiencia de ese método
en la deteccidén de cerdos cisticercosos y 3) implementar es—-
trategias que permitan inspeccionar a todo cerdo sacrificado,

incluyendo aguellos de comunidades remotas.

c) Impacto Econdmico de la Cisticercosis

La primera encuesta nacional de paciente neurolbgicos y
psiquidtricos fue llevada a cabo en 1960 por la Secretaria de
Salubridad y Asistencia (39). En aquel tiempo, se encontrd
gue alrededor del 1% de los habitantes del pais, estaba afec-
tado por algfin padecimiento neurolibgico. Velasco-Sufrez y cols.
(40}, en 1981 realizaron estimaciones para determinar qué pro-
porcibén de ese 1% correspondia a pacientes con neurocisticer-
cosis. La estimacifn m&s conservadora produjo un 6% mientras
gue la menos conservadora fue de 14%. Es decir gue entre un
0.06% (42,000 individuos) y un 0.314% (98,000 individuos} de
los 70 millones de habitantes qgue tenia el pais en 1280, esta-
ban afectados por la neurocisticercosis. N&tese gue ambos por-
centajes son 7-14 veces menores gue los estimados sercepide-
mioléjicamente (ver Seccidn I.2.a). Con base en estos porcen-
tajes, los autores calculan las pérdidas econdmicas anuales de
esos individuos (60,000 pesos/afio/enfermo), debidas a una in-
capacidad para asistir a su trabajo, entre 2,500 v 5,900 mi-

ilones de pesos {eguivalentes a 110-255 millones de délares).
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cabe hacer notar gue los anteriores estimados no incluyen los
altos costos gue las instituciones hospitalarias oficiales sol-
ventan durante la atencién y hospitalizacidén de los pacientes
neurocisticercosos.

Las pérdidas econbémicas debidas a cisticercosis porcina
durante 1980 han sido calculadas por Acevedo-Hernandez (41).
pe acuerdo al censo nacional ganadero llevado a cabo el migmo
anho, en 1980 fuexon sacrificados alrededor de 17 millones de
cerdos en el pais. Bas@&ndose en la guposicién de que el 1.55%
de los cerdos sacrificados fueron encontrados cisticercosos
durante la inspeccidn sanitaria (ver Seccibén I.2.b}, el autor
calcula gue las pérdidas de carne porcina debidas a decomiso
ascendieron a 1,000 millones de pesos (eqﬁivalentes a 43 mi-

liones de d6lares en ese aio).

3.- DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

a) Sintomatologia de la Cisticercosis Humana

Subyacente al titulo de la éeccién estd la pregunta de
icufiles son los efectos gue provoca la presencia de uno © de
varios cisticercos en los individuos humanos? La respuesta €s
que las manifestaciones de la cisticercosis son extremadamente
variables, no solo de un individuo a otro, sino también a lo lar-
go del tiempo en un mismo individuo. Desde un punto de vista cli-
nico, los pacientes cisticercosos pueden ser asintomi&ticos, lige-

ramente sintomidticos o gravemente sintom@ticos. La sintomatologia
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dependerd primordialmente de la localizacidn del o de los cisti-
cercos en los 6rganos y tejidos del paciente, asi como también,

de las circunstancias particulares de cada infeccién. Es pogible
encontrar casos de localizaciones similares en individuocs diferen-
tes, siendo en algunos causa de enfermedad grave, mientras que en
otros pasa desapercibida. Los factores gue determinan la presen-
cia o ausencia de sintomatologia son parcialmente desconocidos.

En términos generales, la cisticercosis de localizacidén ex-
terna al sistema nervioso central, puede considerarse comc una
enfermedad benigna. Por ejemplo, los escasos reportes de cisti-
cercos localizados en visceras abdominales, indican que 1los para-
sitos son relativamente bien tolerados (42-44). Igualmente, aqué-
llos localizados en el tejido subcuténeo son caracterizados uni-
camente por la’presencia de nédules y frecuentemente pasan desa-
percibidos (42). La presencia de cisticercos en miisculc esquelé-
tico ha sido determinada en un peguefio nfimero de casos. En infec-
ciones masivas, los sintomas descritos son dolor muscular y debi-
1idad con evolucién variable (45). Los cisticercos pulmonares pro-
vocan signos y sintomas tan vagos gque plantean un problema para su
diagndéstico (46,47). La afeccidn del miisculo cardiaco en algunos
casos puede producir taguicardia, disnea, sincopes y ruidos car-
diacos anormales (48, 49). Exceptuando a la neuroeisticercosis}
la cisticercosis ocular es la gue puede ocasionér los dafics més
graves. Los cisticercos pueden estar localizados en cualguiera de
los tejidos del ojo (50-52], produciéndOSe respuestas inflamato-

.
rias muy severas, asociadas con 1a muerte del pard@sito, en casos

de cisticercosis intraocular (51). Esta localizacidn, generalmen-
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te interfiere con la visién en la forma de un escotoma gque puede
ser m8vil debido a cambios en la posicidn del pardsito. S§i la reac-
cidn inflamatoria es severa, el ©ojo puede atrofiarse y producir

la pérdida de la vista.

En el caso de la neurocisticercosis, también es posible en-
contrar pacientes sintomdticos y asintom&ticos. En un estudio de
4250 autopsias de adulto llevadas a cabo entre 1969 y 1974, se en-
contraron 135 casos de neurccisticercosis equivalentes a una fre-
cuencia de 3.2% (17). De acuerdo a los autores, el 81% de los in-
dividuos neurocisticercosos nunca presentd sintomas de alteracio-
nes neuroldgicas. En cambio, en un estudio similar de 92412 autop-
sias, un 57% de los neurocisticercosocs detectados habia mostrado
sintomas relacionados con la presencia del pardsito (22). Este
segundo porcentaje coincide con el obtenido por Lombardo (53), a
través de una revisidn de pacientes neurolfgicos con tomografia
axial computarizada (TAC). Tomando el porcentaje promedio entre
los tres estudios, se tendria gue un 45% de los pacientes neuro-
cisticercosos son sintomBticos. En otras palabras, uno de cada dos
individuos neurocisticercosos desarrollard manifestaciones ¢lini-
cas de la enfermedad.

con respecto a la gravedad de la enfermedad en lﬁs pacientes
sintomdticos, la informacibén disponible es todavia més escasa. Es
posible que la mayoria de los casos no presenten un deterioro tal
gque reguiera hospitalizacién (54). Puesto que la atencidn de los
pacientes sintométicos leves es generalmente extrahospitalaria, no
existen estadisticas que describan el grado de afectacibn que la

enfermedad causa en su calidad de vida.
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Finalmente, en algunos casos la neurocisticercosis es una
enfermedad grave y frecuentemente fatal. Adopta diferentes carac-
teristicas nosoldgicas en relacidn con el niimero, localizacidén y
estado del parésito y con la abaricién de posibles complicaciones.
En consecuencia, el tipo de manifestaciones clinicas gue se pue-
den producir es tan extensa y polimérfica como la neurclogia mis-
ma (55) Tabla III. De acuerdo con los estudios de autopsia mencio-
nados arriba (17,22), la neurocisticercosis fue la causa de muer-

te en el 0.6-1.3% de pacientes hospitalizados y autopsiades.

b) Sintomatologia de la Cisticercosis Porcina

Las manifestaciones clinicas de 1la cisticercosis porcina

practicamente no han sido estudiadas, aungue se han referido casos
en gque los cerdos éreéeﬁtan disnea; ataxia, caguexia y algunos otros
disturbios nerviosos (56,57). En general la sintomatologia es rela-
tivamente leve. A este respecto, es frecuente dJue cerdos masivamen-
te infectados seas diagnosticados como cisticercosos s8lo a través
de inspeccidn sanitaria (ver Seccién I.2.b). En algunos casos, la
infeccidn es tal que una proporcién considerable de la masa muscu-
lar esti invadida por decenas de miles de pardsitos. Lo antexioxr
sugiere gue en la cisticercosis porcina la coexistencia huésped-
pari&sito se mantiene en equilibrio sin perjuicios graves para nin-
guno de los organismos.

Cabe destacar, gque losg métodos actuales para la explotacidn de
los cerdos impiden gue los animales vivan mis alld de los 9 meses.

Por lo tanto , 1la cisticercosis porcina, a diferencia de la humana,



TABLA III, Sintomas y signos de la neurocisticercosis (186 casos).*

sfndrome cranechipertensivo
Signos cerebelosos

Signos piramidales

peterioro mental

Epilepsia centroencefilica
Epilepsia focal

Confusifn mental

vértigo (alucinacifn de movimiento)
Signos del tronco cerebral
cefalalgia sin cranechipertensifn
Acfifenos

Crisis de inconciencia

Signos extrapiramidales
Hemihipoalgesia

Sindrome de Parinaud
Hemianopsia bitemporal
Disartria

Fosfenos

Rigidéz de nuca

Andsmia

Nistagmus vestibular

cuadro infeccioso inicial
afasia

Estado de coma inicial
Hemianopsia homSnima

Amaurosis episbdica

pardida siibita de fuerza
gindrome de Horner

Propulsibn

vémito sin craneohipertensidn
Debilidad muscular sin paresia
Disociacifn de movimientos oculares
Lipotimias

Mioclonias faciales

Exoftalmos

Afeccifn de pares craneales
I

IIT

v

V

Vi

VIII

XII

124

e ad el w3 o e s DY
P T s N I "SR L T« o e o

. . -
MHH—!NMNNNNNNLU#-;P-:PLNWLNWQGJCDU

ke w] W WO -

%, Tomada de la referencia 55.



puede considerarse como una infeccidén relativamente joven. Es
posible gue los sintomas severos de la enfermedad, equiparables a
los observados en pacientes, s8lo aparezcan en cerdos con infec-

] ol
ciones mas prolongadas.



II. ANTECEDENTES

El hecho de gue la evidencia clinica de adquisicién de inmu-
nidad en muchas parasitosis eg dudosa, durante algiin tiempo moti-
v6 la creencia de gue los éarésitoa eran poco inmunogénicos. En
laactualidad, se sabe gue esta creencia es errénea, puesto gue
en todas las infecciones parasitarias estudiadas adecuadamente,
se han encontrado anticuerfos y (o) cé&lulas especificas. En mu-
chos ejemplos, los niveles de anticuerpos y células tienen poca
¢ ninguna relaéién con el estado immunolégico y clinico del hués-
ped, lo gque indica que su respuesta inmune no lo estd protegien-
do. En el caso general de la cisticercosis (por T. solium y por
otros ténidos) se buede afirmar gue los pardsitos efectivamente
sensibilizan a sus huéspedes correSPOndientes; y sin embargo, so-
breviven por largos beriodcs. El entendimiento de los mecanismos
gue toman parte en la relacifn huésped-cisticerco, claramente se
conseguird a.través del estudio de factores gue por parte del
huésped y del paréasito participan para mantener ese delicado
equilibrio entre los dos organismos. En este capitulo, se resu-
men inicialmente los conocimientds sobre la respuesta inmunold-
gica del huésped cisticercoso, detectable a nivei sistémico. Mas
adelante, se describe la informacidén disponible sébre los compo-

nentes y eventos gue ocurren en la interfase huésped-cisticerco.



1.- RESPUESTA INMUNOLOGICA DEL HUESPED

a) Cisticercosis por T. solium

En México, desde 1948 Nieto reportd un método de fijacidn de
complemento que permite detectar anticuerpos en el liguido cefa-
lorragquideo de ﬁacientes neuroccisticercosos (58) A partir de es-
tos esfuerzos iniciales, se han desarrollado una serie de mé&todos
diagnbésticos con sensibilidades y éspecificidades variables, gque
han demostrado la presencia de una respuesta inmune tantoc en sue-
ro como en liguido cefalorraguideo de los pacientes (59-66). Sin
embargo, el conocimiento de los factores involucrados por parte
del parisito y del huésped en la cisticercosis humana y porcina,
es todavia muy pobre como se éodré observar a continuacidén.

i} Antigenos

La composicién antigénica del cisticerco de la T. solium ha
side estudiada por inmunoelectroforesis (IEF) en la gque reaccio-
na un extracto crudo parasitario con sueros de pacientes neuro-
cisticercosos. -Este procedimientc que es de fécil realizacidn
tiene como principal limitante su baja sensibilidad. En conse-
cuencia, la IEF solo permite detectar anticuerpos en alrededor
del 50% de los sueros de pacientes neurocisticercosos confirma-
dos. A pesar de lo- anterior, la IEF permitif establecer una
clésificaci6n de los antigenos detectados de acuerdo a su movi-—
1idad electroforética (34-36). De este modo se han definido
ocho antigenos del cisticerco, a los cuales se les denonind con

las primeras letras del alfabeto. El antigeno isoceléctrico deno-



minado como "B", resultd ser el mAs frecuentemente reconocido
(84%) por los sueros de pacientes gue tuvieron niveles de anti-
cuerpos detectablés por IEF, seguido por los antigenos A (47%]),
E (35%), C (30%), etc. (34-36).
ii) Anticuerpos

La respuesta inmune humoral de los pacientes neurocisticer-
cosos en contra de los ocho antigenos, es muy heterogénea. La
heterogeneidad no solc incluye al niimero de antigenos gque cada
suero reconoce sino también al tipo de antigenos. Por ejemplo,
el 77% de los sueros contienen anticuerpos en contra de 1-3 an-
tigenos, mientras gue sdlo el 1% contiene anticuerpos en contra
de todos los antigenos. Con respecto a las clases de inmunoglo-
bulina gue constituyen los anticuerpos anticisticerce, se encon-
tré IgG en el 98% de los sueros, IgM en el 80%, IgE en el 37%,
IgA en el 29% e IgD en el 24% {7_34—36,67—69),.
iii) Cé&lulas

En un intento por evaluar la participacidén de la respuesta
inmune celular en la cisticercosis humana, se han realizado estu-
dios de formacién de rosetas por linfocitos T y B; transformacién
blastecide por Concavalina A y un extracto crudo de cisticercos;
y reactividad en piel al PPD (67,62). Los resultados mostraron
gue los niveles circulates de linfocitos T vy B en los pacientes
cisticercosos son normales. Asimismo, no huﬁd diferencias signi-
ficativas entre la respuesta a mitégenos de las células de pa-
cientes cisticercosos y las de individuos sanos. En cambio, la

respuesta al PPD gue en la poblacidn abierta de México es notable-



mente alta (64%), se encuentra significativamente disminuida en
los pacientes cisticerceosos (17%), sugiriendo una depresién en
la funcionalidad de los linfocitos T. Este resultado estd de a-
cuerdo con fenSmenos de inmunosupresidédn reportados en ratones in-

fectados por T. crassiceps (70-72).

Los resultados presentados arriba, ademids de escasos, apor-
tan muy poca informacién acerca de la respuesta del huésped en
la vecindad del pardsito. Por ejemplo, los niveles y las especi-
ficidades de los anticuerpos circulantes pueden no tener relacidn
con los que ocurren en la interfase huésped-pardsito; la visidn
obtenida de la respuesta inmune del humano es estdtica, en con-
traste con las circﬁnstancias cambiantes a lo largo del desarro-
lio de cisticercos de otras especies en sus respectivos huéspe-
des intermediarics (70,71,73-78). Ademds, por razones inherentes
a la investigacién en humanos, en esta clase de estudios no es
posible controlar par@metros tales como dosis parasitaria, esta-
dio de desarrollo y localizacidn del o de los par&sitos, etc. Es
clara la necesidad de futuras investigaciones en un modelo ani-
mal (cerdo, perro, etc.) para completar la informacidn sobre la

respuesta inmune del huésped infectado por T. solium.

b) Cisticercosis por otros Ténidos

Los estudios de caracterizacidén antigénica en otras especies
de ténidos han estado dirigidos principalmente a la biisqueda de
antigenos con valor diagnéstico para humanos, e inmunoprofildcti-

co en el caso de animales. A su vez, el estudio de la respuesta



especifica inmune del huésped ha tenido un doble objetivo. Por
un lado, se ha intentado correlacionar la respuesta inmune con
el estado clinico del huésped durante las distintas etapas de la
enfermedad. Por otro lado, se han estudiado los componentes pro-
tectores de la respuesta (anticuerpos, cé&lulas) que sirvan de re-
ferencia para el disefio de métecdos inmunoprofildcticos.
i) Antigenos

los estudios de comparacidén antigénica entre los distintos
miembros de la familia de los ténidos fueron iniciados por Biguet

et al.,(79) y Capron et al.,(80). Utilizando un suero hiperinmune

contra T. saginata, demostraron que 16 de los 23 antigenos encon-
trados en este pardsito estaban también presentes en otros seis
géneros de céstodos. Adicionalmente, entre dos y cinco componen-
tes de T. saginata fueron detectados en varias especies de tre-

métodos y nemdtodos. Sin embargo, ellos identificaron un antigeno

con aparente especificidad de especie en E. granulosus al cual

designaron como arce 5. Este antigeno ha sido desde entonces el
foco de un intenso andlisis inmunolégico y biogquimico (81-89). A
pesar de gue actualmente se sabe gue estd presente en T. selium,

T. hydatigena, T. ovis y E. multilecularis (90-95), el arco 5 e=

sin lugar a dudas el antigeno mejor caracterizade de los miembros
de la familia de los ténidos. El arco 5 es una lipoproteina con
actividad o y B carboxilesterasa y ﬁeso molecular (PM) de
400,000, Parece estar compuesto por varias subunidades unidas no-
covalentemente. Cada subunidad tiene un PM de 67,000 y migran
juntas, como una sola banda en geles de pdliacrilamida con dode=

cil sulfato de sodio (SDS-PAGE). A su vez, esta banda se disccia



L

=
L ;

en dos subunidades de 47,000 d4d y 20,000 d en presencia de 2-mer-
capto-etanol (2-ME). El arco 5 que es relativamente estable a
56°C y en un rango de pH entre 4 y 7, ha sido localizado en las
células subtegumentales del protoescélex,.de la membrana germi-
nal y de la pared vesicular del eguinococo (87-89). Menores can-
tidades han sido detectadas en las paredes de los ductos colecto-
res y de las c&lulas flama. Estas cbservaciones sugieren gue el
arco 5 acumulado en el fluido hidatidico es el producto de la ex-
crecién del protoescdlex y de la secrecidn de la membrana germi-
nal y pared vesicular (87,89}.

Otro antigeno del fluido hidatidico gue ha sido bien carac-
terizado es el llamado antigeno B (82,96-98). E1 antigeno B es
una proteina termoestable a 100°C gque tiene un PM de 150,000. Es-
tad formado por tres tipos de subunidades unidas no~covalentemente,
con PMs entre 10,500 y 20,000. El antigeno B ha sido localizado

en los tejidos de E. granulosus y E. multilocularis {(87,89). En

el protoescdlex se encuentra principalmente en la regidn del te-
gumento cercana a las ventosas, asi como en los corpiisculos cal-
céreos. AdemiAs, ha sido localizado en las células subtegumentales
de la membrana germinal y de la pared vesicular, por loc que se
piensa que las cé&lulas subtegumentales son las encargadas de sin-
tetizarlo (87,89).

Se dispone ademis de informacidn menos completa sobre las
caracteristicas de algunos antigenos de otras especies de téni-
dos. Campbell (99) ha reportado la obtencidn de fracciones pro-

teicas, nucleoproteicas y polisacaridicas de T. taeniaeformis, que

confieren inmunidad a ratas al ser inyectadas subcuta@neamente.
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Leid y Williams (300) han logrado purificar a homogeneidad un

alergenoc de T. taeniaeformis con PM de 50,000 y carga neta nega-

tiva. También Kwa y Liew (101) han purificado una proteina de T.

taeniaeformis con PM de 140,000 qgue induce altos niveles de inmo-

nidad en ratas. Una proteccidn absoluta contra infeccidén por T.

taeniaeformis puede ser inducida en ratones con una fraccidén 1lir

poprotéica de alto peso molecular obtenida de oncosferas (102].

En el caso de la T. pisiformis, Rickard y Katiyar (703) des-

cribieron la purificacidn parcial de dos proteinas secretadas por
los metacéstodos al medio de cultivo, gue inducen una marcada
reaccién anafildctica en c0nejosr£nfectados; Con reséecto a la T.
saginata se sabe que al menos siete antigenos del gusano adulto
presentan poca reaccidn cruzada con otros ténidos (104). Tres de
estos antigenos tienen algfin valor en el diagnbstico de la cisti-
cercosis bovina. Finalmente, se ha reportado la ?urificacién
parcial de dos fracciones antigénicas con éosible utilidad diag-
néstica, a partir de extractos crudos de proglétidos de T. gégi-
nata (105,106).

La informacidén disponible acerca del paéel gue jnegan los
antigenos parasitarios en el mantenimiento de una relacidn esta-
ble con el hudsped es pricticamente nula (ver Seccidn IT.2).

ii) Anticuerpos
Sin lugar a dudas el modelo animal dé cisticercosis miayg es-

tudiado es el de rata o ratén infectados por T. taeniaeformis.

Asimismo, se dispone de un conocimiento muy detallado sobre las
caracteristicas de la respuesta inmune de ambos huéspedes. En

consecuencia, la siguiente revisién estd limitada casi exclusiva-



mente a la cisticercosis de roedores. Es posible gque muchas de
las observaciones sean relevantes y aplicables a otras relaciones
huésped-cisticerco, incluyendo la humana.

