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RESUMEN

Un extracto de cisticercos de Taenia solium fuéd pasado a
través de una columna de sefarosa 4B-Con  A. El1 material
retenide (fraccidén Emm) se analizéd en geles de poliacrilamida con
SDS. Al tefir los geles con azul brillante de Ccomassie se
revelaron 19 proteinas de las cuales cocho, también se tifieron

con Acido periodico de Schiff (PAS).

A partir de la fraccidn Emm se purificaron seis glico-
proteinas por medio de un método de electroelucidn, las cuales se

designaron de acuerdo a =u peso molecular como: Gpl (180,000 3},
Gp2 (102,000 }, Gp3 (96,000 ). Gpa (68,000 ), Gp5 (55,000 ) ¥
Gp6 (45.000 ). Se prepararon cuatro sueros hiperinmunes en

conejo en contra de las glicoproteinas purificadas (anti-Gpl.
anti-Gp2-3, anti-Gps, anti-GSp6). Las fracciones de IgG de esteos
sueros fueron utilizadas en estudics de inmunccitoquimica para la
localizacidn de las glicoprotelnas en el tejido de cisticercos de
T. solium. Los resultades demostraron la presencia de todas las
glicoprotelnas en la superficie tegumental del cisticerco. Tam-
bién se demostrd la presencia de Gpl en la superficie tegumental
de otros metacestodos ténidos tales como T, saginata, T_.

crassiceps., I. piciformis, asl como en el adulte de la T. solium.
Ensayos de iInmunoelectrotranferencia mostraron que la glico-
proteina GpS5S corresponde & la cadena pesada de IgG porcina,
indicande gque la superficie parasitaria posee componentes tanto
parasitarios como del huésped. Ensayos en los gque se utilizd a la
fraccisén Emm como antigeno en pruebas de ELISA para el diagnds-
tico de la neurcocisticercosis, mostraron unée sensibilidad equiva-
lente a la obtenida con un extracto ¢rudo (85-90 %) o con anti-
Eeno B purce (80-90 ), con la ventaja de presentar mencor nNUmerc
de reacciones cruzadas con suerocos de pacientes 1infectados por
otros parasitos.
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. I. INTRODUCCION

A. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL FARASITO (1).

Reino

. : Animalia
‘Subreino : Metazoa
Phylum ; Platvhelminthes
Clase : Cestoda
QOrden : Cyclophyllidea
Superfamilia : Taenoiidea
Familia : Taenidae
Genero : Taenia
Especie : solium
Etapa larvaria : Cisticerco

3

B. CICLO BIQLOGICO Y MORFOLOGIA (Fig. 1).

El humano es el tnico huédsped de la Taenia selium adulta 1a

—— e, 2

cual habita en su intestino delgado, en donde puede llegar a

vivir hasta 25 afios (2)Y. La tenia adulta mide normalmente 1.5 a
S m, aunque oOcacionalmente puede alcanzar los 8 m. Su  cuerpo se
divide en 3 regicones: escodlerx, cuelloc ¥ estrébile o cuerps. El
escdlex gue mide alrededor de un milimetroe de didmetre (Fip. 2y,
poses 4 vVentosas ¥y un rostelo armadoe con una doble corona de

ganchos. El1 nimero de ganchos rostelares puede variar entre 22

.

Yy 33 s tamafico promedio es de 165 + 5 um de lengitud (2). El
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cuello es corto, sin segmentacicnes y de menor diimetro que el

escodlex. El estrébilo consta de una serie de segmentos fusionados

llamados proglatidos. Los progldtidos mas cercanos al cuells son

los mas jévenes e indiferenciades y de tamafio variable; sSon maAs

anchos que larges vy presentan rudimentos de los organos geni-
tales. Hacia 1la parte media del estrébilo se encuentran los
preoglétidos maduros (Fig. 2A) que son casl cuadrados y gque con-
tienen los testiculos ¥y un ovario trilobulade (2). Al final del

ectrébilo sge encuentran los proglétidos gravideos que son mas

largos que anchos (7-12 mm leongitud v 5-6 mm de ancho) con  un

2aco uterino central que presenta 7-13 ramificaciones laterales

repletas de huevecillos (750,000 c/u) (Fig. 3B). Los proglétidos

gravidos se desprenden espontadneamente del gusano adulte Yy son

liberados en las heces c¢con un promedio de 4-5% por dia (2.3). En
el medioc ambiente, la descomposicidn de los proglédtidos gravidos

permite 1la liberacidn de los huevecillos gue pueden contaminar

aguas, suelos y alimenteos. La primera expulsidén de proglétidos de

T. scolium generalmente ocurre entre los 62 y 72 dias después de

la infeccidn (4). Los huevecilles son esféricos., miden de 31-
4% um de didmetro y presentan una capa externa o vitelo, un
embridforo dense y esctriado con una membrana interna (5). Estas

envelturas hacen posible 1la sobrevivencia de la oncosfera o

embridn hexacanto en el medio ambiente (6}. Al centro se encuen-

tra una concosfera o embridn hexacanto con 2 pares de ganchos

(Fig. 4).

k)



Figure 2. Micrografie =lectrdnice de barride de un cisticerco
evarinads de T, sclium. V- venptoza, G- ganchda, K- reostelo,
C- cuelle (cortecia del Dr Juan Fedro Lacletts).

Figura 2. A) Ilustracién esquemidtica del aparate reproductor
de T, goliux. A) un proglitido maduro. B) proglétido gravids
mastrande: A- &tric genital, D- ducto genital, O- ovario
trilabulade, T- testi-oulo, U= UGtercs, V- vagina v K- ramas

LLerInas.



= ek

1
T Y]

x
a

(RN ]

embiran

H



Cuando el hombre o el cerdo ingieren huevecillos por inges-
tidn directa de heces, aguas y/© alimentos contaminados, las
enzimas proteoliticas y sales biliares del tracto digestivo de-
'gradan la c¢ubierta principal del huevecillo (embriéforo), y al
mismo tiempo, proveen la sefial para la activacién de la oncosfera
(5, 7). Al llegar al ducdenc se desintegra la cubierta del hueve-
¢cilleo, liberandose la oncosfera. Las cncosferas, aparentemente
ayudadas por sus gahchos ¥y por secreciones liticas, atraviesan
la pared intestinal, hasta alcanzar capilares linfadticos y san-
Euineos a través de los cuales serin transportadas a diferentes
tejidos del cuerpo, como el subcutineo, muscular, visceras, ojc ¥
sistema nervioso central, etc. Aunque se descongcen muchos even-
tos despuéds de la penetracidn de las concosferas, se sabe que el
embridn requiere al menos 10 semanas para convertirse en un

cisticercoc (8).

El gusano vesicular o cisticerco puede =sobrevivir por varios
afice en los tejidos del huésped intermediariao (8} . El cisticerco
de la T. solium estd formado por una vesicula transltcida, redon-
da u oveide, que mide 0.5-2 cm de diidmetro y que =se encuentra
llena de llquide; el metacéstodo invaginado forma un canal en

espiral en cuvo extremc interno =e encuentra al escédlex {t5.7)

(Fig. E}.

El ciclo vital se completa cuando el humano ingiere carne de
cerde cisticercoso, cruda ¢ insuficientemente cocida. Nuevamente

las enzimas del tracto digestive v sales biliares, activan al

[



cisticerce para evaginar el escdlex el cual se fija a la pared
intestinal (9). Una ves fijo, el pequefio gusano crece y e
diferencia hasta convertirse en una Tenis adulta, en aproximada-

mente ocho semanas.

Cabe mencionar que el cerdo es el principal huésped interme-
diario de la T. solium, aungue otras especies como el perro,

jabali, monos,. etc., incluyendo al hombre, pueden tambidn ser

infectados (3, 10, 11, 12}.

C. IMPORTANCIA DE LA CISTICERCOSIS.

problema de salud publica y de economia en el mercadeo e industria
de alimentos elaborados con carne de cerdo en algunos paises de

Asia, Africa yv América Latina: incluvendoe a México (8, 13-17).

1. Cisticercosis humana:

La cisticerco=sis humana s una enfermedad importante en Mé-
¥ico por su prevalencia aparentemente alta asi como por la seve-
ridad de sus manifestaciones clinicas. Cuando la larva se locali-
za en el sistema nervioso central causa cuadros neuroldgices, gue

pusden producir invalidez e incluse la muerte (1&g, 19, 20).

S= desconoce la prevalencia real de la cisticercosis humana

en el pais por varios motivoes, entre ellos destacan: la falta de



estudios epidemioligiceos al respacto; asimismao, no existe un
método de diagnédstico utilizable a nivel masivo con un 100 A& de
eficiencia. Ademds, cuando €] parisito se localiza en tejido
‘muscular o subcutdnec la infeccién puede cursar asintomdticamen-

te,

Existen alguncos reportes que sugieren que la prevalenhcla de
este padecimiento es alta. Por ejemplce, estimaciones oétenidas a
partir de estudios de autopsiae en distintas instituciones hospi-
talarias (18-31), indican que la prevalencia podria alcanzar
un 2 *%. A BL vez, estudios sercepidemioldgicos han demostrado la
presencia de anticuerpos anticisticerco en 1-2.8 7. de la pobla-
cién‘abierta en Meéxico (32-37). Los datos antes mencionados deben
ser tomados con cautela puesto gue la poblacién hospitalaria no
constituye una muestra representativa de la poblacidn total.
Asimismo, la presencia de anticuerpos en un individuo demuestra
solamente que ha tenido contacto con €l paradsito v noe necesaria-
mente, que estd infectado. Por leos estudios seroepidenicldgicos
antes mencionados se sugirid gue el riesge de contraer la enfer-
medad es variable en lag diferentes Areacs geoecondmicas del pals
{Fig. 6}. El mavor porcentaje de suercs positives se encontrd en
el A&rea ¥ £ constituida por los estados de Guanajuate, Jalisco,
Michoacadn vy Navarit, que corresponde a la regidn mas importante
en la preoduccidn de cerdos (26). No ge encontrd ningun factor
que determinara o se asociara claremente con la prevalencia de la

enfermedad en las dietintas clases culturazles, econdmicas v so0-
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Figura 5. Ilustracidn esqguemitica del metacéstodo de T. soljium

E- escdlex, C- canal espiral, V- espacio vestibular, P~ pared
vestibular y Pv~ pared vesicular (150).

[J0-.20
£ .21-40
[} .4}- 60
R 60-1.0

Figura 6. Mapa de las aresas geoecdnomicas de la Repdblica
Mexicana indicande la frecuencia por regiones de anticuerpos
anti-cisticerco. El mavor porcentaje corresponde al Area numerc
5, sEeguida de lac aress cercanss &l ocdano pacifico (36).



ciales dentro de las Areas geoecondmicas de México (36). Esto
hace suponer que el riesge de contraer la enfermedad estd deter-
minade por una asociacidn compleja de factores o por un factor

tnico que no discrimina entre los distintos grupes sociocultu-

. rales.

"2, Impacto econdmico de la cisticercosis humana:

Estudios de Velasco-5uarez y cols., realizados en el afio de
i1a81, reportaron que 42,000-98,000 individuos de los 70 millones
de habitantes que tenla el pals; estaban afectados por neurocis-
ticercosis. Los autores calcularon pardidas econdmicas anuales de
esog individuos en €0,000 pesos/afio/enfermo, debidas & una inca-
pacidad para asistir a su tabajo, entre 2,500 vy 5,900 millones de
pesos  (equivalentes a 110-255 millones de ddélares); sin incluir
gastos de atenciédn médica hospitalaria gue scolventan durante la

atencidn., a pacientes con neurocisticercosis (37).

3, Cisticerceosis porcina:

La informacién disponible sobre la prevalencia y distribucidn
gs=ografica de la cisticercosis porcina ha sido obtenida a partir
de investigaciones en los registros de los rastros del pais.
Numerosos estudios nos hablan de la prevalencia de la cisticerco-
sis porcina en Meéxrico (3B-44). Los resultadoes varian dependiendo
de las zonas estudiadas y €l métodoe empleado para detectar la
parasitosis. For ejemplco en 1954 se encontrd que la frecuencia de
la cisticercosic en cerdos en diferentes localidades del pails era

de 4.6 o o1a3), otro estudio resalizado en San Lui=s Potosi por



obsarvaciéﬁ . macroscdpica obtuvo un porcentaje de 4.3 7%, este
porcéntaje aumentsd al 24 % al estudiar los sueres de los cerdos
bof fijécién de complemento ¥ aunque esta prueba no es muy sensi-
_bie.:indica que a la inspeccidn occular se escapan un gran numero
de cerdos infectados (44). En el rastro de Ecatepec, Estado de
Meéxico, s€ analizaron por IEF 2,000 sueros de cerdos, obtenién-
.doée una positividad de 38.6 %; =in embargo por inspeccidn sani-
‘taria, dnicamente el 0.3 % de estos cerdes fueron decomisados

{45} .

