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I. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue el aislamiento y la --
caracterizacidén parcial de las glicoproteinas solubles del cisticerco

de la Taenia solium, como contribucidn al mejor entendimiento de los -~

componentes bioquimicos de la relaclidn hué@sped-pardsito en la cisticer

cosis porcina y humana.



II. RESUMEN

la superficie que el cisticerco pfesenta a su huésped humano
O porcino es un tegumento sincicial y continuo en toda la cara externavde
la pared vesicular. Distintos estudios han mostrado que la membrana plas
mitica del tegumento poseé& un rico glicocalix. Aunque se conoce poco acer
ca de la funcién que desempefia este glicocalix en la relacidn hudsped-pa-
risito, se ha sugerido que algunas glicoproteinas estan involucradas en
fendmenos de proteccidn o dafio al par3sito. Sin embargo, no todas las
glicoproteinas que el cisticerco libera al exterior provienen de la super
ficie. A este respecto se sabe que algunos de los antigenos mis relevan-
tes en las parasitosis por taenidos son glicoproteinas provenientes del
fluido vesicular. E1l presente‘trabajo constituye la fase inicial de un
esfuerzo por caracterizar las glicoproteinas somaticas y del fluido vesi-

cular del cisticerco de la T. solium.

~ Los cisticercos disecados de mﬁscﬁlo esquelético de cerdo al-
tamenfe infectados fueron puncionados y el fluido vesicular colectado. El
'fluidO'Qesiculér fue dializado contra PBS pH 7.2 (FV) mientras que los
. cisticeréos fueron homogenizados en una solucidn de 0.45 M de NaCl en
0.0lS'M de fosfatos a pH 7.2 y dializados contra PBS pH 7.2 (ECI). FV
_ y ECI fueron cromatografiados a través de una columna de sefarosa 4B-
. Con A, obteniéndose éracciones ricas en glicgproteinas denominadas Fmm

y Emm si provenfan de FV y ECI respectivamente.

\

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS de las frac-

‘ciones mostrd que Fmm contenia 15 bandas que se tefiian con azul brillante



de Coomassie (ABC), de las cuales sé}.o 3 (de pesos moleculares de

37,000, 50,000 y 65,000) se tefilan con Aacido periédico Schiff (pas). A
su vez Emm contenia 22 bandas qﬁe se tefifan por azul brillante de
Coomassie y 8 por PAS (pesos moleculares de 50,000 - 148,000). Por in-
munoelectroforesis contra 7 sueros de pacientes cisticercosos ambas

fracciones mostraron 8 bandas de precipitacidn diferentes.

Emm s; cromatografidé posteriormente a través de sefacril
§-300, obteniéndose una fraccién formada por 2 glicoproteinas de 89,000
y 93,000 de‘peso molecular la que se denomind fraccidn pico IV. Inmuno-
electrofdresis de esta {iltima fraccién en contra de 7 sueros de pacienées
cisticercosos, revelS la presencia de 2 antigenos, uno catiSnico recono-
cid& éor 6/7 sueros y otro anifnico reconocido por 4/7 sueros. las
fracciones Emm, Fmm y bico Iv; debido a su gran enriquecimiento anti-
~génico, son de interés bara el uso y mejoramiento de los métodos de
inmunodiagn&stico, su ensayo en la inmunizacidn y en especial para entender

la relacidén huésped-pardsito en la cisticercosis.



IIXI. - INTRODUCCION

La cisticercosis es un serio problema de salud pliblica y de -
economia en el mercado e industria de alimentos elaborados con carne de -

cerdo en paises subdesarrollados entre los que se encuentra México (1).

El agente etioldgico de la cisticercosis humana y porcina es

el cisticerco de la Taenia solium (algunas veces llamado Cysticercus  --

cellulosae). La T. solium es un céstodo ciclofilido (ver Apéndice VIII,
1) cuyo estadio de metacéstodo es un cisticerco (2), en forma de bolsa =--
transliicida (3-6) de 5-10 mm de diZmetro con un escdlex invaginado y opa-
covque visto al microscopio de luz posee 4 ventosas y un rostelo con una

doble corona de ganchos (Figura 1), el esc6lex estid rodeado por un 1iquif

do contenido en la bolsa o pared vesicular.
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Figura 1. Ilustracidn esquemitica del metacéstodo de T. solium.
o s- escGlex invaginado, z- canal espiral, v~ espacio -
vestibular, a- pared vestibular, o- pared de la veji-

.ga (6). , , . :




1. Ciclo de Vida

N

La Taenia solium o tenia solitaria es el gusano adulto que -

vive solamente en el tracto intestinal del humano (Figura 2) por lo que
se dice que el hombre es el Gnico huésped definitivo. La tenia desprende
. proglétidos gravidos que salen al medio en las heces del huésped a un --
ritmo de 4-5 por dia. Estos proglotidos al desintegrarse, liberan una --
gran cantidad de huevecillos que pueden contaminar aguas, suelos v alimen
tos. Al ser ingeridos por el hombre (ver Apéndice VIII, 2) o el cerdo la
larva hexacanto contenida dentro del huevecillo se activa y penetra la pa
red intestinal hasta alcanzar la ciréulacién sanguinea o linfitica, 16 -
que produce su distribucidn en distintos tejidos del huésped (tejido co--
nectivo subcutaneo, o03jo, cerebro, mﬁsculok corazbén, higado, pulmones, etc.).
en donde requiere de 12-15 semanas para crecer y diferenciarse en el meta
céstodo o cisticerco. El ciclo se completa si el hombre ingiere carne de
cerdo cisticercosa cruda o mal (coc¢ida - puesto que al llegar a su aparato

digestivo el cisticerco viable se desarrollahastala etapa de.tenia.adulta-pro

ductora de huevecillos (3-5). ' _
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Figura 2. Ciclo de vida de la Taenia solium (7).




2. Distribucidn geogrdfica y prevalencia de la cisticercosis humana:

La prevalencia de la cisticercosis cerebral en México ha sido
estimada en alrededor de un 2% por estudios de autopsias en hospitales --
(8-21). Ademas se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-cisticer
co en el I-3.8% de la poblacidn abierta de acuefdo a datos sercepidemiold

gicos (22-26),.

Por estos estudios se sabe que el riesgo de contraer la enfer
medad vafia con las &reas geoecondmicas del pais (Figura 3). El mayor -
porcentaje de sueros positivos se encontrd en el drea # 5 constituida por
los estados de Guanajuato, Michoacdn, Jalisco y Nayarit que tradicional~-

mente son los mis importantes productores de cerdos en el pais.

Sorprendentemente, no se encontrd ningiin factor que influen-~
ciara la prevalencia de la enfermedad en las distintas clases culturales,
sociales y econdmicas dentro de cada una de las Areas geoecondmicas de ~-

México (22,23).

Esto hace suponer que el riesgo de contraer y padecer la en--
fermedad esti determinado por una asociacidn compleja de factores, o ~--
por un factor {inico que no discrimina entre los distintos grupos sociocul
turales. En consecuencia, se ha propuesto el aire y al transporte de hue
vecillos por vectores (insectos), como factores de propagacidn de la cis-
ticercosis, en nuestro pais donde el fecalismo al aire libre ocurre comun

mente (22,23).



_Figura 3. Mapa de las areas geoecondmicas de la Repiblica
Mexicana, indicando la frecuencia de anticuerpos
anti-cisticerco por regidn. El drea 5 tiene el
mayor porcentaje, seguido por las dreas prdximas
a el océano pacifico (22,23).

3. Sintomatologia de la cisticercosis humana:

En cada caso, la ,sintomatélogia dependerid en forma importante
del sitio de localizacién del o los cisticercos en los distintos Srganos.
Por ejemplo; los cisticercos son relativamente bien toleradosen misculo esque
léticp o tejido conectivo subcutéineo en donde aiin en 'infecciones masi--
vas puede no haber sintomas. En el ojo, aunque frecuentemente la sintoma
tclogia es ligera, en ocasiones puede ocurrir desprendimiento de retina,
enturbiamiento del humor vitreo, inflamacién del. iris, acompafiada de dolor,
deformaciones visuales, visidn borrosa e incluso ceguera (3), La afec~-

cién del midsculo cardiaco puede producir taquicardia, disnea, sincope y



ruidos cardiacos anormales.

Sin lugar a dudas las manifestaciones mds graves corresponden
a la cisticercosis de sistema nervioso central generalmente ligada a una
cisticercosis sistémica que ha pasado desapercibida. La afeccidn en la
médula espinal puede ocasionar hiperestesia y alteracidn de los reflejos

(3,4). Yo hay sintomas que definan la evolucién y desarrollo del parasi-
to en el cerebro, sin embargo su muerte siempre provoca reacciones infla-
matorias dafiinas., También ée pueden presentar sintomas cuando el pardsi-
to es viable si por ejemplo, se produce presidn sobre las meninges u obs-
truccidén al flujo del liquido cefalorraquideo. .Los sintomas predominan--
tes pueden ser: sindrome de hipertensidn endocraneana, con;ulsiones, vy
otros como pardlisis transitorias, defectos visuales, diplopia, cefaleas
bruscas y trastornos mentales como confusidn, irfitabilidad, insomnio,
ansiedad; cambiocs de persoﬁalidad, falta de concentracidn, alucinaciones

e ihcluso deterioro mental. Con una considerable frecuencia, la gravedad

de los sintomas puede ocasionar la muerte del paciente (3-5).

4. BAnatomia Patolégica

La presencia del cisticerco en los tejidos del huésped provo=-
ca la formacién de una respuesta inflamatoria en forma de granuloma créniﬂ
ca caracterizado por la presencia de eosinéfilos y otros polimorfonuclea~
res, de macrSfagos, linfocitos, células plasmiticas y células gigantes --
asi como por la formacién de una cipsula fibrosa con neovascularizacibén -
que delimita al parisito (3-5). Datos recientes han demostrado la presen

. 4

cia de inmunoglobulinas (27) y complemento (27,28) en la superficie del -

cisticerco, as{ como de células plasmiticas productoras de. anticuerpos --



A

anti-cisticerco (29) en la cercania. .