En ratas y ratones infectados, la respuesta de anticuerpos
protectores aparece rapidamente {100,107-1190). Al final de la se-
gunda semana después de una infeccidn primaria, un sistema efec-
tor mediado por anticuerpos, es capaz de proteger al hué&sped en
contra de un reto por huevecillos. Durante la cuarta semana los
niveles de anticuerpos son tan altos, que 0.25-0.5 ml del suerc
de un animal infectado confieren una resistencia casi absoluta a
los receptores normales. Las inmunoglobulinas involucradas en es-
ta notable respuesta son principalmente IgG en la rata (100,107)

2A

e IgG, en el ratdn (110,111). Sin embargo, en infecciones

e IgG 2

1
prolongadas se ha involucrade la participaci®dn de otros isotipos
{75) .

La resistencia pasiva es dependiente de complemento. E1 aba-
timiento de los niveles circulantes de complemento, utilizando el
factor del veneno de cobra, produce la pé&rdida de resistencia al
reto en las ratas (75) y ratones (liO) receptores del suero inmu-
ne. Los par&sitos adguieren ripidamente la capacidad para evadir
este mecanismo de atague humoral, puesto gue muchos cisticercos
son capaces de sobrevivir, a pesar de gque los huéspedes sean in-
munizados pasivamente con anticuerpos protectores siete dias des-
pués de la infeccibdn (75,108,110). Este fendmeno ha llevado a pro-
poner la hipdtesis de gue la estabilidad dg la relacidn huésped-

cisticerco depende de la velocidad relativa con la gue por un la-

do, el huésped monta una respuesta de anticuerpos protectores y



por el otro, el parfsito adguiere sus propios mecanismos de eva-
sién {(112}. El1 inicioc de la capacidad evasora coincide coﬁ un
cambio drdstico en las caracteristicas morfoldgicas de la super-
ficie parasitaria (ver Seccién II.2.b). Es posible gque este cam-
bio morfoldgico correlacicone con alteraciones abruptas en el mo-
saico antigénico de la superficie parasitaria (74,113).
Simultaneamente con la aparicidn de anticuerpos protectores
de la clase IgG en el suero de animales infectados, se producen
otras respuestas humorales. Por ejemplo, anticuerpos de clase
IgG son detectados tempranamente en el suero de ratas y ratones

infectados con T. taeniaeformis (111,114) y de conejos infecta-

dos con T. pisiformis (115). A pesar de que no hay evidencias a

favor de un efecto directo de los anticuerpos IgE sobre las lar-
vas de ténidos, se ha demostrado gue las ratas protegidas por

transferencia de anticuerpos IgG destruyen mis eficientemente

22
a las oncosferas cuando se les induce previamente una respuesta
éspecifica por IgE {(116). Se ha sﬁgerido que este efecto se debe
a eventos alérgicos locales en la cercania de los parasitos, los
cuales facilitan la llegada de anticuerpos protectores y de com-
plementc provenientes del compartimientoc wvascular.

Anticuerpos de la clase IgA son también producidos en ratas

y ratones infectados por T. taemniaeformis (117,118). Es posible

gue estos anticuerpos participen en la transferencia pasiva de
inmunidad de las madres a las crias via calostro y leche.
iii) Cé&lulas

Adem&s de los eventos celulares gue suceden en las cercanias

del metacéstodo en desarrollo (ver Seccidén II.2.b), alguncs cam-
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bios fisiopatoldgicos ocurren a nivel sistémico. En el casc de

ratas infectadas con T. taenjiaeformis, el nimero de cé&lulas plas-
méticas se incrementa no s8lo en el tejido hepdtico, sino también
en los nédulos linfidticos del higado y bazo, asi como en la lami-
na propia del intestino (i]9,320). Las células cebadas también
se incrementan en la l&mina propia a partir del décimo dia de
infeccidn y permanecen aumentadas durante varios meses (121). Las
células cebadas poseen IgE no solo en su membrana sino tambié&n
intracitopldsmicamente {(113}. A su vez, los niimeros de eosindfi-
los intestinales se incrementan a partir del dia 7 post-infec-
cidén (121). El patrdn subsecuente de eosinofilia intestinal tiene
una conducta paralela con la eosinofilia en sangre periférica:
los valores miximos se alcanzan entre los dfas 30 y 40 post-in-
feccidn y despuds disminuyen hasta valores normales (122).

Se dispone de muy peca informacién que sugiera la participa-
cidn de linfocitos T en alguna clase de inmunidad en cisticerco-
sis. Ratones atimicos (deficientes en células T) pueden ser pro-

tegidos al reto con oncosferas de T. taeniaeformis, por transfe-

rencia de suero de animales infectados (11b). Esto indica gue los
mecanismos efectores en los ratones receptores del suero inmune
nc dependen de la participacidén de linfocitos T. Sin embargo, la
transferencia adoptiva de linfocitos T y B (obtenidos de nddules
linfaticos del higado) de ratas infectadas a ratas normales pro-
duce una ligera disminucidn en el nfimeroc de oncosferas fiables

durante las primeras 12 horas post-infeccién (113). En consecuen-
cia, aungue la participaéién de mecanismos efectores mediados ce-

lularmente no puede ser descartada, su relevancia para entender



jos mecanismos inmunoldgicos del huésped cisticercoso parece mi-

nima.

2.- INTERFASE HUESPED-PARASITO

La interfase huésped-pardsito se define como la regidn de
contacto fisico y quimico entre ambos organismos. Es a traves
de esta interfase gue los dos organismos se interrelacionan vy

hasta donde cabe el uso del término, se comunican entre si.

a) Superficie parasitaria

La superficie gque el cisticerco presenta a su huésped huma-
ne o porcino, es un tegumento citoplismico sincicial y continﬁo
en toda la cara externa de la pared vesicular., Puesto gque los
céstodos carecen de tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y
excretan sus deshechos a través de la superficie tegumental (123).
En congruencia con su funcifn de absorcidn, la superficie externa
del tegumento aparece aumentada por proyecciones digitiformes
(Fig. 10) a las que Rothman designé como microtricas (124-126).
Estas proyecciones son similares a las microvellosidades gque
constituyen los ribetes de cepillo en diversos epitelios de ver-
tebrados e invertebrados (127,128).

A diferencia de los parasitos nemdtodos gue poseen laminas
o cuticulas fibrogas (123), la superficie del cisticerco en con-
tacto con el huésped es una membrana plasmidtica gue como tal de-
biera ser susceptible al dafio por los diversos mecanismos‘de de-
fensa del huésped, vgr;: complemento, c&lulas efectoras, compues-

tos tdéxicos, etc. Sin embargo, a pesar de que el huésped desa-



rrolla una respuesta inflamatoria especifica (ver Seccidn II.2.
b), la superficie del parédsito no sufre daho aparente (73,74,
129-131), al menos durante ciertos periodos.

Distintos estudios indican gue la membrana plasmatica tegu-
mental pogee un rico glicoc&lix (Fig. 10) formado por glicolipi-
dos y glicoproteinas (123,130-132). Algunas glicoproteinas apa-
rentemente estdn involucradas en fendmenos de transporte de soclu-
tos (123,133), mientras que otras pudieran jugar papeles protec-
tores. A este respecto, se ha demostrado gue una glicoproteina
gue se lava fdcilmente de la superficie de los metacéstodos de

T. taeniaeformis, tiene la capacidad de inhibir la cascada de

coagulacidn y de consumir complemento (134,135}, Adicionalmente,
se ha encontrado gue esta misma glicoproteina {(que posee abun-
dante residuos de aziicares polisulfatados) impide 1la unién de
leucocitos a la superficie del gisticerco {136). Con base en lo
anterior, se ha propuesto gue la continua secresidn de estas mo-
léculas glicoprotéicas genera una barrera contra el atague celu-
lar y humoral del huésped (135,136).

En el caso del Echinococcus granulosus el limitado conoci-

miento de los componentes de superficie proviene de un conti-
nuado esfuerzo de caracterizacién antigénica del fluido vesicu-
lar (81-86). Este énfasis es coﬁprensible si se considera que la
mayor parte de los componentes antigénicos reconocidos por sue-
ros de humano y ovinos infectados, estdn presentes en el fluido
vesicular. Al menos unco de los antigenos del fiuido, es una gli--
coproteina también expuesta en la superficie externa del guiste

hidatidico: antigenc B (87-89).
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FIG. 10. Micrografia electrdnica de transmisidn de un corte de la pared vesi-
cular del cisticerco de la T. solium. C: canales citoplésmicos; M: milsculo:;
MB: membrana basal; MT: microtricas. F1 inserto presenta un detalle de la su-

perficie externa del tegumento. El tejido fue post-fijado en presencia de ro-
jo de rutenio para evidenciarx al glicocalix.



Oaks y Lumsden (137) han aportado evidencia directa sobre la
elaboracién de los componentes carbohidratos de superficie en H.
diminuta y L. tenuis. Los gusanos incubades con azicares tritia-
dos, incorporan cantidades importantes de radiactividad en una
fraccidén protéica asociada a membrana. Estudios autoradiogréficos
mostraron gue las células subtegumentales son el principal sitio
de incorporacién de las hexosas radiactivas. Posteriormente, las
glicoproteinas radiactivas son tranéportadas hasta el tegumento.
Similarmente, estudios autoradiogrdficos con aminocdcidos radiac-
tivos, indican gue las proteinas son sintetizadas también en las
células subtegumentales ¥y subsecuentemente transportadas a la su-
perficie " (138,139). Se ha sugerido por lo tanto, que los compo=
nentes de superficie son sintetizados en el reticulo endoplasmico
de las células subtegumentales, incorporados a vesiculas en &l a-
parato de Golgi ¥y transferidos hasta el tegumento, a traveés de
los puentes citoplasmicos existentes entre ambos (137,138). Por
consiguiente, la formacibén del glicocdlix-de los céstoaos es simi-
lar a la demostrada en otros sistemas como la mucosa intestinal
(140) y hepatocitos (141). Ademds al igual que el glicocdlix de
muchas células animales (142), el de los céstodos es una estruc-
tura dinémica. A este respecto, se ha calculado que el tiempo me-
dio de recambio de los componentes carbohidratos del glicoc&lix
de H. diminuta,.es de seis horas (137).

Sin embargo, no todos los componentes de la superficie te-
gumental de los céstodos son sintetizados por el pardsito. Se ha
demostrado la presencia de inmunqglobulinas del huésped sobre la

superficie de los metacéstodos de T. solium (143}, T. taeniaefor-




mis (144), T. crassiceps (107), Hymenolepis diminuta y H. mi-

crostoma (145,146), y de gesocestoides corti (147,148). Algunos

estudios indican que IgM, Iga, 19gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 estdn

presentes en la superficie de cisticercos de T. crassiceps, aun-

gque IgGl e IgM se encuentran en mayor cantidad (107). Asimismo,
Mitchel y cols. (3147) encontraron todas las clases y subclases
anteriores a excepcibén de Igh en M. corti, aungue nuevamente

IgG1 e IgM eran las mas abundantes. Befus (145,146) encontrd IgM,
Igh, IgGt e IgG2 sobre la superficie de H. microstoma y H. dimi-

nuta. Finalmente, en el caso de T. solium y I. taeniaeformis,

solo se investigd la presencia de IgG (143,144). Es posible gque
las inmunoglobulinas en la superficie tengan un papel protector
{144), sin embargo, la presencia del recubrimiento de superficie
por inmunoglobulinas del huésped, no es suficiente para proteger
totalmente al parédsito contra el atague por anticuerpos del hués-

ped. Una gran proporcidn de cisticercos de T. crassiceps obteni-

dos de ratones con infecciones prolongadas, sufren dafio inmuno-
16gico tanto in vivo como in vitro (71,149-151).

Las inmunoglcocbulinas no soﬁ los finicos componentes inmuno-
16gicos del huésped presentes en la superficie de los metacésto-
dos. Se ha demostrado la presencia del factor C3 del complementeo
en la superficie de cisticercos de T. solium obtenidos de humano

{152) vy de cerdo (153), asi como de T. taeniaeformis obtenidos Ade

rata (136). En el caso de la T. taeniaeformis, la cantidad de C3

sobre la superficie guarda una relacifn inversa con la abundan-
cia de azficares sulfatatos en el glicoc&lix. Cabe hacer notar que

las inmunoglobulinas siempre se han observado distribuidas uni-



formemente sobre la superficie de los metacéstodos.,
aAdemés de las funciones absorptiva y secretora del tegumen-
to, recientemente se ha demostrado una capacidad pinocitica nota-

ble (154,155) en plerocercoides de Schistocephalus solidus ¥y Lin-

gula intestinalis (Céstodos, Pseudofilidos). En estos organismos,

los pinosomas son transportados de la superficie hasta la mem-
brana basal del tegumento. posteriormente, pueden ser descarga-
dos hacia el tejido intersticial subyacente © acarreados hasta
las c&lulas subtegumentales, en donde se fusionan con lisosomas.
El transporte o movimiento de los pinosomas, desde la superficie
externa hasta la membrana basal del tegumento, ocurre en alrede-
dor de seis minutos. Este poteﬁcial endocitico puede tener dos
posibles funciones gue no se excluyen entre si. La primera puede
estar relacionada con requerimientos nutricionales no cubliertos
por el transporte activo de solutos, mientras que la segunda fun-
cién puede ser protectora. El proceso de pinocitosis acoplado al
de catabolismo lisosomal, bien pudiera servir para reciclar re-
giones de la membrana externa gue han sido danadas © blogueadas.
Tal mecanismo ﬁiene un obvio valor para 1la sobrevivencia del pa-
risito en contacto con el sistema inmune del huésped, puesto gue
la superficie estaria expuesta solo durante periodos muy cortos.
Inciusc se ha propuestoc que la superficie parasitaria podria ac-
tuar como un "pozo" consumidor de anticuerpos {(156) .

En resumen, se dispone de informacién razonablemente buena
acerca de 1a ultraestructura y fisiologia del tegumento de los
metacéstodos. Sin embargo, poco sé ha hecho para definir los cons-

tituyentes de la superficie en términos moleculares, asi como



la(gs) funcion({es) gue cada uno desempefia. Es claro que los estu-
dios dirigidos en este sentido, pueden aportar informacibn va-
liosa gue aumente nuestro entendimiento sobre los mecanismos

finos que modulan la compleja interaccién huésped-cisticerco.

b) Respuesta Inflamatoria del Huésped

La presencia del cisticerco en los tejidos del huésped in-
termediario provoca 1la formacién de una respuesta inflamatoria. .
Estudios ultraestructurales de metacéstodos alojados en tejidos
de mamiferos, muestran gue la interaccién huésped-pardsito ocurre
a través de un contacto f{ntimo entre las microtricas tegumentales
del cisticerco y las células ¥y flufdos tisulares del huésped.

Willms y Merchant (129) han descrito la reaccidn inflamato-
ria gue rodea a los cisticercos de la T. solium localizados en
misculo esquel&tico de cerdo. Todos los parésitos se encuentran
rodeados por una cépsula fibrosa que se les desprende facilmente.
El infiltrado inflamatorio, gque es mis abundante frente a los po-
los y escblex del cisticerco, presenta un gran niimero de eosind-
filos asociados Intimamente 2 la superficie parasitaria. En otras
regiones del tegumento, las células predominantes sOnR los macrd-
fagos y las células epiteliocides. Finalmente, a mayor distancia
del parésito se encuentran linfocitos y células plasmaticas, asi
como macréfagos, células epitelioides, células gigantes, células
cebadas y fibroblastos. Estas observaciones son similares a las
descritas por otros autores para cisticercos en el parénguima ce-
rebral de cerdos (57). Adicionalmente, se ha demostrado una sin-

tesis activa de anticuerpos (dirigidos en contra del cisticerco)



por las células plasmdticas de la reaccidn inflamatoria (131,

153). En cambio, 1la presencia y (o) participacién de células T
en el infiltrado no ha sido investigada. Por lo descrito ante-
riormente, la reaccidén inflamatoria que rodea al cisticerce de

ia T. solium en el misculo de cerdo, puede considerarse como un

—
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granuloma, en el gue al menos estdn presentes elementos inmuno-
16gicos humorales. Cabe hacer notar gque solo excepcionalmente €s
posible detectar indicios de dafio en las estructuras del cisti-
cerco en contacto con el granuloma (129,131). Esto indica que el
pardsito estd adaptado para sobrevivir en un ambiente claramente
hostil.

En el caso de otras especies de ténidos, se tiene un conoci-
miento adicional scbre la evolucidn de la respuesta inflamatoria
durante el desarrollo del pardsito en su huésped intermediario.

Por ejemplo, el metacéstodo de la T. taeniaeformis se aloja prin-

cipalmente en el tejido hepatico de la rata. Durante 1los primeros
siete dias del desarrollo presenta una gran cantidad de microve-
llosidades en su superficié {(73), gue son substituidas abruptamen-
te porx mlcrotrlcas al octave dfa (74). Inicialmente (1-2 dias).,
sclo se observa un halo de restos celulares alrededor de la oncos-
fera (157-160). Entre los dos y los cinco dias post—infeccién, o~
curre una destruccidn masiva de las células del hudsped en vecin-
dad con el pardsito, que produce un mayor reclutamiento de células
inflamatorias durante el sexto vy séptimo dia (73). Los eosindfilos
comienzan a aparecer durante el sexto dia, mientras gque para el
dia siete el granuloma presenta varios tipos de leucocitos poli-

morfonucleares, asi como macréfagos y fibroblastos. A partir del



1

dia ocho post—infeccién, las microtricas han sustituido a las mi-
crovellosidades dé los estadios tempranos (74) Para ese tiempo,
ias células fagociticas del huésped emiten procesos citopl&smi~-
cos que se interdigitan con las microtricas sin producir ningu-
na sefial de dafio en el pérésito. En cambio, las c&lulas del hués-
ped aparecen dafiadas y sus contenidos citoplésmicos vaciados ha-
cia el espacio intersticial. Alrededor del dia 18 post—infeccién,
1a actividad fibrobl&stica ha producido una cidpsula fibrosa gque
rodea al cisticerco, en la que persiste un abundante infiltrado
de varias capas celulares de espesor. La composicidn celular del
granuloma en ese tiempo incluye un gran niimero de macrbéfagos, po-
limorfonucleares (eosinbfilos y neutrdfilos) y células cebadas,
ademds de los fibroblastos. Las c&lulas fagociticas cercanas al
paradsito, aungue mantienen un estrecho contacto con las puntas de
las microtricas, ya no presentan pseudbépodos interdigitados con
ellas. Nuevamente, noc se observan sefiales de dafio en el pardsito,
mientras que las c&lulas mis cercanas del huésped presentan dis-
continuidades en la membrana plasmética, fragmentacién nuclear,
vacuolizacidn citoplésmica y pérdida de la integridad de sus orga-
nelos (74). En contraste con la aparente invulnerabilidad de los
cisticercos a la respuesta primaria del huésped, se ha démostra-
do la presencia de anticuerpos protéctores en el suero de las ra-
tas a partir de la segunda semana post-infeccibn (100,1344) (ver
tambié&n Seccibén II.1.b}.

En el caso de la cisticercosis murina por Taenia crassiceps,

se dispone ademds de informacidén sobre los eventos inflamatorios

gque producen la destruccidn del pardsito en ratones previamente



inmunizados (70,149,161). Inicialmente, las larvas son encapsu-
ladas principalmente por macrb5fagos y eosinbfilos. En los esta-
dios tempranos del encapsulamiento, ambos tipos celulares mues-
tran severos cambios degenerativos incluyendo alteraciones en
sus membranas. Al mismo tiempo, la superficie tegumental del pa-
risito no presenta evidencias de dafo. Més tarde, algunas células
cebadas aparecen en la cépsula. Después de gue las cé&lulas ceba-
das concurren en grandes niimeros, los demds tipos celulares apa-=
recen normales, mientras gue comienzan a observarse seflales de
dafio en el pardsite. Finalmente, la interaccién de los macrbfa-
gos, eosinbéfilos y células cebadas provoca la muerte del cisti-
cerco encapsulado. De acuerdo con los autores, el papel efector
de los linfocitos parece secundario (161), mientras gque los ma-
cr6fagos y los eosindéfilos son las principales células efecto-
ras. La accidn de las cé&lulas cebadas es critica aungue no di-
recta sobre los cisticercos. Es posible que estas c&lulas prote-
jan de algln modo a los macrbfagos y eosindfilos. La proteccidn
de las células cebadas podria deberse a la inactivacién de subs-
tancias t8xicas liberadas por el parasito, o, a que algunos de
sus productos modifiguen la naturaleza de las secresiones de los
macréfagos y eosinSfilos (161). A este respecto, se sabe gue los
productos de las cé&lulas cebadas ejercen una accidn reguladora
de la funcidn linfocitica (162).

Otro hallazgo gque ilustra la naturaleza dindmica de la inter-
accidn huésped-cisticerco, ha sido descrito en el modelo murino.