£l estudio mds completo se realiczé durante los afios 1980-81
con informacidén de 75 rastros en 22 estados de la Repiblica (29).
El promedio nacional resultd ser de 1.55 % con un rango desde
0.004 7% en Monterrey, N. L. hasta un 10 % en Ocampo, Gto. ¥y en la
Piedad, Mich.; sin embargo, al igual que en el caso de la cisti-~
cercosis humana estas cifras no son confiables debido a las
siguientes razones: Un gran ndmero de cerdeos son sgsacrificados sin
pasar por una inspeccion sanitaria; la inspeccidn de carne se
lleva a cabo bajo la supervisidn de tres autcoridades digtintas,
cada una con sus propios estadndares y reglamentos (Secretaris de

Salubridad y Asistencls que contreola alrededor de 200 rastros en

las grandes ciudades; la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidrdulicos que controla log animales de exportacidn v las auto-
ridades municipale=s que controlan los rastros de las localidades
menores ) . Ademéis, el métode utilizade para la inspeccidn no
detecta a todos los cerdogs infectados, por lo que animales con

infecciones ligeras pueden pasar desapercibidos (46) .

~J



4. Impacto econdmico de la cisticercosis porclna:

En un estudio realizado en el estado de Sonora en un periodo
de 7.5 ahos {(1967-1974), se encontrd que el 0.54 7% de los cerdos
sacrificados estaban infectados, representando pérdidas de

1,300,000 millones de pesor (equivalente a 56,719 millones de

dbdlares) (&47). En el aflo de 1980 de acuerde con Acevedo Hernan-
dez, el 1.55 % de los cerdos sacrificadeos fueron encontrados
infectados durante la inspeccidn sanitaria, proveocando peérdidas

econdmicas que ascendieron a 1,000 milleones de pesos en ese afio

(equivalentes a 42 millones de ddlares en ese afo) (48).

D. DIAGNOSTICO.

El diagndstico de la cisticercosis cerebral humana se realiza
tomando en cuenta la sintomatcocleoglaco cuadreo clinico del pacien-
te, en combinacidén con técnicas radioldgicas como la tomografia
axial computaricada {TaC) {(49) y/0 inmunoldgicas como la inmu-
noelectroforesis (36}, hemaglutinacién (32, 50}, fijacién de
complemento (51), ensayoe inmunoencimatico (ELISA)Y v el ensayo de
inmunoelectrotrancsferencia {EIT)Y en zuere vy lilgquidoe cefalorra-
quidec (52). En el casc de otras leocalicacicones del ciepticerco
como la subcutédnea o la muscular, el diagndstico se confirma por
biopsia. Finalmente €n la cisticercosis ccular, 21 oftalmoscopio

permite la observacidn "in situ” del paracsito vivo {53-55).



E. RESPUESTA INMUNOLOGICA.

La presencia de uno o de varios cisticercos en los tejidos
del hudsped intermediario induce la formacién de una respuesta
inmuneolégica. A pesar de éste, los cisticerceos logran sobrevivir
por largos periodos de tiempo., es decir 1los niveles de anticuer-
pos ¥y células especlficos parecen tener poca © ninguna relacién
con el estado clinico del paciente. A continuacidn sEe presenta un
resumen de la informacidn disponible acerca de los compohentes
moleculares que participan en la respuesta del huésped cisticer-

COs0.

1. Antigenos:

Estudiocs de inmunocelectroforesis (IEF) en los que se enfrenta
un extracto crudo de cisticercos en contra de sueroz de pacientes
neurocisticercosos, permitieron establecer una clasificacidn de
los antigencos parasitarios de acuerdo a su movilidad relativa.
Ocho fueron los antigenos reconocidosg, a los que se denomind con

las primeras letras del alfabeto (Fig. 7). Un antigeno isoeldéc-

trico designado como antigenc B (AgB)} resultéd ser el mas frecuen-

temente reconcocido (B84 %) por los suercos de pacientes. gue tuvie-

ron niveles de anticuerpos detectables por I1EF. Otros antigenos
menos reconocidos fueron: el antilgenc A (477), €l antigeno E

{38%)., €l C (30 %), etc.. (36, 5&).

0



2. Anticuerpos:

De acuerdo con los anteriores estudios, se encontrd que la
respuesta humoral en contra del cisticerco de la I, seolium e€s muy
heterogénea. Esta heterogeneidad se refiere no sole al ndmero vy
al tipo de antigenos que cada suero reconoce sino también a  la
clase de inmunoglobulinas que produce cada paciente (Tabla 1I}.
Por ejemple el 77 % de estos sueros de pacientes contenian anti-
cuerpos contra 1-3 antilgenos, mientras que sdlc el 1 % reconoce a
los 8 antigencs yva mencionados. Con respecto a las clases de
inmunogleobulinas que constituven los anticuerpos anticisticerco,

se encontrd IgG en el 98 % de los sueros, IEM en el 80 7%, IgE en

el 37 %, Iga en el 20 % e Igh en el 24 % (36, 56).

3. Células:

{.a respuesta inmune c¢celular en la cisticercosis humana ha
eido estudiada utilizando las técnicas de transformacidén blas-
tolde ¥ formacidn de rosetas por linfoeitos T ¥ B. Los resultados
mostraron que los niveles circulantes de linfocitos T vy B en los
pacientes con cisticercosis son normazles, asimisnmo, ne hubo dife-
renciss significativas entre la respuesta a mitdgenos de las
células de pacientes cisticercosos ¥ las de individuos normales
(E6, 7). Sin emnkargwo, la respuesta al PPD que en la poblacidn
abierta en Mixico es notablemente alta (64 %), =€ encuentra
significativamente disminuida en leos pacientes ceon cisticercosis
(17 %S . Esto sugiere una depre=sidén en la funciconalidad de los
linfocitos T v estd de acuerdo con fendmenos de inmunosupresidn

reportados en ratones infectados por Taenia crassiceps [(58-60),

1Q
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Figura 7. Diagrama de las 8 bandas de precipitacidn
encontradas por inmunoelectroforesis de sueros humanos
contra un extracto de cisticercos de T. solium (56).

Tabla I. Frecusncia en porciente de la reaccidn de IEF de
los 8 antlgenos <encontrados por el cisticerco de
T. sclium v las S clases de inmunoaglobulinas (56).

Inmunoglcbulinacs B A E C D G H F
IsG g 83 [S3= 100 o 48 37 30
IgM 70 41 22 21 12 20 16 a0
I1gE 25 1& 10 ig 4] ¢ 11 Q
Igh 22 10 13 17 (=) i2 =] s}
IgD 2 a] 11 =] o} Q & 0
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' F. RESPUESTA INFLAMATORIA DEL HUESPED (CERDO).

del cerdo induce una reacciladn inflamatoria local, gque puede Ser
:cohéiderada'como un granuloma crdénico por el tipo de células que
presenta (61). Estudios de la reaccidn inflamatoria que reodea al

cisticerco de la T. solium en el misculco esquéletico de cerdos

D —

. dinfectados, han mostrado gue existen diferentes tipos celulares
tales como: macr&afagpos, c&lulas epitelicides. cé&lulas gigantes,
fibroblastos, eo=sindfilos vy neutrdéfilos, linfocitoe ¥y células

plasmaticas, estas gltimas localizadas casi siempre a distancia
del parasitoe. El1 infiltrado inflamatorio no es constante en
cuanto al nimero y tipos celulares=s, por ejemplo alguhos granulo-
mas contienen un himero considerable de ceélulas plasmaticas,
mientras que otros presehtan muy pocas. Ademas, el infiltrado
inflamatorio es mas abundante en 1los poles ¥ en frente a 1la
salida del canal espiral gque en otras Areas. Las células mas
abundantes en 1la cercania de la superficie parasitaria son los
macré&fagos y los ecsindfilos. A mavor distancia Se encuentran
linfoeitcs, células plasmaticas, macréfagos, células epiteloides,
celulas gigantes, células cebadas y fibroblastos (61, &2} . Re-~

cientemente, se demostréd que existe una sintesis de anticuerpos

de las clases IgG, IgM e IgA e€n la reaccidn inflamatoria (62). La
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evolucidn del granuloma generado por el cisticerco de 1la T

solium ha sido poco estudiade a2 lo largo del tiempo, principal-

mente porque no se cuenta con un modelo experimental. Asimismo la

participacidn relativa de macré&fagos, células T, eosinédfilos
etc., en €l granuloma no ha sido investigada.
Loe resultados antes mencionados, ademids de escasos, aportan

poca informacidédn sobre la respuesta inmune del huésped en 1la

vecindad del parasito. Por ejemple la especiflcidad y los niveles
de anticuerpos y células circulantes pueden no tener relacidn con

lo gque ocurren en la interfase huésped-parasito.

ASi pués, la comprensién de los mecanismos que participan en

el mantenimiento de la relacién huésped-cisticerco, solamente se

lograrad a través del estudic detallade de los componentes molecu-

lares que por parte del huégsped vy del paradsite perticipan
ella.

en

G. INTERFASE HUESPED-PARASITO.

La interfase huésped parédsito ha sido definida como la regidén

de contacto fisico vy quimiceo entre ambos corganismos.

de

Es a través
esta interfase gque los dos organismo interaccionan entre s1.
(63).

1. Superficie Parasitaria:

Las caracteristicas morfoldégicaes ¥ biogquimicas de la superfi-
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cie externa de los parasitos., determinan como se establecerd la
.intéréé;ién con  sus huéspedes, En el caso de los metacéstodos
ténidos. la superficie que estos organismos le presentanh a Bus
resbedtivos huéspedas, e un tegumento citoplidsmico, sincicial ¥
"continuo en toda la cara externa de la pared vesicular. Les
céstodos carecen de tracto digestivo, por lo que obtienen sus
nutrientes y excretan sus desechos a travds de la superficile
tegumental (64} . En congruencia con su capacidad absortiva esta
superficie aparece aumentada por microtricas, que son estructuras
similares a las microvellosidades del epitelic intestinal de
vertebrados e invertebrado=s (65, 66). A su vez, la spuperficie mis
externa del tegumento es una membrana plasmatica gue presenta un

rico glicocalix constituido por glicoproteinas vy glicolipidos

(61, 63, 64, 67) (Fig. 8). Algunas glicoproteinas aparentemente
estdn involucradas en fendmenos de transporte de solutos (63, 64,
68), mientras que otras pudieran jugar papeles como receptores de

sefjales o en la proteccién del pardsito (63}.

Micrografias de microscopia electrédnica de la superficie de
los céstodos indican que el glicocilix estd constituide por
estructuras filamentosas adheridas a la membrana {62, 69). Esta
cubierta filamentosa eg uniforme vy no se altera por lavado con
dcido etilendiamino tetracdtico (EDTA)} ¥ otros apentec guelantes
los cuales pueden separar material débilmente unido a la membrana
{63, 64). Esta evidencia se& ha usado como argumento en favor de
que al menos tales estructuras son componentets integrales de 1a

membrana.
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Figura 8. Micrografia electrénica de transmisidn
de un corte de pared vesicular del cisticerco de
T. solium mostrando: C- canales citoplasmicos,

M- misculo, Mt- microtricas. La superficie del
tegumento de la pared vesicular fue post-fijada con
rojo de rutenio para hacer evidente el glicocalix.



La presencia de carbohidratos en la superficie de los césto-

dos T. solium y T. crassiceps., se ha demostrado por microscopia

—— e e —— . i Sy T S

_eléctrénica con tinciones tales como PAS, reojo de rutenio, subni-
trafﬁ alcaliﬁo de bismuto ¥y con lectinas como Concanavalina A
fCon'A) conjugadas con ferritina o peroxidasa (61, 67, 6%, 70).
‘Por los anteriores estudios, se sabe que el glicocdlix contiene
sitics anidénicos y catidnicos, esiendo los sitios aniénicos mucho
mas abundantes, lo que le da una carga fuertemente negativa
{63). A esta carga negativa se le ha atrihuido la propiedad de
adsorcidén de moléculas idnicas del medio externo, por medio de
uniones electrdstaticas. Por ejenplo. H. diminuta ¥

Lacistcerhvynchus tenuis adgsorben hierrc coleoidal ¥ calcio "in

vitre" (69, 71, 72). Por otros estudios se ha demostrado que la
adsorcidn de calcio tiene relacidn con la actividad de enzimas
presentes en €1 tegumento (73}, por ejemplo: la actividad de

fosfohidrolasa alcalina decrece si se utilizan agentes quelantes

como EDTA.

