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I. OBJETIVO 

El objetivo del presente trabajo fue el aislamiento y la -­

caracterización parcial de las glicoproteínas solubles del cisticerco 

de la Taenia solium, como contribución al mejor entendimiento de los -­

componentes bioquímicos de la relaclión huésped~parásito en la cisticer 

cosis porcina y humana. 
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II. RESUMEN 

La superficie que el cisticerco presenta a su huésped humano 

o porcino es un tegumento sincicial y continuo en toda la cara externa de 

la pared vesicular. Distintos estudios han mostrado que la membrana pla~ 

mática del tegumento poseé un rico glicocálix. Aunque se conoce poco ac!:'. . .r 
ca de la función que desempeña este glicocálix en la relación huésped-pa­

rási to, se ha sugerido que algunas glicoproteínas están involucradas en 

fenómenos de protección o daño al parásito. Sin embargo, no todas las 

glicoproteínas que el cisticerco libera al exterior provienen de la supe!_ 

ficie. A este respecto se sabe que algunos de los antígen~s más relevan­

tes en las parasitosis por taenidos son glicoproteínas provenientes del 

fluido vesicular. El presente trabajo constituye la fase inicial de un 

esfuerzo por caracterizar las glicoproteínas somáticas y del fluido vesi­

cular del cisticerco de la T. solium. 

Las cisticercos disecados de músculo esquelético de cerdo al­

tamente infectados fueron puncionados y el fluido vesicular ·colectado. El 

'fluido vesicular fue dializado contra PBS pH 7.2 (FV) mientras que los 

cisticercos fueron homogeriizados en una solución de 0.45 M de NaCl en 

0.015 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 fracciones ricas en glicoproteínas denominadas Fnun 

y Emm si provenían de FV y ECI respectivamente. 

' 
Electroforesis en geles de poliacrilamida con sos de las frac­

~iones mostró que Flnm contenía 15 bandas que se teñían con azul brillante 
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de Coornassie (ABC), de las cuales só~o 3 (de pesos moleculares de 

37,000, 50,000 y 65,000) se teñían con ácido periódico Schiff (PAS). A 

su vez Emrn contenía 22 bandas que se teñían 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 precipitación diferentes. 

Emm se cromatograf ió posteriormente a través de sefacril 

S-300, obteniéndose una fracción formada por 2 glicoproteínas de 89,000 

y 93,000 de peso molecular la que se denominó fracción pico IV. Inmuno­

electroforesis de esta Última fracci6n en contra de 7 sueros de pacientes 

cisticercosos, reveló la presencia de 2 antígenos, uno catiónico recono­

cido por _6/7 sueros y otro aniónico reconocido por 4/7 sueros. Las 

fracciones Emm, Fmm y pico IV, debido a su gran enriquecimiento anti­

génico, son de interés para el uso y mejoramiento de los métodos de 

inmunodi_agnóstico, su ensayo en la inmunización y en especial para entender 

la relación huésped-parásito en la cisticercosis. 

'' 
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III. INTRODUCCION 

La cisticercosis es un serio problema de salud pÚblica y de 

economía en el mercado e industria de alimentos elaborados con carne de -

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

El agente etiológico de la cisticercosis humana y porcina es 

el cisticerco de la Taenia soliurn (algunas veces llamado Cysticercus 

cellulosae). La T. soliurn es un céstodo ciclofílido (ver Apéndice VIII, 

1) cuyo estadio de metacéstodo es un cisticerco (2), en forma de bolsa --

translúcida (3-6) de 5-10 mm de diámetro con un escólex invaginado y opa-
. 

co que visto al microscopio de luz posee 4 ventosas y un rostelo con una 

doble corona de ganchos (Figura 1), el escólex está rodeado por un líqui-

do contenido en la bolsa o pared vesicular. 

Figura l. 

'''l.·, 

V 

a 

Smm 

Ilustración esquemática del metacéstodo de T. solium. 
s- escólex invaginado, z- canal espiral, v--espacio -
vestibular, a- pared vestibular, o- pared de la veji­
ga (6). 
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l. Ciclo de Vida 

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 único huésped definitivo. La tenia desprende 

.proglótidos grávidos que salen al medio en las heces del huésped a un 

ritmo de 4-5 por día. Estos proglótidos al desintegrarse, liberan una 

gran cantidad de huevecillos que pueden contaminar .aguas, suelos y 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 p~ 

red intestinal hasta alcanzar la circulación sanguínea o linfática, lo 

que produce su. distribución en distintos tejidos del huésped (tejido co--

nectivo subcutáneo, ojo, cerebro, músculo, corazón, hígado, pulmones, etc.) . ... 

en donde requiere de 12-15 semanas para crecer y diferenciarse en el met~ 

céstodo o cisticerco. El ciclo se completa si el hombre ingiere carne de 

cerdo cisticercosa cruda o mal .:.cocida·. puesto que ·a~ llegar a su aparato 

digestivo el cisticerco viable se desarrolla hasta la etapa de. tenia .adu;J.ta ·:pr~ 

ductora de huevecillos {3-5). 

r 

c .... _.. .. ............. 

