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RESUMEN

En el presente trabajo se analizd la presencia del an-~
tigeno B de los cisticercos de la Taenia solium en otros helmin-

tos, a saber: T. solium, T. saginata, T. crassiceps, T. - -

hydatigena, T. pisiformis, T. taeniaeformis, Dipylidium caninum,

Echinococcus granulosus, Fasciola hepatica, Dugesia sp., Ascaris

lumbricoides, A. suum, Onchocerca volvulus, Parascaris egquorum y

- Macracanthorhynchus hirudinaceus. Se prepararon extractos antigé

3": 'nicos y se probaron contra suero anti~B y contra suero anti-ex--
tracto de algunos de estos pardsitos, usando la prueba de inmuno
electroforésis. Para evaluar la identidad antigénica con respec-
to al antigeno B, se utilizé6 la prueba de doble inmunodifusidn.

En inmunqelectroforesis se encontr6 que todos los ex—-

tractos de los céstodos y el de F. hepatica presentaron una ban~

. da de precipitacién frente al suero anti~B, con la excepci8n del
'1fquido del quiste de E, granulosus. Ningfin extracto de nemdto--

dos reacciond con el suero anti-B, como tampoco M. hirudinaceus

y Dugesia sp. En doble inmunodifusifn se observé identidad de to
.dos los extractos que precipitaron en inmunoelectroforesis cuan-
do se probaron con antigeno B frente a suero anti~B.

Los resultados sugieren que el antigeno B‘es‘caracﬁe--
ristico de los platelmintos y pareceria gue se encuentra restrin
gido a platelmintos pardsitos, ya que sdlo se encontrS en los -
céstodos y en F. hepatica pero no en el fGnico platelminto de vi-
da libre estudiado (Dugesia sp.), por lo cual podria pensarse -
que el antigeno B estuviese relacionado, de alguna manera, con -

el parasitismo.




1.0 INTRopuccxoni

La cisticercosis es una enfermedad'parasitaria gue se
distribuye ampliamente en la RepGiblica Mexicana (1). La parasito
sis es adquirida por la entrada al hué&sped de huevecillos de -
Taenia solium, cada huevecillo contiene un embrién hexécanto con
tres pares de ganchos; al llegar al estémago la cipsula se digie
re por accién dcida y enzimdtica, el embrifn se activa por la
accibn de los jugos digestivos del intestino delgado (2), de -~
- aquil penetra a través de la pared del intestino y entra a las -

circulaciones sanguinea y linfética, por medio de las cuales pue
de llegar a alojarse en diversos Organos y tejidos donde se desa
rrolla hasta formar un cisticerco, que consiste en una bolsa cu-
yo difmetro puede alcanzar hasta dos centfmetros, conteniendo el
.escolex invaginado rodeado de liquido vesicular. Cuando el hom=~
- bre ingiere un cisticerco, éste se instala en el duodeno, desa-—
rrollindose hasta la forma adulta, permaneciendo ahi por largos

periodos de tiempo y llega a medir varios metros de longitud. ELl
adulto de la Taenia solium estd formado por escolex, cuello y -

estrbbilo, éste filtimo dividido en segmentos llamados progléti--
dos, que pueden ser inmaduros, maduros y gravidos; en los progls
tidos grévidos se encuentran huevecillos en grandes cantidades,

los cuales son excretados en las heces fecaies, siendo asi libe~-
rados al medio ambiente, completindose de este modo el ciclo al
ser ingeridos por un cerdo o un humano (Fig. 1).

Los estudios seroepidemiol&gicos realizados por -
Woodhouse y ¢col. en poblacién abierta,rreﬁelaron una ‘frecuencia
global del 1 % de cisticercosis en todo el pais, con oscilacio--
nes entre el 0.4 ¢ vy 7,6 % en el Estado de Chiapas (3) y de © %
a 2.81 % en la Repfiblica Mexicana (1,4). En estudios. de autop- -
sias se ha encontrado una prevalencia promedio de 2 % (5) con -
frecuencias que fluctfian entre el 1.4 % y el 3.6 %‘(6,7,8,9,10),
-1llegando a alcanzar, segn estudios més recientes, una frecuen--

cia de 5.31 % (11). Dent:d-de_Las'estadisticaswde»lcskprqcescsu~‘L‘vf



»

- Figura 1

Ciclo de vida de la Taenia solium..
A, T, solium adulto; B, progloti--
dos grdvidos; C, huevecillo de T.-
solium; D y E, embridén hexacanto y
cisticerco en humano y en cerdo -~
respectivamente.




patolbgicos, la cisticercosis es considerada como novena causa -
‘de muerte (12).