A pesar de lo anterior, en la mayor parte de los casos la es
tructura celular del pardsito parece no afectarse notablemente por la -~

respuesta inflamatoria del huésped (29,30).

5. Diagndstico

El diagnéstico de la cisticercosis cerebral se realiza toman
do en cuenta la sintomatologia (anteriormente explicada) o cuadro clinico
del paciente en'combinacién con técnicas radioldgicas como .la tomografia"
axial computarizada (31) o inmunolbgicas como la inmunoelectroforesis -~
(IEF) (24), hemaglutinacidén (26,32), fijacidn de complemento (33) en sue

roy liquido cefalorraguideo.

En el caso de otras localizaciones del cisticerco como la --
subcutdnea o la muscular el diagndstico se confirma por biopsia. Final-
mente en la cisticercosis ocular, el oftalmoscopio permite la observacidén

L]
in situ del parasito vivo (3-5}.

6. Tratamiento

Hasta hace pbco tiempo no se disponia de un tratamiento quimi
}co para la'cisticercosis humana de tal modo que se recurria a la extirpa~
'ciSh quiriirgica del cisticerco eh ios;casos en los que su localizacibn ~-
Vera accesible, En otros casos, el uso de derivaciones para el fiujo dei
1liquido cefalo?raquideo era la (inica alternativa posible. Con respecéo

a la cisticercosis cerebral, frecuentemente la extirpacibn no se puede ~-
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llevar a cabo debido no solo a su inaccesibilidad sino’ también al alto --
riesgo que. implica la intervencidén., En log altimos 5 anos se han probado
2 medicamentos: El prazicuantel (34;36) v el‘metrifonato (37): en pa-
cientes cisticercosos controlados por distintos grupos médicos de México

y de otros paises. Aungque los resultados no son totalmente confiables,
hasta la fecha el tratamiento con prazicuantel aparece ya como de eleccidn
en casos de cisticercosis parenquimatosa cerebral en los que el parasito
no se ha calcificado. Sin embargo, las evaluaciones acerca de su efecti-
vidad asi como de los posibles efectos colaterales deben ser mejor estu-

diados.

6. Prevencién

Al igual que muchas enfermedadgs parasitarias, la erradicacién«
de la cisticeréosis depende importantemente del mejoramiento de las condi-
ciones educacionales y de vida‘de sectorés considerables de la poblacidn,
por lo que la solucidn a esté problema posiﬁlémente requiera de un periodo
muy largo dé tiempo. Sin embargo, dlstintos autores e instituciones han
propuesto una serie de medidas que de aplicarse sin duda producirdn resul-

tados positivos a corto plazo (1,3,4,5,24,38,39,40).

-Organizar campafias educativas a nivel nacional en especial en las
areas de mayor riesgo de contraer la enfermedad, informando a la
- poblacidén de los mecanismos de inTeccidn en los humanos y el ganado

asi como su prevencién y su cura.




»

~Mejorar las condiciones higiénicas del ganado potrcino, para evitar
su infeccidn, asi como vigilar estrictamente la salud de trabajado

res que tengan contacto con este tipo de ganado.

~Establecer una inspeccidn sanitaria efectiva que permita desechar -

la carne de cerdos cisticercosos en los rastros.

~Control sanitario de aguas negras para evitar que al ser utilizadas

como aguas de riego, contaminen a los alimentos.

-Dotar de recursos sanitarios (agua potable, drenajes, fosas sépti-
cas, etc.) a los centros urbanos y dreas rurales marginadas para -
una adecuada eliminacidn de las excretas.

-Organizar campafias masivas para la desparasitacién de los portado-
res de 7. solium, asi como cuidar que &stos no tengan participacién

en la preparacién de alimentos,

~Impulsar la investigacidn para el mejoramiento de los métodos de -
diagnéstico, asi como para continuar la biisqueda de una vacuna, -

‘ que éyude a reducir el riesgo'dé contraer la enfermedad.

;Realizar evaluaciones periddicas asi como estudios seroepidemiold-
gicos frecuentes, que vigilen el efecto de las medidas antes men--

cionadas.

8. Respuesfa Inmunoldgica del Huésped | ; '

.

El hecho de que la evidencia clinica de adquisicién de inmu-

nidad en muchas parasitosis eés incompleta o dudosa, ha llevado a la ==
creencia de que los parisitos son poco inmunogénicos. En realidad hay -

pocas bases para esta creencia puesto que en todas las infecciones estu~

.
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diadas adecuadamente, se pueden encontrar antiéucrpos,b células especifi,
éas. En muchos casos los niveles de anticuerpo y célﬁlas tienen poca o
ninguna relacién con el estado inmunol&gico y clinico del paciente lo que
indica que su respuesta inmune no lo estd protegiendo. En general se --
puede afirmar que el parééito efectivamente sensibiliza al huésped y sin
embargo sobrevive por largos periodos. EL entendimiento de los mecanis-
mos que toman parte en esta compleja relacidn claramente se cdhseguiré a
través'del estudio de los factores que por parte del huésped y del para-
sito participan para conseguir ese delicado equilibrio entre los 2 orga-

_nismos.

En el caso de la cisticercosis humana, el conocimiento de ~--
los factores involucrados por parte del- pardsito y del huésped es todavia

muy pobre como, se podra observar a continuacibn:
a) Antigenos ~

~ La composicién antigénica de un ektracto'crudo del cisticerco
déiléfgf'solium puede ser determinado por IEF usando’sueros de paciehtes

'cisﬁicercosos.' Este procedimiento'qﬁe es facil de realizar y cuyos resul
,fados son razonablemente confiables permitid estgblecer una clasificacidn
de ips antigenos del cisticerco de acuerdo a éu movilidad electroforética,
}de;este modo se sabe que son 8 lBs antigenos recoﬁocidos por los sueros de

los pacientes cisticercosos a los cuales se les denominé con una de las -~

primeras letras del alfabeto (Figura 4)}

Un componente isoeléctrico denominado antigeno B resulté con =

mucho ser el mis frecuentemente reconocido (84%) por los sueros de los pa-



cientes, que tuvieron niveles detectables de anticuerpos por IEF (ver -
seccién III, 8b), seguido por los antigenos A (47%), E (35%), C (30%), etc.

(Figura 4), (22,24,41).

b). Anticuerpos

La respuesta inmune humdral de pacientes cisticercosos ha =~
sido estudiada uéando el método de IEF, mencionado anteriormente. Se en-
contrd que solo la mitad de los sueros de pacientes tenfan niveles de --
anticuerpbé detectables por este método. A pesar de la baja sensibilidad
de la IEF se logrd caracterizar la respuesta por anticuerpos de los pé—r

. clientes con sueros positivos.

La respuesta humoral de estos pacientes es muy heterogénea a
juzgar por la variacidn del ndmero y tipo de antigenos reconocidos por -
los distintos sueros, El 77% de estos pacientes sintetizan anticuerpos
confra 1-3 anfigeno} mientras que solo el l%hreconoce ios 8 antigenos des
critos. Con respecto a las clases de inmunoglobulinas que constituyen -
los anticuerpos anti-cisticerco, se encontrd IgG en el 98% de los casos,
.;'[gM en el 80%, IgE en el 37%, IgA en el 29% e »I..gD en el 24% Tabla I, --

(22,24,41)
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Figura 4. Diagrama de todas las bandas de precipitacién encon
' tradas por inmunoelectroforesis de sueros humanos

contra un extracto antigénico de cisticercos de la
T. solium (22).




TABLA I. FRECUENCIA EN PORCIENTO DE LA REACCION ENTRE 10S
8 ANTIGENOS ENCONTRADOS EN EL CISTICERCO DE LA
T, solium Y LAS 5 CLASES DE INMUNOGLOBULINAS

(227 .
Inmunoglobina Bandas de P?ec1pitacion

B A E c D G H T
196 98 83 69 100 29 45 37 30
IgM 70 41 23 31 12 20 16 20
IgE 25 18 19 18 0 o 11 0
Igh 22 10 19 17 6 18 5 0
IgD 20 o 11 6 0 0 6 0

c). Células

La respuesta inmune celular en la cisticercosis humana ha -—}
sido pobrementé estudiada. E1 Gnico dato s6lido en este sentido proviene
del desc;brimiento de que la respuesta en piel al PPD que en México es
notablemente alta, se encﬁentra disminuida en los pacientes cisticercosos;

 17% de las pruebas en pacientes fueron positivas en comparacién con un

64% de positividad en individuos sanos (22,41).

Muchas preguntas sobre la participacién de células T citotd-

xicas, macrdfagos, cosinéfilos, etc. no pueden ser respondidas ni siquiera
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superficialmente en la actualidad. Es clara la necesidad de futuras in-

vestigaciones en esta direccidn (22,41).

9. interfase‘Huésped-Parésito

La interfase huésped-pardsito se define como la regién de -~
contacto fisico y quimico entre ambos organismos. Es a través de esta -
interfase que los dos organismos se interrelacionan y hasta donde cabe el

uso del térmmino, se comunican entre si.

La superficie que el cisticerco presenta a su hu@sped humano
o porcino, es un tegumento sincicial y continuo en toda la Eara externa -
de la pared vesicular. Ios céstodos carecen de tracto digestivo y obtie-
nen'sus nutrientes y excretan sus desechos. a trévés de la superficie tegu
mentairia (42). Esta shperficie de absorcidn aparece aumentada por micro-
vellosidades similares a las del epitelio intéstinal humano (Figura 5).

Asimismo, la excrecidn de los desechos. parasitarios, algunos

'

de los cuales son antigénicos, ocurrd por el mismo tegumento (43).