En animales infectados con metacéstodos de T. crassiceps, el cre-

cimiento parasitario presenta una conducta bifdsica (70). Durante



las primeras tres semanas los metacéstodos se reproducen acele-
radamente. En cambio, entre la cuarta ¥y gquinta semana, el ntmero
de parésitos no solo no se incrementa sino gue se destruyen la
mayor parte de ellos (v80%). La velocidad reproductiva inicial
solo se recupera a partir de la sexta semana. Estos resultados
sugieren gque al comienzo de la infececidn, los pardsitos no tienen
restriccidn para su crecimiento ég ausencia de una respuesta inmu-
ne. Hay un periodo critico {guinta y sexta semanas), a partir del
cual el huésped solo permite el desarrollo de los pardsitos adap-
tados para sobrevivir en presencia de una respuesta inmune bien
montada. En el caso de metacéstodos transplantadeos a ratones preée-
viamente infectados, la respuesta inmune preexistente parece SO-
brepasar la capacidad adaptativa del pardsito (70).

Tratando de plantear generalizaciones a partir de la infor-
macidén presentada anteriormente, es claro gue las principales cé-
lulas efectoras en parasitosis por metacéstodos son los eosinbfi-
los y los macréfagos. Esta generalizacidn parece razonable puesto
gue ambos tipos han sido involucrados como principales cé&lulas e-
fectoras en otras helmintiasis (163,164). Sin embargo, tanto los
eosindfilos como los macrdéfagos solo pueden desarrollar una accidn
efectora eficiente, en huéspedes inmunizados por una infeccidn

previa. Al menos en el caso del Schistosoma mansoni la adhesidn de

ambas células a la superficie del parisito es principalmente debi-

da a los anticuerpos IgG e IgE (163-165). Adicionalmente, puesto

‘que los huéspedes cisticercosos son resistentes a una reinfeccidn

a pesar de su incapacidad para destruir a los parésitos ya esta-

blecidos, parece razonable suponer gue los anticuerpos protectores



deben estar dirigidos en contra de antigenos presentes en los es-
tadios tempranos del desarrollo parasitario. Esta suposicidén es a-
poyada por el hecho de gque los antigenos "no vivos" gqgue confieren
una mayor proteccién al hu@sped, son los obfenidos de las oncosfe-
ras (102,166-168). Ademds, el cambio en la estructura de superfi-
cie que ocurre entre el séptimo y el octavo dia del desarrollo on-
cosferal, sugiere fuertemente un cambio concomitante en el mosai-
co antigénico expuesto (74) . Aungue sdlo se puede elucubrar acerca
de los mecanismos por los gue los estadios maAs avanzados evitan el
atague inmune (135), la aplicacién de técnicas inmunoelectromi-
croscbpicas para la demostracién de variaciones antigénicas, o de
la presencia de factores de superficie con actividad fijadora de

complemento, pudieran aportar alguna luz sobre el fendmeno.

3.- OBJETIVOS Y DESARROLLC DEL TRABAJOQ

El objetivo primordial de la presente tesis, fue el de con-
tribuir al gntendimiento del papel gue juegan algunos componentes
moleculares del cisticerco de la T. solium en la relacién hués-
ped-parédsito.

Para varios sistemas de cisticercosis animal, se dispone de
una visién panorémica scobre los efectos gque ocurren a nivel local
y sisté&mico durante la invasién de un huésped mamifero por un me-
tacéstodo (ver Secciones anteriores del Capitulo II). Se ha lo-
grado caracterizar cualitativa y dindmicamente la respuesta inmu-
noldgica del huésped. De este modo, es claro gue el huésped in-

fectado es resistente a una subsecuente infecccién, y sin embargo,



no es capaz de resistir a los cisticexcos ya establecidos,. Aun-
gque al respecto de la cisticercosis por T. solium no se dispone
de informacidn en este sentido, dada la coincidencia de resulta-
dos para otras especies de ténidos, es muy posible gque éste sea
también el caso.

El avance hacia la caracterizacién de algunos antigenos de
metacéstodos es considerable. Sin embargo, puesto gque estos es-—
tudios han sido casi totalmente dirigidos hacia el desarrcllo de
métodos diagndsticos e (o) inmunoprofildcticos, se ha obtenido
muy poca informacidén acerca del papel gue cada antigeno juega en
la relacidén huésped-metacéstodo. En este sentido, los ejemplos
del arco 5 y del antigeno B del quiste hidatidico son muy ilus-
trativqs. En ambos casos, se conocen sus caracteristicas fisico-
gquimicas y su localizacién en los tejidos del parédsito. Al ﬁes—
pecto del arco 5, aungue se han propuesto mecanismos qgue parecen
razonables pafa explicar su presencia en el fluido hidatidico
(ver Seccidn II.1.b), no se entiende cémo es que este antigeno
es liberado por el pardsito para entrar en contacto con el apa-
rato inmune del huésped. Similarmente, se dispone de evidencia
ultramicroscépica que demuestra la presencia del antigeno B en

la superficie del E. granulosus. Se sabe ademis, que la mayor

parte de humancs y animales infectados presentan altos niveles

de anticuerpos anti—B. Sin embargo, hasta donde alcanza mi co-
nocimiento de la literatura, no es posible responder una pregunta
sorprendentemente elemental: aPorqué no se produce dafio mediado
humoralmente si el antigeno B esti presente en la superficie del

quiste hidatidico? Es contrastante la profundidad de conocimien-



tos sobre los aspectos fisicoquimicoé de estos antigenos con el
entendimiento de su participacidn en la relacidn huésped-parfsi-
to. Cabe hacer notar que el gran &nfasis gue habia sido dirigido
hacia estudios bisicos dé ambas proteinas, desaparecid a raiz
del descubrimiento de su falta de especificidad como herramien-
tas diagndsticas.

Por lo descrito anteriormente, el objetivo planteado al co-
mienzo de esta Seccidn parecia razonable. La estrategia general
consistiria en pﬁrificar antigenos parasitarios, para la obten-
cidn de anticuerpos especificos gue serian utilizados en diver-
SOsS ensayos.

La metodologia se describe en el siguiente capitulo bajo
tres rubros principales: Métodos bioguimicos, métodos inmunold-
gicos y métodos microscdpicos. Los procedimientos medulares pa-
ra el desarrollo del proyecto, se describen con gran detalle.

En cambio, algunos métodos de referencia son presentados en for-
ma abreviada.

En el Capitulo 1V se presentan los resultados de los estu-
dios dirigidos a entender la participacidn del antigeno B (ver
Seccidn II.1.a) del cisticerco de la T. solium, en el manteni-
miento de la relacidn huésped-par@sito., La purificacidn del an-
tigeno B, que es el antigeno més frecuentemente reqonocido por
sueros de pacientes neurocisticercosos, fue lograda por razones
relativamente azarosas. Inicialmente se intentaba aislar una
proteina del cisticerce gue tenia la propiedad de polimerizar en
preéencia de ATP., Cuando se logré purificarla, se obtuvieron los

anticuerpos correspondientes en conejos Inesperadamente, al lle~-



var a cabo las primeras inmuncelectroforesis, se encontrd que la
proteina purificada presentaba un bandeo idéntico al del antige-
no B en el extracto crudo. Posteriormente, al enfrentar la pro-
teina con sueros de pacientes cisticercosos se encontxd que co-
rrespondia con el antigeno B del cisticerco. Aungue el método
eﬁpleado para purificar a este antigeno fue modificado y mejo-
rado a lo largo del estudio, en esta té€sis s8lo se describe la
version final. Es nepesario sefialar que el antigenc B del cis-

ticerco es una entidad distinta al antigeno B de E. granulosus

y a otros antigenos reportgdos anteriormente.

Los anticuerpos anti-B se utilizaron para estudios de leoca-
lizacién en la superficie y en el tejido del cisticerco. Los re-
sultados de estos estudios aunados al hallazgo de propiedades ti-
po fibronectina en el antigeno B (169,170), permitieron proéoner
una hipdtesis que pretende explicar el papel de este antigeno en
la relacidn huésped-cisticerco,.

En la parte final del Capitulo IV, se describen estudios pa-
ra caracterizar adicionalmente las propiedades de fibronectina '
del antigeno é. Es interesante mencionar que estos estudios han
resultado en un métedo rdpido de purificacidén, gue aprovecha una
de sus propiedades de fibronectina.

En el Capitulo V se presenta la purificacidn y caracteriza-
cidén de otros componentes de la superficie parasitaria. En este
caso, la estrategia inicial consistid en la purificacién de gli-
coproteinas. Como es bien conocido, casi todas las proteinas de

superficie en c¢&lulas animales son glicoproteinas. Por otro lado,

las glicoproteinas gue no son de superficie précticamente siempre



son secretadas al exterior. En términos generales se puede afir-
mar, gque las proteinas que tienen una exposicidn, funcién o lo-
calizacibn extracelular, son.glicoproteinas {171,172). En conse-
cuencia, al intentar obtener glicoproteinas del cisticerco, se
tenfa como segundo objetivo el perseguir componentes de superfi-
cie o de secresidn.

Para ese entonces, sSe habian realizado varios esfuerzos pa-
ra purificar otros antigenos, gue desafortunadamente habian teni-
do poco éxito. La razdn aparente para explicar la notable difi-
cultad en la purificacidén de componentes parasitarios, parecia
deberse al menos en parte, a la complejidad de los extractos cru-
dos iniciales. El cisticerco posee un tejido constituido por al
menos seis tipos celulares (173). Debido a la naturaleza sinci-
cial del tejido de los céstodos, no ha sido posible aislar y cul-
tivar lineas celularesldefinidas. Esto hace que el extracto crudo
a partir del cual se inician los intentos de purificacidn, sea de
una complejidad extrema, gue impide gue las metodologias biogui-
micas tradicionales sean de utilidad. Lo anterior sugirié gque una
alternativa metodoldgica eran los modernos métodos de purifieca-
cidn por afinidad. Puesto que no se disponia de anticuerpos con-
tra cada uno de los componentes parasitarios, se decidid el uso
de una lectina como factor defespecificidad para el aislamiento
de proteinas con residuos carbohidratos {glicoproteinas). La con-
canavalina A (Con-A) resultd seleécionada per estar Dbien caracte-
rizada, ser disponible comercialmente, asi como por su especifici-
dad hacia grupos carbohidrato muy comunes en las glicoproteinas

(174). De este modo, el uso de Con-A garantizaba el atrapamiento



de un buen nimero de glicoproteinas del cisticerco, lo gue a su
vez permitia su posterior purificacidn.

En resumen, el procedimiento consistié en utilizar una co-
lumna de Con-A sefarosa 4B para la obtencién de fracciones enri-
quecidas en glicoproteinas. La purificacién de cinco glicoprote-
inas a partir de la fraccién enriguecida se llevé a cabo siguien-
do un método de electroelusidn de las bandas correspondientes en
geles de poliacrilamida. Las glicoproteinas electroeluidas per-
mitieron la obtencién de anticuerpos con los cuales se realizaron
estudios de caracterizacidn inmunol&gica y‘de'localizacién en el
tejido del cisticerco.

En el capitulo VI se discuten conjuntamente los resultados
incluidos en esta tésis. Asimismo, se plantean y analizan los
proyectos resultantes del presente trabajo, hacia los cuales se

planea dirigir los esfuerzos futuros.
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III. MATERIALES Y METODOS

1.- MATERIALES

a) Metacéstodos

Los cisticercos fueron obtenidos del miisculo esquelético de
cerdos altamente infectados, provenientes de canales decomisadas
en varios rastros oficiales de la Ciudad de M&xico. Para los
experimentos de extraccidn de antigenos, el fluido vesicular era
eliminado por puncidn de la vesicula y las larvas se almacenaban
a —-75°C, hasta su uso. Para los experimentos de yodinacidn, se
seleccionaban los cisticercos con vesiculas intactas y se lava-
ban tres veces en una solucidn de cloruro de scdic 0.15 M, fos-
fatos 0.0% M, pH 7.2 (PBS), antes dé ser usados. Para los expe-
rimentos de inmunocitogquimica, los cisticercos intactos eran la-
vados o no come se describid arriba y fijados en 2% de parafor-
maldehido, 0.25% de glutaraldehido en amortiguador de fosfatos
0.1 M, pH 7.2, durante 30 min a 4°C. ©Los grupos aldehido reac-
tivos en el tejido, fueron blogueados incubando los cisticercos
en una solucidn de glicina 0.1 M en amortiguador de fosfatos

0.1 M, pH 7.3, durante 1 h a 4°C.

b) Reactivos Quimicos y Bioldgicos

La alblimina sérica bovina (BSA), la agarosa Tipo III, el
dcido etilé&n-diamino tetraacé&tico (EDTA), el alfa-metil-mandsido

(omm), la concanavalina A (Con-A) y la sefarosa 4B activada con



bromuro de ciandgeno fueron obténidos de Sigma Chemical Company.
Todos los reactivos paré electroforesis en gel de poliacrilamida
fueron obtenidos de Bio-Rad Laboratories. La sefarosa-4B, el
sefadex G-200 y la dietilamincetil-celulosa (DEAE-celulosa), de

. . . 2
Pharmacia Fine Company. El reactivo de Bolton-Hunter (I] 5)

el-yoduro de scdio LI125), de Amersham International. Los adyu-
vantes completo (ACF) e incompleto (AIF) de Freund, se obtuvie-
ron de Difco Laboratories. La emulsidn fotdgrafica NTB2 y las
placas para rayos X de Kodak. La emulsidén L4 de Ilford. Todos
los demds reactivos usados fueron de grado analitico asi como
los dem&s materiales fueron de la mejor calidad disponible co-
mercialmente. El1 origen de algunos anticuerpos comercia}es se
indicard al describir su uso. Los sueros de los pacientes con
neurocisticercosis fueron amablemente aportados por la Dra. Ana
Flisser del Departamento de Inmunologfa del Instifuto de Inves-
tigaciones Biomédicas, UNAM. Asimismo, la coléagena dé piel de

cobayo fué& amablemente aportada por el Dr. Alfonso Torre Blanco

del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias, UNAM.
2.,- METODOS

a) Bioguimicos

i) Obtencidn de los extractos crudos de cisticercos (EC)
1) E1 EC a partir del cual se purificaron el antigeno B
(AgB) v 1las glicoproteinas del cisticerco, se cobtuvo por el

procedimiento siguiente: Los cisticercos recién descongelados



fueron homogeneizados en 0.45 M de NaCl (5ml/g de larvas himedas)
conteniendo 2.5 mM de EDTA, 0.04% (p/v) de p-hidroximercurioben-
zoat o (PHMB) 0.006% (p/v) de fenil-dimetil-sulfonilfluoruro
(PMSF), v 0.001 M de fosfatos en un homogeneizador Polytron
(Brinkmann Instruments), a maxima velocidad, durante 1-2 min a
4°C. ELl homogenado, gue era una suspensidn blanquecina, fué a-
clarado por centrifugacidén a 100,000 g durante 35 min a 4°C'y
dializado exhaustivamente contra PBS a 4°C. 2) El EC a partir
del cual se purificd al AgB por cromatografia de afinidad, fué
obtenido por homogeneizacidén de los cisticercos recién desconge-
lados en PBS, utilizando las mismas condiciones, instrumento y
relacidn (voiumen de solucidn extractora/g de tejido hiimedo).
La centrifugacidn en este caso se llevd a cabo a 150,000 g du-
fante 120 min a 4°C. 3) Para algunos ensayos de inmunoelectro-
transferencia, los cisticercos eran homogeneizados directamente
en la solucidn de muestra para electroforesis en geles de poli-
acrilamida con SDS gue contenia: Dodecil sulfato de sodio al
1% (p/v}, mercaptoetanol al 1% (v/v). EDTA al 0.075% (p/v).,
glicerol al 10% y trazas de azul de bromofenol, en tris-HC1
0.05 M, pH 6.8.
ii) Purificacidn de proteinas parasitarias

-Purificacidn del antigeno B (175). Un resumen del procedi-
miento de purificacidn del AgB se presenta en la Fig. 11. El
extracto crudo obtenido como se describid anteriormente, era
dializado contra Acido acéticde 0.5 M, pH 2.5, usando una mem-

brana est@ndar de celulosa (peso molecular de exclusidn menor
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CISTICERCOS DE Taenia solium

Homogenizacién en NaCl 0.45 M, EDTA 2.5 mM, PHMB al 0.04% (p/v),
y PMSF al 0.006% (p/v) durante 1-2 min
Centrifugacién a 27,000 g durante 60 min

SOBRENADANTE (S1)

Didlisis contra &cido acético 0.5 M, pH 2.5
Centrifugacién a 27,000 g durante 60 min

SOBRENADANTE (52)

Precipitacidn con NaCl 0.83 M
Centrifugacidn a 27,000 g durante 60 min

PRECIPITADO (P3)

Solubilizacidn de P3 por diflisis contra &cido acético 0.5 M
Centrifugacidén a 27,000 g durante 60 min

SOBRENADANTE (S4)
Cromatografia en una columna de sefadex G-200, elusidn con &cido acético 0.5 M
PICO PRINCIPAL (SP)

Didlisis contra un amortiguador de fosfatos 0.015 M, pH 7.4 (PB)
Centrifugacidn a 27,000 g durante 60 min
Cromatografia en una columna de DEAE-celulosa, elusidn con PB
conteniendo un gradiente continuo {0-1.C M} de NaCl

PICO PRINCIPAT, (DP)

FIG. 11. Resumen del protocolo para la purificacidn del antigeno B a partir
de cisticercos de la Taenia solium. Todos los procedimientos se llevaron a ca-
bo a 4°C. Una explicacidn detallada se presenta en el texto.




a 12.000~14,000). La emulsién turbia obtenida de la didlisis,
era centrifugada a 27,000 g por 60 min a 4°C, y el sobrenadante
claro (S2), era diluido hasta una concentracidén de proteina de
0.5 mg/ml, en 0.5 M de &cido acético.

Posteriormente, S2 era precipitado por sales adicionéndole
gota a gota una solucibén concentrada de NaCl manteniendo una a-
gitacidn continua, hasta alcanzar una concentracidén de 0.83 M
de NaCl. La mezcla era agitada durante 2 h a 4°C y centrifugada
a 27,000 g por 60 min a 4°C. El sobrenadante era descartado y
el precipitado (P3) resuspendidec por didlisis contra 0.5 M de
4cido acético. E1 material insoluble era eliminado por centrifu-
gacidén como arriba, y el sobrenadante claro (S54) era cromdtogra-
fiado a través de una columna de sefadex G-200 (40 x 2.6 cm) e-
luida con 0.5 M de acido acético (velocidad de flujo: 5 ml/cmz/
h). Se colectaban fraccicnes de 2.5 ml y se determinaba su absor-
bancia a 230 nm utilizando un espectrofotdmetro Zeiss PMQII. La
absorbancia a 230 nm fue seleccionada en lugar de 280 npm, con el
objeto de aumentar la sensibilidad de 1la deteccifn. En una cro-
matografia tipica, se aplicaban a la columna 10 ml de S4 con una
concentracifn de proteina de 0.5 mg/ml. Las proteinmas recupera-
das en el pico mayor (Fig. 12) constituian un 45-50% de la can-
tidad de muestra aplicada a la columna. Los otros picos consti-
tuian apenas un 15-25%. Por lo tanto, la recuperacidn cuantitati-
va de esta cromatografia era de aproximadamente 70%.

Las fracciones correspondientes al pico mayor eran mezcla-

das y concentradas 4-5 veces utilizando unidades sumergibles de
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FIG. 19. Perfil de elusidn de §4 a través de una columna de sefadex G- .200.
1a cromatografia se lléV@ a eabo utilizando Aecido acBties 0.5 M como eluénte.



ultrafiltracién CX-10 (Millipore Corp.). Esta fraccidn desig-
nada como 5P, era dializada contra 0.015 M de amortiguador de
fosfatos, pH 7.4. Después de una centrifugacidn a 27,000 g
por 60 min a 4°C, el sobrenadante era pasado a través de una
columna de DEAE-celulosa (volumen de cama: 10-15 ml) y eluido
con un amortiguador de 0.015 M de fosfates, pH 7.4. . Comunmen-
te, se aplicaban 5-15 ml de SP (0.5 mg de proteina/ml) con una
velocidad de flujo de 25 ml/h. Después del cargado de la co-
lumna, las proteinas que no se habian unido a la resina eran
elufdas pasando 10-15 ml del amortiguador de fosfatos. Las
proteinas retenidas eran eluidas de la columna con un amorti-
guador de fosfatos gue contenia un gradiente continuo de NacCl
(0~-1.0 M). Se colectaban fracciones de 2.5 ml y se determina-
ba su absorbancia a 230 nm. Las fracciones incluidas en el G-
nico pico obtenido por el :gradiente (Fig. 13), eran mezcladas
y concentradas 2-3 veces. El material resultante era designa-
do como fraccidn DP. La concentracidn de proteinas y de car-
bohidratos en muestras de cada paso del procedimiento de puri-
ficacidn, .era determinada usandco el método de Lowry, meodifica-
do por Hartree (176) Y el de fenol—sulﬁﬁrico (177) » respecti-
vamente.