El cisticerco, larva de la Taenia solium, parésito ha

bitual del cexrdo puede localizarse en el. humano en el Sistema -
Nexrvioso Central (SNC), en el tejido subcutdneo, en el ojo, en ~-
el misculo esquelético o cardfaco y ocasionalmente en pulmén, -
hfgado y rifiones (13,14,15). La cisticercosis cerebral humana es
de gran importancia desde el punto de vista m&dico, ya que gene—
ralmente es de mal pronSstico, siendo en ocasiones mortal; su ma
nifestaci6n clinica éS'muy variada y muchas veces puede cursar -
asintomitica (8,16), En el inmunodiagﬁéstico de esta parasitosis
- se han montado varias pruebas (17,18,19), una de las cuales es -
‘la inmunoelectroforésis, que ha pefmitido caracterizar la res— -
puesta inmune humoral. ‘ ‘

Utilizando la inmunoelectroforesis sé'ﬁa encontrado -
que, empleando el suero de animales hiperinmunes, el nimexo de -
antigenos reconocidos en el escolex, la pared y el liquido vesi-
cular del cisticerco de T. solium fue de 11, 9 y 5 respectivamen
te (19). Usando esta misma prueba en un andlisis de 116 sueros -
de pacientes con cisticercosis cerebral comprobada se encontrd
que habia por lo menos 8 proteinas antigénicas del cisticerco -
que eran reéonocidas por el suero de los pacientes (20,21), 1lo
que indicaba una gran heferogeneidad en la respuesta inmune humo
ral, siendo diferente el nfimero y tipo de antfgenos que la indu~
jo. Los antigenos mids frecuentemente reconocidos por el hombre -
fueron clasificados por su movilidad electroforética ((Fig. 2), -
encontrindose que el antigeno designado como B es reconocido por
el 84 % de los pacientes que tienen anticuerpos, detectados por
“inmunoelectroforesis, contra cisticerco; siguiéndole en frecuen-
- cla el antigeno A (47 %) y el E (35 %). Se ha observado que los
"sueros de ratones hiperinmunizados con extractos totales de cis-
ticercos de T. solium reconocen tambi&n mis frecuentemente al an
tfgeno B, 93 % (22) (Fig. 3). |
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El antigeno B se identifica como una banda isoeléc--
trica a pH 8.6 en inmunoelectroforesis, ha sido purificado a -
partir del escolex y la pared del cisticexco de T. solium (23,-
24); en un gel de poliacrilamida~SDS al 7.5 % se observaron dos
bandas de proteina con un peso molecular de 95,000 y 105,000; -
el andlisis de aminodcidos reveld la existencia de una alto con
tenido de aminodcidos polares (52 %) (24); utilizando isoelec--
troenfoque se encontrd que el punto isoel&ctrico del antigeno B
- es de 5.0-5,3; es importante aclarar qué el hecho de que este -~
"antfgeno no migre en inmunoelectroforesis a pH 8.6 puede deber-
~Se a que se formen agregados de diferentes tipos, que por su ta
mafio o por tener una superficie de carga neutra impidan su mi--
gracién (24). Estudiando al antigeno B se observé gque se compor
_taba como una fibronectina (25), presentando gran afinidad por
la coldgena, pudiendo identificarse una subpoblacién de sitios
- de mayor afinidad y otra de menor afinidad relafiva de unién a -
la coliagena; se encontrd también que tenia la capacidad de ali-
near fibroblastos transformados y de aglutinar eritrocitos de -
diversas especies de vertebrados; estas txes caracteristicas -
son propiedades que competen a las fibronectinas y podrian te--
ner gran importancia en la biologfa del parésitc para su desa--
-rrollo y adaptacién en el huésped. Con respecto a esto se sugie
re que la actividad de fibronectina pudiera ayudar a organizar
los componentes del huésped, impidiendo la llegada de las célu-
las inmunolégicas y protegiendo de esta manera al parfdsito al -
crearle un nicho adecuado para vivir; por otro lado, se podria
desviar la respuesta inmune hacia el tejido colagénico del hués
ped circundante al parédsito.

Dada la importancia que parece tener el antigeno B
»del cisticerco de T. solium, tanto en la biologia del cisticer-
co como en la relacifn huésped-parisito, se ha querido conocer
si el antfgeno B es una proteina exclusiva del cisticerco de T.
solium. El1 objetivo de este trabajo es la deteccifn, por m&to--
dos inmunolégicos, de este antfgeno en organismos de los Phyla

. PLATYHELMINTHES, NEMATODA y ACANTHOCEPHALA. .
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2.0 MATERIALES Y METODOS

2.1 Organismos empleados

Se utilizaron los siguientes pardsitos:

PLATYHELMINTHES
Cestoda

Antigeno B del cisticerco de
Taenia solium

Taenia solium

Cisticerco de T, solium

Liquido del cisticerco de
T, solium

T, saginata

Cisticerco de T, saginata

Cisticerco de T, hydatigena
Lfquido del cisticerco de
T. hydatigena

Cisticerco de T. pisiformis

Lfguido del cisticerco de
T, pisiformis
T. taeniaeformis

Lfquido del quiste del
" Echinococcus granulosus
Cisticerco de T. crassiceps

Dipylidium caninum

Trematoda
Fasciola hepatica

Turbellafia

Dugesia sp.'

NEMATODA

Ascaris lumbricoides
‘Agscaris suum
Parascaris equorum
Onchocerca volvulus

ACANTHOCEPHALA

Macracanthorhynchus
hirudinaceus

E Organismo‘en solucién salin'*

Mvz., Evangelina Romero

Donado por:

Obtenido de c1st1cercos de
cerdo

MvZ, Nicol&8s de Miguel (O.s.s.*)
Obtenido de mfisculo esquelé&~—.
tico de cerdos parasitados
Obtenido de cisticercos de
cerdo

Biol. Bertha Espinoza (Ec.**)
Obtenido de musculo esquelé&-
tico de bovine parasitado

Dr. Antonio Acevedo (O.s.s.)
Dr, Michael Rickard (liofili-

* zado) y Dr. Antonio Acevedo

Dr. Michael Rickard (Ec. lio-..
filizado)
Obtenido de cisticercos de la

. -cavidad abdominal de conejos
- Dr. M\M.H. Sewell (Ec. liofi-
- lizado) ‘

Dr. Michael Rickard (liofili-
zado) y MVZ. Evangelina Romero
Dr, S. Geerts (Ec. liofiliza-
do) '

Biol, Velia Trejo (O.s.s.)