Estudicos de leocalizacidn €n microscopia dptica utilizando

diferentes lectinas marcadas con isotiocianato de fluoresceina

{Con A, lectina de Lens culinaris (LCH), aglutinina de germen de
trige (WGA}, aglutinina de cacahuate, arFlutinina de Ricinus
communis (RCA) ¥ una aglutinina que une a fucosal), meostraron gue

sdlo la Con A v la LCH se unieron a la superficie de los clisti-
cercas, sugiriendc que la mayor cantidad de carbohidratos ex-

puestos en la superficie del metacéstode de I. taeniseformis son
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D-manosa y/o D-glucosa, ¥ que la mayor abundancia de estos carbo-
hidratog s encontraba en el tegumento del escédlex {67, 70).
Otros estudios en los que se utilizZaron las lectinas para detec-
tar 1los carbohidratos por la técnica de inmunoelectrotransferen-
cia en extractos de T. solium, describen 24 glicoprotelnas conte-
niendo cadenas de oligoeacidridos con N-acetil-D-glucosamina Vv
alfa-D-galactosa. En contraste, oligosacaridos con grupos de
beta-D-galactoss, L-fucosa, N-acetil-D-galactosamina y acido
sidlico no fueron detectables usande lectinacs especificas para
esteos adcares (74). Andlisis bioguimicos de la membrana del
cisticerco de la T. hydatigena {(7%) han revelado que los polisa-
caridos del tegumento contienen glucosa. glucosamina, galactosa-
mina v 14 amincidcidos. El tratamiento de los metacéstodos <on
encimas especificas para carbohidratos ha contribuido a su carac-
tericacidédn. Por ejemplo, la incubacidn de H. diminuta con neura-
minida=sa libera &cido sidlico identificable por métodos quimicos
{64, 76} . Eztudios bioguimicoes de tegumentos aislados de
Hymenclepis diminuta. revelaron una composicidn de 24 proteinas.
& de las cuales eran glicoproteinas que se encontraban localisa-
das externamente en la membrana tegumental {(77). Por estudios
zimilares, se han identificado alrededor de 20 polipéptidos en
la superficis tegumental del plerccercoide de £. mansongides

(78). Agimismc. la incubscidén de cisticercos de T. selium con

Elusuls=a v tripsins, remueve una gran cantidad de carbohidratos

v pProteinas de la superficie (61).
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Con respecto a lo=s mecanismos de sintesis e incorporacidn de
los carbohidratos y proteinas a la superficie, ese han realizado
estudios en que adultos de H. diminuta, larvas y adultos de L.

enuis y larvas de T. crasgsiceps fueron incubados con azticares y

it

aminoicido= radicactives. autorradicgrafias en cortes de los
parasitos, mostraron que a tiempos cortos la mayor incerporacidn
de marca se localizaba en el Golgi de los citones tegumentales,
Posteriormente, la fraccidn proteica ascociada con el tegumento
era la gque presentaba una mayvor incerporacidén de radicactividad
{64, 76, 79, B0). Se ha sugeride per lo tznto, que los componen-
tes de superficie son sinteticados en el reticulo endopliadsmico de
los citones tegumentales; incorperados a veslculas en el aparato
de Golgil ¥y transferidos hasta el tegumento (76, 79, 80). Al igual
que muchas ce&lulas animales (81, az), el glicocdlix de los cés-
todog es una estructura dinadmica ¥ sSe ha calculado que su tiempo
medic de recamblo "in vitro'™ enm H., diminuta v T. crassiceps. es
de alrededor de 6 horas (76, 80). 5in embargo, existe poca infor-
macion sobre el tipo de moleculas que aparecen en el glicocalix v
de la funcién que é&stas desempefan. Entre los datos de que se
dispone se puede mencionar que Con A 2l unirse a la superficie de
las microtricas de H. diminutas, inhibe la absorcidn de una gran
variedad de nutrientes {(hexosas, pirimidinas vy aminoacideos). Se
ha esugeridoc que tal inhibicidn e debe a la uniédn de la Con A con

Elicoproteinas acarreadoras lo cual induce su inmovilizacién en

la membrana (83). La florizina interacttia especificamente en la
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superficie dgl tepumento con €l sitic de transporte de glucosa
inhibiéndole. Este miemo efecto se ha observado en la superficie

del tegumente de otroes céstodos (84).

Taunbién se ha demecstrado que un material de superficie,
extraido por lavados de los metaceéstodes de la T. taeniaeformis
con Tris-HCl v EDTA, tiene la capacidad de inhibir la cascada de
coagulacion ¥y de consumir complemento (85, 86}. La composicidn
de este material es muy heterogénea va que se pueden encontrar
desde poligsacdridos, proteinas v glicosamineoplicanos. hasta ami-
noidcideos como prolina. &cide glutdmico vy aspartico con sus amidas
correspondientes., Asimismo, se demostrd que los grupos sulfato
de la fracciédn antes menciconada son indispensables y los respon-
sables de la inhibicidén de la coagulacidn, asi como del consumo
del complemente. Por tincicnes histoquimicas se demostrd que los
palisacaridor sulfatados =e encuentran en mavor abundancia sobre
la superficie de la pared vesicular del cicsticerco que sobre el
escdlex. También, s& ha demostrado que los polisacarides que
poseen abundantes residucs polisulfatados impiden la unidn de C3
¥ leucocitos & la superficie del cisticerce (87). Adicionalmente
se demostrd que el ataque celular era dependiente del complemen-
to, ya qgue si un suero es calentado a Ssoc durante 20 min el

ataque celular es abatido. Ademis, lor plicosaminoglicanos sulfa-

tados inhiben a lac enzimas lisosomales de leucocitos (B8R}, Por
ejemple, el dextradn sulfato suprime la respuesta inmune “in
vivo'., Tambisn se ha reportado que dextranas polisulfatadas se



unen & protejnas regulatoriss del complemento como Beta 1H, la
cual normalmente funciona inhibiendo el C3 de la fase fluida y la
activacién del factor B (89, 90). Con base en lo anterior, se ha
propﬁesto que la c¢continua exposicidn y/o secrecidédn de estas
moléculas genera una barrera contra el ataque celular ¥ humoral

del huésped.

Productos de secrecién de metacéstodos de T. taeniaeformis
{glicosaminoglicanos, protelnas, hexosaminas Yy glicoproteinas)
obtenidos "in vitro" (85, 86, 87, 91), inducen la formacidén de
células T supresoras y una disminucidn significativa en la pro-
duccidn de interleucina-2 en esplenocitos de ratae infectadas ¥
normales. Asimismco, los preoductos de secrecidn adicicnados a
cultivos de esplencocitos de rata normal disminuvyen la respuestsa
proliferativa inducida por los mitdgenos Con A ¥y Fitohemaglutini-
na ademas de inducir una poblacidn celular supresora que abate la
producecidn de interleukina-2, inhibiendo la preoliferacidn y dife-
renciacidn especifica de linfocitos T citotrdxicos (92). Se ha
demostrade que los extractos de la T. solium tienen un efecto
mitogeénico sobre linfocitos B de ratén {activacidn policlonal)
(57). Tambien se hbha demostrado gque estos mismos productos de
secrecidn-excrecidn del metacéstodo de la T. taeniaeformis causan
hiperplasia de la mucosa gastrica "in viveo"™ e "in vitro'" estimu-
lande €1 crecimientc vy la produccidn de moco por células de

estémago (91, 92). Asimismo, inhiben la produccidn de testostero-

na "in vive" e "in wvitro" en las células Leydig de rata (94).
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Esta misma fraccién tiene la propiedad de consumir €l complemento
dehido_JPGSiblemente a loe glicosaminoglicancos que existen en 1la
fréécién'tas;._ee,_ B7). Finalmente, se ha reportado una proteina
dé.;g{ood'ﬁél} dehominada taeniastatina (un inhibidor de proteina-

saS) de T. Taeniaeformis. que bloquea la peneracidn de interleu-

'cina-z',y_'ia proliferacidn de timocites murineos inducidos por

" interleuecina-1, ademAs de inhibir la proliferacién de linfocitos

_ murinos inducidos por mitdgenos {(Can A, PHA y PWM) (95, 96, 97).

Por-éﬁra parte se ha reportadoe un antlgens denominade B de la
'I;' gé;;gﬁ. el cual esg secretadce a la interfase huésped-parasito,
tiene 1la propiedad de interaccionar con coladgens. Recientemente
sé :ha demostrade que este antilgeno es capaz de inhibir la via
clasica del complemente posibtlemente al interaccionar con 1la
regidn tipo colagena de Clqg. Lo antericr ha sugerido que este

antigenoe podris modular la respuesta inflamatoria que &1 huésped

forma e&n contra del pardsito (98, comupicacidn personal).

También recientemente se ha reportadoe la purificacidn de una
enzcima tetramirica compuests por 4 subunidades con un peso mole-
cular de 16,600, con actividad de superdxido dismutasa capazn de
inactivar moléculas citotdxicas derivadas del oxigenoe como

aniones rpupariyvide, radicaler OH, H & » G . L& actividad de ecta
En 1 -~

— -

enzima =& ha detectado en el fluido que circunds ia superficie
del metacdstodo de T. taeniaseformis, lo que sugiere que esta

enzima podria sgser vtilicada pars inactivar las meoleculas citotd-

xicas producides por los leucocitos del huésped (99) .
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Los cestodos también han desarrollado mecanismos de inactiva-
.éiéh'de.en#imas. Por ejemplo, la tripsina, la alfs y beta-quimo-
'triﬁsina.ﬁ la lipasa son inactivadas en forma irreversible por el
adulte de H. diminuta, los mecaniemos de¢ inactivaciodén de estas

. enzimas aun no han sido aclarados (100,101,102).

Los parasitos ténidos no g4l1lo interaccionan con sus huespedes
por nmedio de meoléculas constituyenter de membrana exXterna, sino
también por medico de moléculas del fluido veslcular que son
secretadas a la interfase huésped-parasito. Estudios sobre flui-
des vesiculares de metacestodors, han demostrade el importante
papel que juegan algunos de sus componentes en la relacidn huéds-
ped rparasito: Factores presentes en el flulde wvesicular del
quiste hidatidicc y de la T. taseniaeformis interaccionan con el

complements produciende =su coneums a través de una activacidn por

las vias ¢lieica v zlterna, ectas interaccicones con el complemen-
to resultan también en la generacidén de anafilotoxinase (103,
104,

2. Componentes del huésped:

N> todos los componsntes de la superficie tegumental de 1los
céstodogy =on sintetizados por el paragito. Se hz demogtrade 1=
presencic de inmuncglobulinas del huésped sokbre la cuperficie de

los metacéstodos de T, golium (ICE), I. taspiaeformis (10e), I

cracssiceps (107), Hymenolepis diminuta. H. microstoma (108, 10¢),



IgM, Iga, 1eGl. IgGla, IgG2Zb e IgG3 estin presentes en la super-
ficie de <cisticercos de T. crassiceps, aunque IgGl e IgM se
.encuentran en mavor cantidad (107} . Acsimismo. se han encontrado
todas las clases y subclases anteriores a excepcidn de IgA en M,
corti. aunque nuevamente IgG! e l1gM eran las mas abundantes

{110}. También se encontrd IgM, IgA, IgGl y IgG2 scobre la super-

ficie de H. microstoma y H. diminuta (108, 109). Finalmente, en

el caso de I. selium y I. taeniseformis, =olo se investige la
presencia de IgG (105, 106). Es posible que las inmunoglobulinas
tengan un papel protector (106): eEin embargo, la presencia del

recubrimiente de superficie por inmunoglobulinas del huésped, no
es suficiente para proteger totalmente al parasito contra el
ataque por anticuerpos del huésped. Una gran proporcidén de cisti-
cercos de T. crassiceps obtenidos de ratones con infecciones

prolongadas, sufren dafio inmunoldgico tanto "in vive" como "in

vitro' (112, 113-115).

Las inmunoglobulinas ne son los vnicos componentes del hués-
ped en la superficie de leos metacéstodos. También se ha demostra-

do la presencia del factor C2R del complemento en la superficie de

cisticercos de T. solium obtenidos de humano (116) ¥y de cerdo
(62). aed comm de T, taeniacfcrmic cbtenidos de rata (67). En el
caso de T, taeniaeformis. la cantidad de C2 sobre la superficie

Buarda una relacidn inversa con la abundancia de azticares sulfa-
tados en el glicocilix. Cabe hacer notar que las inmunoglcocbulinas
siempre se han observado distribuildas wuniformemente sobre 1la

superficie de los metacéstodos.
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3. Aspectos dinamicos:

Se sabe gque los metacéstodos son capaces de absorber *in
.vitro" e "in vivo'" una gran variedad de moléculas del huédsped
~haecia su fluido vesicular, tales como IgCG, alblmina, etc. sin gue
éstas sufran cambios estructurales, ni funcionales {117, 118).
Alpunos autores han sugerlido que este fendmeno peodria actuar comeo
un mecanismo de evasidn, al absorber anticuerpos especificos en

contra de la superficie del parasito (632, 117, 118}.