— Purificacién de AgB por cromatografia de afinidad: EL1
antigeno B fue parcialmente purificado a partir de EC utili-
zando una columna de sefarosa-4B-coldgena (Ver Seccidn III.2.
a.ix) equilibrada en PBS. La columna tenia un volumen de ca-

ma de 12 ml de sefarosa 4B conteniendo ~100 mg de cocliagena
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FIG. 13. Perfil de elusidn de SP a través de una columna de DEAE-celulosa.

ra proteina retenida fué eluida con un amortiguador de fosfatos que contenia

un gradiente continuo (0-1.0 M) de NaCl.



acoplada. Generalmente, S€ aplicaban 30 m1 de EC con una concen-
tracidn de proteinas de 3-4 mg/ml. La cromatografia se llevaba

a cabo a temperatura ambiente manteniendo una velocidad de flu-
jo de 30 ml/h. El material no unido a 1la columna e€ra eluido con
pPBS hasta que la absorbancia a 280 nm de las fracciones colecta-
das disminuia a un.valor cercano a éero (<0.005). A su Vez, el
material unido era eluido de la columna aplicando un pulsoc de
PRS al gque se le incrementd la concentracién de NaCl hasta 0.65 M.
se ceolectaban fracciones de 3 ml a las cuales sS€ les determina-
ba absorbancia a 280 nm. Las fracciones obtenidas en el inico
pico (Fig. 14), eran mezcladas Y dialisadas exhaustivamente con-
tra PBS, Y concentradas répidamente en una cimara de Amicon has<
ta 1 mg de proteina/ml.

Tambidn se realizaron cromatografias de EC utilizando co-
jumnas de agarosa—gelatina y de sefarosa 4B-heparina. Todas las
condiciones utilizadas en ambos casos fueron idénticas a las
descritas anteriormente.

- purificacién de las glicoproteinas: El primer procedimien=—
to para la purificacién de glicoproteinas a partir del EC, con-
sistid® en una cromatografia de afinidad usando una columna de se-
farosa—-4B-Conh. g1 objetivo de esta cromatografia era el de ob-
tener una fraccidn enrigquecida en glicoproteinas. La columna
consistia en una jeringa de pléstico de 20 ml conteniendo 17.5 ml
de sefarosa-4B con 80 mg de Cona acoplada (ver Seccibén IIT.2.
viii), egquilibrada con PBS. Generalmente, Se aplicaban 40 ml de

EC con una concentracidon de proteinas de 3-4 mg/ml en PBS .
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La cromatografia se llevaba a cabo a temperatura ambiente, man-
teniendo una velocidad de filujo de 30 ml/h con una pomba peris-
caltica (1200 Varioperpexy, LKB) . Al terminar de eluir el mate-
rial gue no SE unia a la columna, se pasaban 40-60 ml de PBS.
El material unido con alta afinidad, era despegado aplicando 45
ml dé NaCl 0.5 M en PBS. Finalmente, el material unido con alta
afinidad era eluido pasando 45 nl de omm 0.1 M, o glucosa 0.5 M
en PBS. Se colectaban fracciones de 3 ml a las cuales se€ deter-
minaba absorpbancia a 280 nm. Las fracciones incluidas en el ani-
co pico obtenido (Fig. 15), eran mezcladas ¥ dialisadas exhaus-<
tivamente contra PBS, ¥ concentradas utilizando unidades sumer-
gibles de ultrafiltracidn, hasta 6-7 mg de proteina/ml. Esta
fraccibn, era designada como Emm.

al analizar al EC por SpS-PAGE usando la tincidén de &cildo
peryddico de Schiff se encontrd que contenia seis glicoproteinas
(Gp1, PM = 180,000; Gp2, PM = 103,000; Gr3, PM = 96,000; GrP4, PM
66,000; GP5, PM = 56,000; GP6, pM = 45,000) en mayor cantidad
gque otras (ver Capitulo v). Se procgdié a purificarlas siguiendo
un método de electroelusién invertida (178). sin embargo, este
método no permitid una.separacién clara entre GP2 ¥ gp3, por 1lo
gue se decidid electroeluirlas juntas.

Inicialmente, las glicoproteinas y otras proteinas presen—
tes en l% fraccién Emm, eran separadas porT SsDS-PAGE (ver Seccidn
11II.2.2.iv} 1levada a cabo & nivel preparativo. Se utilizaron
geles discontinuos de 3 mm de espesor que contenian 5% de acri-

jamida en el gel superior y 10% en el gel inferior. Rutinaria-
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mente, S€ aplicaban 1-2 ml de Emm sobre el gel guperior; cantidad
equivalente & 10-12 mg de proteina. a1l final de 1a electrofore-
sis, el gel era levemente tefiido usando una solucidn de azul bri-
1lante de coomasie al 1% disuelto en agua pidestilada, hasta gque
las handas mas prominentes eran .observadas con claridad. El colo-
rante para la rincidn era disuelto en agua (en lugar de fcido a-
cético al 10%), para evitar la précipitacién de las bandas prote-
icas en el gel.

Las bandas de las glicoproteinas seleccionadas {GP1, GP2-3,
gpr4, GP5 ¥ GP6)}, eran recortadas con un bisturi. Posteriormente,
las bandas eran montadas por separado en cdmaras de electrofore-
sis, a las gue previamente se les habia formado un gel de 5 cm de
altura y de 6% de acrilamida. Después de alineat cuidadosamente
1a banda recortada sobre 1a superficie superior del gel preforma=
do, se adicionaba un tercer gel de 3% de acrilamida hasta alcan-
zar una altura de 3 cm. La electroforesis se llevaba 2 cabo apli-
cando una corriente de 20-40 mA, ijpvirtiendeo 1la polaridad del po-
tencial {(electrodo positivo en el compartimiento superior y ne-
gativo en el inferior)., hasta gue la panda proteica, dque se ob-
servaba por birrefringencia, alcanzaba el pborde superiorxr del ter-
cer gel. En ese momento, Se suspendia la electroforesis ¥y S€ a-
plicaba una capa de 1 cm de altura de una‘solucién de glicerol
al 30% en Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8. ©Se restablecia la corriente
hasta gue la banda pbirrefringente salia del gel y er@ atrapada en
1a solucidn viscosa de glicerol. La panda proteica asi obteni-

da, era dializada exhaustivamente contra agua hidestilada para



eliminar los demis componentes de la solucidén (glicerol, 8DS,
etc.), ¥ 1iofilizada para Ser almacenada en seco a -20°C. Cabe
hacer notar gue ja cantidad de cada glicoproteina obtenida per
gel era de 1 a 2 mg, aproximadamente.
1ii) Yodinacidn de cisticercos intactos

- Yodinacidn con el reactivo de Bolton-Hunter (179: E1 reac-
tivo de Bolton-Hunter (N-Succinimidil 3- {(4-hidroxi, Slljzsl yo-
dofenil) propionato), se obtiene comercialmente en viales de
1mci, (actividad especifica 2000 ¢i/mmol), en una solucidn de
bencenc gue contiene 0.2% de dimetil-formamida. En consecuencia,
es necesario evaporar el solvente orginico antes de utilizar
el reactivo. La evaporacién del solvente se 11evé a cabo hacien-
do circular nitrbgenc en el mismo vial hasta que el reactivo
adherido a 1as paredes, S¢€ secaba PpOIT completo. Una vez seco;
el reactivo era disuelto en 30 ml de amortiguador de -boratos
0.1 M, pH 8.3. PFor otro lado, 10 cisticercos gque habian sido
1avados tres veces €D PBS, eran enjuagades en poratos y escu-
rridos en una coladera. LOS cisticercos eran incubados durante
10 min a temperatura ambiente en el reactivo de Bolton-Hunter.
al final de 1la incubacidn, eran transferidos a una solucidn de
glicina 0.2 M en boratos durante 15 min. Posteriormente, los
cisticercos eran javados tres veces en PBES. Un cisticerco de
cada diez, elegido al azar, era fijado en Karnovsky y Pproce-
sado para autoradiografia en microscopifa Sptica y-electréni-
ca (ver Secciones I1I.2.c.iii y iv). La autoradiografia tenia

por objeto el determinar si la yodinacién habia ocurrido sola-



mente sobre 1la superficie externa del parésito. Finalmente, lo0sS
demis cisticercos eran homcogeneizados después de eliminarrel
fluido vesicular, como Sé€ describif antes para ia obtencidn de
un extracto crudo.

- Yodinacidn con Lactoperoxidasa {180 }:E1l NaIJZS ze obtuvo
comercialmente en viales que contenian 5 mCi, en 50 1 de NaOH
0.1 N, pH 7-11. Inicialmente, se transferfan 25 pl (2.5 mCi) de
esta solucidn a un frasco pequeiio de vidrio y se egquilibraban
con 25 ml de HCIL 0.1 N. Se adicionaban 40 pl de una solucidn de
lactoperoxidasa (2 mg/ml en PBS) . Diez cisticercos que habian
sido lavados tres veces en PBS, eran escurridos en una colade-
ra y depositados en ﬁn frasco. La reaccidn se iniciaba al adi-
cionar 30 ul de una solucién recién preparada H,O, al 0.03% en
PBS. Después de incubar por 5 min a temperatura ambiente, &e
adicionaban otros 30 ul de H,202 y se dejaba incubar 5 min mas.
purante las incubaciones, el frasco era tapado herméticamente,
introducido en una camisa de plome ¥ agitado manualmente. La
reaccidn se detenia, lavando los cisticercos en una solucidn de
KI 5 mM en PBS. Posteriormente, l1og cisticercos eran lavados
tres veces en PBS. Un cisticerco de cada diez, elegido al azar,
era fijado en Karnovsky Y procésado para autoradiografia en mi-
croscopia dptica ¥y electrénica (ver Secciones III.2.¢c.1iii ¥ iv}.
La autoradiografia tenia por objeto el determinar si la yodina-
cidn habia ocufrido solamente sobre la superficie externa del
parédsito. Los demis cisticercos eranrhomogeneizados después de
eliminar el fluido vesicular, como se describid antes para la

obtencifén de un extracto crudo.



Es importante mencionar, dque todos los enséyos de yodina-
cién se realizaron €n una campana de extraccidn, gue tenia hacia
el frente una barrera de 1adrillos de plomo. Asimismo, Se uti-
1izaron guantes desechables de cirujano, bata de protecciﬁn Yy
mandil de plomo. para el manejo de los desechos radiactivos s¢@
siguieron 1los 1iﬁeamientos descritos en el manual para el usoO
dé radiocisbtopos.

iv) Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
‘de sodio (SDS-PAGE)

La composicién polipeptidica de las fracciones ocbtenidas
durante 1la purificécién del AgB, fue determinada en geles cilin-
dricos continuos (70 x 6 mm} de poliacrilamida al 7.5% (p/v).,
con 1% de SDS, siguiendo el método descrito por Payne (181) . Las
restantes fracciones fueron analizadas en geles discontinuos de
placa cuyo gel inferior contenia 10% de acrilamida (181) . Los ge-
les eran tehidos alternativamente con azul brillante de coomasie
que tine proteinas, © siguiendo la tdenica del acido perybdico
de Schiff (181) para glicoproteinas. Para la determinacidn de los
pesos moleculares Sé€ gutilizaron proteinas globulares c¢omo marca-
dores. En algunas casos se realizd densitometria de los geles pa-
ra determinar la cantidad relativa de proteina en bandas de inte-
rés.

v) autoradiografia de lios geles

Los geles de spS-PAGE tehidos con azul brillante de Coomasie
conteniendo proteinas marcadas ¢con IJZS, fueron secados ¥ puestos
en gontacto con una placa de rayos X (Kodak) utilizando un casse-

tte metalico. £l cassette era envuelto en papel aluminic y mante-



nido a -75°C durante 6-24 h. Las placas s¢© revelaron durante

2 min en revelador pD-19 (Kodak) diluido 1:1 con agua destilada,
y se fijaron durante 10 min en fijador rapido Xodak. Ambos pYo-
cedimientos se llevaron a cabo en la obscuridad y a temperatura
ambiente.

vi) Isocelectroenfoque

E1l punto isoeléctrico del AgB se determind siguiendo la téc-
nica del isoelectroenfogue en geles cilindricos (70 x 6 mm) de
poliacrilamida al 5% (p/v),-qmaCOntenian 2% (p/v) de anfélitos
(Bio-Lyte de Bio-Rad) con un rango de pH entre 3 Y 10 (182,183).
El gradiente de pH establecido al final de la corrida, fue de-
terminado recortando discos de 5 mm a lo largo del gel; cada
disco era suspendido en 1" ml de agua bidestilada durante 2 h, ¥
el pH era medido con un microelectrodo. La tincién de los geles
se llevd a cabo como SE€ describid anteriormente.

vii) Yodinacién de la concanavalina A (Con-A)

Se yodinaron 300 mg de Con-A usandq el reactivo de Bolton-
Hunter (1125) (179) , siguiendo un métode analogo al descrito
anteriormente para la yodinacién de cigsticercos enteros. iLa se-
paracidn del yodo no anido a la Con-A, se l1levé a cabo filtran-
do la muestra en una columna de sefadex G-75. Después de lavar
la radiactividad l1ibre, la Con-A (1125) unida a la columna, fue
eluida aplicando un pulsoc de amm 0.1 M en PBS, pEH 7.2 (174) .

se recuperaron de la columna, alrededor de 150 pg de Con-23a

(1125) con una actividad especifica de 1.35 % 106 cpm/ug.



viii) Acoplamiento de 1la Concanavalina A & 1a sefarosa 4B

La sefarosa 4B fué activada, suspendiendo 17.5 ml de la re-
sina hiimeda éen 17.5 ml de Na,CO, 2 M y 10.5 ml de agua destila-
da. La mezcla se enfrid a 5-7°C y S€ le afiadieron 0.7 g de bro-
nuro de ciandgeno disuelto en NaHCO3 0.1 M, agitando durante 10
min a la misma temperatura. Posteriormente, 1a sefarosa 4B se
lavd con agua destilada y NaHCO, 0.1 M (184).

El acoplamiento de la Con-A 5€ 1levd a cabo disolviendo 100
mg de la jectina en 50 ml- de NaHCO3 0.1 M, NaCl 0.5 MY glucosa
0.1 M. A la solucidén anterior, sSe€ adicionaron loS 17.5 ml de la
sefarosa 4B previamente activada Yy S€ mantuvo la mezcla durante
2 h con agitacidn suave 2 temperatura ambiente. pDespués del a-
coplamiento, S€ bloguearon ios sitios activos remanentes, adicio-
nandoc una solucidn de glicilglicina 0.5 M. Habitualmente, la e~
ficiencia del acoplamiento oscilaba entre ei g0 y el 90%. El a-
coplamiento de la Con-A L1125) a la sefarosa AB se 1l1evd a cabo
similarmente, usando una mezcla de 100 mg de con-A fria ¥y 40 9
de Con-3Aa (1125) .

ix) Acoplamiento de coldgena a la sefarosa 4B

150 mg de colégena de piel de cobayo: fueron disueltos en
75 ml de 0.5 M de 4cido acético, manteniendo 1la mezcla a 4°C, du-
rante 24-36 h, con agitacidn constante. L& solucidn de colagena
fue dializada exhaustivamente contra PBS a 4°C, ¥ clarificada por
centrifugacién a 25,000 g. durante una hora a la misma temperatu-
ra. paralelamente S€ incubaron 4 ¢ de sefarosa AR, activada co-

mercialmente, en 300 ml de BHCl 1mM, durante 15 min a temperatura



ambiente. ©5e £31trd la resina para retirar la solucidén y se la-
vé con 300 ml de agua destiléda.x La resina hiimeda fué transfe-
rida a un recipiente que contenia la solucidn de colagena y Se
incubd durante 2 h a la temperatura ambiente, con agitacién con-
tinua. Los sitios activos remanentes en 1a resina, fueron blo-
queados adicionando una solucidn de glicilglicina 0.5 M. Poste-
riormente, la sefarosa 4B-coligena fué equilibrada en PBS PH 7.2.
para definir la cantidad de colagena acoplada 2 1a sefarosa, S5€
realizaron determinaciones de hidroxiprolina en muestras de la
resina (185). En es;as condiciones, la eficiencia del acopla-
miento fué cercana al 65%.
x) Analisis de amino&cidos

La composicién de aminodcidos del AgB fud determinada usan-
do una muestra de 1a fraccidn DP., obtenida de la cromatografia
con DERE-celulosa (Fig. 10) -(Ver seccidn 111.2.a.ii). La mues-
tra fué hidrolizada en HCcl 6 M, a 105°C durante 24 h. Los ami-
nodcidos fueron resueltos en un analizador Beckman spinco., Mode-
io 120. No se determind el contenido de triptofano ¥ de cistei-

na.

b) Inmuncldgicos

i} Obtencidn de sueros hiperinmunes

- antigeno B: La fraccidn DP, obtenida de la cromatografia
en sefadex G~-200 fué sometida a SsPS-PAGE (Ver geccidn I1l.2.a.
iv) y los geles correspondientes eran congelados. En estas con-

diciones, las pandas superior (uB) e jnferior (LB) del antigeno



B aparecian como d4iscos planguecinos en el gel. Las dos ban-

das fueron recortadas cnidadosamente Y homogeneizadas por sepa-
rado, mezcl@ndolas con 1 ml1 de PBS y 1 ml de adyuvante. Se in-
munizaron conejos, variedad Nueva zelandia, por inyecciones sub-
cutdneas de acuerdo al siguiente protocolo: Una dosis sensibili-
zante de adyuvante completo de Freund (ACF) fue administrada el
4aia cero; seguida por tres dosis amplificadoras en adyuvante in-
completo (n1), los dfas 15, 30 ¥ 45. Un conejo fue inyéctado ca-
da vez con 336'ug de las proteinas presentes en SP, mientras gue
otros dos conejos recibieron dosis de aproximadamente 120 ug de
proteina, de UB o LB. Todos loS conejos fueron sangrados'a blan-
co, 7 dias después de la iltima inmunizacidén. LOS sueros (anti-
gp, anti-UB ¥y anti-1B) fueron preparados porxr centrifugacién de
la sangre coagulada ¥y almacenados & -2Q°C, hasta su uso.

_ Gglicoproteinas: Cuatro sueros hiperinmunes dirigidos en
contra de las glicoproteinas electroeluidas, fueron obtenideos por
inmunizacién subcutdnea de conejos Nueva Zelandia, siguiendo_un
protocolo idéntico al descrito anteriormente. Las proteinas lio-
filizadas fueron resuspendidas en 1 ml de PBS ¥ homogeneizadas
con 1 ml de adyuvante. Una dosis sensibilizante de 550 pg de ca=
da glicoproteina con ACF fue administrada el dia cero, seguida de
tres dosis amplificadoras de 300 pg de cada glicoproteina con Al
1os dias 15, 30 y'45. Los cuatro conejos fuerosr sangrados a Blanco
7 dfias después de la 1ltima inmunizacidn; los sueros (anti-GP1,
anti-GP2-3, anti-GP5 ¥ anti-GP6) fueron gseparados pPoOr centrifuga-

cidn de la sangre coagulada Y almacenados @& -.20°¢C hasta su uso.



cabe hacer notar due no se intentd la produccién de suero anti-

gp4 debido a gque 1a cantidad de proteina obtenida del proceso de

electroelusién no fue gsuficiente.

ii) purificacidén de 1os_anticuerpos.a partir de los sueros hi-
perinmunes

La fraccidén IgG de cada uno de los sSueros hiperinmunes fue
obtenida por una tripile precipitacién con (NH4)ZSO4 {186}, se-
guida por una cromatografia de intercambio idnico en DEAE-celu-
1osa (187). La pureza de las iﬁmunoglobulinas fue determinada
por sSDS-PAGE; observandose una banda de 150,000 4 en condicio-
nes no-reductoras y dos pandas de 57,000 ¥ 25,000 4 en condi-
ciones reductoras. Todos los ensayos inmunolbgicos fueron rea-
lizados utilizando las fracciones de IgG de los sueroes hiperin-
munes.

iii) Dobleinmunodifusién (DID) e inmunoelectroforesis (IEF)

Los ensayos de pID e IEF fueron jlevados a c¢abo en lamini-
1las recublertas con un gel de agarosa al 1% (p/V) disuelta en
una solucidn de parbital 0.05 N, pH 8.6 de acuerdo al método
descrito por puchterlony {188) . En el casoc dse 1a IEF, la elec-
troforesis de 108 antigenos.LEC, agB, Emm Y glicoproteinas)
adicionados & los pozos, S€ corria aplicando 1.2=-2 mA por la-
minilla, durante 920 min. posteriormente, los anticuerpos fue-
ron adicionados a los canales Yy S& dejaxron difundir en una ca-
mara himeda durante 48 h, a temperatura ambiente. Las lamini-
llas fuexon lavadas exhaustivamente con Nacl 0.5 M ¥ secadas

con un ventilador. Finalmente, las laminillas de pib e IEF fue-



ron tehnidas con negro de amido al 0.1% (p/v) disuelto en dcido
acético al 10%, ¥ aclaradas en &cido acético al 10%, hasta que
1as bandas de precipitacién se observan tenhidas sobre un fondo
transparente. |

iv) Inmunoelectrotransferencia (IET)