Obtenido de higado de bovino
parasitado

"Colectado en el Jardin Boté-

nico Exterior de la U.N.A.M.

‘Biol. Bertha Espinoza (Ec.)

MVZ. Evangelina Romero (O.s.s.)

‘,j-Biol.?Bertha-Espinoza (Ec.)

Centro de Investigaciones
Ecol8gicas del Sureste

\J




2.2 Preparacién de los extractos antig8nicos

En la figura 4 se resume la metodologfa empleada. los
organismos obtenidos en solucifn salina .fueron procesados como -
se describe a continuacién.

Los pardsitos se pesaroﬁ para obtener el rendimiento
del m&todo de extraccidn y se lavaron en una solucién de NaCl -
0.15 M amortiguada con fosfatos de sodio 0.01 M, pH 7.2 (PBS), -
- que contenfa: Sulfato de Kanamicina (Sigma), 25 ug/ml; Acido Ns-
lidixico (Sigmé), 40 ug/ml; Cloranfenicol (Sigma), 25 ug/ml y -
Estreptomicina (Sigma), 25 ug/ml, La solucidn se agregé a los pa
rédsitos en una relacién 1:10 (p/v), dejédndose con agitacién len-—
- ta durante 24 hrs. a 4°C. Lo anterior se hizo con el f£fin de eli-
‘minar las bacterias .existentas e inhibir su crecimiento. Se eli—
min8 la solucién y se lavaron con PBS esteril 3 veces. Los orga-—
nismos fueron homogenizados en PBS conteniendo KCl 3 M e inhibi-
dores enzimfticos: p-Hidroximercuro benzoato (PHMB, Sigma); -~ =
0.04 % ¥ Penil-metil-sulfonil fluoruro (PMSF, Sigma), 0.006 %; -~
asi como Acido etilen-diamino—tetraéético (EDTA, Sigma), 2.5 mM,
en una relacifén 1:4 (p/v), utilizdndose un homogenizador Poly—--—
tron (Brinkmann Instruments) a la velocidad méxima, de 4 a 5 ve-—
- ces, durante un minuto cada vez, colocando el recipiente en un -
bafio de hielo entre cada homogenizacidn.

Los extractos obtenidos se dejaron con agitacifn len-
ta durante 24 hrs, a 4°C. Se centrifugaron a 3,000 rpm a 4°C du-
rante 30 minutos. Los precipitados se eliminaron y los sobrena=-
dantes fueron dializados exhaustivamente contra PBS a 4°C hasta

que ya no se detectf KCl en la solucifn de diflisis por osmome--—
trfa. Se determiné la concentracifn de protefnas por el método -
de Bio~Rad (Bio-Rad Protein Assay) (26,27,28). Los extractos se
colocaron en una bolsa de diflisis y se concentraron con aire -~
hasta obtener alrededor de 10 mg/ml de protefna. Se dializaron -

' nuevamente contra PBS y se guardaron en alicuotas a ~20°C hasta._mJ
T "511 usc' W 3 t : s . . :




Pesar los parédsitos
Lavar 24 hrs con PBS con antibibticos
Lavar 3 veces con PBS esteril
Eliminar PBS 'y homogenizar en KCl 3 M

Centrifugar

Eliminar pLecipitado

Dializar el sobrenadante'
4exhaustivamente contra PBS

Ajustar la concentracidn de
proteina alrededor de 10 mg/ml

Dializar

Suero. anti B y
ueros hiperinmunes

Figura 4 Diagrama de la metodologia utilizada para la
. - .obtencifn de extractos antigénicos de diver-
- . 80s par8sitos y para la .evaluacién del anti-

geno B en estos extractos. :
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os extractos que estaban liofilizados fueron resus-
- ‘'pendidos en PBS tratando de obtener una concentracidn de protefl
~ na de 10 mg/ml,

2.3 Obtencifn del Antigeno B

El antigeno B del cisticerco de la Taenia solium se

obtuvo, como se muestra en la figura 5, de la siguiente manera:

' se disecaron cisticercos del msculo esquelé&tico de cerdo, eli-
- min&ndose

Se la
e inhibido
-nol (Bio-R
Después se

1 1iqgido vesicular y utilizando el escolex y la pa-
aron con PBS (1:10 p/v)'conteniendo los antibidticos
es enzimfticos descritos previamente y B-Mercaptoeta
d) 0.02 M durante 18 hrs. con agitacifn lenta a 4°C. .
decantaron y se homogenizaron en NaCl 0.45 M (5 ml/g

eda) conteniendo inhibidores enzimiticos, B~Mercap-

red.

de larva h
toetanol y EDTA, con un homogenizador Polytron a la velocidad -
mixima, po