Ademis de lags funciones absortivas y secretoras del tegumen-
to, recientemente se ha demostrado una capacidad pineocitica nota-
ble (119, 120} en plerocercoides de Schistocephalus selidus v

e e A e

Lingula intestinalis (ceéstocdos peseudofilidos). En estos corganis-
mog, los pinosomas son transportados de la superficie hasta 1la
membrana basal del tegumento. Posteriormente, pueden ser descar-
gadas hacia el tejido intersticial subyacente o acarreados hasta
las cé4lulas 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 6 min. Este potencial endocitico puede tener deos fun-
ciones, la primera puede estar relacionada con regquerimentos
nutricionaler no cubiertos por el transporte activo de solutes,
mientras que la segundsa funcidn puede ser protectora. El procesco
de pincocitosis acoplade al catabolizme lisosomal, bien pudiera
servir para reciclar regiones de la membrana exXxterna que han sido

dafadas © blogueadacs. Tal mecanismo tiene un valor obvio para l1la



sobrevivencia del parisite en contacto con el sistema inmune del
huasped, puesto que l1a superficie estaria expuesta solo durante
pericdos muy cortos. Incluseo se ha propuesto que la superficile
parasitaria podria actuar comc una estructura consumidora de
anticuerpos (121). Recientemente, se ha demostradoe qQue los méta—
céstodos de la T. solium v T. crassiceps son capacez de interna-
lizar vy degradar inmunoglobulinas de diferentes especies de ma-
miferos (122). Se& ha sugerido que este mecanisme de internaliza-
ciédn vy degradacidn de IgGs pudiera no soleo cumplir funciones de

evasidn de respussta inmune sino tambien de alimentacidn para el

parasito.

Estudios recientes sugieren que los cambios morfolédgicos que

ocurren en la superficie de los ténidos durante el desarrollo

tempranc de las oncosferas, son importantes para el estableci-
miento del cisticerco en leos tejidos de su  hudsped (123, 124,
125,). Por ejemplo la oncosfera de la T, taeniaeformis, la cual

€5 una masa multicelular del tamatico de un hepatocito, durante los
primeros do=s dias, después de su llegada al higado, incrementa su
Area de membrana desarrollande una gran cantidad de microvellosi-
dades en su superficie (122). Estae microvellosidades son substi-
tuidas abruptamente por largsse microtricas al octave dia, gque
posteriormente disminuven de tamapce por el dia 18 (124) . A sU
ves, el huédésped desarrells una gran actividad fibroblastica por
el dia 22, gue resulta en la formacldn de una capsula fibrosa

alrededer del cisticerco ¥ en la que persiste un abundante
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infiltrado celular. Aungue varios tipos de cé&lulas fagociticas
del huésped se obeervan en contacto con la superficie de 1los
cisticercos desde el primer dia, éstas no causan dafio al parisi-
to, por €} contrario, existe una moderada destruccidén de células
del huésped €n la vecindad del parasito. Los eventos anteriores
llevan a la formacidn de un granuloma crénice gue permite el
mantenimiento de la relacidn hudsped-cisticerce durante periodos

prolongados (124) .

Ambos organismos alcanzan un equilibrio dindmico que segura-
mente depende de eventos que ocurren en la interfase huésped-
parasito. Por ejemplo., se ha gugerido que log cambios morfolégi-
cos descritos anteriormente, peodrian estar relacionados con cam-
bios en log determinantes de superficie de cada estadico {123,
124). Esta y otras preguntas solo podran ser respondidas con base
en un mejor conocimiente de los componentes qQue por parte del
huésped v del pardsito participan en 1 mantenimiento de 1la
relacidn. En consecuencia, e}l objetivo del presente trabajo fue
el de aportar informacidn sobre la composicidn de glicoproteilnas

de la superficie tegumental del cisticerco de la T. solium.
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II. MATERIALES Y METODOS

Ll

A. MATERIALES

1. Metacéstodos:

Los cisticercos o metacdstodos de la T, solium, fueron obte-
nidos por diseccién de misculo esquelético de cerdos altamente
infectades provenientes de varioes rastros oficiales €en la ciudad

de Méxiceo. El fluido vesicular (FV) fue colectado por puncidn de

la vesicula de los cisticercos y ambos materiales {fluideo v

o
tejido) se almacenaron a -70 C hasta su uso. Los cisticercos de
T. crassiceps. fueron obtenideos por diseccion de ratones Balb/c
infectados con la cepa Orf; los cisticercos de la Taenia

Para los experimentos de inmunocitoquimica, se disecaron
cisticercos de las especies antes mencionadas, cuidando que todos

ello=s conservaran intacta su pared vesicular y se lavaron cuatro

veces e&n una sclucidn de clorurc de sodioc 0.15 M, fosfatos 0.015
M, pH 7.2 (PBS), antes de usarse. Algunos cieticercos fueron
usados sin lavar. Todeos log cisticercogs (lavados ¥ no lavados)

fueron fijados en solucidn de Karnovsky (2 % de parafeormaldehido,

0.25 % de glutaraldehido en amortiguador de fosfates 0.1 M, PH
o
7.2) durante 1 h a 4 C (126).



2. Reactivos bioldgicos v quimicos:

Los Eueros de pacientes con neurocisticercosis comprobada,
asi comeo sueres de individuos con otras parasitosis fueron ama-
blemente aportados por la Dra. Ana Flisser del Departamento de
Inmuneclogla del Instituto de Investigaciones  Biomédicas. Los
antisueros anti-lIgC flucresceinades vy los acopladeos a peroxidasa

fueron obtenidos de Zymed Laboratories.

La albdmina sérica bovina (BSA), la agarcosa tipo I1I, el
acido etilén diamino tetracético {(EDTA), el alfa metil mandsido
{alfa~-mm), la Concanavalina A (Con A}. sefarosa 4B activada cen

bromuro de ciandgeno vy el sephadex G-75 fueron obtenidozs de Sigma
Chemical Company. Teodos los reactivos para la electroforesis en
£2el de peoliacrilamida con dodecil sulfatoe de sodio ({PAGE-SDS) ,
asl como los reactivos para el isoelectroenfoque fueron obtenidos
de Bio-Rad Laboratories. La dietilamincetil celulosa (DE-52) de
Whatman. El papel de nitroceluleosa de 0.45 um de diadmetro de
roTO, fue obtenido de Schleicher and Schull. El Extracti-Gel D
fue obtenido de Pierce Chemical Co. Los adyuvantes completo (ACF)

e incomplete (AIF) de Freund se obtuvieron de Difco Laboratories.

Tedos los demas reactivos usados fueron de grado analitico,
asil como los demas materiales fueron de la mejor calidad disponi-

ble com=ercialmente.



B. METODOS

1. Bioguimicos: -
a. Obtencidn de extractos crudos (EC):

.

Los extractos de cisticercos de T. selium (ECI) a partir de
los cuales se purificaron las glicoproteinas, se gbtuvieron homo-
genizando los cisticercos recién descongeladeos utilizando una
relacién de & ml de la sclucidn de extraccidn por cada gramo de
tedido himedo, La golucidn de extraceidn contenia 0.45 M de NacCl,
1.5 mM de EDTA, 0.04 % {p/v) de p-hidroximercuribenzcato (PHMB).
0.006 % (p/v) de fenil-dimetil-sulfonil fluoruro (PMSF), 0.02 M
de 2-mercaptoetanol {2-merpoh) v 0.015 M de fosfatos, pH 7.4. La
homogeneizacidén se llevd a cabo utilizando un Polytron (Brinkman
Instruments) a maxima velocidad durante 1-2 min a AOC. El homo-
genado fue centrifugado a 100,000 X g durante 35 min a AOC ¥ los
lipidos fueron removidos por succidn a esta misma temperatura. El
sobrenadante fue dializado exzhustivamente contra PBS a &OC v
centrifugado & 100,000 ¥ g durante 35 min a AOC. para obtener un

sobrenadante claro,.

Fara algunos ensayos de inmunoelectrotransferencia, los cis-
ticercos fueron homopenizcador directamentes en l1la selucidn de
electroforesis que contenia: 1 % (p/v)y de dodecil) sulfato de

sodio (SDS): 1 % (v/v) de Z2-merpoh : 0.075 % {(ps/v) de EDTA; 10 %
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de glicerol 9 trazas de'azul de bromofenol en 0.05 M de Tris-HCl,
o 6.8, T
: ~Obtencidn del fluido vesicular (FV): El1 FV fue descongelado

Yy centrifugado'”a 100.000 X £ por 35 min a 4 C, posteriormente

dializado centra PBS y centrifugado nuevamente de igual forma.

b. Purificacién de las glicoprotelnas:

El primer paso para la purificacién de las glicoproteinas
consistid en realizar una cromatografia de afinidad utilizando
una columna de sepharosa 4B-Con A, La columna consistid de una
Jeringa de plastico de 20 ml conteniendo 17.5 ml de sefarosa 4B
con 80 mg de Con A acoplada ¥ equilibrada en PB5. Generalmente se
aplicaban 40 ml de ECI conteniendo entre 3-4 me/ml de protelnas,
y 7 ml de FV conteniendo de 6-7 mg/ml en PBS. La cromatografla se
llevd 2 cabo a temperatura ambiente, manteniendo una velocidad de
flujo de 30 ml/h utilizando una bomba peristédltica (1200 Varioc-
perpex, LKB). Para eluir el material que no s& unia a la columna.
se pasaban 40-60 ml de PBS. El material unide con baja afinidad
fue eluilde aplicandc 45 ml de 0.5 M de NaCl en PBS, El material
unido <¢on alta afinidad fue eluido con 0.1 M de alfa-metil
manésido (alfa-mm). Se colectaron fracciones de 3 ml a las cuales
se les determind su abscorbencia a 280 nm. Los picos obtenides

eran dislizados contra PBS vy concentrados hasta &-7 mg/ml  de

proteina.

Las fracciones eluildas con 0.1 M de alfa-mm a partir de ECI vy

FV se denominaron Emm vy Fmm respectivamente.

28



c. Electroforesis en gel de peliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (PAGE-SDS):

La composicidn polipeptidica de las fracciones obtenidas se
realizéd en geles de placa al 10 % de acrilamida, de acuerdo al
método descrito por Payne {127). Los geles e tineron alternati-
vamente con azul brillante de Coomassie para proteinas y siguien-
do la tecnica del aAcido periddico Schiff (PAS) para glico-
protelinas. Para la determinacién de los pesos moleculares Ee

vtilizaron protelnee globulares de pescs moleculares conocidos

como estandares.

d. Electreoelucidédn de lzs glicoprotelnas:

Las glicoproteinas de la fraccidn Emm fueron separadas por
PAGE-SDS, utilizando geles de 3 mm de espeéor al 10 % de acrila-
mida. Se aplicaron de 10-12 mg de proteina. Al final de la elec-
traoforesie, el gel fué tefiido en una solucidn de azul brillante
de Coomassie al 1 7T en agua destilada v destefiideo en agus desti-
lada hasta que las bandas de interéds fueron observadas con clari-

dad.

Las bandas seleccionadas fueron recortadas y colocadas en
camarae de electroforesie sobre un gel de acrilamids al & T con
una altura de 5 cm. Un tercer gel al 3 % de acrilamida de 2 cm de
altura fue adicionade. La electroforesis se llevaba a cabe invir-
tiendo 1la polaridad del potencial (electrodo positiveo arriba) Yy
aplicando una corriente de 20-40 mA, En esas condiciones las

proteinas se concentraban en el gel a2l 32 % v su migracién podia

tJ
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seguirse visualmente a lo largo del gel por la refraccidn que
produce la proteina. Antes de que la proteina abandonara €l gel
al 3 % se adiciond una capa de 2-3 ml de glicercl al 30 % en 0.5
M Tris-HCl, pH €.8. La electroforesis era continuada hasta que la
proteina era elulda a la capa de glicerol. La solucién de glice-
rol se dializd contra agua destilada, ee liofiliz¢ v Ee almacend
a -”Ooc hasta su uso _ (128).
e. Isoelectroenfoque:

El punto isceléctrico de las glicoproteinas de Ia fraccidn
Emm ge determind en geles cilindricos (70 X 6 mm) de poliacrila-
mida al & % (p/v) que contenian 2 % de anfelites (p/v), con un
rango de pH 3-10, El gradiente de pH al final de la corrida fue
determinado recortando disces de &S mm a lo largo del gel, cada

disco fue suspendido en 1 ml de agua destilada durante 2 h v el

pH medido por un electrodo (129, 120)., La tincidédn de los geles se
llevd a cabo con azZul de Coomassie, como ya se describidéd ante-
riormente.

f. Varios:

1) Determinacidn de preotelinas.- La concentraciédn de preteinas
en todas laz fraccioneg fué determinada por el métodeo de Lowry
modificade por Hartree, usando BSA como estandar (131). La con-
centracidn de preoteinas conteniende sustancias {(cdetergentes,
lipidos, etc.) que interfieren con el mitodo de Lowry, fuéd deter-

minada con €l método de Peterson: usando BSA como estiandar {(132).
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2) Determinacign de carbohidratos.- La concentracién de car-
bohidratos  en todas las fracciones fué& determinada por el método

-

de ?enol—sulfﬁrico. usando dextrosa como estandar (133).
2, Inmunoldgicos:

a. Preparacidn de sueros hiperinmunes:

Los sueros hiperinmunes en contra de algunas glicoproteinas
(Gpl, Gp2-3, Gp5 vy GpH) Be obtuvieron por inmunizacidn subcutanea
de conejos Nueva Zelanda de acuerdo al siguiente protecolo. Una
primera dosis de 500 ug de cada glicoprotelna pura, disuelta en
1 ml de PBS y homogenizada con 1 ml de ACF al dia cero, seguida
de 32 dosis de 200 ug de cada glicopreteina con AIF en los dias
i5, 30 vy 4%, Los conejog fueron sangrados a blancoe 7 dias después
de la dltima inmunizacidén, Log gueros fueron obtenidos por cen-
trifugacidn de la sangre coagulada a 2.000 rpm y almacenados a -
ZOOC hasta su uso,

b. Purificaciédn de anticuerpes a partir de los sueros hiperin-
munes :

La fraccidn IgG de los sueros anti-glicoproteinas se obtuvo
por precipitacidn de cada uno de los sueros con sulfato de amo-

nio, seguido por una cromateografia de intercambio idnico en DEAE-

celulosa (124).

c. bDobleinmunodifusidnr (DID)}, inmuncelectroforesis (IEF):
Las DID= ¥ la IEFs se llevaron a2 cabo en geles de agarosa al

g.8 % (p/v) en ameortiguador de barbital 0.05 M, pH 8.6. La DID se
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llevd & cabo de acuerdo al método de Cuchterlony {(135), FPara la
IEF, se aplicaban 25 ul de muestra en los pozox del gel vy 1la
electroforesis se desarrollaba durante 90 min a 3 mA por placa;
ﬁdsteriormente. se aplicaban 150 ul de anticuerpo al canal del
gél y 5e dejaban difundir por 48 h en una camara hYmeda. Las
placas se lavaron 2 veces en una solucidn de 0.5 M de NaCl y 3
veces en agua destilada. Finalmente, las placas fueron teflidas

con 1% de negro de amide en 100N de Acido aceético vy destefiidas

en una solucidn al 10 % de Acido acético (135).

d. Ensayvo inmuncoenzimatico (ELISA):
Loge ELISA se llevaron a cabo utilizande una solucidn conte-

niendo 1 ug/ml de proteina de cada fracciédn antigénica (ECT, AgB

vy Emm} en una solucidn 0.01 M de carbonatos, PH 9.6. Las
proteinas fueron adsorbidas a microplacas de inmuldn., Las placas
fueron lavadas con PBS conteniendo 0.05 7% de tuween {PBS-t) e

incubadas con albumina sérica humana (HEA) en PBS-t por dos
hora=s. Las placas fueron incubadas por dos horas con suero
diluidco {1:2000) ¢ liguido cefalorragqulidec diluido {1:10} v
lavadas tres veces con PBS-t. Posteriormente, las placas fueron
incubadas por dos horas con IgG de conejo anti-IgG humana, conju-
rada & fosfatasa zlcalina en Tris-base, PH &8.8. Finalmente las
placas fueron lavadas con PBS-t y reveladas con  una solucidn
contenienda 1 mg/mi de p-hnitrofencl fosfato disuelto &n dietanoc-
lamina, pH 9.8. La reasccid¢n fud detenida a loe treinta minutee
con l1la adicidn de 50 ul de 3 M de NaOH y las placas fueron leidas

a 405 nm en un espectofotdmetre (52



e. Inmunoelectrotransferencia (EIT):

Inicialmente, se realiza una PAGE-SDS de las fracciones por
frénsferir {ECI, Emm, etc). La cantidad de proteina aplicada en
cadé:carril del gel fué de 100 ug de proteina para las fracciones
.ﬂé-EéI y de Emm. Al finalizar la electroforesis, el gel se ponia
',en. contacto con una hoja de papel de nitrocelulosa (NC) con  un
-famanb de poro de 0.45 um. La electrotransferencia se llevd a
cabo en una camara de transferencia (Hoeffer Instruments). apli-
cande 250 mA durante 2 h, & 1 A durante 1 h & &oc. Una ve:z
terminada la transferenciasa se recortabe uno de los carriles en el
papel de nitrocelulosas vy se tenis con 0.1 % (p/v) de negro amido
en 45 % de metanel, 10 % de Acido acédtrtico y 45 N de agua destila-~
da durante 5 min., para evaluar la eficiencia de la traneferencia.
El excesc de colorante era removido con una solucidn de 90 7. de
metanol, 2 N de acide acético v 8 % d= agua destilada.

Lz hoja de NC se incubéd en una solucidn al 2 % (p/v) de BSA
en PBS durante 2 h o toda la noche a 40c. para disminuir el
pegado inespscifico al papel y se lavd en PBS durante 20 min a
temperatura ambiente c¢on agitacidn suave. A continuacidn, se
recortaron Jlos carriles de acuerde al esquema d& ensayos por
realizar ¥ las tiras recortadas se incubaron con un primer anti-
cuerpc {anti-Cpl., anti-Gpl-3, anti-Gps y antl-Gpé) diluido
1:500-1:1000 en unz csolucidn de PBS-BSA, durante 1 h a temperatu-
ra ambiente ¥ con agpitacidn suave. Las tiras se lavarcon 2 veces

con PBS-BSA con 0.3 % de Twueen 20 ¥ una sSola vez con PBS. Despuéds



de este lavado, 1las tiras de papel se incubaron con un segundo
anticuerpo caprino anti-Igé de conejo acoplade & peroxidasa,
- diluido 1:1000-1:2000 en PBS-BSA, poer 1 hora a temperatura am-
biedte. Las tiras de papel se lavaron 2 veces con PBS-Tween 20 y
una sola vezr con PBS. Finalmente se revelaron en una solucidn que
contenia 100 mg de 3. 3 diaminobencidina 4 60 mg de 4-cloro
naftol, 100 ul de H O al 2 % en 100 ml de PBS durante un tiempco
de 32-10 min a tempgrgtura ambiente. La reaccidn enzimatica se

detuve lavando las tiras repetidas veces <con agua destilada

(136).

f. Inmunofluorescencia indirecta (IFI1}:

Los estudios para la localizacidn histolégica de las glico-
proteinas se realizaron incubando cortes de cisticercos en para-
fina, con anticuerpos de la fraccidn IgG3 anti-glicoproteinas,
utilizando una concentracidn de 0.1-0.5 mg/ml durante 1 h a
temperatura ambiente en una camara himeda. Posteriormente fueron
lavados 4 veces con PBS en agitacidén continua durante 1 h, Un
segunhdoe anticuerpo anti-Igl de conejo fluoresceinado comercial
diluldo 1:20 en PBS en idénticas condiciones al primer anticuerpo
fue adicionado. Los cortes se montaron ¢on una gota de glice-
rol ;PBS (9:1}), y 5€& observaron ¥y fotegrafiaron en un microscopio
de epifluorescencia (Zeiss). Para los controles se utilizcd una

fraccidn de IgG de conhnejos normales (no inmunes) (137, 12R).



g. Inmunoperoxidasa indirecta (IPI):

Para la localizacién ultrastructural de las glicoproteinas se
utilizaron fragmentos de pared vesicular de cisticercos previa-
mente fijados en solucidn de Karnovsky (ver II.A.1.) € incubadox
1 h con anticuerpos anti—glicaproteinas a una concentracidn de
0.1-0.% mg/ml en PBS. Posteriormente, los fragmentos fueron lava-
doee 30 min con PBS, cambiando la solucidn cada 15 min y mante-
niendc unea agitacidn suave. Se incubaron por 1 h con un segundo
anticuerpe (IgG de chivo anti-IgG de conejo) acoplado a peroxida-
sa y diluide 1:20 en PBS. Loe fragmentos fueron lavados 20 mnin
con PBS e incubados durante 10 min en una solucidn conteniendo 25

mg de 3, 3 diaminobencidina v 50 ul de H O &l 3 % en 50 ml de

2 2

0.5 M de Tris-HCl, pH 6.8; con agitacidn suvave ¥y en completa

ocbscuridad.

Finalmente, los frapgmentos fueron post-fijados en tetrdédxido
de osmio, en amortiguador 0.1 M de caccodilate de sodico (138) v
procesadeos para microscopia electrédnica. Los cortes finos fueron

observados y fotografiados en un microscopio electrdnico Jeol,

modelo 100-B.
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III. RESULTADOS

A._dETENCIQN.DE LLAS FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN GLICOPROTEINAS.

‘La wfigﬁra 9 muestra los patrones de PAGE-SDS de las frac-
éipnes ECI,. y FV. En los geles tepfidos con azul brillante de
cﬁomaSEie se observa que las dos fracciones estan formadas por
" més de 30 proteinas diferentes con pesos maleculares de entre
.lb,ODO v éoo.ooo. En contraste, las fracciones ECI, ¥y FV solo
mostraron dos =—onas de tincidn mederada con PAS en la parte
supericr ¥ media del gel respectivamente (Fig. 11). Las
glicopréteinas fuercen wvisvalizadas por tincidn de los residuos
carbohidrate con acido periddico de Schiff, asi como por una
lectincelectroforesis ({13%) en la que se enfrentd Con A con las

antericres fracciones (no mostrada).

En 1la figura 10, se ilustra un perfil representativo de 1la
elucidn de las fracciones ECT, y FV a travésr de columnhacs de
sepharosas 4EBE-Con AL Las columnag e cargaron por eseparado  con

cada una de estas fraccion=s; el material unide con baeja afinidad
e eluyd con 0.5 M de NHaCl. E=zte material en peneral mostrd pa-
trones difusces de banded en PAGE-SDE hacilendo dificil 1as identi-
ficacidn de las proteinas individuales, El material unido con al-

ta afinidad se eluyd mediante la aplicacidn de 0.1 M de alfa-mm.
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Figura 9. Gzl de peliacrilamida con SDS de loe extractos de
ECI (carril 1), FV (carril 22), Con A 27.000 dal (carril 3) vy
ectindares de proteinas de pecsos meleculares conocidos:

1} Fosforila=sa B (92.8500), 2) B3a (66,200), 3) Ovoalblmina
(£5,000), 4) Anhidracez carbinice (22,000), &) Inhitidor de
tripeina de sovze (21,500}, &) Lirozima (1a,400), EYl gel fué
tefido con azul brillante de Coomassie.
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Figuras 10. Perfil de elucidn caracteristiceo de lags fracecicnes de
ECI v Fv pasados a través de la columna de sefarcsa 4B- Con A,
Las columnaz fueron 2luidas <¢on HaCl 0.45 M {para eluir el
material uvnids con bziz afinidsad) s=sguids: de alfaz-mm 0.1 M {(para
eluir el material unide ceon alta afinidad), ambos en PBS. pH
7.2. Estof tltimos picos fuercon deneominadeos come Emm y Fmm.
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Figura 11. Tincidn de Coomassie (carriles 1-6} vy tincidn de PAS
{carriles 7-10} de: ECI (carriles 1 v 7)), Emm (carriles 2 y B8},
FV {(carriles 3 vy 9), Fmm (carriles 4 y 10), Con A (¢carril 5) y
estdandares glcobularss

de peszos moleculares conocidos (carril 6)
(ver levenda de la figura 9).



obtenidéndose en los dos cascos, un pico asimétrice. La fraccidn
abtenida en este pico se dializd para eliminar el exceso de alfa-
mm ¥y se concentrd hasta 6-7 me/ml de protelna. Las fracciones
'obfenidas de esta manera a partir de ECI ¥ FV, fueron denominadas
come Emm, y Fmm respectivamente. La figura 11 muestra log pa-
trones en PAGE-5DS de las fracciones antes mencionadas tefidos

con azul brillante de Coomassie y PAS.

';En_la tabla II, se presenta un resumen de los resultados de
léé_ffaéﬁiohes de Emm, y Fmm en PAGE-SDS, estas fraccicnes conte-
hién fespectivamente 19 y 13 proteinas visibles mediante tincidn
con arul brillante de Cocmassie, con pesos moleculares  entre
10,000 a 200,000, A gu ver ls tincidn para glicoprotelnas usando
PAS, mostrd la precsencia de 82 vy 2 bandacs respectivamente en cada
fraccidn; con  p=gos moleculares entre 50,000 a 200,000. En 1la
figura 11 también se cheervan dos proteinas abundantes con pesos
moleculares de 27,000 v 1&,000, gque & tifien con azul brillante
de Cocomascie perce no con PAS. Alguncoes resultados provenientes de
ensayos utilizando protelinas radioyodadas han demostrade que
ambas bhandas corresponden a Con A que se desprende de la columna

(139).