La técnica IET se realizd siguiendo el procedimiento'des—
crito pér Tsang y cols. (189} . Inicialmente, S€ jlevaba a cabo
una SDS-PAGE (ver Seccidn I11.2.a.iv) de las fracciones por
transferir: EC, suexo de cerdo, etc. ,a cantidad de proteina a-
plicada en cada carril del gel era variable dependiendo de 1la
naturaleza de 1a fraccidn: en el caso de fracciones complejas se€
aplicaban 100 ug de proteina; en el caso de antigenos purifica-
dos se aplicaban 10-20 pg. Al finalizar la electroforesis, el
gel era puesto en contacto con una hoja de papel de nitrocelulo-
sa (pNC) con didmetro de poro de 0.45 ¥ (Schleichexr and Schuell)
y la electrotransferencia ce realizaba en una camara ad hoc
(Hoeffer Instruments) . Ceneralmente se€ aplicaban 250 mA durante
2 h o 1 A durante 1 h a 4°C. pespués de la transferencia , la
hoja de PNC se retiraba de la céﬁara. Para corréborar 1a transfe-
rencia de las proteinas al papel, uno de los carriles era recor-
tado y tefiido con golucidén de negro de amido al 0.1% (p/v) en 45%
de metanol, 10% de &cido acético ¥ 45% de agua destilada, durante
5 min. El1 exceso de colorante era eliminade con gos de metanol,'
7% de acido acético y 8% de agua destilada, durante 5 min.

para los ensayos inmunoenziméticos, el PNC transferido, fue

incubadd en 3% (p/v) de BSA en PBS (BSA-PBS) durante 2 h, © toda



1a noche & 4°C, con el fin de bloguear 1os sitios l1ibres en el
papel. posteriormente, S€ javaba durante 20 min en PBS a tempe~
ratura ambiente, con agitacién suave Yy Se recortaban 108 cﬁrri—
1es de acuerdo al esquema de ensayos por realizar. LOS carriles
de PNC eran incubados con el primer anticuerpo {anti-GP1, anti-
GP2-3, anti—GPS,'anti—GPB, etc.) diluido 1:500-1:1000 en BRSA-
pBS, durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacién suave.
posteriormenteé, eran lavados dos veces con BSA-PBS adicionado con
0.3% de tween-20 y una vyez més con pPBS solo. Después del lavado.
1os carriles de PNC erxran incubados con un anticuerpo caprino an-
ti-1gG conejo acoplado a peroxidasa (zymed Labs.), diluido
1:1000-1:2000 en Bsa-PBS, en idénticas condiciones due el primer
anticuerpo. al finalizar la incubaci6h, se repetia el ciclo de
lavados descrito anteriormente, antes de revelar 1os carriles en
una solucidn gque contenia 100 mg de 3,3'diaminobencidina o 4-
cloro-naftol, 100 pl de H202 al 3% en 100 mi de PBS, incubando
dqurante 2-10 min a temperatura ambiente y con agitacién suave.
La reaccidn de revelado era detenida lavando yarias veces los car-
rriles de PHRC en agua destilada.
v) Inmunofluorescencia indirecta

Los estudios de l1ocalizacidn del AgB en cortes_de cisticerco
(Vexr seccidn Tf1.2.c.ii} se llevaron & cabo siguiendo el método
de inmunofluorescenbia indirecta'descrito por Weller ¥y cCoons
{g20)., €0 la versidn revisada poxY Thompscn (121} - Los cortes Se
incubaron inicialmente con anticuexrpos anti~-B (0.1-0.5 mg/ml)} .,

durante 60 min a temperatura ambiente €n una cémara hiimeda y sSe



ljavaron en PES con agitacién continua, durante 1 h haciendo cam-
bios cada 15 min. posterioxrmente, 1os cortes fueron incubados
con IgG de cabra anti-IgG de conejo fluoresceinada {Miles Labs.)
diluida 1:20 en pBS, en idénticas condiciones gque el primer an-
ticuexrpo. Después de Otro ciclo de lavado idéntico al descrito
antes, los cortes se montaron en una mezcla de glicerol: PBS
(9:1), y s* observaron y fotografiaron en un microscdpio de epi-
filuorescencia. como controles Se€ utilizaron cortes incubadocs bon
inmunoglobulinas de conejos no inmunes cOmO primex anticuerpo-
vi) Inmunoperoxidasa indirecta

Los estudios de jocalizacidén del AgB y de las glicoProteinas
purificaaas en la superficie externa de la pared vesicular de
cisticexcos, fueron llevados 3 cabo siguiendo el método de inmua-
noperoxidasa indirecta descrito por Nakane y Pierce (192}« revi-
sado por Thompson {121} . En estos seis ahos se utilizaron frag-
mentos de pared vesicular provenientes de cisticercos que habian
sidao fijades 1evemente (ver seccidbn irr.1.a). Los fragmentos de
pared fueron incubados en tubos de ensayo que contenian 0.5 ml
de una solucidn de anticuerpos (anti-B, anti-GP1, anti-GP2-3,
anti-GP5 o anti-GP6) en PBS con una concentracidbn de 0.1-0.5 mg
de proteina/ml durante 60 min a temperatura ambiente. Postexrior-
mente, los fragmentos eran lavados exhaustivamente (5 veces eI
PBS) para Ser incubados con IgqG de cabra anti-IgG de conejo aco-
plada a peroxidasa (zymed Labs.). diluida 1:20 en PBS, €1 idén-
ticas condiciones gque el primer anticuerpo. Después de otro ciclo

de lavado igual al descrito antes, los fragmentos eran incubados



durante 10-15 min en un solucidn gque contenia 25 mg de 3.3'dia-
minobencidina y 50 pl de H202 al 3% en 50 ml de PBS. Esta incu-
bacibn era mantenida €n 1a obscuridad y con agitacién suave.

Finalmente, 108 fragmentos de pared vesicular fueron post—fija-
dos y procesados para microscopia electrdnica, siguiendo 1loOS

métodos descritos en 1a Seccibn ijrI.2.c.i. LoOS cortes finos de
1o0s fragmentos fueron revisados Y fotografiados en un microsco-

pio electrénico Jeol 100-B.

c) Microscopicos

i) procesaniento del tejido para microscopia electrbnica

L.os cisticercos gue habian side yodinados fueron fijados u-
tilizandeo una ligera modificacidn del método descrito por Kar-=
novsky (193). Los cisticercos eran incubados en 2% (p/v) de pararc
formaldehido, 2.5% (v/v) de glutaraldehido en amortiguadox de
cacodilatos 0.1 M, pH 7.3, gurante 1 h a 4°C. pespués de varios
lavados en el amortiguador de cacocdilatos, estos cisticercos v
los usados en ensayos de ijnmunoperoxidasa;, fueron post-fijados
con OSO4 al 1% en cacodilatos duranté 1 h a 4°C. Posterior-
mente, los cisticercos se cortaron en fragmentos pequehos ¥ se
degshidrataron incub&ndolos en soluciones de etanol al 70, 80 ¥y
a0, durante 10 min seguido PpoOr tres cambios de 20 min cada uno
en etanol absoluto. El embebimiento de los tejidos Se€ inicid
con una doble incubacidn de 30 min en &xido de propileno, para
después transferirlos a una mezcla de epon—812:6xido de pro-

pileno (1:1) donde se dejaban penetrar durante 12 h. E1 epon



estaba formado por 70% de la mezcla A, 30% de la mezcla B ¥ 15%
de DMP-30. Finalmente, Se€ transfirieron al epon, en donde s€
mantenfan 12 h més; se incluian en moldes planosi ¥ se dejaban
polimerizar durante 12 h a 60°C en una atmosfera seca. Cortes
finos y semifinos de los cisticercos que habian sido yodinados.
fueron procesados para autoradiografia como se describe en las
secciones ITI.2.c.iii ¥y iv, respectivamente. Los cortes de pa-
red vesicular de cisticercos a los que se les habia realizado un
ensayo de inmunoperoxidasa, fueron recogidos en rejillas de co-
bre y observados al microscopio electrdnico sin una tincidén sub-
secuente.
ii) Obtencidn de los cortes para inmunofluorescencia

Fragmentos de cisticercos que habian sido fijados levemente
{(Ver Seccidn 171T1.1.a), fueron transferidos a una solucidn de ge-
latina al 10% (p/v) en PBS, mantenida a 37°C. Poéteriormente,
se dejaba gelificar 1a solucidn a temperatura ambiente y se re-
cortaban blogques de gelatina con los fragmentos incluidos. Los
blogues eran fijados en el portamuestra de un vibratomo (Lancer,
vibratome 1000}, utilizando un pegamento acrilico (Kola-loka,
resistol}. pDespués de cdnfirmar la adecuada fijacidn del blo~ :
gue, el recipiente del instrumento se 1lenaba con PBS a a4°C.
pe este modo, el blogue de gelatina se mantenia sumergido en la
solucién durante el proceso de corte. Los cortes de 4-8 y de
grosor, eran recogidos en iaminillas recubiertas con gelatina,
marcando su posicién con un lﬁpiz de diamante. Finalmente, los

grupos aldehido reactivos en el tejido, fueron blogueados incu-



pando 1loOS cortes en una solucidn de glicina 0.1 M en amortigua-
dor de fosfates 0.1 M, pH 7.3, durante 1 h a 4°C.
iii) Autoradiografia de cortes £inos

Estos ensayos S€ 11evaron a cabo siguiendo 1la técnica des-
crita per Caro ¥ Tubergen (194,195) . cortes finos (50-100 nm de
grosor) de cisticercos gue habian sido yodinados;, fueron recogi-
dos sobre rejillas de niqﬁel recubiertas con formvar ¥ carbdn;
tefiidos con acetato de uranilo al 5% (p/v) en agua bidestilada
y con citrato de plomo al 0.25% (p/v) en NaOH a 0.1 N (196) . Las
?ejillas eran montadas sobre tapones pequefos de corcho usando
una cinta adhesiva por ambas caras. En un cuarto obscuro ilumi-
nado por una lampara cOR filtro No. 2 (Kodak) 1la emulsidén foto-
grafica L4 era diluida a partes iguales (p/v) en agua tfidesti—
iada mantenida a 45°C, agitando manualmente durante 10 min y e€n-
friada en hielo durante 1.5-3 min. Posteriormente, se introducian
aros de piatino (2 cm de didmetro) a 1a emulsidn, para f&rmar
membranas y S€ dejaban csecar durante 15 min. Las rejillas eran re-
cubiertas con 1a emulsidn, haciendo pasar los corchos & rravés de
la regidn plrpura de las membranas secas en los aros (197). Los
corchoé recubiertos S€ guardaban en cajas., protegiendo las reji-
11as con tubos de plédstico ¥ utilizando silicagel como desecador.
La emulsidn se dejaba exponer 2 4°C y se revelaba con tiosulfato
de sodio al?ZS%_(p/ﬁlfen agua‘txidgstilada“durante“4 min a 20°C.
pespués.de dos lavadds en agua;tridestilada Ia.fijacién;se lleva-
pa a cabo en 4deido acético al 3% (v/v), 5€ lavabaﬁnue#ameﬁte,'y

se dejaba secar antes de obsexrvar al microscopic electrdnico.



iv) aﬁtoradiografia de cortes semifinos (198)

cortes semifinos de 1 p de grosor eran depositados gsobre
jaminillas limpias recubiertas por gelatina, evaporando en una
plancha caliente el agua gue arrastraban los cortes. En un cuar-
to obscuro iluminado por una l&mpara con un filtro No. 2 (kodak) ,
la emulsidn fotografica NTB2 era diluida a partes iguales (p/Vv)
en agua tridestilada mantenida a 45°C, agitando manualmente du-
rante 10 min. El recubrimiento de los cortes se 1levaba a cabo
éumergiendo verticalmente las laminillas en 1la emulsidn fotogré-
fica. Posteriormente, S€ dejaban secar manteniéndolas en posi-
cidn vertical durante 30-45 min en 1la obscuridad. Las lamini-
1las se guardaban en cajas con silica-gel como desecadoxr Y S&
dejaban exponer & 4°C durante tiempos variables. La emulsidn fue
revelada con revelador D11 (Kodak) diluido 1:8 (filtrado peor
millipoxe}, a 20°¢c durante 4 min. Después de dos lavados en agua
tridestilada, se mantenfan en fijador rédpido (Kodak) durante 4
min; se lavaban nuevamente y S€ dejaban secar. LOS cortes eran
tefiidos aplicéndoles una gota de una solucibn con azur II al 1%
(p/v) ¥ azul de metileno al 1% (p/V): introduciendo las lamini-
1jas a la flama durante algunos segundos. Finalmente, S€ hacia
el montaje de los cortes en aceite de cargille y se observaban al
microscopio Optico.
v) Tincidn negativa

Una gota (50 wul) de SP {0.22 mg de proteina/ml} fue deposi-
+ada sobre una rejilla cubiexrta con formvar y carbdn; seguida

por una segunda gota de ATP 60 uM en &cido acético 0.25 M (con-



centracién final de ATP = 30 uM); y se dejaba durante 15-30 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, la rejilla era lavada

exhaustivamente con agua filtrada, para después adicionarle una
gota de acetato de uranilo al 1% (p/v) que se dejaba durante 2-
3 min. La rejilla era lavada nuevamente con agua destilada, se-
cada, y examinada al microscopio electrdnico. Las muestras con-
trol eran tratadas similarmente, exceptuando el hecho de gque la

solucidn del &cido acético no contenia ATP.



IV. RESULTADOS: EL ANTIGENO B

.- PURIFICACION DE AgB

La Figura 16 ilustra el patrdn de bandec en SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas en cada paso del procedimiento de purifica-
cidn. El material extraido en el primer sobrenadante (S1), obte-
nido después de la homogeneizacidn de los cisticercos, era muy
hetercgéneo a juzgar por el nimero de bandas protéicas encontra-
do en SDS-PAGE. la didlisis en contra de acido acético 0.5 M e-
liminaba wvarias dé las proteinas de mediano pesc molecular en
la fraccidén $2. Las proteinas de bajo peso molecular fueron ex-
cluidas selectivamente del sobrenadante S4 obtenido por precipi-
tacién con sales (salting-out) de 52 y di&lisis de P3. Conse-
cuentemente, la fraccidn S4 mostrd un considerable enrigueci=-
miento en dos proteinas de mediano peso molecular. El pico prin-
cipal que se obtuvo de la cromatografia en sefadex G-200 (SP) vy
gue era eluido en el volumen de exclusiédn de la columna (Fig. 12),
contenfia las dos proteinas de alto peso molecular como lo de-
muéstra la SDS-PAGE de esta fraccidn. Estudios densitométriceos de
‘los geles, mostraron gue esas dos bandas protéicas incluian el
85% del contenido protéico de SP. La cantidad de proteina recu-
perada en cada paso del procedimiento de purificacidn se mues-

tra en la Tabla IV.
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FIG. 16. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificacién del AgB

- del cisticerco {ver Fig. 11). 1Las flechas indican la posicidn de la banda su-

perior (95 kd) e inferior (85 kd) (UB y LB, respectivamente). Por densitome-
tria de los geles, se determind que UB + LB constituyen el 85% y el 95% de la

proteina total en las fracciones SP y DP, respectivamente. Tomada de la refe-
rencia 166.

FIG. 17. Patrones de doble irmunodifusibn de SP(1) y de EC(2) contra los sue
ros anti~-8P {3), anti-UB (4) y anti-LB (5). El suero anti-SP reconoce una so

; = . - 0] » » o . -
la proteina en ambas fracciones antigénicas. El arco de precipitacion forma

do entre SP y anti-UB y anti-LB muestra identidad=completa. Tomada de la re-
ferencia 166. :



TABLA IV. Proteina recuperada durante la purificacién del antigeno B

Fraccién mg de proteina/10 g de tejido seco’
S1 1100
s2 630
s4 30
Sk 21

DP 7.2

a: .El1 peso seco del tejido de los cisticercos fué obtenidec por desecamiento
de las larvas hasta obtener un pesoc constante. Diez gramos de tejido se-
co fueron obtenidos de aproximadamente 37 g de larvas himedas,

TABLA V. Composicidon de amino@cidos del antigeno B purificade de cisticer-
cos de la Taenia solium.¥®

Residuc de aminocicido Fraccidén de Mole
{%)
Alanina 11.58
Valina 3.50
Leucina 12.74
Isoleucina 2.70
Prolina 0.0
Hidroxiprolina 0.0
Fenilalanina 0.75
Metionina 2.25
Glicina 2.69
Serina 5.20
Treonina 5.15
Tirosina 0.65
Acido aspiartico 12.58
Acifo glutimice 22.00
Ligina 7.20
Arginina 9.65

Histidina 0.72

*: No se determind el contenido de Triptofano y de Cisteina.




2.- CARACTERIZACION INMUNOPOGICA Y BIOQUIMICA DEL AgB

Ensayos de DID en los dque se enfrentd el suero anti-SP con
las fracciones EC y SP, produjeron un solo arco de precipitaéién
(Fig. 17), indicando que no se formaron anticuerpos dirigidos en
contra de otros antigenos, cuando el conejo fué inmunizado con
la fraccidén SP. En ensayos de IEF,-ambos antigeuos {EC y SP)
produjeron una banda ispeléctrica al ser enfrentados con sSueros
anti-sp (Fig. 18a) o anti-EC (Fig. 18b) . Esﬁe resultado indicd
gue ningunoc de los antigenos reconocidos por el suero anti-EC,
exceptuando al AgB, estaba presente en la fraccidén SP en sufi-
ciente cantidad para ser detectado. Por otro ladeo, el AgB (y o-
tras bandas de precipitacidn) estaba también presente en S1, S2
y S84, en cambio, no fué detectado en los precipitados obtenidos
a partir de S1 y S$2 (resultados no mostrados).

Puesto gue el patrdn isoeléctrico de SP sugeria que ésta
fraccidn contenia AgB, se realizaron ensayos de IEF en los due
se enfrentaron sueros de siete pacientes neurocisticercosos, en
contra de SP. Todos los sueros formaron una banda isceléctrica
como se ejemplifica en la Figura 12,

Esos resultados demostraron gue SP contenia al AgB en una
forma semipurificada. Sin embargo como se menciond anterior-
mente, la fraccidn SP estaba compuesta principalmente por dos
proteinas (85%), designadas como banda superior (UB) vy banda
inferior (LB) en SDS-PAGE (Fig. 16). Con el objeto de determi-

nar cual de las dos bandas correspondia al AgB, se inmunizaron
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FIG. 18. Patrones ipmunoelectroforéticos de SP (pozos super

iores) vy de EC

i-BEC (b). Tanto el suero

(pozos inferiores) contra sueros anti-Sp {a) y ant
Toma-

anti-SP como el anti-EC reconocen un solo antigeno isoeléctrico en SP.
da de la referencia 166.

PIG. 19. Inmunoelectroforesis de las fracciones SP (pozo superior) y EC
(pozo inferiox) contra el sueroc de un paciente neurocisticercoso. Bl arco -
de precipitacifn caracteristicoe de AgB puede observarse en ambos sistemas. -
momada de la referencia 166.
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conejos con cada una de las bandas. Los sueros hiperinmunes obte-
nidos, designados como anti-UB y anti-LB, fueron puestos a reac-
éionar.en DID frente a SP. Como se muestra en la Fig. 17, ambos
antisueros formaron una banda de precipitacién en contra de SP.

El hecho de que las bandas formadas por los dos antisueros mostra-
ron identidad total, indicd gue ambas proteinas eran antigénica-
mente idénticas. Experimentos de IET de EC utilizando anticuer-
pos monoclonales dirigidos en contra del AgB, permitiefon confir-
mar la identidad antigé&nica de las dos proteinas (Fig. 20).

Para eliminar otros contaminantes todavia presentes en SP,
gse realizd una cromatografia de intercambio idnico en la colum-
na de DEAE-celulosa. Como se ilustra en la Fig. 13, se eluyd un
solo .pico (DP) de esta columna. Andlisis de DP en SDS-PAGE
(Fig. 16) reveld que esta fraccién estaba constituida {nicamen-
te por las proteinas UB (PM = 95,000) v LB (PM = B85,000) corres-
pondientes al antigeno B. Adicionalmente, la densitometria de
los geles reveld gue la sumatoria de ambas bandas (UB + LB) re-
presentaba arriba del 95% del contenido protéico de DP. Cuando
DP fue puesta a reaccionar en IEF contra anti-SP, anti-UB, o an-
ti LB, se obtuvo el patrdn de bandeo isoceléctrico caracteristi-
co del AgB (resultados neo mostradés). El andlisis de aminodcidos
de la fracecidn DP, mostrd un alto contenido de residuos de amino-
dcidos cargados ({(Tabla V); aproximadamente, el 31% de los resi-
duos fueroh-acidices y el 21 % fueron bidsicos. Ademds, se encon-
traron niveles muy bajos de aminofcidos aromidticos.