27,000 g p

1-2 minutos a 4°C. El homogenado se centrifugé a -
r 60 minutos a 4°C,

El precipitado fue descartado y el sobrenadante fue

dializado inmediatamente contra 8cido acé€tico 0.5 M, pH 2.5 a
4°C. La emulsidén obtenida de la didlisis fue centrifugada a -
27,000 g or 60 minutos a 4°C, Al sobrenadante se le cuantifi-

i6n de protefnas de 0.5 mg/ml utilizando &cido acé&ti-
se precipitaron con NaCl 5 M hasta obtener una con--
final de NaCl de 0.83 M. Esta muestra fue agitada du

rante 2 h
4°C, Se e
en 4cido

geno B co
5 contami
~ tefnas de

s a 4°C y centrifugada a 27,000 g por 60 minutos a -
iminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendid
cético 0,5 M, pH 2.4 y se dializ8 contra PBS. El anti
tenfa las 2 bandas de protefna caracteristicas y 4 a

antes menores y se utiliz8 a una concentracifn de pro
1 mg/ml para la prueba de doble inmunodifusién,




Cisticercos de la Taenia solium

Lavar con PBS con antibidticos,
inhibidores enzimiaticos,
EDTA y B—mercaptoetanol

"Eliminar PBS -

‘Homogenizar con NaCl con inhibidores
enzimaticos, EDTA y B-mercaptoetanol

Centrifugaf

e ..
Eliminar precipitado
Sobrenadante
Dializar contra &cido acético

Centrifugar -

: i .
- Bliminar precipitado

Sobrenadante

Ajustar a 0.5 mg/ml y precipitar con NacCl

Cenﬁriﬁugar

Elimiﬁgr sébrenédante
Predipitado
Solubilizar en acido acético
'Dializar con PBS

Cuantificar proteinas

Ajustar‘la concentracidn de proteinas a 1 mg/ml

DID

" 'Pigura 5 Diagrama del método de cbtencidn del --
e antigeno B del clstlcerco de 'la Taenia e
*‘solium"' R ' o




2.4 Sueros hiperinmunes

Se usaron los siguientes sueros hiperinmunes:

. _ Donado por:
Suero anti-Antigeno B . MVZ Nicolds de Miguel

Suero anti-T. saginata. Biol. Bertha Espinoza
Suero anti-T. crassiceps _ Dr. S. Geerts
.Gammaglobulina anti-cisticerco M. en C. Agustfn Plancarte
de T. solium
Suero anti-cisticerco de , ~ Dr. Kaare Lindkvist
" T. saginata
Suero anti-un componénte del ' Dr. Kaare Linkvist
cisticerco de T. saginata ,
' Suero .anti-ligquido del cisti~ Dr. Kaare Lindkvist
cerco de T. hydatigena
Suero ant1~Fasc1ola hepatica " Biol. Bertha Espiinoza
Suerxo anti-Ascaris lumbricoides Biol. Bertha Espinoza o
Suero anti-Parascaris equorum Biol. Bertha Espinoza
Suero anti-Macracanthorhynchus Biol. Bertha Espinoza

hirudinaceus , . g

2,5 Inmunoelectroforesis .

Para investigar la presencia del antigeno B, asi como
las reacclones cruzadas entre los diferentes extractos antigéni-
cos, se utilizd la prueba de inmunoelectroforesis (IEF). Se colo
caron 25 ml de agar-agaf'(Merck) al 1 % en solucibn amortiguado-
ra de barbital 0.05 M, pH 8.6 con azida de sodio al 0.02 %, so-
bre cada inmunomarco que sostenia 6. portaobjetos; se dej6 solidi
ficar el.agér»a 4°C durante 24 hrs en cdmara hlGmeda. Se perfors
el agar siguiendo el patrdn de Grabar (30) y se extrajo‘dé los
pozos en los que se &epositaron 20 ul de extracto; los inmunomag

cos se colocaron en una cdmara de electroforesis que contenia la
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misma solucibn amortiguadora de barbital; se form8 un puente de
‘corriente con tiras de papel filtro y se aplicaron 10 mA por in
A‘.munomarco durante 2 hrs, Una vez terminada la electroforesis de
los antigenocs, se extrajo el agar de los canales y se anadieron
200 ul de los antisueros, dejdndose difundir 48 hrs a temperatu
ra ambiente en cimara hiimeda; los inmunomarcos fueron lavados -
con 6 cambios de solucifn salina 0.85 % a 4°C, utiliz&ndose ~ -
1 1t por cada inmunomarco en cada cambio, Después se cubrid el
agar con papel filtro, se secaron con aire, se quitd el papel y
se tifieron con amido negro al 0.1 % en &cido acético al 10 % du
rante 10 minutos; el exceso de colorante se elimind con &cido -
ac@tico al 10 % conteniendo glicerol al 1 %, durante 2 hrs. Se

dejaron secar, se rotularon y se analizaron en un negatoscopio.