En las fraccicnes de Emm tehidas con PAS, se observa unsa
banda difusa de alto peso molecular formadsas posiblemente por un
conjunte de glicoproteinas con pesos moleculares entre 150,000 y
200,000, tras bandas bien definidas por tincidn con PAS, mostra-

ron pescoeE meleculares de 103,000, 96,000, 68,000, 5,000, 45,000
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Yy 21.,000. En cambio, la fraccidn de Fmm solo presentd tres glico-

proteinas con pesos moleculares de 68,000, 55,000 y 38,000,

Los puntos isceléctricos de todas las protelnas en la frac-
.ciédn Enmnm. determinados peor isoelectroenfoque, resultaron ser
todes anidnicos, estande incluidos en un rango desde 6.45 hasta

3.0 (Fig. 12).

Tabla II. Nuimerc de bandas tefiidas con azZul de Coomassie y
PAS de las fracciones ECI, FV, Emm y Fmm en PAGE-SDS.

Banda tincidn de tincidn de Peso Molecular
Coomasesie Schiff
ECI FV Emm Fmm

1 + + 195,000
2 + + + 182.000
hc + + 170,000
Z . + 154,000
5 + + 125,000
& - + 110,000
7 + + + 103,000
8 + + -+ Q6,000
o + + 81,000
10 + 75,000
11 + + + 68,000
12 + + + &0, 000
13 + + + + 55,000
14 + + 50,000
15 + + o+ 45,000
16 + + + 25,000
17 + - (*)y 27,000
i8 + + 25,000
19 + + 21,000
20 + {(*) 18.,.0Q0
21 + 14,000
22 + + + + frente del gel.

{*) Bandas que corresponde a la Con A.
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B. ANALISIS DE LOS ANTIGENOS DE LAS FRACCIONES Emm Y Fmm,

La determinacidén de antigenos reconocidos por sueros de pa-
cientes con neurocisticercosie en las fraccicenes Emm ¥y Fmm, se
analizd por IEF usando siete sueros de pacientes con neurocisti-
cercosis confirmada quirdrgicamente. Se encontrd que los sBueroe
reconccieron ocho antigenos diferentes en ambas fracciones Emm,
Fmm (Fig. 13). Sin embargo, el nimero preomedio de antigenos
reconecidos por cada suero en la fraccidén Fmm fue menor que en la
fraccidn Emm (Tabla III). Debido a problemas de variabilidad en
la posicidn en que apareclan las bandas de precipitacidn, no fue
posible clasificar los antipgenos reconocidos de acuerdoe al esque-
ma propueste por Flisser y col (56); por leo tanto, las compara-
ciones entre los suercs se llevaron a cabe tomande en  cuenta
solamente &l nidmero de antigenos reconocidos en cada fraccidn.
Como s& observa en la tabla ITII, el niumero promedio de antigenos
(arcos de precipitacidn) reconccidos por los siete sueros en Emm
fue de 5.5. Este valor representa casi =1 doble del obtenido
para ECI el cual fue de 2.1 bandas por suerc v en €1 caso de Fnm
fue de 4.5, Lo anterior indicéd que habila una correlacisn entre el
aumentc en el contenido de glicoproteinas v el aumentc en 1la
antigenicidad de las {raccicnec eluidazs con alfa-mm. La figura 13

muestra dos imdgenes tipicas de los patrones de IEF obtenidos.
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Figura 12. Iscelectroenfoque de la fraccidn Emm,

mostrando los diferentes puntos isocelectricos de

sus componentes (PI= 32-6.5). El1 isoelectroenfoque
Ee realizo con un gradiente de pH de 3-10.

Figura 13. Inmunoelectroforesis de 2 sueros de pacientes
neurccisticercosos en contra de las fracciones Emm (pozos
superiores) ¥y Fmm (pozos inferiores).



Tabla IIT. Namero de antigenos reconocidos por sueros de
pacientes neurocisticercosos cuando se enfrentan en
~IEF con las fracciones Emm, Fmm y ECI.

T Ty T . T T T T . T T T — Ty T — o T T S . o oo s . S g

sueros Bandas/suera

. -
S o T g el T gy S e oy S o T . T A L T Y . o e . b AL T e S . i T ke T, ok S iy ke - By A T g . S . ¥l S . e o e

Muestra 1771 1158 1411 2221 2066 2955 2947

——— . St S e e o T o e o R e e e . . R e T st e S B o, oy, S Sy

Emm 4 =] a 2 3 7 s 5.5
Fmm 5 7 7 2 s 3 3 4.5
ECI (") 7 4 3 & 2 1 1 3.1

—— — e S . S S S . o A S R e e g e T e L i AL oy S S o o B S . S s o o . T T o T o A T o o S o, . S o

{*) ECI fué utilizado & una concentracisdn de 15 mg/ml
mientras que la concentracidn de Emm y Fmm fué de
6~-7 mg/ml. Los datos que aparecen e€n este rengldédn fueron
amablemente aportados por A. Plancarte.

C. PURIFICACION DE LAS GLICOPROTEINAS A PARTIR DE LA FRACCION

Emm .

Los anterioresz resultados motivaron la decisidn de intentar
la purificzcidn de algunacs glicoproteilnas. Para esto se eligié la
fraccidn Emm ¥ no Fmm, debido a que en la fraccidén Emm era mas
probable encontrar proteinas de superficie. Para purificar 1las
glicoproteinas a partir de Emm, inicialmente se llevaron a cabo
varios intentos que resultaron infructuosos, la razdn principal
fue la presencia de agregados proteicor en la fraceidn. En conse-
cucncia s« utilizd un método qQue por Bus caracteristicas rompiera
las interaccicnes que mantenian a los agregados. E1 método elegi-

do fue la electroclucian de las bandas glicoproteicas a partir de
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geles preparativos PAGE-SDS, lo que permitild la purificacidn de

las glicoproteinas con rendimientos del orden de mg (128).

Puesto que el método de electroelucidn es laboricso y prolon-
‘gado se optd por purificar seis de las ocho glicoproteinas des-

critas anteriormente.

Las protelnas seleccionadas fueron aquellas que presentaron
me jores propiedades tintoriales, lo cual estd en funcidn de su
abundancia relativa en la fraccién Emm. Las glicoproteinas de
96,000 v 103,000 dal fuercon eluidas conjuntamente por la dificul-
tad para recortar del gel las bandasz en forma individual. La
designacidén de las glicoproteinss que se electroeluveron fue como
sigue: Gpl, PM=180,000; Gp2-3, PM=103,000 vy 96,000; Gpa,
PM=68,000; GpS5, PM=55,000 v Gp&, PHM=45,000. Después de la elec-
troelucidén, las proteinas se dializaron exahustivamente con PBS o
bien fueron tratadas con Extracti-Gel D (Perlas de amberlita)
para reducir al minimo la cantidad de SDS ascciado, se liofi-
lizaron' ¥y almacenaron a -7500. Muestracs de las glicoprotelnas
liofjilizadas fueron sometidas a PAGE-SDS. Los resultados se pre-
sentan en la figura 14, en la que se observa que el patrdn de
bandec de cada glicoproteins corresponde precisamente a los  pa-
trones observados en la fraccidn original de Emm. En ninguin caso
las proteinas electroeluidas de geles preparativos que correspon-
dian a un peso molecular, dieron lugar a bandas de peso molecu-
lar distinto, indicando que €l procedimiento de purificacidn no

produic modificacién en el peso molecular de las protelnas.
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Figura 14. Fatrones electrofordaticos de
purificadas por electroslucidn a partir
t=fidas con azul brillante d= Cocmasgie
con tincidn de PAS (parte infericr). A)

las glicoproteinas
de la fraccidén Emm
(parte superior) vy

Parte supericr:

Carriles 1) ECI. *2; Fraccidn Emm. 2) Gpl,

6) Gps, 7)) Gp&, 8) Estandares globulares

<)

GpZ-

{ver levenda de la figurs 7). B} Parte inferior:

2) Fraccich Emm, 2 Ggpl, 4) GRZ-IZ, £) Gpd,

=3

]

il
L ]

Gpo,

5)

7))

Gpa,

de bajo pesc molecular
Carriles 1)
Cph.



D, CARACTERIZACION INMUNOLOGIGA DE LAS GLICOPROTEINAS PURIFICA-
DAS.

Las glicoproteinas purificadas fueron utilizadas €n la pro-
duccidn de sueros hiperinmunes en conejos. La fraccidn de 1gG de
cada uno de los antisueros {anti-Gp1l, anti-Gp2-3, anti-Gp5 vy
anti-Gp6). ce enfrentd contra un extracto crudo de cisticercos
{ECI) por el método de IEF. Los patrones de inmunoprecipitacidn
en las IEFs se ilustran en la figura 15. ARnti-Gpl, anti-Gp2-3 ¥
anti-Gpt formaron arcos de precipitacidn catidnicas diferentes
entre s1 por su forma, longitud ¥ migracidn relativa; también 1la
fraccldn anti-Gp2-3 formeo un arco de precipitacidn anidnico. En

cambic la fraccién de IgG anti-GpS5 formd un arco de precipitacidn

izoeléctrico.

La posibilidad deo que las glicoproteinas fueran precursores o
fragmentos del antigenc B, tnico antigeno Diien caractericado de
la IT. sglium, nc se pedia excluir., Para descartar esta posibili-
dad se realizaron IEFs en las que se enfrentd una muestra de
antlgeno B puro en contra de cada uno de lose anticuerpos anti-gli-
Ccoprotelinas (Fig. 1€ A}, ASimicome, por DID =2 probd un  sueroc
hiperinmune anti-B en contra de la fraccidn Emm v ECI como

control. Como ge muestrs en la figura 16 B, los diferentes sueros

hiperinmunes anti-glicoprotelnas, no formaron bandas de precipi-



Figura 15. Inmunoelectroforesis de la fraccecidn de Emm enfrentada
con log anticuerpos: 1) anti-Gpl, 2 anti-Gp2-2, 3) anti-GpS, v
4) anti-Gpb.



.

Figura 16. A) Dobleinmunodifusidén de 1) ECT,
2) antigeno B v 3) Emm frente a unh suero
hiperinmune anti-B de conejo en el pozo central

Figura 16. B) Inmunoelectroforesis de: Laminilla 1;

ECI (poz=c supericr) y antigeno B (pozo inferior),
laminilla 2: Gpl (poZo superior} y Gp-3 {(pozo inferior),
laminilla 2; GpS5 (pozc superior) y Gpe (pozo inferior).
Todas las fracciones fuercon enfrentadas con un suerc
hiperinmune anti-B {(canal central}.



tacién frente al antigeno B puro. En cambico el suero hiperinmune
anti-B, formd la tipica banda isceléctrica de precipitacidén fren-
te & los pozos llenados con el antigeno B puro y con la fraccidn
ECI, indicando que no existe ninguna relacidn inmunolédgica entre

las glicoproteinas y €l antigenc B.

E. UTILIDAD DE LA FRACCION Emm EN EL INMUNODIAGNQSTICO DE LA CIS-

TICERCOSIS HUMANA POR LA TECNICA DE ELISA.

Se reslizaron ELISAs utilizande ECI, Emm v antlgeno B come
antigencos para la detecciédn de anticuerpos en sueros ¥y liquidoes
cefalorraqguideos (LCR) de pacientes neurocisticercosos. Las

sensibilidad obtenida para muestras de sueros fueron de B5 % para

ECI ¥y de B0 T para AgB vy la fraccidén de glicoproteinas. En
cambio, uvtilizando muestras de LCR, la sensibilidad fue de 90 %

para las tres fracciones. La especificidad fue de 90 .. para ECI vy

de 98 % para AEB y la fraccidn Emm. en las muestras de suero vy
LCR, respectivamente. En este estudio se utilizd la tédcnica de

ELISA en sueros y liquidos cefalorraquideos de pacientes neuro-

cisticercosos y de sujetos ganos come testigos negativos,

Para determinar s5i la fraccidn de Emm pudiera tener utilidad
como fuente de antligencs en estudios sercepidemiocldgicos, se
realizaron ensayos de ELISA utilizande muestras de suero de

individuos c¢con otras parasitosis: 25 muectras de suero fueron



probadas con el ECI, Emm ¥ con AgB. En todos los casos ocurrieron
reacciones cruzadas. 5in embargeo. cuando se utilizaron cualquiera
de las fracciones semipurificadas tales como AgB ¥ Emm, las
reacciones c¢ruzadas se redujeron en un 57 Ay 7i.4 7 respectiva-
mente. Cabe hacer notar que la mavoria de las reacciones cruzadas
ocurrieron cuando sB€ ensayaron algunos sueros de pacientes con
enfermedad hidatidica (Tabla IV). Una ventaja que presentd el uso
de 1la fraccidn de glicoprotelinas con respecte a las otras frac-
ciones utilizadas en el ELISA, fue la de disminuir el fondo de la
reaccidn, pudiendose detectar claramente la diferencia entre un

suero positive y un suerc testigo negativo.

Tabla IV. Reaccidn cruzada de sueros de pacientes con diferentes
parasitosis ¥y antigenos obtenidos del cisticerco de T. solium,
mediante ELISA.