---····--·-·' -··---- .. ···· ____ ....... -. ...... 

\ 
..... ~-- j¡: 
·-·""' ~ .·. 

-~- J . 
~~ ............. · ... ; 

~ ........ . , ........ .. 
~ 

... ......... ,., .. ,. .. '., ...... , 

!igura 2. ciclo de vida de la Taenia soliurn (7) • 
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2. Distribución geográfica 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). Además se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-cistic~r 

co en el 1-3.8% de la población abierta de acuerdo a datos seroepidemiol~ 

gicos (22-26). 

Por estos estudios se sabe que el riesgo de contraer la enf er 

medad varía con las ~reas geoeconómicas del país (Figura 3). El mayor -

porcentaje de sueros positivos se encontró en el área # 5 constituída.por 

los estados de Guanajuato, Michoacán, Jalisco y Nayarit que tradicional-­

mente son los más importantes produ~tores de cerdos en el país. 

Sorprendentemente, no se encontró ningún factor que influen-~ 

ciara la prevalencia de la enfermedad en las distintas clases culturales, 

sociales y económicas dentro de cada una de las áreas geoeconómicas de ~­

México (22,23). 

Esto hace suponer que el riesgo de contraer y padecer la en-­

fermedad está determinado por una asociación compleja de factores, o .-­

por un factor único que no discrimina entre los distintos grupos sociocu!_ 

turales. En consecuencia, se ha propuesto el aire y al transporte de hue 

vecillos por vectores (insectos), como factores de propagación de la cis­

ticercosis, en nuestro país donde el ~ecaiismo al aire libre ocurre comun 

mente (22,23). 
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.Figura 3. Mapa de las áreas geoeconómicas de la RepÚblica 
Mexicana, indicando la frecuencia de anticuerpos 
anti-cisticerco por región. El área 5 tiene el 
mayor porcentaje, seguido por las áreas próximas 
a el océano pacífico (22,23). 

3. Sintomatología de la cisticercosis hwnana: 

En cada cas~., la sintomatología dependerá en forma importante 

del si tío de localización del o los cis.ticercos en los distintos órganos • 

Por ejemplo; los cisticercos son relativamente bien tolerados en· músculo es~e 

l'tico o tejido conectivo s~cutáneo en donde aún en ·infecciones masi--

vas puede no haber síntomas. En el ojo, aunque frecuentemente la síntoma 

tolog!a es ligera, en ocasiones puede. ocurrir desprendimiento de retina, 

enturbiamiento del humor v!treo, inflamación del. iris, acompañada de dolor, 

deformaciones visuales, visión borrosa e incluso ce9uera (3). La afee~~ 

c:ión del musculo card:i'.aco puede producir taquicardia, disnea, síncope y 
1 

' 
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ruídos cardíacos anormales. 

Sin lugar a dudas las manifestaciones m5s graves corresponden 

a la cisticercosis de sistema nervioso central generalmente ligada a una 

cisticercosis sistémica que ha pasado desapercibida. La afección en ln 

médula espinal puede ocasionar hiperestesia y alteración de los reflejos 

(3,4). No hay síntomas que definan la evolución y desarrollo del par5.si·-

to en el cerebro, sin embargo su muerte siempre provoca reacciones infla-

materias dañinas. También se pueden presentar síntOI!)as cuando el parási-

to es viable si por ejemplo, se produce presión r:iobre las meninges u obs-

trucción al flujo del líquido cefalorraquídeo. .Los síntomas predominan--

tes pueden ser: síndrome de hipertensión endocraneana, convulsiones, y 

otros como parálisis transitorias, defectos visuales, diplopía, cefaleas 

bruscas y trastornos mentales como confusión, irritabilidad, insomnio, 

ansiedad, cambios de personalidad, falta de concentración, alucinaciones 

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

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

4. Anatomía Pato~ógica 

La presencia del cisticerco en los tejidos del huésped provo-. 

ca la formación de una respuesta inflamatoria en forma de granulorna cróni 
. -. 

ca caracterizado por la presencia de eosinófilos y otros polimorfonuclea-

res, de macrófagos, linfocitos, células plasmáticas y células. gigantes --

así corno por la formación de ·una cápsula fibrosa con neovascularización -

que delimita al parásito (3-'5). Datos recientes han· demostrado ~a prese_!! 
• 

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

cisticerco, así corno de células plasmáticas productoras de anticuerpos --
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anti-cisticerco (29) en la cercanía. 