‘2.6 Doble inmunodifusién

Para anallzar si habfa reacc1ones de identidad entre
los diferentes extractos antigénicos y el antfgeno B, se utili-
z6 la técnica de doble inmunodifusién (DID). Se prepararon los
inmunomarcos de la misma manera que para inmunoelectroforesis,-
utilizando como solucifn amortiguadora PBS. Se perfor6 el agar
siguiendo elipatrén habitual (31), se extrajo el agar de los po
z0s, se colocaron 20 ul (1 mg/ml) de antigeno B del cisticerco
de T, solium en los pozos sﬁperior‘e inferior de cada DID y los
extractos antigénicos en los pozos laterales; en el pozo del -
centro se puso suero anti-B; sSe dejaron difundir 48 hrs a tempe
ratura ambiente en camara hGimeda, siguiendo el resto de’la téc-

nica similar a-la utilizada para IEF.
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3.0 RESULTADOS

El rendimiento del m&todo utilizado para la extraccién
de‘antigenos (KC1 3 M) (20,32), como se muestra en la Tabla I, -
fue de 10,8 a 36,6 mg de proteina por gramo de peso hfimedo de -
los pardsitos, no se tomd en cuenta el rendimiento obtenido con
los cisticercos de T. saginata porgque se encontraban en vias de
degradacidén cuando fueron procesados, posiblemente debido al lar
go tiempo de almacenaje; asi como tampoco el rendimiento del --
" Dipylidium caninum, por haber sido procesado con PBS sin KCl.

Puede observarse en,la Tabla I que hay variaciones en
. el rendimiento obtenido con los diversos par&Sitos, en los casos
en los que se_utili;é mayor peéo hGmedo de par&sitos al procesar
los, era de esperarse que el rendimiento fuera m&s alto que en =~
los que se utiliz6 menor cantidad en peso hﬁmedo, sin embargo, -
‘po hubo un aumento en el rendimiento,

Las concentracionesvfinales de'los‘antigénos empleados
en inmunoelectroforesis y en doble inmunodifusifn se muestran en
la misma tabla. En los casos en los cuales la concentracién de -
proteina fue baja, se debid a gue no se obtuvo suficiente mate--
rial para alcanzar una concentracidn alrededor de 10 mg/ml.

. La calidad de los antigenos se probS6 por IEF frente a
algunos antisueros homélogos, en la Tabla II y en la figura 6 se
observa que los antigenos analizados forman entre 5 y 15 bandas
de precipitacién con sus sueros especificos y de 1 a 10 bandas -
de precipitacifn de reaccifn cruzada.

Cuando los antlgenos fueron probados contra suero - -
anti-B en IEF se observaron los siguientes resultados: todos los
céstodos presentaron una banda de precipitaci6n, con excepcifén -
- del iiquido del quiste del Echinococcus granulosus; el extracto
' H>dg;Fasciola=hepatica di6é una bandaAde:ppgcipitaciég;_gingqno ,dégﬁ




"TABLA I

GHKENHWKEUNIE}PRGHENMSDE]ISIEﬂﬂACBXSAN?Rﬁ%EOﬁSY’REMIDHENK)CBEBMDO*v;5;

*Procesado con PBS sin KCl. N D= no determinado..
crudo llofllizado.

Peso hfimedo Rendimiento Concentracién
Antigenos de: (P.h.) {(gr) (mg P/gr .P.h.) (mg/ml)
' de par&sitos de protefinas de extractos
PLATYHELMINTHES
Cestoda
Taenia solium 2 2,7 30.0 ° 8.0
Cisticerco de T. solium _ N-D 15.0
Liquido del .cisticerco de T, solium N D 11.0
T. saginata ‘ E.c. 10.0
Cisticerco de T. saginata 3.7 5.1 12.0
Cisticerco de T. hydatigena . 1.8 ' 14.8 11.0
Ligquido del cisticerco de T. hydatigena N D 8.1
Cisticerco de T. pisiformis S E.c.l. 7.0
Liquido del cisticerco de T. pisiformis. N D 9.0
T. taeniaeformis ‘ , E.c.l. 5.0
TLiguido del quiste de Echinococcus granulosus N D 15.0
Cisticerco de T. crassiceps o E.c.l. 3.0
Dipylidium caninum 12.0 3% 3.4
Trematoda : '
Fasciola hepatlca N D 7.5
. Turbellaria A
‘Dugesia sp. 2.0 - 17.5 10.0
NEMATODA L : , |
Ascaris lumbricoides 4.4 36.6 7.5
A. suum ‘ 83.6 - 10.8 - 12.0
Parascaris eguorum S E,c. - _ 15.0
Onchocerca volvulus N D», 6.5
ACANTHOCEPHALA v o .
- Macracanthorhynchus hirudlnaceus' 44,5 B - 25.8 20.0

O o= extracto crudo. E.c.l.= extracto



TABLA II

NUMERO DE BANDAS DE PRECIPITACION OBTENIDAS
EN INMUNOELECTROFORESIS

Antisueros
(&) -
w & & & & 8 ® Z 4 =
Tsol. 1 4 ND* ND ND 5 ND 0 ND ND
TsolC 15 8 10 3 ND 7 o o] ND ND
TsolcCl (3} 6 7 -1 ND 7 ND 0 ND ND
Tsg 7 15 8 3 ND ND ND 0 ND ND
TsgC 1 3 5 1 ND ND ND 0 ND ND
ThC 1 6 ND. ND ND. 6 ND o ND ND
ThCl 7 2 ND ND ND 10 o 0 ND ND
: TpC 3 4 ND - ND ND ND ND 0 ND ND
8l Tpc1 7 7 1 N 1 . 1 0 0 ND ND
g Tt 6 6 6 ND 3 7 ) 0 ND ND
wi| TeC 4 2 5 ND 7 ND o] 0 0 "ND
g Dc 2 4 ND ND ND  ND 1 0 ) ND
EgQl 2 -2 ND ND ND ND 0 0 0 ND
Fh 1 1 ND ND ND ND 8 0 ND ND
Dg 1 0 1 0 ND 1 Q0 0 ND ND
al .0 0 ND- 'ND ND ND ND 6 6 ND
As 0 0 ND ND ND ND -~ ND 8 6 ND
Peq 0 0 ND ‘ND ND - ND ND 4 8 ND
ov 0 o] ND ND ND ND (o} 1 2 ND
Mh 0 o) ND ND ND ND o - 0 0 6