A diferencia de los pardsitos nematodos que poseen cuticulas
inertes (42), la superficie del cisticefco en contacto con el huésped es
una membrana plasmatica que como tal debiera ser susceptible al dafio por -
el comélemento o células efectoras. Sin embargo, a pesar de que el huésped

desarrollauna respuesta inflamatoria especifica, la superficie del parasi

to no sufre dafo aparente (29,30).




Distintos estudios indican que esta mémbrana plasmitica posee
un rico glicocalix (Figura 5) formado por glicolipidos y glicoproteinas ~
(30,42,44). Se conoce poco acerca de la funcidn que desempeia este glico
calix en la rélacién huésped-pardsito. Como se indica en la revisién so-
bre glicoproteinas de superficie en céstodos que se presenta en la seccidn
VIII,; algunas glicoproteinas aparentemente estan involucradas en fenémg
nos de transporte de solutos (42,45), mientras que otras pudieran jugar
papeles protectores (al conferir carga negativa a la superficie, etc.) o
deletereos (en el caso de antigenos relevantes en la superficie o secreta

dos a través de ella) (27,28,30,46,47,48,49,50,51).

Sin embargo, es muy probable que no todas las glicoproteinas
liberadas al exterior provengan de la superficie. Existe evidencia clara
de que la paréd vesicular permite el libre flujo de macromoléculas conte-
nidas en el fluido vesicular de larvas de taenidos . (50~52). Estas macro-
moléculas.entre las que se encuentran algunas glicoprotginas (ver apéndi-

ce VIII, 4), seguramente participan de manera relevante en la interaccidn

L

huésped-parasito.
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Figura 5. Superficie del tegumento de la bolsa vesicular de la
’ Taenia solium (tincidn con rojo de rutenio) (30).

10. Caracterizacidn de Antigenos del Cisticerco

-

Como se menciond en la seccidén III, 8a, los sueros de los
pacientes cisticercosos presentan anticuerpos que reconocen al menos 8
antigenos parasitarios. El {inico aﬁtigeno que ha sido purificado y
cafacterizado es el antigeno B (53). El hecho de disponer del antigeno
B en forma pura, facilitd el descubrimiento de sus propiedades de fibro-
nectina (49) qﬁe a su vez permitid postular un mecanismo novedﬁso para -
expiicar como el cisticerco evade la respuesta inmunc del huésped. Con
respecto a los restantes 7 antigenos la informacidn disponible es préacti

camente nula.



Se han realizado varios esfuexzos para tratar de purificar -
otros antigenos, que desafortunadamente han tenido poco &xito. La razdn
aparente para explicar la notable dificultad para purificar componentes
del pardsito se debe al menos en parte a la complejidad de los extractos
crudos iniciales. El cisticerce posee un tejido constituido por al menos
6 tipos celulares diferentes (54). Debido a la naturaleza sincicial del
tejido de los céstodos, no ha sido posible aislar poblaciones celulares
de un tipo. Esto hace que el extracto crudo a partir del cual se inician
los intentos de purificacibn sea de una complejidad extrema que impide que
la metodo;ogia bioquimica tradicional sea de utilidad. Lo anterior sugi-
ri® que una alternativa metodolégica eran los modernos métodos de purifi-
cacién por afinidad. Puesto que no se disponia de anticuerpos dirigidos

por separado contra cada unc de los antigenos, se decidid el uso de una -
lectina como factor de especificidad para el aislamiento de proteinas qué
contengan reéiﬁuos de carbohidratos en su molécula (glicoproteinas). Con
canavalina A (Con A) resulto la lectina seleccionada en parte por estar -
bien caracterizada; ser disbonible comercialmente y pos su especificidad

haciaigrupoé carbohidratos muy comunes en las glicoproteinas (55). El —-
uso de Con A garantizaba el atrapamiento de la mayor pgrte de las glico-

protéinasldel cisticerco lo gque a su vez permitia su parcial cargcteriza—

¢ibn.

;Como es bieﬂ conocido, casi todas las proteinas de superficie
"fen‘lag células animales son glicoproteinas. Por otro lado las glicopro--
teIna§ que no son de superficie, practicamente siempre son secretadas al
exterior. En términos generales se‘buede afirmar que las proteinas que
tienen una exbosici6n, funcidén o localizacidén exrracelular son glicopro-

telnas (56,57).



Para el caso de una relacién hu@sped-pardsito, el sistema in-
Tmune del huésped reconocerd primordialmente a los componentes que el pard
sito expone en su superficie o que secreta hacia el exterior. Por lo tan
to, al intentér el aiglamiento de glicoproteinas del cisticerco, se tenia
como segundo propdsito el aislamiento de componentes antigénicos del pard
sito. La estra;egia consistid en acoplar Con A a sefarosa éB, para des-
pués utilizarla en la obtencidn de fracciones menos complejas y ricas en
glicoproteinas del extracto crudo y del fluido vesicular del cisticerco,

que permitiera rastrear la presencia de antigenos parasitarios.




IV, MATERIALES Y METODOS ;

1. Reactivos Quimicos

La albimina sérica bovina (BSA), la agarosa tipo III, el acido
etilén diamino tetracético (EDTA), el alfa-metilmandsido (0 mm), la conca-
navalina A (Con A), la sefarosa 4B activada con bromuro de ciandgeno y el
sefadex - G- 75 fuecron obtenidos de Sigma Chemical Company. Todos los reac
tivos para la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS) fueron obtenidos de Bio-Rad Laboratories. E1 sefacril
S-300 y la sefarosa 4B de Pharmacia Fine Company. La Dietilaminoetil celu
losa (DE52) de Whatman. Las unidades sumergibles de filtracidn de Millipore
Corporation. E1l reactivo de Bolton-Hunter (1125) de Amersham International

y las placas para rayos X de Kodak de México.

Todos los demds reactivos usados fueron de grado analitico, --
tanto como los demds materiales fueron de la mejor calidad disponible comer

cialmente.

2. Materiales Bioldgicos

"Cisticercos de la T, soliuh, fueron obtenidos por diseccidn de
mﬁécﬁlo esquelético de cerdos altamente infectados provenientes de varios
rastros oficiales de la ciudad de México. El fluiao vésicular fue removido
Jpor puncién y ambos materiales (fluido;y cisticercos) se amacenaron a ~70°C

hasta su uso.



Los adyuvantes completos (ACF) e incompleto (AIF) de Freund

se obtuviecron de Difco lLaboratories.

Sueros de pacientes con neurocisticercosis comprobada, fueron
amablemente aportados por la Dra. Ana Flisser del Departamento de Inmuno-
logia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M., el sue-
ro anti-B fue amablemente proporcionado por la Quimico Guadalupe Guerra

del mismo Departamento e Instituto, los sueros hiperinmunes de conejos.

fueron obtenidos por inmunizacidn subcuténea en conejos Nueva Zelanda, de

acuerdo al siguiente protocolo:

Dia Inoculacidn .Vehiculo Proteina

0 Primera 0.5 ml de ACF + 0.5 mg
0.5 ml de PBS, 7.2

7 Descanso - ' -

14 Segunda 0.5 ml de AIF +- 1 ng
0.5 ml de PBS, 7.2

21 Tercera, ' oo : 1 mg

28 Sangrado

El suero fue separado por centrifugacidn a 2000 rpm y almace

nado en alicuotas a -20°C hasta su uso.

3, Métodos

- Obtencidén de los extractos crudos (EC):
ECI. Los cisticercos de T. solium fueron homogenizados en un medio

de extraccifn que contenia NaCl 0.45 M, EDTA 1.5 mM, PCMB

0.04% (p/v), PMSF 0.006% (p/v), 2-Merpoh 0.02 My Naﬁ2p04

0.015 M, utilizando un homogenizador Politrdn (Brinkman



Instruments) a_méxima velocidad durante 1-2 minutos a 4°C.. Bl
homogenado fue ultracentrifugado a 100,000 Xg durante 35 min.
a 4°C, y deslipidizado a esta misma temperatura, El precipi-
tado era decantado y el sobrenadante inmediatamente dializado
contra Nacl 0.15 M y Nali, PO, 0.015 M pH, 7.2 (PBS, 7.2). Kl
objetivo de esta didlisis era el de eliminar al 2-Merpch, al
PCMB y al PMSF los cuales interfieren con determinaciones bio-
quimicas posteriores. Pequefias cantidades de material que se
agregan durante la didlisis, se separaban por ultracentrifuga-
cidén a 100,000 Xg durante 35 min. a 4°C para obtener un sobre-

nadanté opalescente claro, al que se denomind ECI.

ECII. Este extracto se obtenia siguiendo un procedimiento idéntico
al anterior sustituyendo solamente en el medio de extraccidén -

NaCl 0.45 M por KCl 3 M.,
- Obtencidén del fluido vesicular (FV)

El fluido vesicular colec%ado por puncidn de los cisticercos -
fue ultracentrifugado a 100,000 Xg por 35 min. a 4°C, diaiiza-
do contra PBS, 7.2 y finalmente ultracentrifugado de igual for
ma.
- Dobleinmunodifusidn, inmunoelectroforeFis y lectinoelectroforesis:

La dobleinmunodifusidn (DID) se llevdé a cabo en 0.8% de agarosa
(p/v) en amortiguador de Barbital 0.05 M pll 8.6, de acuerdo al
método de Ouchterlony (58). Para la inmunoelectroforesis (IEF)

y la lectinoelectroforesis (LEF), se cubrieron laminillas de -



microscopio con 0.8% de agarosa (p/v) en amortiguador de bar-
bital y se aplicaron 25 ul de muestra a los poéos del gel. ~--
Después de 60-90 min. de electroforesis a 3 ma por laminilla,
el suero o la lectina (Con A) se adicionaban al canal y se --
dejaba difundir en una camara himeda durante'48 hrg., las la-
minillas se lavaban exhaustivamente en NaCl 0.5 M, en agua --
destilada y se secaban. Finalmente, las laminillas se teilan
con negro amido al 0.1% (p/v) en &cido acético al 10% (v/v) y

se destenian con acido acético al 10% (58).

- Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil shlfato de so--

dio (PAGE-SDS):

La composicibn polipeptidica de todas las fracciones obtenidas
fue determinada por PAGE-SDS en geles de placa al 10% de acuer
do a Payne (59). La tincidn de los geles fue alternativamente
con azul brillante de Coomassie para la tincién de p:oteinas o
con la técnica de &cido periddico Schiff (PAS) (60) para glico
éroteinas. Para ias determinaciones de pesos moleculares (PM)

se usaron proteinas globulares como estandares.

- Obtencidn de Con A (1125):

Se marcaron 300 ug de Con A con iodo radiactivo usando -
el reactivo de Bolton-Hunter (61) gue se obtiene cqmercialmen—
te.

La separacidon del iodo no unido a Coa A se llevo a cabo pasando
la muestra marcada por una columna de sefadex G-75. Despuas -

de lavar la radiactividad libre la Con A unida a la columna, -



fue eluida aplicando un volumen de® mm 0,1 M en PBS, 7.2 (55).
De la columna se recuperaron aproximadamente 150 ug de Con A

25 - et
(Il J) con una actividad especifica de 1.35 X 106 cpm/ug.

- Acoplamiento de la Con A a la sefarosa 4B:

a) Activacidn de la sefarosa 4B; 17.5 ml de sefarosa 4B hime

da se suspendian en 17.5 ml de Na,,CO., 2My 10.5 ml de -
agua'destilada. La mezcla se enfriaba entre 5-7°C y se -

afiadian 0.7 g de bromuro de cianbgeno disuelto en NaHCO3

0.1 M agitando durante 10 min. a la misma temperatura. La
sefarosa 4B finalmente, es lavada con agua destilada y

NaHCO, 0.1 M (62).

3

b) Acoplamiento de la Con A a la sefarosa 4B; 100 mg de Con A
fue disuelta en 50 ml de'NaHCO3 0.1 M, NaCl 0.5 M f glucosa
0.1 M, a la solucibén anterior se adicionaban 17.5 ml de se
farosa 4B préviamente activada y se mantenia la mezcla du-
rante 2 horas con agitacidn suave a temperatura ambiente.

Después del acoplamiento se blogueaban los sitios activos

remanentes usando glicilglicina 0.5 M.

El acoplamiento de la Con A (1125) a la sefarosa 4B se llevd a

‘cabo de igual forma usando una mezcla de Con A fria y Con A -~

'(112

S) de tal manera que se tuviera la actividad especifica -

deseada (63).



- Cromatografias

a) De afinidad usando sefarosa 4B Con A: La columna consistia en
una jeringa de plastico de 20 ml conteniendo 17.5 ml de sefaro
sa 4B Con A. La cual se equilibraba con PBS, 7.2. Generalmen
te, 40 ml de ECI con una concentracién de proteinas de 3-~4 mg/ml
6 7 ml de FV con una concentracidn de 6-7 mg/ml eran pasados a
través 'de la columna con una velocidad de flujo de 30 ml/h uti-
lizando una bomba peristéltica (1200 Varioperpex, LKB). Al ter
minar de eluir el material que no seunia a la columna se pasaba
40-60 ml de PBS, 7.2, posteriormente el material unido a la co-
lumna con baja afinidad era despegado pasando 45 ml de NaCl ~
0.5 M en PBS, 7.2. Finalmente el material con alta afinidad a
la Con A era eluido pasando 45 ml de @ mm 0.1 M o glucosa 0.5 M
en PBS, 7.2, fracciones de 3 ml fueron colectadas. Los picos
obtenidos eran dializados contra PBS, 7.2 y concentrados hasta

6-7 mg/ml de proteina.

La fraccién obtenida de este modo a partir de ECI se denomind

' Fmm, mientras que al obtenido a partir de FV se le denomind Fmm.

' P 125 .

La cromatografia usando sefarosa 4B Con A (I ) se corria de -
igual forma contando la radicactividad contenida en las fraccio
nes en un contador de radiaciones gamma de Abott Laboratories,

fracciones de 5 ml en este caso fueron colectadas.

b) De intercambio iénico: La cromatogr#fia de intercambio idnico
de la fraccién Emm, se llevdé a cabo en una jeringa de plastico

de 20 ml conteniendo 17 ml del intercambiador iénico (DE52)



activade (64)., Antes de la cromatografia Emm fue dializado -~
contra amortiguador de fosfatos .0.015 M, pi 7.4 y centrifugado
a 100,000 Xg por 15 min. a 4°C, en la cromatografia se usd el
mismo amortiguador, el material unido fue eluido aplicando un
gradiente de 0.1 - 0.5 M de NaCl. Generalmente 9 ml de una -
concentracidn dé 1.2 mg/ml fueron aplicados a la columna con
un flujo de 60 ml/h; fracciones de 2.5 ml fueron colectadas y

su absorbancia medida a 280 mm.

c)  Cromatografia de filtracidn en sefacril” S-300; 3.5 ml de la
' fraccibn Emm conteniendo 10 mg totales de proteina, fueron |
cromatégrafiados en una columna de 200 cm de longitud y 0.9 cm
de didmetro con un volumen de cama de 175 ml. La cromatografia
se llevd a cabo en un amortiguador conteniendo NaCl 0.5 M, con
una velocidad de flujo de 8 ml/h, usando una bomba perist&lti-
ca. Se colectaron fracciones de 1.5 ml, a los que se determind
su absorbancia a.280 nm. Los picos ohtenidos fueron fracciona

dos concentrados y dializados contra PBS, 7.2 para determina--

ciones bioquimicas subsecuentes.
-~ Métodos varios

a) Determinacidén de proteinas: La concentracidn de proteinas en
todas las fracciones fue determinada por el método de Lowry

modificado por Hartree, usando BSA como estandar (65).

b) Determinacidn de carbohidratos: La toncentracién de carbohi-
dratos en todas las fracciones fue determinada por el método

de Fenol=-sulfirico, usando dextrosa como estidndar (66).



c)

Butorradiografia: Ios PAGE~SDS tefiidos con azul brillante de
. . . 125
Coomassice conteniendo material marcado con I se seccaron y
se pusieron en contacto con una placa de rayos X durante 6 -~ 24

horas. ILa placa se reveld por 2 min. en revelador D-19 diluido

1:1 y se £ij6 por 10 min. en fijador rapido de Kodak.
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V. . RESULTADOS

1. Seleccidn de las Fracciones Crudas del Tejido y del Fluido Vesicular

Puesto que el objetivo de la tesis fue el de caracterizar las
glicoproteinas solubles del cisticerco de la T. solium, el primer esfuerzo
se hizo para scleccionar el medio mads eficiente para la solubilizacién del
material proteico del pardsito. En el caso del fluido vesicular el proble
ma fue sencillo puesto que la fraccidn inicial FV cuya composicidn protei-
ca se observa en la figura 7, se obtuvo dializando el fluido contra e;
amortiguador deseado (PBS, 7.2), seguido por una ultracentrifugacidn para
eliminar una minima cantidad del materiallagreéado (ver seccidén 1V, 3).

En cambio, en el caso de la solubilizacién de proteinas tisulares del cis-
ticerco, se decidid comparar los 2 métodos mds comunmente usados (ver sec-
cidén IV, 3) antes de elegir a uno de ellos. La diferencia entre los 2 mé-
todos reside solamente en la combosicién del medio de extraccidn, que en

un caso posee una alta fuerza i6nica_(KCl 3M) mientras que en el otro posee
una mediana fuerza ibnica (NaCl 0.45 M) pero que ademds contiene otro agen
te disociante (2 mercaptoetanol). En ambos casos se pfobaron distintas
relaciones volumen de medio de extraccidén por gfamo de tejido himedo de

cisticercos (VME/gth).

En la tabla II se observa que la concentracidén de proteinas en
los 2 extractos disminuia conforme la ‘relacidn VME/gth aumentaba. Sin em-
bargo, la cantidad total de proteinas extraidad® (que resulta de la concen-
tracién de proteinas por el volumen obtenido de ECI o ECII) ascendid sdlo

ligeramente en las relaciones mayores a 4. La comparacién del rendimiento o



obtenido para los 2 medios de extraccidn se presenta de forma gréfica en
la figura 6. ILa cantidad total de proteinas obtenidas en ECI y ECII fue
practicamente igual. Asimismo, la composicidén de proteinas en las 2
fracciones fue similar; el patrén de bandeo en PAGE-SDS mostrd en ambos
casos mads de 30 proteinas diferentes cuyos pesos moleculares estaban in-
cluidos en un rango de 10,000 a 150,000 (Fig. 7). La figura 8 muestra

el patrén antigénico obtenido por IEF de ECI y ECII contra un suero hiper
inmune anti~ECI obtenido en conejo. En ambos casos consistidé en al menos
5 diferentes antigenos de los cuales uho migraba isoeléctricamente mien-
tras los 4 restantes migraban al polo ‘positivo.

TABLA II. SOLUBILIZACION DE MATERIAL PROTEICO EN
LA OBTENCION DE ECI Y ECII

VME/gth Proteina Volumen Proteina
+ mg/ml total total
ml mg/ml

Obtencidn de ECI (NaCl 0.45 M)

2 12.66 2 '25.2
4 9.1 3.3 30,03

6 6.03 4.3 25.94
8 4.3 7.0 30.10
10 3.76 9.0 33.89

12 3.2 11.0 35.2

Obtencién de ECII (KCl 3 M)

' 2 7.8 3.3 25,74
4 5.8 4.4 25.66
6 4.3 5.3 22.79
8 3.76 8.0 30.13
10 2.96 11.4 33.81

12 | 2.56 13.5 34.64

+ VMB/gth: Volumen de medio de extraccidn (en ml)
por gramo de tejido himedo.