A pesar de lo anterior, en la mayor parte de los casos la es 

tructura celular del par&sito parece no afectarse notablemente por la 

respuesta inflamatoria del huésped (29,30). 

5. Diagnóstico 

El diagnóstico de la cisticercosis cerebral se realiza toman 

do en cuenta la sintomatología (anteriormente explicada) o cuadro clínico 

del paciente en combinación con técnicas radiológicas como la tomografía 

axial computarizada (31) o inmunológicas como la irununoelectroforesis --

(IEF) (24), hemaglutinación (26,32) ,. fijación de complemento (33) en sue 

ro y líquido cefalorraquídeo. · 

En el caso de otras localizaciones del cisticerco como la --

subcutánea o la muscular el diagnóstico.se confirma por biopsia. Final-

mente en la cisticercosis ocular, el oftalmoscopio permite la observación 

in situ del parásito vivo (3-5). 

6. Tratamiento . 

Hasta hace poco tiempo no se disponía de un tratamiento quími 

co para la cisticercosis humana de tal modo que se recurría a la extirpa~ 

ción quirúrgica del cisticerco en los casos en los que su localización ~-

era accesible- En otros casos, el uso de derivaciones para el flujo del 
• 

líquido cefalorraquídeo era la única alternativa posible. Con respecto 

a la cisticercosis cerebral, frecuentemente la extirpación no se puede ~-
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llevar a cabo debido no solo a su inaccesibilidad sino' 'cambién al al to --

riesgo que implica la intervención. En los Últimos 5 años se han probado 

2 medicamentos: El praúcuantcl (34-36) y el metrifonato (37); en pa-

cientes cisticercosos ·controlados por distintos grupos médicos de México 

y de otros países. Aunque los resultados no son totalmente confiables, 

hasta la fecha el tratamiento con prazicuantel aparece ya como de elección 

en casos de cisticercosis parenquimatosa cerebral en los que el parásito 

no se ha calcificado. Sin embargo, las evaluaciones acerca de su efecti-

vidad así como de los posibles efectos colaterales deben ser mejor estu-

diados. 

6. Prevención 

Al igual que muchas enfermedades parasitarias, la erradicación· 

de la cisticercosis depende importantemente del mejoramiento de las condi-

ciones educacionales y de vida de sectores considerables de fo población, 

por lo que la solución a este problema posiblemente requiera de un período 

muy la_rgo de tiempo. Sin embargo, alstintos autores e instituciones han 

propuesto una serie de medidas que de aplicarse sin duda producirán resul-

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

-Organizar campañas educativas a nivel nacional en especial en las 

áreas.de mayor riesgo de contraer la enfermedad, informando a la 

población de los mecanismos de in!ección en los humanos y el ganado 

así como su prevenci6n y su cura. 
• 

. ~ ' " 
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-Mejorar las condiciones higiénicas dol. ganado porcino, para evitar 

su infeGción, así como vigilar estrictamente la salud de trabajad~ 

res que tengan contacto con este tipo de ganado. 

-Establecer una inspección sanitaria efectiva que permita desechar· 

la carne de cerdos cisticercosos en los rastros. 

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

corno· aguas de riego, contaminen a los alimentos. 

-Dotar de recursos sanitarios (agua potable, drenajes, fosas sépti-

cas, etc.) a los centros urbanos y áreas rurales marginadas para -

una adecuada eliminación de las excretas. 

-Organizar campañas masivas para la desparasitación de los portado-

res de T. solium, así como cuidar que éstos no tengan participación 

en la preparación de alimentos, 

-Impulsar la investigación para el.mejoramiento de los métodos de -

diagnóstico, así como para continuar la búsqueda de una vacuna, 

que ayude a reducir el riesgo-de contraer la enfermedad. 

-Realizar eva~uaciones periódicas así como estudios seroepidemioló-

gicos frecuentes, que vigilen el efecto de las medidas antes men~-

cionadas~ 

8. Respuesta Inmunológica del Huésped 

El hecho de que la evidencia clínica de adquisición de inmu-
• 

nidad en muchas· parasitosis és incompleta o dudosa, ha llevado a la 

creencia de que los· parásitos· 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 anticuerpos ,·o células específt_ 

cas. En muchos casos los niveles de anticuerpo y células tienen poca o 

ninguna relación con el estado inmunológico y clínico del paciente lo que 

indica que su respuesta inmune no lo está protegiendo. En general se 

puede afirmar que el parásito efect.:\.vamente sensibiliza al huésped y sin 

embargo sobrevive por largos períodos. El entendimiento de los mecanis-

mas que toman parte en esta compleja relación claramente se conseguirá a 

través del estudio de los factores que por parte del huésped y del pará-

sito participan para conseguir ese delicado equilibrio entre los 2 orga-

nismos. 