Tsol: Taenia solium

TsolC: Cisticerco de T. solium

TsolCl: Liquido del cisticerco de
T. solium

Tsg: T. saginata ;

TsgC: Cisticerco de T. saginata

ThC: Cisticerco de T. hydatigena

ThCl: Liquido del C. de T. hydatigena

TpC: Cisticerco de T. pisiformis

TpCl: Liquido del c. de T. plalformls

Tt: T. taeniaeformis

TcC: Cisticerco de T. crassiceps

Dc: pipylidium caninum

EgQl: Liquido del gquiste de
Echinococcus granulosus

Fh: Fasciola hepatica

Dg: Dugesia sp. :

Al: Ascaris lumbricoides

As: Ascaris suum

Peq: Parascaris equorum

Ov: Onchocerca volvulus

Mh-

MacracanthorhYnchus hlrudinaceus R

»aTSgQ:

aE: Gammaglobulina anti~extracto de
' cisticerco de T. solium
aTsg: Suero anti-T. saginata
Suero anti-cisticerco de
T. saginata
aTsgC"c": Suero anti-un componente del
cisticerco de T. saginata
aTcC: Suero anti-cisticerco de
. T. crassiceps
aThCl: Suero anti-liquido del cisticexr-
co de T. hydatigena
aFh: Suero anti~Fasciola hepatica
aAl: Suero anti-Ascaris lumbricoides
aPeg: Suero anti~-Parascaris equorum
aMh: Suero anti~Macracanthorhynchus

“hirudinaceus
*ND ‘No determinado




Figura 6

Imnunoelectxofores:.s de algunos de los extractos
frente a sueros hamdlogos. 7
TsolC: cisticerco de T. solium; Tsg: T. sa inata; _
TeC: cisticerco de T. « crassn.ggs, ‘TsgC: cisticer-—
o de T. saginata; ThCI: liquido del cisticerco -
de 'I‘. hzdatlgend, Fh: Fasciola hepatica: Mh'-
Macracanthorhynchus hirudinaceus; Al: Ascaris -
lunbricoides; Peq: Parascaris equorum.

ak: gaxmvaglobullna antl—c1st1cerco de T. sollum. o




- 16 -

los nemitodos reaccion8 frente a suero anti~B, asi como tampoco
el antigeno de Dugesia sp., nil el de Macracanthorhynchus -- --

hirudinaceus. Estos resultados se ilustran en la figura 7 y se
resumen en la Tabla III, ' '

Para probar la identidad antigé&nica de las proteinas
reconocidas por el suero anti-B en los diferentes extractos an-
tigénicos, se utilizd la DID colocando dichos extractos junto -
al antigeno B para demostrar la presencia de bandas de identi--
dad. Como se muestra en la figqura 8, se encontrS identidad en—-—
tre el antigeno B y todos los antigenos de céstodos que forma—f
ron la banda isoceléctrica en IEF: adulto, larxva y liguido vesi—'
cular, siendo identidad parcial en el caso del cisticerco de T.
hydatigena. E1 antigeno de F. hepatica también present6 identi-

dad con el antigeno B. En cuanto a los antigenos de nemd8todos,-

de Dugesia sp. y de M. hirudinaceus, ninguno presentd banda de
precipitacidn. ’ .

' La identidad del antigeno B en diferentes par&sitos
también se analiz6 de manera indirecta por IEF usando como anti
geno los diferentes extractos, los que reaccionaron con suero =~
anti~B y sueros anti-~extractos heterélogos.’Ejemplos de estos -~
son los que se ilustran en las primeras 4 laminillas de la figu
ra 7. '
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F:I.gura 7 Extractos antigénicos que reaccionaron frente

abreviaturas son las usadas en la Tabla II.

-al -suero anti-B por inmmunoelectroforesis. Las e




TABLA IIX

PRESENCIA DE LA BANDA DE PRECIPITACION CORRESPONDIENTE
AL ANTIGENO B EN LAS IEF DE LOS DIVERSOS EXTRACTOS

Ahtigenqs antieiziggeno B
Tsol: Taenia solium ' o+
TsolC: Cisticerco de T. solium +
TsolCl: Liquido del cisticerco de - “+
© T. solium ‘
Tsg: T. saginata +
- TsgC: Cisticerco de T. saginata +
ThC: Cisticerco de T. hydatigéna +
ThCl: Liguido del C. de T. hydatigena X
TpC: Cisticerco dé T. pisiformis | +
-ﬂpCI; Liguido del C. de T. pisiformis +
Tt: T. taeniaeformis | +
TcC: qigtiggrgo de T. crassiceps g
Dc:  Dipylidium caninum . ,'f+
EgQl: Ligquido del quiste de N -
_Echinococcus granulosus R
Fh: ' Fasciola hepatica g.‘ +
Dg: Dugésia Sp. .7, -
Al: Ascaris lumbricoides | ‘ -
As: Ascaris suum : o =
Peq: Parascaris equorum 3.‘ -
Ov: Onchocerca volvulus ' ’ -