L L L " ———— . . L T T o T T T T "t = o e o b A . o " 7 e Sk L Ay T T s . o

Numere Parasitosis Positivos Pogitivoe Pozitivos
muestra ECI AgB Emm
5 Hidatidosis 4 3 2
5 Stroingiloidosis 5 8] 0
5 Triquinelosis & 1] 4]
5 Filariasis 1 0 0
=3 Larva migrans o o o

e e . . . e e e . . . e . T Y e e e A . s . e ML e L S ., . . s A A . S . T B o L At . i
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- F. LOCALIZACIQN_DE LAS GLICOPROTEINAS EN EL TEJIDO DEL CISTICER-

co. .

Se realizaron ensavos de inmunoperoxidasa indirecta en frag-
"mentos de pared vesicular de cisticercos, para determinar 1la
1océlizacién de las glicoproteinas. Los resultados mostraron gue
toedas ellas se encuentran en la superficie tegumental (Fig. 17},
Lé intensidad vy tamafic del producto encimatico puede estar rela-
cionada con la concentracidénh y/0 la exposicidn de cada una de las
glicoprotelnas en la membrana. Aceptando leo anterior, la abundan-
cia relativa de lags glicoproteinas en la superficie es la si-
guiente: Gpl » GpS » Gp6 » Gp2-3. Las imigenes presentadas fueron
obtenidas de cisticercos recién extirpadeos v lavados con FBS, pH
7.4 antes de ser fijados en glutaraldehido, lo que sugiere que
las glicoproteinas s& encuentran firmemente unidas a la superfi-

cie tegumental del parisito.

Estudios similares de leocalizacidn se llevaron a cabo por
inmunofluorescencia indirecta con la fraccidn de IgG anti-Gpl vy
anti-Gpe. Se observd que la glicopreotelina Gpl se encuentra pre-
gente en la superficie tepumental, sl como en células subtegu-
mentales v depdeitos de glucdgeno (Fig. 18A). Lo anterior sugiere

que las c&lulas subtegumentales sean las encargadas de sintetizar
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Figura 17. Micrografiags electrénicas de cortes de parsdes
vesiculares desl metac&stodo de T. scolium tratadss <on la
de inmunorperoxidesz indirectas,. Lo= fragmentos de pared ves
fueron incubados con anticuerpos A) anti-Gpi, B) anti-Gpi-=
C) anti-GopS v D) anti-Gp6. Los fragmentors incubedos can
inmuncogleobulinas normaleg mostraron reswultados analogos 2 loe
presentados en la fig. Z0 D.
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a la Gp1l. La Gp6& s0l0 se encontrd en la superficie tegumental

(Fig. 18C}.

Ensayos de inmunofluorescencia indirecta como los antes men-
' cienados, pero wutilizando cortes del estadio adulto de la T

525599: mostraron que la Gpl también €& encuentra en la superfi-

cie tegumental y en células subtegumentales (Fig. 18B).

En cambio, la Gp6 se encuentra solamente en la superficie
tegumental del gusano adulte (Fig. 18D). Los cortes control de
pared vesicular vy de progldtidos en los cuales se usd una frac-
cidn de IgG de conejo normal, presentaron una fluorescencia

significativamente menor (Fig. 18E ¥y F).

G. LOCALIZACION DE LAS GLICOPROTEINAS EN METACESTODOS DE OTRAS

ESPECIES.

Estos ensayos se realizaron utilizando también laz frac-
ciones I1gG de leos sueros anti-glicoproteinas por la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta. Como se observa en la figura 19, la

glicoproteina Gpl se encuentra presente €n la superficie tegumen-

tal de los cisticercos de T. saginata. I. crassiceps vy I.
pisiformis; manteniende un patrdédn similar al obtenido en el
cigticarco de la T. sgolium. En cambilio la glicoprotelna Gpe cola-
mente ce encontréd en la superficie del cisticerco de T

-

pisiformis, con una peculiar localizacidén en la punta de las
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Figura 19. Micrograflas electrdinicas de tranemisidn de lacs
superficies tegumentales de diferentes scpecies de metacésteodos.
Las superficier tegumentales fuercon insubadas con la fraccidn IgG
anti-Gpl: A) I. pilsifcrmis. B I. sgginers. CF I, zregzi £

Y T. gelium. La=s inmuncglcobulinas normalers usadas como contral
mostraron resultadeos andloges e loz presentadeos en la figure 0 L.
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microtricas. Ni GpS, ni Gp2-3 ee encontraron presentes en los
cisticercos antes mencionados. Al igual que en el caso de los

- e e

antes de Eser fijados en glutaraldehido.

H. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA GLICOPROTEINA GPFS.

" Como se mencionéd anteriormente (ver I1.G.2. y 3.)}. la superfi-
cie de diferentes especies de cisticercos tienen la propiedad de
adsorber y absorber proteinas del huésped, en especial IgG ¥

albvimina.

Se realizaron ensayos de inmunoperoxidasa indirecta con frag-
mentos de pared vesicular de cisticerces de T. selium, T.

pisiformis. T. crassiceps, 1los cuales fueron exhaustivamente
lavados en PBS antes de ser fijados en solucidn de Karnovesky con
el objeto de desprender proteinas unidas debilmente a la superfi-
cie. lLoe fragmentog de pared fueron incubados con anticuerpos
anti-IgC segn la egspecie (ratdn, conejo o cerde) y usande una
fraccidn de IgG de ratdn, conejo © cerdoe normal como controles.
En la fisgura 20, se obzerva que &n todas las especies de cisti-

cercog g detectd la IgG del huésped respectivo, firmemente

adsorbida a la membrana tegumental.

Para determinar si alguna de las glicoproteinas purificadas

era una proteina serica del huésped, se realizaron ensayos de IET

47



Figursa Microegrafilss: eloonririces 2o IDd
adgorki 5 supcrficie tepurentel Jde dif
de maetsa T, owtilitandda la tdInica do IF
csuperfi gum=antaisgs fueron incubelos oo
porzine ligm)., B) anti-Igs consdc o

) &nti- win (T agzisssr, b Iomunc
normales rdo T 1.

Ll tx i S (R




en los que un suero normal de cerdo fue sometido a PAGE-SDS vy las
proteinas separadas en el gel fueron transferidas a papel de
nitrocelulosa. Las proteinas transferidas fuercen posteriormente
incubadase con la fraccién IgG de los diferentes suercs anti-
glicoproteinas (anti-Gpl, anti-Gp2-3, anti-GpS y anti-Gps) (Fig.
21). Los resultados mostraron que los anticuerpos anti-GpS, reco-
nocian un componente sérice del cerdo. La migracidn relativa y la
forma de la banda reconoccida por anti-Gp5 coincide con la banda
de la cadena pesada de IgG porcina reconocida por los anticuerpos
anti~IgG porcina usados como contrel. Los restantes anticuerpos

no reconocieron ninguna proteina sérica del cerdo.

I. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-GLICOPROTEINAS FPOR

EIT.

Ademds de los ensayos descritos en el capitulo IIXI.D., Ea
caracterizéd la especificidad de 1los anticuerpos anti-glico-
proteinas, por €l metodo de EIT. Paras ello, =e realizaron ensayos
como los descritos anteriormente; un exXtracto crudo de cisticer-
cos (ECI) se enfrentd con cada uno de los anticuerpos anti-
glicoproteinas (Fig. 22). Los anticuerpos reconocieron a una gran
cantidad de protelnas del ECI. algunas de lo=s cuales eran recono-
cidacs por uno o mads antisueros;: con la excepcidn para Cp5. En
este caso la protelna reconocida mostrd una migracién relativa

coincidente con la de las cadenas pesadas de IgG porcina.
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Elicoprotelnas.

i
e La 4 '_.5_,3_)2_\_2.

Figura 21. Inmunoelectrotransferencia de un suero normal de .
cerdo, enfrentadoe con lass freccionss de 1g5 de logf sueror ahti- :
Carriles: 1} anti-Gpl, 2) anti-Gpo-2. 3} a&nti- i

GpS, &) anti-Gpd, 5 fraccidn Igd del susro do o un conelic noermal.,
&) Fraccidn IgG de un guere anti~Igs porcine v 7) segunde
acopladoe a peroxidacsa

anticuerpo Ig5 de chive anti-conejo
{control). * Como g2 mencions en £1 pie de la figurs 2.
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Inmunoelectrotransferencia de un extracte crudo de

Figura 22Z.
cisticercoe, enfrentado con las fracciones IgG de los sueros
2) anti-Gp2-3,

anti-glicoproteinas. Carriles: 1) anti-Gpil, 2
2) anti-Gp5, 4) anti-GpHd, &) fraccidn 1g5 de un suere anti-1lgG
porcina v &) fracecidn de 1% del sBuerc de un conejo normal.* Todos
los carrileg s2 incubarcon con un segunde anticuerps {(fraccidn :
de IgG de chivo., anti-IgG de conejo, acoplada a peroxidasa),



DISCUSION

Los resultados de los PAGE-SDS de las fracciones iniciales

(ECI vy FV) mostraron que se trataba de mezclas bastante complejas

de proteinas. Entre ellas, las glicoprotelnas representaban un
porcentaje relativamente peguenc, a juzpar por sus patrones de
tincidn obtenidos con PAS (Fig. 11). En contraste, las fracciones

obtenidas de la cromatografia a travéds de la columna de sefarcosa
4B~-Con A, resultarcn ser mucho mis simples, ademAs de contener
una mavor proporcidédn de glicoprotelnas. Por éjemplo. la fraccidn
Emm contenia 19 proteinas que =e teflan con azul de Coomassie, de
las cuales B también se tenian con PAS (Tabla II). A su vez=, la
fraccicen Fmm contenia 15 proteinas que se tefilan con azul de

Coomassie y solamente 3 con la tdcnica de PAS (Tabla II).

Cabe hacer notar que ne todas las proteinas retenidas por 1la
columna contenian carbohidrateos detectables por la tincidn con
PAS: sugiriendo que estas protelnas fueron retenidas indirecta-
mente debido a la formacidn de agregados proteicos mantenidos por
interacciones inespecificas (electrdéstaticas, hidrofébicas, etc.)
o bien, como se vard mis adelante, por interaccicones especificas
del tipe de los complejos antigenc-anticuerpo. Las bandas de

27,000 v 18,000 dal que no se tiferon para carbohidratos corres-

49



ponden a Con A desprendida de la columna durante la cromatogra-

fia {(139).

Las fracciones enriquecidas en glicoproteinas que se ¢obtuvie-
ron de la anterior ceolumna, presentaron un enriquecimiento para-~
lelo en antigenos del cisticerco. Esto se demostrd en ensayos de
IEF, al comparar el numero de antigenos que cada suero de pacien-
tes c¢on neurocisticercesis reconocian cuando eran enfrentados en

contra de ECI (3.1), Emm (5.5) y Fmm (4.5} {ver tabla III).

El punto iscléctrico de las protelnas en la fraccidn Emm
resultd ser notablemente acldico (ver III.A.). en coincidencia
con resultados de otros estudios en otras especies de céestodos
(63). Se ha demostrado la presencia de una alta densidad de
cargas negativa en la superficie tegumental de los céstodos (64,
69, 71). Inclu=sco, se ha sugeride que e=sta caracteristica pudiera

determinar que tipo de compuesteos son absorbidos por el parasito,

En estaz etapa del provecto se decidid intentar solamente la
purificacidn de glicoproteinas a partir de la fraccidn ECI por
las siguientes razones: 1) la fraccidn Fmm presentaba un menor
contenide de glicoproteinas v antigenos (Tablas II y III) vy 2) la
fraccidn Emm (obtenida por homogenizacién del tejide parasitario)
presumiblemente contenia antigenos de la superficie parasitaria,
los cuales son loE primeros en tener contacto con las ¢élulas del

sistemsa inmune del huésped.
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Al wutilizar la fraccidn Emm en el inmuncodiagndstico de 1la

cisticercosis humana por 1la téchica de ELISA, se¢ obtuvo una

sensibilidad equivalente a la obtenida con ECI ( suero = 85%,
'LCR= 90 %) ¥ con una preparaciédn pura del antigeno B {suero = 80

% ¥y LCR = 90 %). La especificidad resultd ser de 90 7 en suero y

LCR cuando se utilizéd la fraccidn ECI comc antigeno, vy de 96 y

a8 %% al utilizar al AgB con muestras de sueroc y LCR, respectiva-
hente (52). La fraccién Emm presentd dos ventajas en comparacidn
con los anterjiores antigenos: 1) una disminucidén de hasta 71.4 %

en las reacciones cruzadas ¢on sueros de pacientes con otras
parasitosis. Cuando se utilizéd la fracciédn Emm s&lo se encontra-
ron reacciones cruzadas con algunos casos de pacientes infectados
con quiste hidatidico., En otras palabras, el uso de la fraccidn
Emm no permite distinguir con certeza eéntre el suero de un pa-
ciente cisticercoso y el de un hidatidosc. S5in embarge, esta

fraccidn podrla ser utilizada para el diagndéstico de la cisticer-

cosis en Maxico, en donde no existen reportes que confirmen 1la
ocurrencia de hidatidosis humana, y 2} la utilizacidn de Jla
fraccidn Emm en ELISA, di=sminuye el fondo de la reaccidn en el
mé&todo, marcanda claramente las diferencias entre los suercs

positiveos y negativos,

La riqueza de antigpenos en Emm hizo de dste una fraccecidn
interesante para tratar de purificar glicoproteinac antigdnicas.
Se realizarcon divereos intentos para aicslar a&alguncs antigenos

utilizande métodos bicquinmicos convencionales con muy poco  é&xi-
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to. La razdn de esta gran dificultad posiblemente estriba en los
fendmenos de agregacidn proteica en las fracciones crudas, men-
cionades anteriormente, por lo que se decidid utilizar un método
que rompiera los agregadoe. El método seleccionade resulté ser
la electreoelucién de las glicoproteinas a partir de geles de
PAGE-SD& degcrito por Mendel-Hartvig (128). Este método presenta
muchas ventajas sobre otrose métodos de electroelucidn usades
anteriormente (140-143}. Por ejemple, s& puede mencionar la mejor
eficiencia en la recuperacidn de la proteina del gel, asil como la
posibilidad de electroeluir cantidades en €l dérden de les mili-
gramos de un sdleo el de placa. El SDS asociado a las protelnas
electroeluidas puede ser removido por medico de una dialisis
subsecuente © utilizando perlae de amberlita. Entre las limita-
clones de é&ste mdtodo, vy de otros, se puede mencionar la imposi-
bilidad de electroeluir separadamente proteinas con migraciones
relativas muy parecidas. En €l presente provecto, éste fué el
caso de las glicoproteinas Gp2-32 que presentan una muy parecida

movilidad relativa en el PAGE-SDS.