Algunas otras caracteristicas bioguimicas del AgB fueron



FIG. 20. Inmuncelectrotransferencia de un extracto crude de cisticercos, en--
frentado con varios anticuerpos monoclonales dirigidos en contra del AgB. -
Carriles: 1-8) Fraccidn de IgG obtenida del liquido de ascitis de ratones --
infectados con varias clonas productoras de anticuerpos y 9) Control: frac-
cidn de IgG obtenida del suero de ratones normales. El primer anticuerpo que
tenia una concentracidn de 0.5 mg de proteina/ml fue diluido 2,000 veces. Co-
mo segundo anticuerpo se usé IgG (conejo) anti-IgG de ratdn acoplada a peroxi-
dasa (Zymed Yabs) diluido 3,000 veces. El sustrato usado fue la 3,3'~diaminof
benzidina. ' :

.



determinadas usando la fraccidn sp {85% pura). El1 punto isoe-
l1éctrico de UB y LB, obtenido por ensayos de isoelectroenfogue
en geles con acarreadores anfotéricos, resultd de 5 y 5.3. Asi-
mismo, el contenido de carbohidratos fue de aproximadamente 12%.
Como se meﬁcioné en la Seccidn II.3, una.fraccién semicruda ob-
tenida de cisticercos tenia la propiedad de precipitar en forma
de estructuras fibrosas cuando era incubada en presencia de
ATP (199). Con el objeto de determinar si el AgB era el responsa-
ble de esta precipitacidn, 1la fraccidén SP fue incubada en pre-
sencia del nucledtido. Como se muestra en la Fig. 21, el AgB
precipita en forma de fibras cuando se incuba con ATP a una
concent;acién tan baja como 30 uM. Para determinar si la pre-
cipitacién del AgB era dependiente de hidr&lisis del ATP, se
realizaron ensayos para detectar liberacidn de fésforo induci-
da por SP utilizando el método de Summer (200). Puesto que to-

dos los ensayos resultaron negativos, el proceso de formacifn

de fibras parece no requerir de la hidr8lisis del nucledtido.

3.~ LOCALIZACION DEL AgB EN EL TEJIDO DEL CISTICERCO

La disponibilidad de anticuerpos dirigidos en contra del
AgB permitid realizar intentos para localizarlo en el tejido
del cisticerco. Para ello se utilizd la técnica de inmunofluo-
rescencia indirecta de Coons (190). E1l ensayo consistid en in-

cubar cortes dé pared vesicular y de escSlex en presencia de la
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FIG. 21. Micrografia electrénica de una tincidn negativa de la fraccién SP -
incubada en ausencia (inserto) o presencia de 30 pM . de ATP. Esta precipitacién
en forma de fibras no es dependiente de la hidrdlisis del nucledtico.
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fraccidn de IgG de los sueros anti-UB o anti-LB. Para facili-
tar la presentacidn, estos anticuerpos seran nombrados en 1lo
sucesivo como anti-B. Como controles, algunos cortes se incu-
baron en presencia de una concentracién equivalente de IgG de
conejo normal. Posteriormente, todos los cortes eran incubados
con un anticuerpo fluoresceinade dirigido en contra del prime-
Yo.

Al observar los cortes en el microscopio de epifluorescen-
cia se encontrd un patrdén difuso en todo el tejide (Fig. 22).
Ssin embargo, una fluorescencia méds intensa estaba asociada con
las células subtegumentales de la pared vesicular (Fig. 22 a).
Lo anterior sugirié gque las cé&lulas subtegumentales eran las
encargadas de sintetizar al.AgB. En el caso del escdlex, la
fluorescencia mids intensa se localizaba en la luz del canal es-
piral, siendo dificil discernir si se encontraba © no asociada
a la superficie externa de'tegumento. Adicionalmente, la zona
correspondiente al tegumento (gue en el escdlex presenta un gro-
sor varias veces mayor gue en la pared vesicular) se observd
careﬂte de fluorescencia (Fig. 22 b}. Los cortes control de pa-
red vesicular, presentaron una fluoreécencia significativamente
mencr, mientras gue los correspondientes de escHblex solo mostra-

ron fluorescencia asociada a los corpiisculos calcdrecs (Fig. 22 ¢

y d}.
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FIG. 22. Inmunofluorescencia indirecta en cortes de pared vesicular (a y c)
y de escdlex (b y d). Los cortes fueron incubados con la fraccidn IgG de ——
sueros de conejo anti-B {a y b) ¢ normal (¢ v d). Cec: corplsculos calcidreos;
CE: canal espiral; CS: c@lulas subtegumentales; P: parénquima; T: tegumento.



4.~ LOCALIZACION PEL AgB EN LA SUPERFICIE TEGUMENTAL

Los resultados anteriores sugerian gue el AgB podria ser
sintetizado por las c&lulas subtegumentales. Estas células son
las encargadas de sintetizar los productos (de superficie y de
secrecidn) que posteriormente son exportados al tegumento (ver
Seccifn II.2.a). El hecho de no haber encontrado al AgB en la
superficie de la pared vesicular (que es una superficie expues-
ta a los lavados), y de encontrarlo aparentemente depositado en
la luz del canal espiral (que es una superficie bProtegida a 1los
lavados), sugiridé que se trataba de un producto de secrecidn
cuya interaccidn con la superficie tegumental era débil. En
consecuencia, el estudio de la presencia de AgB en la superfi-
cie del cisticerco ameritaba un anflisis m3s detallado. Para
ello, se seleccionaron dos estrategias basadas en pPrincipios
totalmente diferentes. La primera, consistid en realizar yodi-
naciones en la superficie de cisticercos intactos (utilizando
1125), para posteriormepte determinar en extractos crudos si
el AgB habiIa sido marcado radiocactivamente. Es importante hacer
notar gue la técnica requiere llevar a cabo numerosos lavados
de los paradsitos. La segunda estrategia consistid en realizar
ensayos inmunoenzimdticos en microscopia electrénica, que esta-
ban especificamente dirigidos a determinar si el AgB podia o no
ser demostrado en la superficie tegumental.

A su vez, los experimentds de yodinacidn se 1llevaron a cabo

usando métodos diferentes: grupos de 10 cisticercos, fueron yo-



dinados usando el reactivo Bolton-Hunter (1125) o usandeo la

técnica de lactoperoxidasa y NaI125. Un punto critice en estos
experimentos, era el determinar si el marcaje habia ocurrido
exclusivamente sobre la superficie externa del tegumento. Por
lo tanto, se realizaron estudios de autoradiografia de cortes
de pared vesicular a nivel de microscopia éptica y electrdni-
ca. Como se okserva en la Fig. 23, la yodinacién con el reac-
tivo de Belton-Hunter no sdloc ocurrid sobre la superficie, si-
no que la radiactividad podia ser localizada en todo el tegu-
mento, e incluso a una distancia considerable por debajo de és-
te. En cambio, los cisticercos yodinados cdn lactoperoxidasa
presentarcn el marcaje radiactivo restringido a la superficie
tegumental (Fig. 24). En consecuencia, se decidié sélo utili-
zar a los cisticercos yodinados enzimdticamente, para el anéa-
lisis en extractos crudos.

Extractos crudos de cisticercos yodinados con lactopero-

xidasa fueron sometidos a SDS-PAGE para posteriormente realizar

autoradiografias de los geles secos. Los resultados se muestran’

en la Fig. 25. Varios componentes parasitarios resultaron pro-
minentemente marcados: una banda amplia gqgue incluye proteinas
con pesos moleculares entre 150 y 200,000 asi como proteinas

de 75,000; 57,000; 45,000 y 20,000 d. Menos prominentemente
marcadas resultaron proteinas de 100,000; 65,000 y 35,000 4. La
regién en el gel, correspondiente al AgB (95,000 y 85,000 d) no
aparecié importantemente marcada. Sin embargo, dada la cercania

de algunas bandas con alto marcaje, se realizaron IEF del EC



(-]

fa—

FIG. 23. Autorradiogréfia en cortes semifinos (a) y finos
cular obtenida de cisticercos yodinados previamente con el

Hunter (1125)

MT: microtricas; T: tegumento.

(b} de pared vesi-
reactivo de Boelton-
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FI1G. 25. SDS-PAGE (Carril 1) y autorradiografia (Carril 2) de un extracto cru
do obtenido de cisticercos que fueron yodinados radioactivamente. E1 carril 3
muestra el patrdn de bandeo de una mezcla de proteinas marcadoras de alto peso
molecular.

FIG: 26. IEF (a) y autorradiografia (b) de un extracto crudo de cisticercos --
yodinadog xradioactivamente, enfrentado con anticuerpos anti-B. En el pozo su-

perior se adicionaron 25 Ul de EC mientras que en el inferior se adicionaron -
50 ul.



yodinado frente a anticuerpos anti-B. Este ensayo tenia por ob-
jeto el concentrar al AgB en una banda de precipitacidn al mis-
mo tiempo que se eliminaban las dem8s proteinas yodinadas. Como
se muestra en la Fig. 26, aungue la banda de precipitacidn del
AgB aparecid claramente definida, la autoradiografia correspon-
diente no mostrd radiactividad asociada al antigeno.

Los resultados anteriores demostraron gue el AgB no forma-
ba parte de las proteinas expuestas en la superficie externa
del cisticerco. Sin embargo, la posibilidad de gue se tratara
de un antigeno de secresidn que s&8lo interacciona débilmente
con la superficie, no podia ser excluida. Los experimentos sub-
secuentes de inmunoperoxidasa indirecta en microscopia electrd-
nica fueron disenados para explorar esta posibilidad.

Por un lado, se utilizaron cisticercos recién extraidos
del cerdo a los cuales se sometid a tres lavados con PBS Yy pos-—
teriormente a una fijacidn leve (en 2% de paraformaldehido vy
0.25% de glutaraldehidoc durante 30 min a 4°C; ver Seccidn III.
1.a). Por otro ladeo, se utilizaron cisticercos recién extraidos
a los cuales se fijé sin lavado previo. El razonamiento subya-
cente al e#perimento, consistia en gue si el AgB estaba siendo
secrétado, la fijacidn inmediata produciria su atrapamiento en
la superficie. Si el razonamienteo era correcto , s8lo seria po-
sible detectar al AgB en la superficie de los cisticercos fija-
dos sin lavado previo. La Fig. 27 muestra gque sdélo ocurrié u-
nidén de los anticuerpos anti-B en los cisticercos que no fueron

lavados antes de la fijacidn. Los cisticercos lavados e incuba-



FIG. 27. Micrografias electrdnicas de cortes de paredes vesiculares tratadas
con la té&cnica de inmunoperoxidasa indirecta. Los cisticercos fueron lavados 4
{b) o no (a y ¢) antes de una fijacidn leve. Fragmentos de pared vesicular .
fueron incubzdos con anticuerpos anti-B (a y b), o inmunoglobulinas normales
{c). MT: microtricas; T: tegumento.
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dos con anti-B, o los no lavados e incubados con IgG de conejo
normal no presentaron ningfin producto denso a los electrones en

la superficie,

5.- ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE FIBRONECTINA DEL AgB

En forma paralela al desarrollo de este trabajo, Plancarte
y cols. (169,170) encontraron que el Agb fluoresceinado posee al-
gunas propiedades semejantes a las descritas pafa fibronectinas
de vertebrados, entre ellas la capacidad de unirse a colégena.
En este trabajo se decidié investigar adicionalmente esta pro-
piedad, puesto gue un mejor conocimiento de sus propiedades de
fibronectina podia redundar en una mejor comprensidén de su par-
ticipacidn en la interaccidén huésped-paradsito. Ademds la inter-
accidn AgB-colidgena tenfa una utilidad potencial en el desarro-
llo de un método rapido para la purificacién del antigeno.

La estrategia consistid en realizar cromatografia de EC a
través de columnas con resinas gue tenian acopladas a coligena,
gelatina o heparina como factores de atrapamiento por afinidad.
Los tres tipos de columna han sido usados para la purificacién
de fibronectina plasmidtica (201,202). En estas cromatografias
se utilizd un EC obtenido por homogeneizacién de los cisticer-
¢cos en PBS. Deséués de una ultracentrifugacidn para eliminar el
material insoluble, el EC era apiicado sin mayor procesamiento
a las columnas. El material retenido era eluido al aplicar un

pulso de PBS al gue se le habia incrementado la concentracién



de NaCl hasta 0.65 M. Como se observa en la Fig. 19, se obtuvo

un solo pico (designado como CP) durante la elusidn de la colum-
na de colidgena-sefarosa 4B. Al analizar por SDS-PAGE la compo-
sicién de proteinas en la fraccidén CP, se encontraron dos bandas
abundantes con pesos moleculares aparentes de 95,000 y 85,000,
ademis de otras bandas en menores cantidades (Fig. 28). Este pa-
trén electroforético sugirid gque se trataba de UB y LB, las ca-
denas polipeptidicas que forman al AgB. Adicionalmente, ensayos
de IEF en los que CP fue enfrentado con anticuerpos anti-B, pro-
dujeron la banda isoeléctrica caracteristica del antigeno (Fig.
29). Estudios densitomé@tricos del gel indicaron que UB y LB in-
clufian el 85% del contenido protéico de la fraccidén. Con res-
pecto a la recuperacidn cuantitativa de la cromatografia, cabe
mencionar gue la columna tenfia acoplados alrededor de 100 mg de
coldgena. A partir de una cromatografia en la que se usaron 30 ml
de EC, obtenidos al homogeneizar 6 g de cisticercos himedos, se
recuperaron w6 mg de AgB a un 85% de pureza. Los resultados an-
teriores demostraron gue el AgB en el EC interacciona especifica-
mente con coldgena, y gue esta propiedad permite su rédpida y sen-
cilla purificacién parcial.

En contraste, en las cromatografias de EC a través de gela-
tina-agarosa o de heparina-sefarcsa 4B, la cantidad de material
unido a las columnas fue inapreciable. Para confirmar que el
AgB no se unfa a la gelatina o a la heparina, se pasd a tra-
vés de estas columnas la fraccidén CP obtenida de la cromatogra-

fia en colidgena-sefarosa 4B y dializada contra PBS para elimi-
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FIG. 28, SDS~PAGE de las fracciones obtenidas en 1a'cr6mabografia del extrac-

" to crudo a través de una columna de Sefarosa 4B-coligena. Carriles: 1) mues-

tra del extracto crudo aplicado a la columna, 2) muestra del material no rete-
nido por la columna, 3) fraccidn CP (material retenido) y 4) proteinas marcado
ras de bajo pesc molecular.

FIG. 29, Inmunoelectroforesis del extracto crudo (pozo superior) y de la frac
cidn DP (pozo inferior) enfrentades con anticuerpos anti-B (canal).



nar el exceso de sal. En ambos casos, la proteina total aplica-
de (v6 mg) era obtenida en el volumen de filtrado de las co-
lumnas, indicando que no habia ocurrido retencién de las pro-

teinas presentes en CP.



V. RESULTADOS: GLICOPROTEINAS DEL CISTICERCO

1.- OBTENCION DE UNA FRACCION ENRIQUECIDA EN GLICOPROTEINAS DEL CISTICERCO

Para la purificacidén inicial de glicoproteinas del cisticer-
co, se selecciond una preparacién comercial de Con-a (ver Seccidn
ITI.1.b) cuyo patrén de bandeo en SDS-PAGE (Fig. 30) mostré un a-
ceptable grado de pureza. Por ello se decidid utilizarla sin una
purificacién adicional. El acoplamiento de la Con-A a la sefarosa
4B, se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito en la Seccidn
T1I.2.a.viii. La eficiencia del acoplamiento fue cercana al 80%
de tal modo que la cclumna de 17.5 ml (volumen de cama) de sefa-
rosa 4B contenia cerca de 80 mg de Con-A acoplada.

La Figura 15 muestra el perfil de elucién de la fraccidn EC a
través de la columna de Cén—A—sefarosa 4B. Al terminar el cargado
de la columna, se le hacian pasar 45 ml de PBS al gue se le habia
incrementado la concentracidén de NaCl hasta 0.65 M, con el objeto
de remover de la columna el material unido con baja afinidad. Co-
mo se observa en la Figura 15, la cantidad de material unido a 1la
columna con baja afinidad efa muy peguefia. Posteriormente, se a-
plicaban a ia columna 45 ml de PBS que contenian amm 0.1 M o glu-
cosa 0.5 M. En ambos casos, se obtuvo de la columna un solo pico
asimétrico al que se le denomind como Emm. Los tubos incluidos en
el éico eran mezclados y dializados contra PBS para eliminar el e-
xceso de azficar, y concentrados hasta alcanzar una concentracidn de

proteinas de 6-7 mg/ml. El anidlisis de Emm en SDS-PAGE tifiiendo los
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FIG. 30. sSDS-PAGE del extracto crudo (carriles 1 Y 5) y ée la fraccién E mm
(carriles 2 ¥ 6). En el carril 3 se aplicd una muestra de la Con-a utilizada,
mientras que en el carril 4 se aplicd una mezcla de proteinas marcadoras de -
bajo peso molecular: 1': fosforilasa B (92,500 d); 2': BSA (66,200 d); 3'
ovoalbimina (45,000 d); 4': anhidrasa carbdnica (31,000 d); 5': inhibidor de
tripsina (21,500 d) y 6': Lisozima (14,400 d). ILos carriles 1-4 fueron tefii

dos con azul brillante de Coomassie. Los carriles 5 y 6 fueron tefiidos con -
dcido peryddico de Schiff.
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FIG. 31. Perfil de elusidn del extracto crudo a través de una columna de
Sefarosa 4B-Con-~A (1125).
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geles con azul brillante de Coomasie mostrd 22 bandas deferen-
tes (Fig. 30), una de las cuales era el frente de la corrida.

A su vez, la tincién de los geles con dcido periddico de Schiff
(PAS) mostrd nueve bandas con pesos moleculares entre 7,200 vy
200,000, una de las cuales era el frente del gel (Fig. 30).

En la Figura 30 también se observa gque una de las bandas
mads prominentes en cuanto a su tincién con azul brillante de
Coomasie coincide en su movilidad relativa con el mondmero de
1a la Con-A. Asimismo, esta banda no resultdé tehida con PAS.

Lo anterior hizo surgir la pregunta de si parte de la Con-A a-
coplada a la sefarosa 4B era desprendida de ia cclumna durante’
la cromatografia, produciendo la contaminacidén de Emm. Para
responder esta pregunta se preparé otra columna de sefarosa
4B-Con-A en la cual una pequefia cantidad de la Con-A acoplada
habia sido previamente marcada con 1125. Posteriormente, una
muestra de EC se sometid a cromatografia a través de la columna
de sefarosa 4B-Con-2 (1125). A las fracciones colectadas se les
determind absorbancia a 280 nm y radiactividad en un contador
de radiaciones gamma. La Figura 31 muestra que la columna des-
prendid radiactividad desde la etapa de cargado. El pico mayor
de liberacidén de marca resultd superpuesto con el pico Emm. A-
dicionalmente, la fraccidén Emm obtenida de la columna radiactiva
se sometid a SDS-PAGE, para después de secar el gel y preparar
una autoradiografia del mismo. Como se muestra en la Figura 32,

la radiactividad se encontrd claramente asociada con las bandas

correspondientes a la Con-3, demostrando que las bandas de
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FIG. 32. SDS-PAGE (izquierda) y autoradiografia (derecha) ‘de las fracciones

obtenidas en la cromatografia del extracto crudo a través de una columna de se
farosa 4B-Con-A (I1 Y. Carriles:'1'y 5) muestra1§§1 extracto crudo aplicado a
la columna, 2 y 6) fraccién Emm, 3 y 7) Con-A (I “7) y 4) mezcla de proteinas-
marcadoras de bajo peso molecular (ver leyenda de la Fig. 30).

v

FIG. 33. Inmunocelectroforesis de la fraccidn Emm enfrentada con sueros de pa
cientes neurocisticercosos. En los pozos inferiores se aplicd una muestra del-
fluido vesicular cromatografiado en la columna de sefarosa 4B-Con-A (Fmm).



27,000 y 18,000 4 en la fraccidn Emm, se débian a una contami-
nacidén por la lectina desprendida de la columna.

La Tabla VI formada a partir de la SDS-PAGE de Emm, presen-
tada en la Figura 30, resume su composicidén de bandas proteicas
y glicoproteicas. Eliminando las bandas correspondientes a la
Ccon-A (27 y 21,000 d4), asi como al frente de la corrida, la
fraccién Emm contenia 19 cadenas polipeptidicas diferenciables
por su movilidad cuando el gel era tefiido con azul brillante de
Coomasie. A su vez, la tincidn con PAS mostrd la presencia de
nueve bandas prominentes una de las cqales correspondia al fren-
te del gel. La de mayor peso molecular, md&s gue una banda era
una regién del gel qgue inclufa pesos moleculares entre 150 y
200,000 4. Bandas mejor definidas fueron observadas en migra-
ciones relativas correspondientes a 103,000, 96,000, 68,000,
60,000, 55,000, 45,000 y 21,000 d. NStese gue en esta clasifi-

cacidn también se excluye la banda correspondiente al frente

~del gel. Cabe hacer notar el considerable enriquecimiento de

glicoproteinas ocurrido durante la cromatografia a través de la
columna de sefarosa 4B-Con-A: La fraccidn EC s&lo mostrd dos
regiones de tincidn moderada con PAS, en la parte superior e
inferior del gel (Fig. 30). En contraste, la fraccién Emm po-
sefa cantidades importantes de las glicoproteinas descritas an-
teriormente.