Las extracciones fueron realizadas por
duplicado con muestras de un gramo de
tejido himedo (gth) de cisticercos de
la T. solium por caso.
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Figura 6. Proteina total determinada en los extractos obte
nidos con los 2 medios de extraccidn.

e



"Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de los
extractos ECI (carril 2), ECII (carril 3), FV (carril 4)
y estdndares de proteinas globulares de pesos molecula-
res conocidos: 1) Fosforilasa B (92,500), 2) BSA
(66,200), 3) OvoalbGmina (45,000), 4) Anhidrasa carbdni
ca (31,000), 5) Inhibidor de tripsina de soya (21,500),

6) Lisozima (14,400. El gel fue tenido con azul brillan
te de Coomassie.

bt

Figura 8. Inmunnelectroforesis de ECI (pozo superior) y ECII --
(pozo inferior) frente a un suero hiperinmune de cone
jo (ver seccidn IV, 2) aplicado en el canal central.



2. Glicoproteinas en las Fracciones ECI y FV, reconocidas por la Con A

Para determinar si las fracciones ECI y FV contenian glico--
proteinas con grupos de carbohidratos reconocidos por la Con A (ver apéndi-
ce VIII, 5) se probd esta lectina contra cada fraccidn en un sistema
idéntico al de la IEF en el que se adiciond la Con A al canal central.

Como se observa en la figura 9, la fraccidn ECI contenia al menos 2 compo

nentes reconocidos por la Con A; que de acuerdo a su migracidn electrofo-
\

rética uno era catidnico mientras gque el otro era anidnico al pH de 8.6 ~

en que se llevd a cabo la IEF. En cambio en la LEF de la Con A frente a

la fraccidn FV, se observd una sola banda isoeléctrica (Figura 9).

C e - - SR AP

Figura 9. Lectinoelectroforesis de ECI (pozo inferlor) y de FV
‘ (pozo superior) frente Con A. La precipitacibn de
arcos distintos entre ambas muestras es visualizada
en el sistema.




3. Cromatografia de Afinidad de las Fracciones ECI y FV en una Columna
. de Sefarosa 4B-Con A.

Una vez evidenciada la presencia de glicoproteinas reconoci-—
das por la Con A en las fracciones ECI y FV, se procedid al acoplamiento
de la lectina con la sefarosa 4B. Para ello se'utilizé una preparacidn
comercial de Con A (ver seccién IV, 1) cuyo patrén de bandeo en PAGE~-SDS
(Figura 11) mostFé que el mondmero de 27,000 de peso molecular (PM) cons
tituia alrededor del 90% del material. Esto decidid a usar la Con A sin
una posterior purificacién. EIl acoplamiento de la Con A a la sefarosa
4B se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito en la seccidn IV, 3.
La eficiencia del acoplamiento fué cercana al 80% de tal modo que la
columna de 17.5 ml (volumen de cama) de sefaroéa 4B contenia cerca de

80 mg de Con A acoplada.

Las figuras 10 a y b muestran 1los perfiles de elucidn de las
fracciones ECI y'FY respectiﬁamente por columnas de sefarosa 4B-Con A.
Después de terminar el cargado de las columnas se les aplicaban 45 ml . -
de NaCl 0.5 M con el objeto de remover el material unido inespecificamen
te a la columna, aunque en realidad este pulso era‘con el objeto de eluir
el materiay unido con baja afinidad, cosa que no sucedia. En ambos casos,
dmﬁmésde la aplicabisn de 45 ml de o mm 0.1 M, se obtuvo un
solo pico asimétrico que incluia el material unido con alta afinidad a la
Con A. los tubos colectados del pico eran mezclados y dializados contra
PBS, 7.2, para eliminar el exceso dedmm y concentradas hasta alcanzar
una coﬁcentracién de proteina de 6-7 mg/ml. Ld fraccién obtenida de este
modo a partir ECI era dencminada Eﬁm y ia obtenida de FV era denominada

Fruo.
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Figura 10. Perfil de elucién de ECI (a) y (b) pasados a través

' de columnas de sefarosa 4B-Con A, La columna fue
eluida con un volumen de 45 ml de Nacl 0.5 M (para
eluir el material unido con baja afinidad) seguido
por un segundo un volumen de 45 ml de o0 mm 0.1M -~
(para cluir el material unido con alta afinidad),
ambos en PBS, pH 7.2. Este Gltimo pico fue denomi
nado Emm (a) y Frm (b).



Figura 11. Patrones electroforé&ticos tefiidos con azul brillante
de Coomassie (carriles 1-6) y PAS (carriles 7-10) de:
ECI (carriles 1y 7), Emm (carriles 2 y 8), FV (carri
les 3y 9), Fim (carriles 4 y 10), Con A (carril 5) y
estandares globulares de pesos moleculares conocidos
(carril 6) (ver leyenda de la Figura 7).

/
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El analisis de Emm usando PAGE-SDS tefiido para proteinas con
azul brillante de Coomassie mostrd 22 bandas diferentes (Pigura 11}, una
de las cuales cra el frente de la corrida. La tincién para glicoprotei-
nas con acido periédico Schiff (PAS) mostrd 8 bandas con pesos molecula-
res entre 50,000 a 148,000 (Figura 11). A su vez la fraccidén Fmm conte-
nia 15 bandas diferentes (incluyendo la banda del frente) de las cuales
3, gue se tifleron para carbohidratos, correspondieron a pesos moleculares

de 37,000 a 65,000 (Figura 11).

En la figura 11 también se observa que una de las bandas més
érominentes, en cuanto a su tincidn con azul brillante de Coomassie, coép
cidia en su movilidad relativa con el monémero de Con A, asimismo esta
banda tenia la propiedad de no tefiirse con PAS. Esto hizo surgir la duda
de si parte de la Con A acoplada a la sefarosa 4B, se podia desprender de‘
la columna y contaminar las fracciones Emm y Fmm. Para responder esta du-
da se preparé otra columna de sefarosa 4B-Con A en la cual una cantidad
de la Con A acoflada habia sido previamente marcada con 1125. Posterior—
mente una ﬁuestra de ECI se sometid a cromatografia a través de la columna

de sefarosa 4B-Con A (1125). A las fracciones colectadas se les determind

absorbencia a 280 nm y radiactividad en un contador de radiaciones gamma.

1125) desprende

La figura 12 muestra que la columna de sefarosa 4B-Con A (
radiactividad desde la etaﬁa de cargado de la columna. El pico mayor de

- libergcién de marca se superpone con el pico eluido al aplicar ¢ mm 0.1 M.
Adicibnalhente, la fraccidn Emm obtenida de la columna radiactiva se some

tid a PAGE-SDS (Figura 13) para después de. secdr el gel preparar una auto

radiografia del mismo. La autorradiografia (Figura 13) del PAGE-SDS de -



Emm mostrd qgue la mayor radiactividad se encontraba a la altura de la
banda correspondiente al mondmero de la Con A, demostrindose que la banda
de 27,000 de PM en las fracciones Emm y Frmm se debia a una contaminacidn

por Con A proveniente de la columna de afinidad.
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. Figura 'l12. Perfil de elucidén de ECI pasado a través de una
‘ columna de sefarosa 4B-Con A (I125). 1La columna
se eluyd con un volumen de 45 ml de Nacl (0.5 M)
(para eluir el material unido con baja afinidad)
seguido por 45 ml de volumen de o mm 0.1 M (para
eluir el material unido con alta afinidad), ambos

en PBS, pHl 7.2. Este Qltimo pico fue denominado
Emm, .
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Figura 13. Tincidn de Coomassie (izquierda) y autorradiogra-
fia (derecha) de PAGE-SDS de las fracciones obte- A
nidas de la columna de sefarosa 4B-Con A (112 ):
ECI écarriles l y5 Emm (carriles 2 y 6), Con A
(112°) carriles 3y 7. En el carril 4, se presen
tan estandares de pesos moleculares conocidos --
(ver leyenda de la Figura 7).

la tabla III resume la composicidn de proteinas y glicopro-
teinas de las fracciones Emm y Fmm usando la informacidén obtenida en la

figura 11.

Eliminando la\banda correspondiente a Con A asi como la
correspondiente al frente dei gel, las fracciones Emm y Fmm éontenian
respectivamente 20 y 13 proteinas distinguibles de acuerdo a su migracidn
relativa. Asimismo, 2 de las 4 glicoproteinas contenidas en Frm también

aparecieron en Emm.



TABLA III. NUMERO DE BANDAS TENIDAS CON AZUL BRILLANTE DE
T . COOMASSIE Y PAS DI LAS FRACCIONES EMM Y FM
OBSERVADAS POR PAGE-SDS

Banda Fraccién Emm Fraccién Fmm Peso
Coomassie Schiff Coomassie Schiff  Molecular
1 4 + 148,000
2 + 138,000
3 + 135,000
4 + + + 126,000
5 + + 123,000
6 + + 107,000
7 + + 105,000
8 + + ¥ 93,000
9 + + + 89,000
10 + 83,000
11 + ; 79,000
12 + + ' | o 78,000
13 + | 71,000
14 + + + + 65,000
15 + + + 57,500
16 + - 55,000
17 + + + + 50,000
118 + + + 37,200
19 + r 27,000
20 + 26,000
21 + : 22,400
22 + 19,000
23 + 16,600
24 + + Frente




4. Analisis de los Antigenos Contenidos en las Fracciones Emm y Frm

La determinacién del contenido de antigenos en las fracciones
Emm y Fmm fue llevada a cabo por IEF usando 7 sueros de pacientes cisti-
cercosos. Se encontrd que en la fraccidn Emm se reconocian 8 antigenos
diferentes. Con respecto a la fraccidn Fmm fueron también reconocidos 8
antigenos, aunque con una frecuencia de reconocimiento menor por cada
suero que en la fraccién Fmm (ver Tabla IV). La figura 14, muestra las
IEF obtenidas con ambas fracciones contra 2 sueros de pacientes cisticer

cosos. El niimero de antigenos reconocidos por cada suero fue variable.