La disponibilidad de las glicoproteinas puras {Gp1l, Gp2-3,
GpS, GpS) permitid la obtencién de anticuerpos contra cada una de
ellas, por inmunizacidn de conejos. Al ensavar leos anticuerpocs
por medio de IEF, cade uno formé un arco de precipitacidn distin-
to frente 2 ECI v frente 2 Emm (Fig. ise, cugiriende gue Ce
trataba de entidades moleculares diferentes entre si v con res-

pecto al antigeno B (ver III.D.}.
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Los resultados de los ensayoes de inmunoperoxidasa indirecta
de cada uno de los anticuerpos anti-glicoproteinas, mostraronh que
todas las glicoproteinas se encuentran en la superficie tegumen-
tal del cisticerco de la T. scolium. Este es un hallacgo relativa-
mente esperado, puesto que se trata de glicoproteinas agsociadas
al tejido. Las diferencias en la cantidad de inmunoprecipitado
observado en la superficie tegumental para cada una de las glico-
proteinas, permiten sugerir diferencias en su abundancia relativa
(Gp1l > GpS5 » Gpt » Gp2-3). Estudios similarec, utilizando 1la
técnica de inmunofluorescencia indirecta, mostraron que Gpl vy
GPS6 tambidn se encuentran presentes en la superficie tegumental,
asl como en los citoners tegumentales {cdlulas responsables de
sintetizar los componentes del tegumento) del cisticerco ¥y de 1la
T. golium adulta (76, 79). La glicoproteina GP1 fué& ademas demos-
trada en la superficie tegumental de loe metacdstodos de T.
gaginata., T. crassiceps v T. pigiformis. Desafortunadamente, los
esfuerzos para localizar estas glicoprotelnas en el estadio de
oncosferal de T. scolium resultarcon infructuosos, debido a la gran
flucrescencia enddgena que dstas presentan. Todo lo anterior
indica la existencia de componentes de superficie comunes en
varias especies de ténidoes., lo cuzsl estd de acuerdo con la pro-

puesta de Mills et al. {l144), en e] sentido de gue existen homo-

logiar fundamentales en la composicidn del tegumento de los

cdstodes.

53



Sobre la misma linea de raconamiento, los resultados de los

ELISAs utilizande la fraccidn rica en glicoprotelinas {(Emm), con-

firmaron que existe reactividad crurada entre los metacéstodos de

1a T. seclium y E. granulosus; fendmenco ya reportade por otros

autores {145). El E. granulosug al igual que la T. solium es un

céstodo ciclofillide de la familia Taeniideae (146). Los resultados

de la pre=sencia de Gpl en la sup=srficie tegumental de los meta-

céstodes ténides antes menciconados hacen de la glicoproteina Gpl

un candidato interesante para reslizar estudios de filogenia,

vtilizande los anticuerpos (anti-Gpl) para determinar si esta

glicoprotelna se encuentra presente en representantes de los

diferentes d&rdenes v clases del phylum Platyhelminthes; lc que

pudiera ser de utilidad para establecer mejores criterios de

clagificacidn taxondmica.

En la superficie de alguncs parasitos no sdlo ge  encuentran

protelras del propio organismo, al respecto, se ha demostradoe 1la

presencia de proteinas del huésped unidas con alta afinidad. E=

posible que las proteinas del huésped se unan a la superficie

parasitaria por medio de interacciones electrostdticas gracias a

su gran densidad de carga negativa, conferida peor los polisaca-

rideos sulfatados de las gliceproteinars de cuperficie (&) .
Ademas, se han preopuesto otro tipo d=s interescciones: hidrofdbi-
cas, receptores de

membrana como los receptores para Fo vy C

5]

(147), o bien. la unidén de loz anticuerpos a leos antigencs de

superficie. Por lo anterior, era necesaric descartar la posibili-
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dad de que alguna de las glicoproteinas purificadas fuera una

proteina del huésped.

Se realizaron ensayos de EIT enfrentando 1los anticuerpos
anti-glicoproteinas {(anti~-Gpil., anti-Gp2-3, anti-GpS y anti-Gpb)
con suerc de cerdos hormales. Los resultados mostraron que los
énticuerpos anti-GpS reconoccen a un componente del suere porcino,
lo cual permitid definir que esta glicoproteina (Gp5) corresponde
.a la cadena pesada de la IpG porcina, confirmando la observacidn
de . otros autores acerca de la gran capacidad de adsorcidn que
_tienen las membranas tegumentales de los parasitos céstodos

(106-111).

Acsimiemo, experimentes de EIT de ECI mostraren que ¢ada wune
de los anticuerpos anti-gliceproteinas {(a excepcidn de anti-Gpb)
reconocen a un gran numero de componentes parasitarios del ex-
tracto crudo, a pesar d; que fueron obtenidos inmunicandoe conejos
con las glicoprotelnas purificadas. Esta observacidn, ademas de
llamar la atencién hacia la gran diferencia en sensibilidad entre
las teécnicas de IEF {ver III.D.) ¥ de EIT {(ver III.I.}, puede
tener variag explicaciones no excluventes entre si. La primera
consiste en pensar que las glicoprotelnas parasitarias purifica-
das (Gp1, Gp2~3 vy Gpb) son fragmentos protecliticos provenientecs
de glicoprotejnas de mayor peso molecular. Lo anterior podria
erxplicar por qué leos anticuerpos anti-GpZ-2 y anti-Gpé, recono-
cieron bandas de maver peso molecular que las utilizadas en su

produccidn. Otra posibilidad es que las glicoprotelnas puri-



ficadas tienen su peso molecular nativo, pero que una parte de
ellas sufre protealisis durante la obtencidén del extracto crudo.
Elleo exXplicaria por qué los anticuerpos reconhocen banhdas de pesos
moleculares inferiocres al de la glicoproteina con gque fueron
obtenidos. La tercer eéxplicacidn podria ser que la inmunizacidn
de loe conejos indujo la producciédn de anticuerpos dirigidos en
contra de residucs carbohidratoz comunes en muchas proteinas del
cisticerco. Cabe hacer notar que la homogeneizacidn de los cisti-
cercose e llevd a cabo en presencia de varios inhibidores de
actividad proteclitica. Ademis., para los EITeE se utilizd&d un
extracto crudo obtenide por homogeneizacidn directa de los cisti-
cercos en la solucidn de electroforesis {(ver I1.B.1.a.}. que es

muy desnaturalizante.

l.a posibilidad de gque los anticuerpos anti-glicoproteinas
reconocen a los residucs carbohidratos comunes parece recibir
apoyo provehiente de otro tipo de estudios. Ccon A se une muy
homogéneamente a la superficie de varias especies de cisti-
cercos. Esto sugiere que la superficie que los metacéstodos
presentan a sus huéspedes es relativamente homogénea con respecto
a Bu composicidn de carbohidratos (alfa-metil mandeido o alfa-
metil glucd=zido). Lo anterior puede tener dos aspectog interesan-
tes, por un lado, algunos autores han postulado que un numero
grande de sitior antigenicos idénticos o similares pueden produ-
cir la sintesis de anticuerpos de baja afinidad (70}). Sin embar-

go, es sabido que la respuesta inmune a polisacadridos repetitivos
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muestra considerable wvariacidn de especie. Por ejemplo, algunos
antigenos polisacaridos repetitiveos de bacterias, que son inmuno-
supresores en el ratdn., son protectores en el hombre. Estos
anticuerpos protectores pueden persistir hasta por ocho afios
(148). También se ha reportado que loes oligosacaridos de algunos
Eliccconjugados (glicollpideos v glicoproteinas) son importantes
para activar la respuesta de las células T, ademds de ser respon-
sables en parte. de la formacidédn de granulomas {(149). Es en este
sentide que las glicoprotelnas de la fraccidn Emm y en especial
la glicoﬁroteina GP1., podrian =er utilicadas en ensayos para
determinar el papel que juegan en la relacién Hudsped pariasito.
En el futuro se realizaran ensayes "in vitro” con células vy
factores del guero para determinar £i estos anticuerpoe dirigidos
en contra de glicopreoteinas de superficie son capaces de mediar
una Tespuesta efectora en contra de loe diferentes estadios del

pardsito y en especial, de los estadios oncosferales.

Se ha propuesto que algunos componentes de la superficie de
los céstodeos son téxicos para las células del aparato inmune, o
bien, que alteran la respuesta inmune del huésped a nivel local vy
sistémico {ver I.G6.1.). La disgponibilidad de las glicoprotelnas
purificadas y de =sue respectivoes anticuerpos, nes pernmitird cono-
cer el papel gue cada uno de loe compeonentes de la superficie
Juega en la relacidn hudsped pardsito. A este respecto, experi-
mentos preliminares de transformacidn blasteide han mostrado que

la fraccidn Emm disminuys la respuesta "in vitro" a mitdgenos
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talecs como Con A y LPS, cuando las células de baze son  prein-
cubadas con la fraccidn. Esto sugiere gque algunais) Elico-
proteina{s) tiene un efecto supresor sobre la poblacidén de linfo-
citos (T y B) del ratén. Asimismo, ensayos "in vitro” con macrdé-
fagos murinos de la linea celular 3774, incubados con las frac-
cioneg ricas en glicoproteinas, mostraron un incremente en el
metaboliemo v en la muerte celular, sugiriendce que alguna glice-
proteina, o todas ellas, podrian tener un efecte dafiino sobre los
macr&fagos. Cabe recordar que l¢s macréfagos, ademds de represen-

tar una parte de la primers linea de defensa del organismo, son

también las cdlulas presentadoras de los antigenos, ademdsz de
producir la interleucina Il-1, gue & =u vez g2 requiere para 1la
produccidn de Il1-2, necesarias para deszarrollar unas respuesta
inmune efectiva, Estos resultados sugieren, que dentro de 1la

fraccidn de glicoprotelnas existe algidn{cs) factor(es) gque alte-
ra 1la respuesta inmune del huésped, avudande al establecimiento

del parasito (ver I1.6.1).

El disponer de una fraccidn enriquecida en protelinas de
superficie del c¢cisticerco, hace surgir la posibilidad de wutili-
zarla en experimentos de proteccidn, Sin embargo, la presencia de
una actividad aparentemente inmunosupresora, ha impedido l1a rea-
lizacidn de estos encayozs. Se requiere identificar cudl o cudles
glicoprotelnas son las que afectan la respuesta inmune, asi como
caracterizar su mecanismo de acecidn, antes de ectar =n posibili-

dad de explorar s£u posible use inmuneoprofilactico.
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En conclusidn., el provecto aqui descrito constituye un es-
fuerzo inicial para caracterizar globalmente la composicidn del
tegumento del cisticerce de la T, sc¢lium. Se logrd purificar y
caracteric-car parcialmente cuatro glicoprotelnas parasitarias. Se
trata de unc de los primeros trabajos en utilizar a las lectinas
como herramienta para la purificacidn de componentes de superfi-
cie del cisticerco. Finalmente, se& describe la obtencidn de
algunas herramientas moleculares (anticuerpos) que  permitiran
continuar los estudios que aclaren el papel que estas glico-
protelnas juegan en el mantenimiento de la relacidn huésped-

para=sito.
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