Para determinar si el enriquecimiento en glicoproteinas en
la fraccidn Emm conllevaba un enriguecimiento paralelo en an-

tigenos inmunodominantes en la cisticercosis humana, se realiza~



_TABLA VI. Bandas tefiidas con azul brillante de Copmasie y con
dcido peryddico de Schiff, en la fraccidn Emm sometida

a SDS-PAGE.

Banda Tincidn de Tincién de Peso Molecular
Coomasie Schiff
1 + 195,000
2 + + 182,000
3 + 170,000
4 + 154,000
5 + 125,000
6 + 110, 000
7 + + 103,000
8 + + 96,000
i 9 + 81,000
10 + 75,000
' 11 + + 68,000
] i2 + + 60,000
- 13 + + 55,000
| i4 + 50,000
15 + + 45,000
| ie + - 35,000
17 + 27,000%*
i8 + 25,000
i9 + + 21,000
20 + 18.000
21 + 14,000
22 +

+ < 7,200

*: Bandas correspondientes a la Con A.
': Banda correspondiente al frente del gel



ron ensayos de IEF en los gue esta fraccidén fue enfrentada con
siete sueros de pacientes cisticercosos. E1 niimero v tipe de
antigenos reconocidos por cada suero fue variable {Fig. 33},

lo cual coincide con los hallazgos reportados por Flisser y
cols. (34-36,67-69). En total, los siete sueros reconocieron al
menos ocho antigenos, diferenciables por su patrén de bandeo

en la IEF. Aungue no fue posible clasificar a los antigenos de
acuerdo al esquema propuesto por Flisser (35), se realizd una
comparacidn entre el nlimero de antigenos reconocidos por cada
sueroc en Emm y en E+P (E+P equivale gruesamente a los EC des-
critos en esta tésis). Como se observa en la Tabla VviI, el ni-
mero de antigenos reconocidos por los sueros en Emm fue casi
del doble del obtenido para E+P, a pesar de gue la concentra-
cién de proteinas en la primera fraccidn era menor al 50% de la
utilizada con la segunda. Lo anterior indicd gque hébia una co-
rrelacidn entre el contenido de glicoproteinas y de antigenos
del—cisticerco en la fraccidén Emm. Por lo tanto esta fraccién
parecia adecuada para iniciar esfuerzos de purificacidn de gli-
coproteinas inmunodominantes, relevantes en la interaccidén hués-

ped-cisticerco.

2.~ PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE GLICOPROTEINAS DEL CISTICERCO

Para purificar glicoproteinas parasitarias a partir de la
fraccidn Emm, inicialmente se llevaron a cabo varios intentos

cromatogrdficos gue desafortunadamente resultaron infructuosos.



TARLA VII. Nimero de antigenos reconocidos por sueros de pacientes neuro-
cisticercosos cuando se enfrentan en IEF con las fracciones Emm y E+P.*

Clave del suero 1771 1158 1411 2221 2066 2955 2947

Numerc de bandas reconoccidas Promedic
Muestra R —
Emm 4 9 8 2 3 7 5 5.5
E+P** 7 4 3 4 2 1 1 3.1

*: E1 E+P fué utilizado a una concentracidén de proteinas de 15 mg/ml mien-
tras que la concentracidn de Emm usada fué de 6-7 mg/ml. E+P correspon
de gruesamente al EC descrito en esta tesis.

**:10s datos que aparecen en el renglén fueron amablemente aportados por -
el M en C A. Plancarte.

:



-

Por ejemplo, al someter a la fraccidn
intercambio idnico (usando DE-52), se
ser analizados pos SDS-PAGE mostraron

res a la fraccidn inicial (resultados

Emm a una cromatografia de
obtuvieron 4 picos gue al
patrones de bandeo simila-

no mostrados). Asimismo,

al cromatografiar a Emm a través de sefacryl-S$200 se logrd puri-

ficar a las glicoproteinas de 96 y 103,000 4 (resultados no mos-

trados). Sin embargo, el rendimiento del método era tan bajo que

resultd imprictico. Una posible razdn

de agregados proteicos en la fraccidn

parecia ser la presencia

Emm. En consecuencia, se

decidid utilizar un método que por sus caracteristicas rompiera

las interacciones gue mantenian a los

agregados. E1 método se-

leccionado resultd la electroelusidén de las bandas glicoprotei-

cas de los geles (178) que al ser llevado a cabo en condiciones

preparativas, permite la purificacidn

nas en el orden de los miligramos.

de cantidades de protei-

Puesto gue el método de electroelusidn es laborioso y pro-

longado, se decidid purificar sdlo a seis de las ocho gliceopro-

tefnas descritas anteriormente. Las glicoproteinas seleccionadas

fueron agquellas que presentaron mejores propiedades tintoriales,

lo cual esti en funcidn de su abundancia relativa en la fraccidn

Emm. Ademds, las glicoproteinas de 96

y 103,000 4 fueron eluidas

conjuntamente puesto que no fue posible recortar del gel las dos

bandas por separado (ver Seccidn III.2.a.ii). La designacidn de

las glicoproteinas que se electroeluyeron fue como sigue: GP1,

PM

1]

PM

it

180,000; GP2-3, PM = 103 y 96,000; GP4, PM = 68,000; GP5,

55,000 y GP6, PM = 45,000. Después de la electroelusidn, las



glicoproteinas fueron dializadas exhaustivamente para reducir
al minimo la cantidad de SDS asociado y liocfilizadas para ser
almacenadas a -75°C. Muestras de las glicoproteinas liofiliza-
das fueron resuspendidas en PBS y sometidas a SDS-PAGE. Los re-
sultados se presentan en las Figuras 34 y 35, en las gue se ob-
serva gue el patrdn de bandeo de cada glicoproteina corresponde
precisamente con los patrones correspondientes en la fraccidn
Emm {Fig. 30). En ningiin caso, las proteinas electroeluidas a
partir de recortes de gel que correspondian a un peso molecular
dieron origen a bandas de un peso molecular distinto. Lo ante-
rior indicd que el procedimiento no produjo modificacidn o rup-

tura de las cadenas polipeptidicas.

3 .- LOCALIZACION DE LAS GLICOPROTEINAS EN LA SUPERFICIE TEGUMENTAL

Una vez purificadas las glicoproteinas, se procedid a ob-
tener anticuerpos gque permitieran determinar cudl o cuiles de
ellas se encontraban presentes en la superficie parasitaria.
Los sueros hiperinmunes fueron obtenidos de conejos siguiendo
protocolos convencionales de inmunizacidén (ver Seccién I1II.2.b.
i) y designados.como anti-GP1l, anti-GP2-3, anti-GP5 y anti-GP6.
No se inmunizaron conejos con la GP4, puestc gue la cantidad de
proteina obtenida a través del método de electroelusidn resultd
insuficiente. Ensayvos de IEF en donde los antisueros fueron en-
frentados con un extracto crudo parasitario mostraron diversas

bandas de précipitacién (Fig. 36). Los sueron anti-GP1l, anti-
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. 34, SDS-PAGE de las gllcoprotelnas purificadas por electroelusidn a par
de la fraccién Emm {tincidn con azul brillante de cocmassie), Carriles: 1)
Emm, 2) GP1, 3) GP2-3, 4) GP4, 5) GP5, 6) GP6, 7 y B) mezclas de proteinas mar

cadoras de bajo y de alto peso molecular, respectivamente (ver leyendas de lasm
figuras 25 y 30), v 9) EC.

4 5 6 7

Fis. 35,

i

S8D5-PAGE de las glicoproteinas purificadas por electroelusién a par
de la fraccidn Emm (tincién con cido peryddico de Schiff). Carriles: 1} =

BC, 2} ¥rm, 3) GP1, 4) GP2-3, 5) GP4, 6) GPS y 7) GP6.



FIG.

36.

Inmunocelec
pos antigljcoproteinas. Canales: a) anti~GP1, b) anti-GP2-3, ¢) anti-GP5 y d)

anti-GP6.

troforesis de la fraccidn Emm enfrentada con los anticuer




GP2-3 y anti-GP6 formarcon bandas catidnicas de precipitacién,
diferenciables entre si, por su forma, longitud y migracién re-
lativa. En cambio, el suero anti-GP5 form& una banda isceléctri-
ca de precipitacidén semejante a la banda del AgB. Sin embargo,
diversos ensayos de IEF y DID en los gue se utilizdé AgB puro

asl como anticuerpos anti-B y anti-GP5, demostraron gue no e-
xistia identidad inmunoldgica entre GP5 y el AgB. Ensayos simi-
lares se llevaron a cabo para los restantes antisueros obtenién-
dose resultados idénticos. Por lo tanto, parecia disponerse de
cuatro antisueros dirigidos en contra de un nimero igual de
componentes parasitarios distintos del AgB.

La fraccidn de IgG de los cuatro antisueros fue obtenida
por precipitacién con (NH4)2SO4 vy cromatografia de intercambio
ifnico., La pureza de las inmunoglobulinas fue determinada por
SDS-PAGE. En todos los ensayos gue se describen a continuacidn,
se utilizd la fraccidn de IgG de cada uno de los antisueros. Pa-
ra los experimentos de localizacidén de las glicoproteimas en la
superficie tegumental del cisticerco, ée utilizd la té&cnica de
inmunoperoxidasa indirecta en fragmentos de pared vesicular.

Los fragmentos fueron incubados inicialmente en presencia de al-
gune de los anticuerpos (anti-GP1, anti-GP2-3, anti~-GP5 o0 anti-
GP6) © de una concentracidn igual de IgG de conejo normal {(como

.

control). Posteriormente, los fragmentos se incubaron en presen-
cia de un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa. La Figura 37
muestra imigenes representativas de los resultados obtenidos.

Como se puede observar, los anticuerpos evidenciaron la presencia




FIG. 37. Micrograffas electrdnicas de cortes

con la técnica de inmunoperoxidasa indirecta.

lar fueron incubados con anticuerpos anti~GpPI

(c} v anti-GP6 (). Loz fragmentos incubados

mostraron resultados anflogos a los presentado
cas; T: tegumento,

de paredes vesiculares tratadas
Los fragmentos de pared vesicu
{), anti-Gp2-3 (b}, anti-gp5

con inmunoglobulinas normales

s en la Fig. 27c, MT; microtri



‘accicones relativamente fuertes.

de todas las glicoproteinas en la superficie tegumental. Los
fragmentos controles incubados con IgG de conejo normal produje-
ron resultados iguales a los mostrados en la Figura 27c. Es po-
sible gue las diferencias en la intensidad de la reaccién de 1la
peroxidasa, observables en las micrografias de pared vesicular
(fig. 37), esté&n relacionadas con la abundancia de cada glico-
proteina en la superficie.
Cabe hacer notar gue con base en la experiencia tenida en
los ensayos eduivalentes con el antigeno B, en este caso se uti-

lizaron también fragmentos de pared vesicular proveniente de

cisticercos lavados o no, antes de efectuar una fijacidn leve
del tejido {(ver Seccibdn IV.4). Sin embargo, a diferencia del

AgB los resultados de inmuncperoxidasa fueron iguales en ambos
casos, indicando gue la interaccidn glicoproteina-superficie era
resistente al lavado. Por lo tanto, las glicoproteinas se en-

cuentran unidas a la superficie parasitaria a través de inter-

Como se describid en la Seccifn II.2.a.; la superficie de
los metacéstodos ténidos posee algunos componentes séricos del |
huésped, adem@s de los propiocs. Por lo tanto se hizo necesario
determinar si alguna(s) de las glicoproteinas purificadas prove-
nia del huésped. Esta posibilidad fue analizada en experimentos
de IET en los gue el suero de un cerdo normal fue sometido a SDS-

PAGE y las proteinas resueltas en los geles fueron electrotrans-
feridas a papel de nitrocelulosa. Las proteinas séricas adsorbi-

das al papel, se incubaron con los distintos anticuerpos antigli-
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coproteinas (anti-GP1, anti-GP2~3, anti-GP5 o anti-GP6) ¥y poste-
riormente, con un segunde anticuerpo aceoplados a peroxidasa. Los

resultados mostraron gue los anticuerpos anti-GP5 reccnocian un

componente sérico del huésped (Fig. 38). La migracidn relativa y

la forma de la banda reconocida por anti-GP5, resultd idéntica a
la banda de cadenas pesadas de IgG reconocida por anticuerpos
anti-IgG porcina, usados como referencia (Fig. 38). Los restan-
tes anticuerpos anti—glicoproteina§ no reconocieron a ninguna
proteina del huésped.

Finalmente, se decidid caracterizar de manera adicional 1la
especificidad de los anticuerpos obtenidos utilizando un método
altamente sénsible. Para ello, se realizaron experimentos de IET,
semejantes a los descritos anteriormente, en los gue un extrac-
to crudo de cisticercos fue enfrentado con los anticuerpos anti-
glicoproteinas. Los resultados mostraron que los anticuerpos
obtenidos reconocieron a una variedad ae componentes del EC (la
excepcidn de anti-GP5), algunos de los cuales parecian comunes a
dos o ma§ antisueros (Fig. 39). En el caso de anti GP5, el
componente reconocido nuevamente coincidd en migracidn relativa

y forma de bandeo con las cadenas pesadas de la IgG porcina.



¥IG. 38. Inmunoelectrotransferencia de un suerc de cerdo normal, enfrentado-=
con las fracciones TgG de los sueros anti-glicoproteinas. Carriles: 1) anti-GP1,
2} anti-GP2-3, 3) anti-GP5, 4) anti-GP6, 5) fraccidn IgG del suerc de un conejo
normal, 6) fraccidén IgG de un suero anti~IgG porcina y 7) solo segundo anti -
cuerpo. Todos los carriles se incubaron con un segundo anticuerpo (IgG (chivo),
anti-IgG de conedjo, acoplada a peroxidasa. Se utilizd a-cloro naftol como sus-
trato. :

$IG. 39. Inmunoelectrotransferencia de un extracto crudo de cisticercos; =u
frentado con las fracciones IgG de los sueros anti-glicoproteinas. Carrviles: -
1) anti-GP1, 2) anti-GP2-3, 3) anti-GP5, 4) anti-GP6, 5) fraccidn IgG oo ¢ -
suero anti-IgG porcina y 6) fraccidn IgG del suerc de un conejo normal
los carriles se incubaron con un segundo anticuerpo (IgG¢ (chivo), anti
cone’jo, acoplada a peroxidasa). Se utilizd s~cloro-naftol como sustratc.




vI. DISCUSION
1.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS E INMUNOLOGICAS DEL AgB

El AgB del cisticerco de la T. solium es el antigeno del
extracto crudo, méds frecuentemente reconocido por sueros de pa-
cientes cisticercosos. En la presente tesis, se descriﬁe un mé-
todo que permite aislarlo hasta en un 95% de pureza. La conclu-
sidn de que el AgB es el principal componente en las fracciones
SP y DP, obtenidas en los dos filtimos pasos del procedimiento de
purificacidn, se basd en su patrdn de precipitacidn inmunoelec~
troforética frente a sueros de pacientes cisticercosos. El AgB
en la fraccidn SP mostrd identidad total con un componente del
extracto-crudo, indicando gque sus caracteristicas antigénicas
son conservadas durante el procedimiento de purificacién.

La disponibilidad deergB en forma pura ha permitido su u-
tilizacidn en el disefic de métodos inmunodiagndsticos para neu-
rocisticercosis. Resultados preliminares de ELISA (enzyme-linked
inmuno-sorbent assay) mostraron gque el usc de este antigeno per-
mitia detectar anticuerpos en el 73% y 85% de los sueros y 1i-
guidos cefaloragquideos de paéientes neurcocisticercosos, respec-
tivamente (64). Ensayos recientes, realizados despu&s de opti-
mizar el método, detectan anticuerpos en el 80% y 88% de los sue-—
ros y liquidos cefaloraquideos de pacientes (Espinoza, B., comu-
nicacidén personal). Es interesante destacar, que se obtienen

porcentajes semejantes cuando se usa un extracto crudo en lugar



del AgB puro. Es decir, que précticamente todos los pacientes
gque producen anticuerpos en contra del éisticerco {detectables
por este método), forman anticuerpos anti-B.

Como se describid an la Secciép Iiv.1, ,85% del contenido pro-
téico de SP esti constituido por dos proteinas, UB f LB, con pe-
sos mcoleculares de 95,000 y 85,000 respectivamente. Cuando se éen-
frentaron los sueros anti-UB y anti-LB coen la fraccidn SP en un
sistema de DID, se obtuvo identidad total, indicando que el anti-
geno B purificado estd@ formado por dos proteinas o subunidades.
Este hallazgo se confirmé con los antiéuerpos monoclonales anti-
B (especificos hacia un solo determinante antigénico} gque reco-
nocen a UB y LB en los ensayos de IET. Lo anterior sugiere al
menos dos posibilidades: 1) El par@sito sintetiza dos proteinas
antigénicamente idé&nticas, con una diferencia de 10,000 en su pe-
so molecular; o, 2) La proteina de 85,000 4 es un producto de hi-
dr8lisis de la proteina de 95,000 d, originada ya sea poOr un pro-
ceso postraduccional natural en el parasito, o como un artefacto
durante el procedimiento de purificacién. Sin embargo, puesto que
la homogeneizacidn de los cisticercos se llevé a cabo en 1-2 min
y usando varios inhibidores de actividad proteolitica altamente
efectivos, parece mds probable que ambas proteinas (UB y LB) es-
tidn presentes en los tejidos dél pardsito vivo. El1 hecho de que,
el AgB purificado por cromatografia de afinidad (a través de una
éolumna de séfarOSa 4B-coldgena) presenta las dos cadenas poli-
peptidicas, excluye al menos la posibilidad de que LB se produz-

ca artefactualmente durante un paso del procedimiento de puri-



ficacién, posterior a la obtencidén de EC. Es clara la necesi-
dad de una investigacién adicional, dirigida a examinar las
anteriores alternativas. |

Puesto que las dos proteinas del AgB presentan identidad
antigénica y puesto que no fue posible separarlas, el anflisis
de aminofcidos se llevé a cabo en la fraccidén DP. En consecuen-
cia, los valores obtenidos representan el contenido promedio de
residuos de ambas proteinas (UB y LB). Este andlisis, mostrd
gque el AgB estd compuesto por proteinas poco comunes con respec-
to a su composicién de aminofcidos (203). Las fracciones mola-
res correspondientes a Lis, Arg, Glu y Asp, representan 52% del
contenido total, sugiriendo gque aproximadamente la mitad de los
residuos pueden estar cargados. Esta alta densidad de carga po-
dria explicar algunas propiedades peculiares del AgB: 1) El1
AgB constituidoe por proteinas de 85,000 y 95,000 4, aparece en
el volumen de exclusién de.una columna de sefadex G-200 (Fig.
12). Es bien conocido gque el peso molecular de exclusidn (para
proteinas globulares) de.esta resina es superior a los 500,000
(204); 2) E1 AgB no migra en el éistema de IEF llevado a cabo
a pH 8.6 (Figs. 17 y 18), a pesar de que su punto isoeléctrico,
determinade por isoelectroenfogque, es de 5-5.3; 3) El AgB pre-
cipita en forma de estructuras fibrosas cuando es incubado con
ATP a concentraciones tan bajas como 30 uyM (Fig. 20}.

Estas propiedades pueden ser el resultado del gran
niimero de residuos cargadog con ambas polaridades en

la proteina, gque permitirfan el . establecimiento .de una



gran variedad de interacciones idnicas con otras moléculas car-
gadas, asl como consigo mismo. Si el AgB a pH 2.5 interacciona
consigo mismo, podria formar agregados que serian excluidos del
sefadex G-200. Es posible que a pH 8.6 se formen diferentes
tipos de agregados que, pPor su peso molecular © por que el pro-
medioc de su carga de superficie resulta neutro, serian isoceléc-
tricos en la IEF (205). Con respecto a la precipitacién indu-
cida por ATP, puesto que no fué dependiente de la hidrdélisis
del nucledtido, es probable que el ATP simplemente actfie como

un polianidn para inducir la precipitacidn.
2,.- PAPEL DEL AgB EN LA RELACION HUESPED-CISTICERCO

Los resultados de los experimentos de inmunofluorescencia
muestran gue el AgB tiene una amplia distribucibn en los teji-
dos del cisticerco. Adicionalmente, la fluorescencia mas in-
tensa observada en las células subtegumentales indica que Es-
tas células son las responsables de su sintesis. En consecuen-
cia, el hallazgo del AgB en las células subtegumentales sugirid
gue -se trataba de un antigeno de superficie o de secrecidn.

Los resultados de los experimentos de yodinacidn de superficie
v de inmunoperoxidasa en microscopia electrdnica apoyaron la
segunda alternativa.

La secrecidn del AgB es congruente con el hecho de que
sea el antfigeno mds frecuentemente reconocido por los sueros

de pacientes cisticercosos (34,35). Un antigeno de secrecidn



claramente entraria en contacto con el sistema inmune del hués~-
ped. Asimismo, la liberacidn del AgB hacia la respuesta infla-
matoria que rodea al cisticerco, es también congruente con el
hecho de gque las c&lulas plasmdticas del granuloma sintetizan
principalmente anticuerpos anti-B (131,153). Pinalmente, ensa-
yos de inmunofluorescencia han permitido detectar al AgEB en la
respuesta inflamatoria gue rodea al paridsito (Plancarte, A., co-
municacidn personal}.