Mh:  Macracanthorhynchus hirudinaceus -




B c - D E
12y B 1Ag9B 1Ag B 1Lag B
2 Dg 2 TsolCl 2 Peq 2 EgOl
3 TcC 3 Dc 3 Ov ‘ 3 Dg
4 2g B 4AgB 4 Ag B 423 B
5 TpC 5 Fh 5Aal 5 Mh
6 TC 6 ThCl 6 As 6 Tt

Reacciones de identidad en doble inmunodifusién
de los extractos antigénicos contra suero anti-

.B. El significado de las abreviaturas puede ver
se en 1a Tabla - IIT. , L




- 17 -

4.0 DISCUSION

Los extractos antigénicos obtenidos con KCl 3 M, cuyo

' 'mBtodo se describe en la figura 4, en general, presentan un ren-

dimiento alto que va desde 10.8 hasta 36.6 mg de protefna por -
gramo de peso hiimedo del parésito, exceptuando el caso del cisti
cexrco de T. sagihata en el gue el rendimiento fue de 5.1 mg de
proteina por gramo de peso hiimedo: este abatimiento en el rendi-
miento pudo deberse a que los cisticercos con los que se hizo el
extracto antigénico no se vefan en muy buenas condiciones ya que
presentaban cierto grado de degradacifn, sin embargo, no se ex--
cluyeron del andlisis por la dificultad de su obtencifn, ya que
en México no es muy frecuente encontrar carne de bovino parasita
da, por lo menos aparentemente (33). En cuanto al rendimiento -
del extracto antigénico de D. caninum debe aclararse que el méto
do de obtencién fue diferente: se utilizd Gnicamente PBS para su
homogenizacidn, resultando un rendimiento menor  con respecto al
obtenido por el mé&todo de KC1l 3 M: 2.3 mg de protefnas por gramo
de peso hlimedo. El método utilizado .para la obtencién de la mayo
ria de los extractos antigénicos parece ser bueno para las condi
ciones de un laboratorio, segfin se ha reportado (32), pero no se
puede extrapolar a otros niveles.

Las variaciones obtenidas en el rendimiento en los -
distintos organismos, parece sugerir que al usar mayores cantida
des de peso hiimedo de organismos, este disminuye, lo cual podria
deberse a pérdidas de proteinas durante el procesamiento de mayo
res volfimenes: en la homogenizacibén, por no solubilizar toda la
protefna existente, o bien porque haya protefnas insolubles con
este método cuyo pesb hGmedo sea ccnsiderable} en la centrifuga-
cibn, por precipitacién de proteinas agregadas o insolubles; o
en la diidlisis, por pérdida de protefnas de bajo peso molecular.
Por otro lado, debe tomarse en cuenta que los organismos estu--
diados tienen caracteristicas morfoldgicas y'fisioldgicas dife-

- rentes y por lo tanto estas variaciones en el rendimiento no -
' pueden ser comparativas.
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Cuando los antigenos se probaron con los antisueros -
hom8logos se observd el méyor nlimero de bandas de precipitacidn,
como se ha reportado previamente (34,35,36,37), o cuando menos -
un nmero no menor al eéncontrado entre sistemas no homS8logos, -
salvo en el caso del cisticerco de T. saginata en el que nueva--
mente se mostr8 gque el. extracto obtenido tuvo un bajo contenido
de proteinas antigénicas. El suero anti-cisticerco de T. saginata
estaba en buenas condiciones porque se observ8 mayor nfimero de -
'bandas cuando reaccionf con otros sistemas, por ejemplo, contra
.cisticerco de T. solium en donde se obtuvieron 10 bandas dé pre—'
cipitacidén, es decir, el doble que en el sistema hom8logo(Tabla
IT). Otro sistema homblogo que presentf6 un menor nfimero de ban--
das con respecto a los de reaccifn cruzada fue el sistema A. -
lumbricoides-anti~-a. lumbricoides. En este caso pudo haber pérdi

da de .proteinas antigénicas en el proceso de obtencién del paré&-
'sito, ya que generalmenté se obtiene del humano por administra--
cién de Mebendazol, que es una droga antihelmintica que causa da
fio al par8sito (38), Esto no sucedi8 con los Ascaris de cerdo -
(A. suum) porque fueron obtenidos directamente del intestino des
’pués de la matanza, por ello podria explicarse el mayor nimero -

de bandas entre A. suum y suero anti A. lumbricoides.

Las reacciones cruzadas entre los diferentes antige--
nos probados con distintos antisueros por IEF, mostraron la exis
tencia de una gran cantidad de antigenos compartidos entre orga-
nismos filogenéticamente cercanos. Todos los platelmintos presen
taron antigenos de reaccibén cruzada entre si, siendo mayor el ng
mero de antigenos compartidos entre los c€stodos; en los nemato-
dos también se encontraron antigenos de reaccibn cruzada en el -
‘sistema nem&todo-~ anti-nemitodo, pero no dieron bandas de preci-
pitacifn con los sueros anti-céstodos ni con el suero anti~F. -
hepatica. El antigeno de F. hepatica mostrd unicamente una banda
de precipitacién cuando fue probado contra el suero anti~T. - -~
saginata y contra la gammaglobulina = anti~cisticerco de T. solium,
mientras que con su antisuero homélogo mostré 8 bandas de preci-