. . . —mms meme 4 . e e e s e e g
pes o ~—

figura 14. Ejemplos de inmunoelectroforesis de 2 sueros
‘humanos contra las fracciones Emm (pozos supe-
riores) y Fmnm (pozos inferiores).



TABLA IV. COMPARACION EN LA FRECULNCIA DE RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS
POR 7.~ SUEROS DE PACIENTES CISTICERCOSOS, ASI COMO EIL
NUMERC DE ANTIGENOS PROMEDIO RECONOCIDOS POR SUERO DE LAS
FRACCIONES Emm, Fmm y E+p

Sueros Promedio de -
Muestra bandas recono-
1771 1158 1411 2221 2066 2955 2947 cidas/suero
Emm 4 9 8 2 3 7 5 5.5
rmm 5 7 7 2 5 3 3 4,5
(+) E+p 7 4 3 . 4 2 1 1 3.1

(+) Los datos que aparecen en este rengldn fueron aportados por A.
Plancarte y A. Flisser.

La concentracidn de protefnas usada para el E+p fue de 15 mg/ml,
mientras que para las fracciones Emm y Fmm fue de 6-7 mg/ml.



5. Purificacidn de Glicoproteinas a Partir de la Fraccidn Emm

Hasta esta etapa del trabajo se sabia que las fracciones Emm
y I'mm representaban preparaciones en las que el contenido de glicoprotei-
nas se habian incrementado notablemente. De igual modo, como se descri-
bid en la anterior seccibn ambas fracciones estaban enriguecidas en anti
~genos reconocidos por sueros de pacientes cisticercosos. Parecia haber
correlacidn entre la riqueza de glicoproteinas y la antigenicidad de la
fraccifn. Lo anterior motivd la decisidn de intentar una purificacidn de
algunas de las glicoproteinas. Para ello se eligié la fraccién Emm y no
la fraccidn Fmm. Debido a que se sabe que en los fluidos vesiculares de
céstodos, se encuentran proteinas del huésped; dentro de las cuales se en

cuentran glicoproteinas (51,52).

la fraccidn Emm fue inicialmente cromatografiada a través de
una columna de intercambiador iénico DE52 (ver seccidn IV, 3) y el mate-
rial unido a la columna fue eluido usando un gradiente discontinuo de 0.1
a 0.5 ﬁ de NaCl. La figura 15 muestra el berfil de elucidn de esta colum
na, los ﬁicos obtenidos de los sucesivos pulsos de sal fueron analizados
por PAGE-SDS para conocer'su composicidn de éroteinas. Se encontrd que

todos los picos estaban constituidos por una mezcla compleja de las mis-

mas proteinas {(datos no mostrados).

Puesto que la cromatografia de intercambio idnico no produjo
la purificacién de una de las glicoproteinas de la fraccidén Emm, se inten
’ -
td una cromatografia en la que se aprovechan las diferencias en peso mole

cular. Para maximizar la. separacidén se utilizd una columna de sephacryl

$-300 con una longitud de 200 cm, un difmetro de 0.9 c¢cm y un flujo de




8 ml/h. De esta cromatografia se obtuvo el perfil de elucién presentado

en la figura 16, que muestra 4 picos principales a los que se denomind - i
picos I, II, III y IV. El primero de los cuales se incluye en el volumen
de exclusidn de la columna. ILas fracciones incluidas en cada pico fueron
concentradas, dializadas y su composicidn proteica determinada por PAGE-
SDS. La figura 17 muestra'éue los pices I, II, III son mezclas complejas
de proteinas que incluyen la contaminacién de Con A. En cambio el pico -
IV ademads de una banda ligera que se tefiia con azul brillante de Coomassie
incluyendo Con A, mostraba un importante enriquecimiento de las glicopro-

teinas de 89,000 y 93,000 de peso molecular.
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Figura 15. Perfil de elucibn de Emm pasado a través de una
columna de DE52. La proteina unida fue eluida
por medio de un gradiente discontinuo de 0.1 -
0.5 M de NaCl.
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Figura 16. Perfil de elucidn de la fraccién Emm cromatogra-
fiada a través de sephacryl S-300, el amortigua-
-+ dor de elucidn usado fue NaCl 0.5 M.
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Figura 17. PAGE-SDS de las fracciones obtenidas durante la
) filtracién de Emm a través de sephacryl S-300,
tefiidos con azul brillante de Coomassie (carri=-
les 1-5) y PAS (carriles 6-9). Pico I (carriles
ly6), pico IT (carriles 2 y 7), pico III (carri
les 3 y 8), pico IV (carriles 4 y 9) y estandares
~globulares de pesos moleculares conocidos (carril
5) (ver leyenda de la Figura 7).



Para determinar la composicién antig@nica de estos picos se
pfobaron en IEF con 7 sueros de pacientes cisticercosos. Debido a las
limitaciones en la cantidad disponible de cada suero, solo se analizaron
los picos I y'IV. En las IEF del pico I se identificaron 7 antigenos,

mientras que en el pico IV solo se identificaron 2 antigenos (Figura 18).

A pesar de gue los sueros de pacientes no reconocieron al
antigeno B en el pico IV, la posibilidad de que las glicoproteinas de
alto PM fueran fragmentos de este antigeno no se podia excluir. Para
descartarla se probd el pico.IV y IEF contra un suero hiperinmune de
conejo con una inica y bien caracterizada actividad anti-B (53). ILa
figura 19 muestra las IEF con el suero hiperinmune anti-B, no se formd la
banda caracteristica de brecipitacién de este antigeno en los pozos llena
dos con el pico IV. En cambio, el suero formé la tipica banda isoeléctri
ca de precibitacién frente al pico I (Figura 19). Estos resultados fue-
ron confirmados éor DID enfrentando el suero anti-B con'los picos I y IV

(Figura 20).



Figura 18. Inmunoelectroforesis del pico I (pozo inferior)
y del pico IV (pozo superior) frente a 2 sue-
ros de pacientes cisticercosos (canal central).

Figura 19. Inmunoelectroforesis de los picos I (pozo supe-
rioxr) y IV (pozo inferior), frente a un suero hi~
perinmune anti-B de conejo en el canal central.
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Figura 20. ‘Doble inmunodifusién de ECI y los picos I, 11,
IXII, Iv, frente a un suero hiperinmune anti-B
de conejo (pozo central).




VI. DISCUSION , o g

Para la seleccidn del métédo gque mejor solubilizara el mate-
rial proteico del cisticerco, se compararon los 2 méfodos que se han veni
do usando por su probada eficacia. Los resultados de ambios procedimien-
tos con respecto a la cantidad de proteina total extraida fueron practi-
camente iguales (Tabla II y Figura 6). Asimismo, la composicidn de pro-
teinas (Figura 7) y de antigenos (Figura 8) en los extractos crudos obte
nidos por los 2 hétodos fue también idéntica. Por lo tanto la decisién
de usar el extracto obtenido con NaCl 0.45 M (ECI) en lugar del obtenido
con KC1 3M (ECII), se tomd entonces por razones de importancia secunda-
ria: 1) la concentracién de proteina que se obtenfa en ECI era alrededor
de un 30% mayor que en ECII (Tébla II), 2) El menor consumo y costo de la

sal usada.

En lo que se refiere a la relacién VME/gth elegida, esta fue
de 6-8 puesto que en el ECI se obtenia una concentracidén de 4-6 mg/ml que

es adecuada para una variedad de ensayos (Tabla II).

Si consideramos que un gramo de tejido hiimedo de cisticercos
esgi_coméuesto en casi un 80% de agua (67) y que el restante 20% corres-
'éonde en un 50% a proteinas‘(GB), el m&todo seleccionado solubiliza alre
’, ded§r del 30% de las proteinas presentes en la larva lo cual es un rendi
miéntg muy razonable.

Con respecto al tipo de protefnas extraidas, puesto que el

medio de extraccidén no contiene ningiin agente que destruya estructura de

~ membrana (detergente, solvente organico, etc.), parece razonable esperar




que pertenexzcan al grupo de las proteinas solubles. Considerando especi
ficamente el caso de las glicoproteinas, cabria esperar la extraccién de
glicoproteinas extrinsccas de superficie y de secrecidén (ver seccién IIIL,
10). Esto es importante pucsto que indica como muy posible que las glico
proteinag intrinsecas de membrana no se encuentran representadas en la
fraccidn ECI. A pesar de lo anterior se decidié no utilizar detergentes
puesto que en ensayos realizados se encontrd que detergentes no iéqicos
(tritbn %~100) producian un desprendimiento mayor de. la Con A unida a la

columna e impedian la unién de las glicoproteinas a Con A.

En cambio, con respecto al procedimiento usado ‘en la obten-
cidn de una fraccidn del fluido vesicular, se puede afirmar que en TV se
encontraban reﬁresentadas practicamente todas las proteinas del fluido.
La comﬁosicién proteica del FV aungue coincidid en algunas proteinas con

la fraccidn ECI, resultd diferente en la mayor parte de ellas.

Esto concuerda con el hallazgo de que muchas de las proteinas
presentes en fluidos vesiculares de taenidos tisulares no son de origen

pardsito, sino que este las obtiene del suero o liquido intersticial del

“huésped (51,52).

La Con A fue seleccionada como herramienta para el aislamien-
to de glicoproteinas del cisticerco de la T. solium por su émplia especi-
ficidad en el reconocimiento de grupos carbohidratos; ha sido bien caracte
rizado que la Con A reconoce grupos O-D-metil mandsido y o~D-metil glucd
sido, asi como a y B—D—arabino~furadﬁsidos'y oy B-D-metil-fructofurand-

sido (55). Estos grupos son muy comunes en casi todas las glicoproteinas



de origen animal mientras que aparecen poco frecuentemente en los glico- .

lipidos (55).