Una vez secretado, el AgB estimula al sistema inmune del
huésped, gue monta una respuesta especifica tanto a nivel local
(en la respuesta inflamatoria) como a nivel sistémico. Sin em-
bargo, las propiedades de fibronectina del AgB, en los términos
en que han sido descritas (169,170), pudieran indicar gue su par-
ticipacidén en la relacidn huésped-pardsito no termina con su se-
crecidén. En vista de la importancia de las propiedades de fibro-~
nectina del AgB, los resultados en que se sustentan merecen una
atencidn especial.

Plancarte y ceols. (169,170) describiercon varias propiedades
del AgR como caracteristicas de las fibronectinas de vertebrados:
1) Unidn con colagena, 2) Alineamiento de fibroblastos murinos
(células L) en cultiveo y 3) Aglutinacién de eritrocitos de va~-
rias especies. Aungque los autores no lo mencionan, estas propie-
dades implican gue el AgB posee sitiocs de interaccidn (reconoci-
miento) para coligena por un lado, y para superficies celulares
por el otro. Cabe hacer notar que' la informacidn actual sobre

fibronectinas, sugiere gque estas glicoproteinas (formadas por



dos subunidades de 200-250,000 d cada una) est&n compuestas

por varios dominios funcionales separados por regiones poco or-
denadas (206). Incluso se ha logrado purificar y caracterizar
tales dominios (201,207-210). De este modo, se sabe gque las
fibronectinas poseen en cada subunidad, un dominio gue inter-
acciona con coldgena, gelatina, fibrina, fibrinSgeno y actina.
Otro dominio (diferente al primero) gque interacciona con super-
ficies celulares; y al menos dos dominios mds que interaccionan
con heparina, DNA, &cido hialurdédnice, estafilococos, etc. Nues-
tros resultados de la cromatografia del EC a través de la colum-
na. de sefarosa 4B-coldgena, comprueban gque el AgB posee sitio(s)
de interaccidn con la coldgena. Sin embargo, los resultados de
las cromatografias a través de agarosa-gelatina y de sefarosa 4B-
heparina, indican gue estos sitios de interaccidn no estdn pre-
sentes en el AgB. Puesto que las fibronectinas interaccionan

con coldgena y gelatina por medio del mismo sitio, parece claro
gue el sitio de interaccién con colédgena en el AgB es cualita-
tivamente distinto. La finica posibilidad es gue el AgB se uné a
la coldgena en una regidn diferente a la descrita para las fibro-
nectinas (207).

Los datos gue llevaron a la proposicidén de la interaccidn
AgB—supgrficie celular requieren una discusién aparte. En pri-
mer lugar, es necesario sehalar que estos experimentos se lleva-
ron a cabo utilizando AgB. fluoresceinado, y purificado a través
de un procedimiento altamente desnaturalizante. En consecuencia,

es dificil saber si el AgB utilizado poseia las mismas propieda-



des gque el AgB nativo. En segundo lugar, los ensayos realiza-
dos no estédn entre los comiinmente empleados para demostrar pro-
piedades de las fibronectinas (210-224). Serfa de gran interés
saber qué ocurre cuando el AgB se aplica en ensayos clésicos.
Por ejemplo, ha sido claramente demostrado que cé&lulas en cul-
tive requieren de fibronectina para unirse a colédgena y a otros
substratos (216-220). Incluso se ha encontrado gue la morfo-
logia de cé&lulas transformadas (con una capacidad reducida pa-
ra producir fibronectina) puede ser parcialmente revertida por
accién de fibronectina al medio de cultiveo {(221-224}. Final-
mente, las figuras presentadas en los reportes (Fig. 4 de-la
referencia 169 y Fig. 5 de la referencia 170), muestran una
morfologia claramente anormal en la mayor parte de las células

L incubadas en presencia de AgB. En contraste, las células con-
trol (sin AgB), muestran la forma aplanada caracteristica de es-
tos fibroblastos (225). Parece claro que el AgB tuvo m&s bien
un efecto deletereo sobre las cé&lulas en cultive, efecte gque

los propios autores sefialan gue ocurre con mayores concentracio-
nes de antigeno.

En relaciéﬁ con la aglutinacidn de eritrocitos inducida por
el AgB, aungque existe un reporte (226) en el gue se demuestra
gue las fibronectinas son también capaces de inducirla, dada
la peculiaridad de los eritrocitos, es dificil considerar a es-
ta evidencia como claramente indicativa de gue el AgB posee si-
tios especificos de interaccidén con superficies celulares. Esta

propiedad también puede ser explicada como el resultado de in-
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teracciones electrostdticas inespecificas, aebidas a la gran
rigqueza de residuos cargados en la molécula del AgB (ver Seccidn
vi.1}).

Lo anterior no tiene por ohjéto, el descartar la posibili-
dad de gue el AgB posea otras propiedades de fibronectina, ade-
m4s de su interaccién con coligena. M&s bien, pretende sefialar
la necesidad de mayor investigacidén al respecto. §in embargo, la
discusidn que sigue estard limitada a revisar las evidencias en
favor de las especulaciones avanzadas por Plancarte y cols. (169,
170), basadas en la propiedad del AgB de unirse con la coligena.

Si el AgB es secretado por el cisticerco, cabria esperar que
se fije en el tejidc conjuntivo de la reaccién inflamatoria gque
1o rodea. De este modo, los anticuerpos anti-B se fijan al te-
jido conjuntivo del huésped en lugar de fijarse al pardsito. Las
evidencias gue apoyan esta hipdtesis son las siguientes: 1) Co-
mo se menciond arriba, es posible demostrar inmunogquimicamente
la presencia del AgB asociado a la respuesta inflamatoria en las
cercanfas del cisticerco y 2) Ensayos de inmunofluocrescencia
indican que el factor C3b (C3 en su forma activa), se localiza
tambidn en la reaccidén inflamatoria, en fntima asociacidn con
el tejido conjuntivo (153). Una posible interpretacién de estas
observaciones, es que la activacidén del sistema del complemento
esti siendo inducida por complejos AgB-anticuerpos, asociados
al tejido conjuntivo.

Cabe sefialar gue la segunda evidencia parece no apoyar a la

tercera especulacidén propuesta por Plancarte y cols. (169,170),



que sugiere que el AgB podria inhibir la via cléisica del comple-
mento al reaccionar con Clg en su porcidén similar a colagena,
Sin embargo, evidencia més directa puede ser obtenida por ensa-
yos de fijacién de complemento realizados en presencia -y ausen-
cia del AgB.

El papel secretor del AgB asi como su propiedad de inter-
accionar con coldgena, sugieren gue la respuesta mediada por an-
ticuerpos anti-B es incapaz de dafiar al cisticerco. Teleoldgi-
camente hablando, se trata de un antigeno hacia el cual el hués-
ped compromete una porcidn considerable de su respuesta humoral.
Es decir, que la secresidén continua del AgB podria restar capa-
cidad de respuesta en contra de otros antigenos del cisticerco,
al menos en la interfase huésped-parasito.

La informacidn existente en la literatura sobre las carac-
terfsticas bioquimicas e inmunolégicas de antigenos purificados
de otros céstodos (ver Seccién II.1.b), indica gque el AgB es
una entidad no descrita anteriormente. Sin embargo esto no sig-
nifica que el AgB es exclusivo de la T. solium. Al respecto,
olivo (227) ha demostrado que también estd presente en otras es-

pecies incluidas en la clase Cestoda: T. saginata, T. hidatige-

na, T. pisiformis, T. taeniaeformis, T. crassiceps, Dipilidium

caninum, asi como en el pardsito tremdtodo Faciola hepatica. En

cambio, estd ausente en el turbeldrido de vida 1libre Dugesia sp,

en el acantocéfalo pardsito Macracanthorhynchus hirudinaceus, y

en los nemidtodos Ascaris lumbricoides, A. guum, Parascaris eguo-

rum y Onchocerca volvulus. Aungue es necesario incluir en esta




blisgqueda a otros representantes de las clases Turbelarida y Tre-
mitoda, los anteriores resultados sugieren gue el AgB es una
proteina muy conservada en organismos parfsitos del phylum Pla-
tyhelminthes. Por lo tanto, parece una proteina ideal para ser
usada como indicador de evolucién entre los organismos del phy-
lum. Este punto es especialmente interesante, considerando las
graves deficiencias que existen en el conocimiento de la filo-

genia de los platihelmintos (228-231}.

3.- GLICOPROTEINAS DEL CISTICERCO

La Con-A fue selecéionada como herramienta para el aisla-
miento de glicoproteinas del cisticerco, por su amplia especi-
ficidad en el reconocimiento de grupos carbohidratos. Ha sido
bien caracterizado que la Con-2Z une grupos a-d-metil-mandsido y
ajd—metil—glucééido con alta afinidad, asi como a y f-d-arabino-
furandsido v o y B-d-metil-fructofurandsido con menor afinidad
(174). Estos grupos son muy comunes en glicoproteinas de origen
animal, mientras gue aparecen menos frecuentemente en los glico-
l1ipidos (174). En consecuencia, el uso de una columna de sefarosa
4B~Con-A garantizaba el atrapamiento de un buen nfimero de glicopro-
teinas del cisticerco. A su vez, el mediorutilizado para la obten-
cién de un extracto crudo del cisticerco, no contenia ningiin agente
disruptor de estructura de membrana (detergente, solvente orginico,

etc.}. Por lo tanto, parece razonable esperar gue las proteinas
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extraidas del cisticefco, pertenezcan al grupo de las proteinas
solubles v al de extrinsecas de membrana. Considerando especi-
ficamente el caso de las glicoproteinas, cabria esperar que el
extracto crudo inicial contenga glicoproteinas extrinsecas de
superficie asi como de secrecifén. Esto es importante, puesto
que indica gue las proteinas intrinsecas dé membrana no fueron
extraidas. A pesar de lo anterior, se decidid no utilizar de-
tergentes puesto que en algunos ensayos iniciales se encontrd
que el uso de tritén X-100 (detergente no ibnico), producia un
mayor desprendimiento de la Con~A unida a la columna, ademias de
impedir la unidn de las glicoproteinas con la lectina. ;

Los resultados de la'qromatografia usando sefarosa 4B-Con-A
(1125), demostraron que una pequefla parte de la lectina se des-
prendfa de la columna y aparecfia en la fraccién Emm. Esto hizo
considerar a las bandas de 27,000 yv 18,000 4, correspondientes
a la Con-A, como contaminantes ajenos al par&sito. Consecuen-
temente, en el anflisis gue sigue, estas bandas asl como la co-
rrespondiente al frente del gel fueron excluidas. La fraccidn
Emm, obtenida de la cromatografia por la columna de sefarosa 4B-
Con-A, mostrd un enriquecimiento en glicoproteinas al ser compa-
rada con la fraccidn de origen (EC). Sin embargo, a juzgar por
la diferencia entre el niimere de bandas tefiidas con azul bri-
llante de Coomasie (19 bandas) y con PAS (8 bandas), en la SDS~-
PAGE de Emm, menos de la mitad de las proteinas.contenidas en la
fraccidn eran glicoproteinas. Esto sugiere que las proteinas.

carentes de carbohidratos fueron retenidas por la columna, al

s



estar agregadas con glicoproteinas. Otra posibilidad, proviene
del hecho de dque uﬁa de las glicoproteinas purificadas resultd
ser la cadena pesada de IgG porcina (Ver abajo). Si la IgG por-
cina tiene actividad de anticuerpoc, es concebible gue algunas
proteinas antigénicas hayan sido retenidas en la columna en for-
ma de complejos inmunes. .

El aislamiento de glicoproteinas tenia como objetivo para-
lelo el aislamiento de antigenos parasitarios. Esfe objetivo es
potencialmente relevante por sus aplicaciones en el desarrollo
de méteodos iﬁmunodiagnésticos e inmunoprofilicticos para cisti-
cercosis. Como era de esperar, la fraccidédn Emm enriguecida en
glicoproteinas también estaba enriquecida de antigenos. Esto se
demostrd, al comparar el niilmero de antigenos que los sueros de
pacientes cisticercosos reconocian, al ser enfrentados en IEF
contra la fraccidén Emm y contra un extracto crudo. De hecho, se
han realizado algunos ensayos, en colaboracidn con el grupo de
Flissger, utilizando a Emm como antigeno en las pruebas de ELISA
(232) e inmunopunto {(233). Resultados preliminares indican que
no. solo se obtiene una sensibilidad equiparable a la conseguida
con el extracto crude, sino que ademids se reducen las reacciones
cruzadas con sueros de pacientes infectados por otros parédsitos
relacionédos. El enriquecimiento en antigenos del cisticerco
también bace atractiva a la fraccidn Emm, para llevar a cabo en-
sayos de vacunacidn en cerdos retados con huevecillos de la T.
solium. Désafortunadamente, las caracteristicas-protectoras v

toxicas de la fraccidn Emm no han sido probadas.



La utilidad potencial de Emm én el desarrollo de métodos
inmunodiagndésticos e inmunoprofilicticos no fué la finica carac-
teristica interesante de la fraccién. Emm representaba una mez-
cla menocs compleja de componentes parasitarios gue su extracto
de origen (EC). Esto 1a hizo atractiva para llevar a cabo in-
tentos de purificacidn de glicoproteinas del cisticerco. Al
respecto, en la presente tesis se describe la purificacidn y ca-
racterizacidn parcial de las seis glicoproteinas m&s abundantes
en Emm, dos de las cuales (GP2 y GP3)} se obtuvieron mezcladas.
En su purificacidn se siguid un método reportado recientemente
(178), que consiste en la electroelucidén de las bandas proteicas
resueltas en geles de SDS-PAGE. Este mé&todo presenta miiltiples
ventajas sobre otros descritos anteriormente (234-240). sSin em-
bargo, por la naturaleza misma dél procedimiento, no se puede
excluir la posibilidad de gue las glicoproteinés electroeluidas
contengan contaminaciones ligeras de otras proteinas (no obser-
vables coﬁ la tincidn usadal, que-migrenren la misma posicidn.

A pesar de lo anterior, la SDS-PAGE de las glicoproteinas aisla-
das mostrd patrones de bandeo razonablemente homogéneos, a excep-
cidn de la GP6 gue presentd una banda bien definida sobrepuesta
con una zona de tincidn difusa.

Los ensayoes de IEF {los de IET serfn discutidos posterior-
mente) en los gque se probaron los cuatro sueros antiglicoprotei-
nas (anti-GP1, anti-GP2-3, anti-GP5 y anti-GP6), mostraron gue
cada uno de ellos reconoce un componente distinto en el extracto

crudo. Ello decidid® a realizar directamente los experimentos de
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localizacién en la superficie externa del cisticerco. Los resul-
tados de los ensayos de inmunoperoxidasa en microscopia electrd-
nica, indicaron gue todas las glicoproteinas purificadas estaban
expuestas en la superficie. Este hallazgo no fué inesperado si
se considera que el segundo objetivo de la purificacién de glico-
proteinas del cisticerco era la obtencidn de componentes de su-
perficie o de secrecidn (Ver Seccibn II.3). Parecia claro que se
disponia de varios marcadores de la superficie parasitaria. Sin
embargo, la superficié de los metacéstodos presenta no solamente
proteinas de origen parasitario, sino tambi&n, algunas proteinas
séricas del huésped, vgr: inmunoglobulinas (Ver Seccidn II.2.a).
Ademds, como lo demostraron Willms y cols.(730,143),10s extractos
crudos de cisticercos obtenidos de cerdo, contienen IgG del hués-
ped. Puesto que las glicoproteinas aqui descritas fueron purifi-
cadas a partir de un extracto crudo, cabia la posibilidad de que
se hubiera obtenido alguna proteina sé&rica del cerdo. Sorpren-
dentemente, loé resultados de ensayos de IET demostraron gque la
glicoproteina designada como GP5 corresponde con las cadenas pe-
sadas de IgG porcina. Por lo tanto, se habia logrado purificar
un componente del huésped a partir de un extracto crudo parasita-
rio.

Como se muestra en la Figura 38, ensayos de IET permiten de-
tectar cantidades considerables de IgG porcina en el extracto
crudo de cisticercos. Adem&s, es bien conocido desde hace alglin
tiempo, que los fluidos vesiculares de los ténidos contienen pro-

teinas séricas del hudsped, especialmente inmunoglobulinas (241~



243). Incluso se ha_demoatrado gque los metacéstodos son capaces
de internalizar inmunoglobulinas y otras proteinas no relaciona-
das, "in vivo™ e "in vitro" (244-247). ©Puesto que la velocidad
de entrada de las inmunoglobulinas normales y de las otras pro-
teinas es idéntica, se ha propuesto gue ocurre a través de un
sistema no mediadc por receptores {(pinocitosis fluida) (246,247).
Resultados descritos en esta tesis y otros obtenidos recientemen-
te, indican que la interaccidn inmunoglobulina-superficie es de
alta afinidad. En este punto, cabe hacer notar gque se desconoce
cémo estin unidas las inmunoglobulinas a la superficie de los me-
tacéstodos. Pudieran ser inmunoglobulinas normales unidas a re-

ceptores para Fc como los descritos en Schistosoma mangoni (163,

164), o, pudieran ser anticuerpeos unidos con sus respectivos anti-
genos. En cualguier caso, es concebible gue el cisticerco posea un
sictema de internalizacidn mediado por receptores, que funcione pa-
ralelamente al de pinocitosis fluida. Es posible, gue informa-
cién relebante para aclarar esta pregunta, pueda obtenerse en ex-
perimentos dirigidos a determinar cdmo ocurre la interaccidén in-
munoglobulina-superficie. Al respecto, la demostracién de sinte-
sis activa de anticﬁerpos en la reaccidn inflamétoria gue rodea

al cisticerco {131,153), sugiere que existen altos niveles de an-
ticuerpos en la cercania del parédsito. éi esto es correcto, ca-
bria esperar gque al menos una parte de las inmunoglobulinas en la
superficie, sean anticuerpos unidos a sus antigenos especificos,

vy que, los antigenos de superficie pudieran ser los “receptores"

en el sistema paralelo de internalizacidén. Actualmente se estidn



desarrollando esfuerzos para aclarar por un lado, como estin uni-
das las inmunoglobulinas a la superficie, y por el otro, para de-
terminar si la cinética de internalizacidn de las inmunoglobuli-
nas normales es distinta a la de los anticuerpos. Resultados pre-
liminares utilizando anticuerpos e inmunoglobulinas normales mar-
cados radioactivamente, indican que los primeros son internaliza-
dos a mayor velocidad. E1 anterior, podria ser un hallazgo impor-
tante porque hablaria, como ha sido sugerido por Willms (131}, de
un mecanismo gue le permite al cisticerco impedir que su tegumen-
to sufra dafio mediado por anticuerpos.

Los experimentos de IET del EC mostraron gue cada uno de los
anticuerpos anti-glicoproteinas (a excepcibn de anti-GPS5) recono-
cen a un gran niimero de componentes parasitarios del extracto cru-
do, a pesar de que fueron obtenidos inmunizando conejos con las
glicoproteinas purificadas. Esta observacifn, ademds de llamar la
atencidn hacia la gran diferencia en sensibilidad entre las técni-
cas de IEF y de IET, puede tener varias explicaciones nc excluyen-
tes entre sf. ILa primera consiste en pensar que las glicoprotei-
nas parasitarias purificadas {¢Gpl, GP2-3, GP6}) son fragmentos pro-
teolfiticos provenientes de glicoproteinas de mayor peso molecular.
Lo anterior podria explicar porqué los anticuerpos anti—GPé—B y
anti-GP6, reconocieron bandas de mayor peso molecular gue las uti-
lizadas en su produccidn. Otra posibilidad es que las glicoprote-
inas purificadas tienen su peso molecular nativo, pero gue una
parte de ellas sufre protedlisis durante la obtencidn del extracto

crudo. Ello explicaria porqué los anticuerpos reconocen bandas de



pesos. moleculares inferigres al de la glicoproteina con que fue-
ron obtenidos. La tercera explicacidén podria ser gue la inmuni-
zacifén de los conejos indujo la produccién de anticuerpos diri-
gidos en contra de residuos carbohidratos comunes en muchas pro-
tefnas del cisticerco. - Cabe hacer notar gue la homogeneizacién
de los cisticercos se llevé a cabo en presencia de varios inhi;
bidores de actividad proteolitica. Ademds, para las IET se uti-
1iz6 un extracto crudo, obtenido por homogeneizacidén directa de
los cisticercos en la mezcla de muestra SDS-PAGE, que es muy des—
naturalizante.

Puesto que no se dispone de evidencias que permitan apoyar
o descartar a ninguna de las explicaciones, actualmente se rea-
lizan esfuerzos para obtener informacidén al respecto. Es posi-
ble que la explicacidén final tenga contribuciones parciales de
cada una de ellas.

Los resultados descritos en la presente tesis, constituyen
el inicio de un esfuerzo gue permitird conocer a los principa-
les constituyentes de la superficie del cisticerco. Las inpli-
caciones de este conocimienteo, seguramente se manifestardn en
una mejor comprensidn de la relacién huésped-cisticerco, y en
bases mas racionales para el disefic de métodos inmunoprofilac-

ticos que ayuden a prevenir y a controlar la enfermedad.
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