. pitacién, 1lo que indica una menor reactividad cruzada que la en—
. contrada entre cestodos. Por otro- 1ado, ‘Dugesia sp. prese a u"’a
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banda de precipitacifén en IEF frente a la gammaglobulina anti-~
cisticerco de T. solium, asi como frente al suero anti-~cisticer-
co de T. saginata y suero anti~lfquido del cisticerco de T. -
hydatigena (Fig. 9); aunque esta.banda,no corresponde al antige-

no B, apoya la teoria de que los turbelarios estfn muy relaciona
dos con los céstodos (39). El extracto antigénico de M. - = -
hirudinaceus no presentf6 ninguna reaccién al probarse con algu--

nos de los antisueros utilizados, pero si con su antisuero homé-—
logo; este dato fue encontrado también por Oliver Gonz&lez, uti-
"lizando la prueba de hemaglutinacién indirecta (40).

Los resultados muestran gque el antfgeno B se encuen-—
tra en casi- todos los platelmintos probados, ya que se identificd
en los extractos de los céstodos, salvo en el caso del liquido -
del quiste de E. graﬁulosus, en el que no se detecté antigeno B .

por los métodos utilizados, sin embargo, esto nc es concluyente,
ya que no se utilizd la membrana, o los esc8lices del quiste, ni
el estado adulto del pardsito; y, el antfgeno B se encontrd tam-
bi&n en el finico trem&todo probédo, F. hepatica.

Los resultados de doble inmunodifusidn muestran iden-
~tidad entre los diferentes extractos,.en lo Que a antigeno B se
refiere, sugiriendo que se trata de la misma protefna, o gue an-
tigénicamente es muy parecida, excepto en el caso del cisticerco
de T. hydatigena en el que el parecido es menor, pues la banda =’

que se formd es de identidad parcial; sin embargo, en IEF inver-
Sa, se observ6 una banda de identidad total (Fig. 7); esto puede
deberse a que en DID se compararon directamente a los antigenos
y en IEF inversa se usaron los antisueros. |

Considerando que finicamente los platelmintos tienen
‘antigeno B, pudiera ser que su diétribucién esté relacionada con
su hdbitat parasitario, ya que no se encontr6 en Dugesia sp. que
es un platelminto de vida libre. Este hallazgo sugiere que el ag
tfigeno B podria tener implicaciones en la relacibn Huésped-Para~
sito. Esta hip6tesis se apoya en los .resultados obtenidos por -
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~ “Figura 9 IEF del antigeno de Dugesia sp. (Dg) frente
e a2 los sueros con los que presentd una banda
de precipitacidn. aTsg: suero anti-~Taenia -

saginata; aThC: suero anti~cisticerco de T.

- hydatigena; aTsgC: suero anti-cisticerco de

T. saginata; aE: gammaglobulina anti-cisti-
cerco de T. solium.
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Plancarte (25) que demuestran que el antfgeno B tiene funcidn de
fibronectina, la cual podria ser importante para el mantenimien-
to del cisticerco dentro de un huésped inmunol8gicamente reacti-
VO.

| Los datos obtenidos en este trabajo, apoyan. que las -
diferentes especies de platelmintos son organismos que se encuen
tran relacionados entre si; sin embargo, aunque sus relaciones -
filogenéticas no son muy claras, y existe gran controversia en -~
.ias hipétesis'que se postﬁlan sobre el platelminto ancestral vy
la posible diversificacidén y radiaci8n adaptativa del Phylum, en
general se estd de acuerdo con su éstrecho parentesco, y en la -
posibilidad de evolucifn de unos a partir de otros, aungque no se
ha dilucidado el camino de dicha evolucidn (41,52,43,44,45,46).

Los turbelarios son considerados como la clase m8s -
primitiva, cuya evolucidn hacia . el parasitismo involucra adapta-
ciones importantes en su estructura y fisioclogia, gue se tradu=-—
cen en cambios hacia la complejidad (47). Se propone que los cés
todos, que son todos pardsitos, han evolucionado a partir de tur
Belarios‘comensales o pardsitos (39); no obstante, también se -
postula que evolucionaron a partir de monogeneos, que a su vez -
derivaron de turbelarios (46,48). Los pasos de la evolucién de -
los platelmintos pardsitos son afin inciertos, para esclarecerlos
se considera necesario tomar en cuenta a los parésitos en la - -
perspectiva total de sus huéspedes definitivos, hu€spedes inter-
mediarios, morfologifa, histologfa, citologfia y evolucibn de su
ciclo de vida, para poder evaluar relaciones sistemiticas y evo-
lutivas, haciendo &nfasis en la evolucidn de la relacién Huésped~-
Pardsito y en las adaptaciones que involucran a ambos organismos
(37,45,46). ‘ |

De los datos obtenidos en este estudio,\consideramos'

que se puede postular que el antfgeno B es representativo y ex--

clusivo de platelmintos, sin embargo, para poder concluir que es

}1teiapt£géno es caracteristicq~de,1osﬁorg§hismos_parﬁsitos,dezesv 
te 1lum, es. PR 11 , _ . G .
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turbelarios de vida libre, comensales y pardsitos; asf como espg
.¢cies de tremitodos y c@stodos pertenecientes a otros Ordenes y a
. otras Familias., Si se logra demostrar esta hip8tesis, entonces -
" serf afin mis interesante el dilucidar la participacién del anti-
geno B en la relacibn Huésped-Par@sito. .
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