Las fracciones Emm y Fmm obtenidas de la cromatografia por la
columna de sefarosa 43-Con A, mostraron un enriquecimiento en las glico-
proteinas contenidas con respecto a sus fracciones de origen ECI y FV
(Figura 11). Sin emﬁérgo a juzgar por la diferencia en el nimero de ban~
das tefiidas por azul brillante de Coomassie y por PAS en los PAGE-SDS de
las fracciones, sblo una parte de las proteinas totales eran glicoprotei-
nas; en la fraccidn Fmm 3 de 15 bandas se tifieron con PAS mientras que en
Emm fueron 8 de 22 (Tabla III). Cabe hacer notar que de las 3 glicopro-
teinas contenidas en la fraccidn Emm (Tabla III), &sto sugiere que se
trata de una glicoﬁroteina del fluido vesicular o bien del hudsped que

se encuentra en la bolsa vesicular.

Como se menciond anteriormente (ver seccién II, 10), el ais-
lamiento de glicoéroteinas parasitarias tenia como segundo objetivo el
aislamiento de antigenos del cisticerco. Este segundo objetivo es poten
cialmente mds relevante for sus ﬁosibles aélicaciones en el inmunodiag-
ndstico de la enfermedad; que el interés bdsico en la caracterizacidn de
las glicobrbteinas parasitarias., Como era de eéperar, la fraccién Emm
enriquecida en glicoprotéinas también estaba enriquecida de antigenos.
Esto fue demostrado al comparar el nimero de antigenos que cada sgero de
pacientes reconocian cuando eran probados por IEF en contra del E+P con
el obteﬁiéé en contra de Emm (Tabla IV). Parece casi seguro que el uso
de esta fraccibn en los métodos actuales de inmunodiagnéstico (IEF y

ELISA) puede mejorar el porcentaje de pacientes cisticercosos detectados.



La fraccién I'mm ha sido mantenida al margen en esta parte de
la discusion solamente debido a la carencia de los datos correspondientes

en la literatura, para hacer una comparacidén equivalente.

La utilidad potencial de Emm en el mejoramiento de los actua-
les métodos de inmunodiagndstico, no es sin embargo la finica caracteristica
que le confiere interés a esta fraccidén. Al igual que Fmm, la fraccidn
Emm representa una mezcla menos compleja de componentes que sus respectivos
extractos de origen (FV y ECI). Esto hace a ambas fracciones atractivas
para intentar a partir de ellas la purificacidn total de algun antigeno.

Al respecto, en la presente tesis, se realizd un corto intenfo para deter-
minar si la utilizacién de Emm permitia la obtencién de fracciones enrique
cidas en alglin antigeno. ILos resultaéos fueron alentadores puesto que a
través del uso de una columna de sefacril §-300 se consiguid una fraccidn'
llamada pico IV que estaba formada por 2 glicoproteinas principalmente y
contaminada por Con A (Figura 17). Este'pico Iv eﬁ un sistema de IEF
contra 7 sueros de pacientes cisticercosos, dehostré la presencia de 2

. _ .
antigenos; uno catiénico y otro anidnico (Figura 18). E1 antigeno anidnico
fué recohocido por 6/7 sueros mientras que el antigeno catidnico fue reco-
vnécido por 4/7 (Figura 18). Actualmente se hacen esfuerzos para determinar
a'qué'bandas de la fraccibn pico IV corresponden estos antigenos. La dis-
éonibilidadAdé alguno de estos antigenos o de ambos en forma pura, Segura-

mente permitird como en el caso de antigeno B, nuevos acercamientos para

entender su participacidén en la relacidn huésped-pardsito.

Un aspecto de los problemas parasitarios en el que la investi-

gacién inmunoldgica esta haciendo las aportaciones mis relevantes es sin




lugar a dudas en el inmunodiagndstico (69,70). Un el cago de la cisticer
cosis humana, se han utilizado pfﬁcticamente todos los métodos de inmuno
diagndstico reportados (24,26,32,33,71,72) incluyendo al ELISA)73). La |
falta de sensibilidad y/o especificidad ha sido adjudicada ademis de al
linmite propio de cada m&todo usado (32), a la existencia de pacientes no
respondedores inmunoldgicamente (24) y al uso de preparaciones antigénicas
no representativas (74). Considerando solaﬁente la Gltima alternativa, se
ha dicho que el uso de extractos crudos bien puede explicar la falté de
sensibilidad y/o especificidad de los métodos. Puesto que podria ocurrir
que los antigenos prominentes,_nd se' encuentren adecuadamente representados

en el extracto (75) por razones variadas, entre ellas su solubilidad.

Por otro lado, el uso de un sSlo antigeno puro no es probable
que mejore grandemente la confiabilidad del método. En este sentido cabe
mengiOnar el ejemblo de las pruehas de ELISA que utilizan alternativamente,
muestras de antigeno B éuro o de un extracto crudo del cisticerco: La
sensibi;idaa obtenida con el antigeno B es de 75% (73) ﬁientras que la
obtenida con el extracto crudo es de B85% (73). Por tddo lo anterior, se ha
recomendado el uso de mezclas de varios antigeﬁos purifiéados (76) con la

idea en mente de que sdlo de este modo se conseguird detectar la presencia

de anticuerpos en practicamente todos los pacientes respondedores.

Desde este punto de vista, la fraccidn pico IV (constituida
casi en su totalidad por 2 glicoproteinas antigénicas) parece un buen
candidato para determinar si usada en mezcla con el antigeno B puro, au-

menta su sensibilidad.



El trabajo descrito aqui es uno de los primeros intentos en
el que directamente se pretende caracterizar el contenido de glicoprotei-
nas de algln taenido. Crecwos que en las fracciones Eum y Fmm estan re--
presentadas las mas importantes glicoproteinas del cisticerco, algunas de
las cuales son reconocidas como antigenos por sueros de pacientes cisti-~
cercosos. El uso de lectinas en el aislamiento por afinidad de glicopro-
telnas antigénicas del parasito parecec ser de gran utilidad en este tipo
de estudios. In particular,- los estudios tendientes a determinar la loca
lizacidn de cada especie de glicoproteinas en el tejido del cisticerco,
contribuirian grandemente al entendimiento de su participacidn en esta y

otras relaciones huésped-pardsito.



VII.

3.

1

APENDICYES

Clasificacidén del pardsito (2):

Phylum : Platyhelminthes
Clase :  Cestoda
Orden : Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género : Taenia

specie: solium

Mecanismos posibles para la adquisicidn de c¢isticercosis en el humano:

Heteroinfecci®n: método mis comiin para contraer la enfermedad y es

debido a la ingestidn de huevecillos de Taenia solium a través de

agua y/o alimentos contaminados.

Autoinfeccidn externa: Cuando los huevos son transportados del ano

a la boca en el mismo individuo infectado con T. solium.

-

Autoinfeccidn interna: caso en el que por peristalsis reversa, los
! . - ‘ . .

los huevos de T. solium llegan al estOmago y regresan al intestino

delgado, resultando ‘en una infeccidén masiva. Sin embargo, este me-

canismo no ha sido bien demostrado (67).

Glicoprcteinas de superficie en céstodos:

El limite externo de los c@stodos es una membrana plasmatica

cuya superficie externa presenta un importante glicocilix constituido por

glicoproteinas y glicolipidos.



Se ha demostrado la presencia de carbohidratos en la super{i.

cie de los céstodos Taenia crassiceps y cisticerco de la Taenia solium

(44,77) por medio de tinciones tales como (PAS), periodato- tiocarbohi-
drazida de osmio (78), subnitrato alcalino de bismuto (78), rojo de ru-
tenio (30,79) y con lectinas como Con A conjugada con ferritina o pero-
xidasa, asi como autorradiografia de cortes del parisito previamente tra

tados con lectinas radiactivas (Con A 1125) (44) .

los carbohidratos de superficie son confirmados al tratar la
) ) ' 4.- . . .
superficie con enzimas especificas para carbohidratos por ejemplo la in-

cubacidn de Hymenolepis diminuta con neuraminidasa, libera &cido siidlico

identificable por métodos quimicos (78). Este carbohidrato también ha

sido detectado en anilisis de membraﬁas tegumentales aisladas (42).

los andlisis bioquimicos de la membrana del cisticerco de la
T. hydatigena (80) han revelado que los polisacaridos del tegumento con-

tienen glucosa, glucosamina, galactosamina y 14 aminodcidos. ILa cantidad

de carbohidratos de la superficie del cisticerco de la Taenia solium dis

minuyen notablemente por el tratamiento con glusulasa (30). En estudios

fecién£es se ha logrado obtener tegumentos aislados delnymenolepis
diminuta, los que por estudios bioquimicos de membrana revelaron una com
posiéién de 24 proteinas, 6 de las cuales son glicoproteinas y que se en
~cuentran localizadas externamente en la membrana tegumental (8l). Tam-
 biEﬁ existe evidencia de qﬁe al menos parte ae estos carbohidratos de
SUpGYflClé, se encuentran asociados a protelnas ya que el tratamiento

de los cisticercos de Taenia sollum con tr1p31na eliminan una gran parte

del glicocilix (30).




Sin embargo hay poca‘informacién sobre el tipo de moléculas
especificas que aparecen en cl glicocdlix y de la funcibn que estas de-
sempenan. 'Entre los datos de que se dispone se puede mencionar que
Con A al unirse a la superficie de las microtricas de II. diminuta inhibe
la adsorcidn de una gran variedad de nutrientes transportados por acarrea
dores mbviles. IEsta inhibicidn no parece ser debida a una barrera de
permeabilidad impuesta por la capa de Con A adsorbida, puesto que la
entrada de nutrientes por difusidn libre no es afectada por la lectina
(82). Se ha sugerido que la unidn de Con A proximal a sitios de trans-
porte especifico produce la inmovilizacidn de conétituyentgs mbéviles en
la membrana, los cuales estan involucrados en la translocacidn de hexo-
sas, pirimidinas y ciertos aminodcidos. Asimismo la florizina inter-
act@a especificamente con el locus de transporte de glucosa ejerciendo

este mismo efecto en la superficie del tegumento de otros céstodos (83).

Micrografias de alta resolucidn de la superficie de los cés-
todos indican que los filamentos del glicocdlix estdn adheridos a la
membrana (79). La superficie de est;s pardsitos presenta una cubierta
filamentosa uniforme y no se aitera por lavado con EDTA y otros agentes
los cuales pueden separar material debilmente unido (42). Esto es un

arqunento en favor de que al menos parte de tales cubiertas son componen

tes integrales y no estructuras o moléculas adsorbidas a la membrana.

Con respecto a la sintesis e incorporacidn de los carbohidra
tos a la superficie, estudios en los que adultog de H. diminuta y L. tenuis
han sido incubados con hexosas tritiadas, han mostrado la incorporacidn

de marca a la fraccidn proteica asociada con la estructura membranal.




Autorradiografias en cortes del pardsito muestran que,la mayor incorpora
¢ién de la radiohexosa ocurrid dentro de las vesiculas en las células
subtegumentales que son transportadas al tegumento incluyendo al borde

en cepillo (42).

4., Glicoproteinag del Fluido Vesicular de Céstodos Larvarios

Los pardsitos taenides no sSlo interactuan con su huésped por
medio de moléculas constituyentes de la membrana externa, sino también
por medio de moléculas del fluido vesicular que son expulsadas a la inter

fase huésped-parasito. ‘

Estudios del fluido vesicular de metacéstodos, han demostrado
el importante papel que juegan.alcunos de sus componentes en la relaciénA
huésped~parisito: .a) Factores presentes en el fluido vesicular del quis-‘
te hidatidico producen una deplecidn del complemento a través de una
activacidén por via alterna, b) sustanciés anilogas a las anafilotoxinas
contribuyen a la patogenia del sindrome de shock anafildctico en pacien-

-

tes con hidatidosis (50).

Con respecto al origen de los componentes se ha mostrado que
en el 1iquiéo del quiste hidatidico existen algunas proteinas del huésped
'(51;52). Asimismo, se sabe que los metacéstodos son capaces de absorber
"ig‘giggg e in vivo una gran variedad de moléculas del huésped (inmunoglo-
bﬁlinés, alblimina, e¢tc.) sin que sufrag cambios estructurales ni funciona
les kSl). Se cree que las moléculas que entram al fluido vesicular pueden
cunplir funciones importantes en el control osmdtico o aprovisionamiento

de nutrientes del par@sito, aunque también pudieran cumplir una funcidn

.



evasora de la respuesta inmune mediada por anticuerpos debido a la inter

nalizacidén de estos (51).

Se ha descrito que en el fluido hidatidico de ovelja existen
19 proteinas de las cuales 9 son tomadas del huésped. Entre los componen
tes del parfdsito existen 4 arcos de precipitacidn denominados 1, 2, 4 y
8 que son positivos a la tincidén de PAS, indicando su naturaleza glicopro
teica. Presuniblemente la glicoproteina arco 4 es de especial interés
por ser un componente fuertemente antigénico reconocido por todos los
sueros de pacientes humanos con hidatidosis. Con respecto a los componen
tes del huésped 4 proteinas se tificron con PAS mientras que las Y-globu-

linas que son glicoproteinas no resultaron tefiidas (52).

Por medio de una cromatografia de afinidad en la que‘se utili
zc. Con A 2 glicoproteinas se logran aislar del fluido hidatidico de
oveja, las cuales se denominaron arcos 4 y 5. Estas protelnas purificadas
son los antigenos mis inmunorreactivos con sueros de pacientes con hidati-

dosis (84). -

5. Lectinas

1

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen princi-
palmente vegetal que aglutinan y/o precipitan glicoconjugados, incluyendo

células enteras. Presentan ademds las siguientes caracteristicas:

a). Una molécula de lectina contiene al menos 2 sitios de unidn
. -

para azlicares.



b) La especificidad de una lectina es gencralmente definida en téx
minos de los monosacaridos o simples oligosaciridos que inhiben

la reaccifn de aglutinacién que éstas inducen (Tabla V).

c) Aglutinan células y particulas siendo de origen no inmune. Ias
lectinas fueron descubiertas en plantas de donde se encuentran
ampliamente distribuidas, pero también aparecen en otros orga-
nismos de la escala filogenética. Pueden ser solubles en flui-

dos bioldgicos o pueden estar unidas a membranas (85,86).

La unién azdcar-lectina es analoga en muchos aspectos a un
sisﬁema antigeno- anticuerpo, en el cual la lectina desarrolla el papel
del anticuerpo y el azilicar, el del antigeno. En ambos sistemas se forma
un precipitado que se suele disolver cuando se anade un exceso de cual-
quiera de los componentes. Asimismo, la inhibicidn que ejercen los azl
ca£es especificos sobre la formécién de un precipitado entre la lectina
y su azficar, es aniloga a la reaccidn de los haptenos en la formacidn

de complejo - antigeno-~anticuerpo(85).s

Con A fué seléccionada para este trabajo porque es una de
las lectinaé més‘estudiadas, sabiendo mucho acerc& de sus propiedades
fisicoquimicas y de su utilizacidn como herramienta en la purificacién
de glicoproteinay glicopeptidos. La Con A es una molécula polimera

compuesta de 4 subunidades idénticas, con PM de 27,000 cada una, cuyo

grado de asociacidn depende del pll del medio. a



ol

TABLA V. ALGUNAS LECTINAS CONOCIDAS, ASI COMO LOS AZUCARES CON LOS QUE

INTERACTUAN ESPECIFICAMENTE (85)

Lectina Abreviatura

Aglutinina de frijol PHA
de soya

Aglutinina de cacahuate

Aglutinina de lotus
tetragonolobus

Aglutinina de Haba de

lima
Aglutinina de trigo WGA
Aglutinina de Canava- Con A

lia ensiformis

Azlicar especifico

Acetil-galactosamina, galac-
tosa.

Acetil-galactosamina, galac-
tosa

Fucosa

N-acetil galactosamina
N-acetil glucosamina
a-metil mandsido y

o~metil glucdsido

Propiedades de Con A:

- Con A no contiene carbohidratos, ni uniones por puentes disulfuro

en su molécula, pero contiene 3% de material lipidico.

La Con A une iones de metales divalentes en 2 diferentes sitios de
-

su molécula, denominados Si y S2. El primero une metales de t;an-

sicidn como Mn, Ni,‘Co, mientras que el segundo une preferentemen-

te Ca. Estudios de dicroismo circular y resonancia paramagnética

electrdénica, han mostrado que el sitio de unidén con el carbohidrato

es distinto a los sitios S1 y S2. Sin embargo, la ausencia de me-

tales en la molécula inactiva el sitio de unidén para carbohidratos.

Efecto del pH: El pH de maxima actividad el cual involucra las -

reacciones de aglutinacién y precipitacién es entre 6-7, este mis



rango.de pH favorece la existencia de la forma tetram@rica. A pls
2 - 5.5 se encuentra la forma de dimero que retiene su habilidad -

para interactuar con derivados sacdridos.

Efecto de temperatura: A bajas temperaturas 0-4°C se favorece la
formacidn del dimero, mientras que a altas temperaturas 20 ~ 37°C
se favorece la fo:ma tetramérica. Cabe mencionar que a temperatu-
ras de 30 - 50°C se causa la disociacidn de los compleijos glicopro

teina Con A.

Efecto de sales: Una fuerza idnica de al menos 0.3 es necesaria
para estabilizar la molécula. Con esta fuerza iéniéa-predomina la
formacidn de dimeros mientras que a mayores fuerzas idnicas se fa-
vorece la formacidn del tetramero. Asimismo, concentraciones de
NaCl tan altas como 3.75 M no tienen efecto en la habilidad de

Con A para precipitar dextranas cuando el sistema es amortiguado a

un pH de 7.0 con fosfatos.

Efecto de compuestos desnaturdlizantes: La actividad de Con A es
abatida por concentraciones de urea y guanidina, menores que las

requeridas para la disociacidn de las subunidades. Estos compues-

tos producen cambios drasticos e irreversibles en su conformacidn.
La conformacién de Con A no es apreciablemente afectada por con-

centraciones de SDS de 0.65 g/g de proteina.

Saciridos que interactuan con Con A: Monosaciridos especificos

v . | -
como O~D-glucosa y en especial ¢.-D-manosa son potentes inhibido-
res de la actividad bioldgica de Con A, mientras que otros como

galactosa no lo hacen.



La unidn del residuo parecec interactuar con la proteina a
través de puentes de hidr6geno que involucran al oxigeno andmerico y a

los grupos QOH de los carbonos C C.y C_. Los (—andmeros se unen mas

2" 734 76

fuertemente que los [-anfmeros. Un grupo OH axial en C. permite una mis

2

favorable interaccidn gue un grupo ecuatorial en la misma posicién en el
monosacarido. Grupos OH ecuatoriales en C3 y C4 ¥y un grupo CH2—OH no mo

dificado en C6 son estrictamente requeridos en la unidn (Figura 19).

Algunos aziicares furanoides pueden unirse a Con A debido a
las caracteristicas comunes que comparten con las g-D-hexopiranosas an-:

tes mencionadas. La disposicidn de los grupos OH en C C4 y C_ de los

3’ 5

D-arabinofuranosil y de los grupos C,, C ‘y Cs'de los D-arabinosil. Por

2 3

esta razbén los 0y B-D-arabinofuranosas también pueden unirse a Con A

(55).

Figura 21. Estructura de un residuo de g~D-manopiranosil.
Los grupos hidroxilo los ¢uales son esenciales
para la unidén a da Con A, se encuentran subra-
yados (55).
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