En el caso de la cisticercosis h.umana, el conocimiento de --

los factores involucrados por parte del.·parásito y del huésped es todavía 

muy pobre como, se podrá observar a con.tinuaci6n; 

a) Antígenos 

La composición antigénica de un extracto crudo del cisticerco 

.. 
de la T~ solium puede ser determinado por IEF usando sueros de pacientes 

·cis~icercosos. Este procedimiento ·que es fácil de realizar y cuyos resu!_ 

tados son razonablemente confiables permitió establecer una clasificación 
' . 

de los antígenos del cisticerco de acuerdo a su movilidad electroforética, 

de este moao se sabe que son 8 los antígenos reconocidos por los sueros de 

los pacientes cisticercosos a los cua~es se les denomin6 con una de las -~ 

primeras letras del alfabeto (Figura 4) , 

• 
Un componente isoeléctrico denominado antígeno B result6 con ~ 

mucho ser el mas frecuentemente reconocido (94%) por los sueros de los pa-
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cientes, que tuvieron niveles detectables de anticuerpos por IEF (ver 

sección III, 8b), seguido por los antígenos A (47%), E (35%), e (30%), etc. 

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

b) . Anticuerpos 

La respuesta inmune humoral de pacientes cisticercosos ha 

sido estudiada usando el método de IEF, mencionado anteriormente. Se en­

contró que sólo la mitad de los sueros de pacientes tenían niveles de 

anticuerpos detectables por este método. A pesar de la baja sensibilidad 

de la IEF se logró caracterizar la respuesta por anticuerpos de los pa-.­

cientes con sueros positivos. 

La respuesta humoral de estos pacientes es muy heterogénea a 

juzgar por la variación del número y tipo de antígenos reconocidos por 

los distintos sueros. El 77% de estos pacientes sintetizan anticuerpos 

contra 1-3 antígeno·, mientras que sólo el 1% reconoce los 8 antígenos des 

critos. Con respecto a las clases de inmunoglobulinas que constituyen ~ 

los anticuerpos anti~cisticerco, se encontró IgG en el 98% de los casos, 

.IgM en el 80%, IgE en el 37%, .IgA en. el 29% e IgD en el 24% Tabla I, 

(22,24,41). 

• 
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8 
e 

Frecuencia 0/o 
( 116 sueros) 

B 84 
A 47 
E 35 

. e 30 
D 2'5 
6 22 
H 21 
f 14 

·.Figura 4. Diagrama de todas las bandas de precipitación encon 
tradas por inrounoelectroforesis de sueros humanos 
contra un extracto antigénico de cisticercos de la 
T. solium ( 22) • 

.. 
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TABLl\ I. PRECUENCil\ EN PORCIENTO DE LA REACCION ENTRE LOS 
8 l\NTIGENOS ENCONTRl\DOS EN EL CIS'l'ICEHCO 08 LA 
T. solium Y LAS 5 CLASES DE INMUNOGIDBULINl\S - --~-·-
(22) • 

Inmunoglobina Bandas de P:r.ecipitación 

B A E e D G H 

IgG 98 83 69 100 29 45 37 

IgM 70 41 23 31 12 20 16 

!gE 25 18 19 18 o o 11 

IgA 22 10 19 17 6 18 5 

IgD 20 o 11 6 o o 6 

e). células 

F 

30 

20 

o 

o 

o 

. La respuesta inmune celu!ar en la cisticercosis humana ha --

sido pobremente estudiada. El único dato sólido en este sentido proviene 

del descubrimiento de que la respuesta en piel al PPD que en México es 

notablemente alta, se encuentra disminuida en los pacientes cisticercosos; 

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

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

Muchas preguntas sobre la participación de células T citotó-
• 

xicas, macrófagos, oosinófilos, 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 dirección (22,41). 

. . 
9. Interfase'Huésped-Parásito 

La interfase huésped-parásito se define como la región de --

contacto físico y químico 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 huésped humano 

o porcino, es un tegumento sincicial y continuo en toda la cara externa -

de la pared vesicular. Los céstodos carecen de tracto digestivo y obtie-

nen sus nutrientes y excretan sus des·echos. a través de la superficie tegE_ 

~enta:i::'ia (42). Esta superficie de absorci6n aparece aumentada por micro-

vellosidades similares a las del epitelio intestinal humano (Figura 5) • 

Asimismo, la excreci6n de los des·echos. parasitarios, algunos 

de los cuales son antigénicos, ocurr~ por el mismo ~egumento (43). 

A diferencia de los parásitos nematodos que poseen cutículas 

inertes (42'), la superficie del cisticerco en contacto con el huésped es 

una membrana plasmática que como tal debiera ser susceptible al daño por -

el complemento o células efectoras. Sin embargo, a pesar de que el huésped 

clesarrollauna respuesta inflamatoria específica, la superficie del parási 

to no sufre daño aparente (29,30). 
• 
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Distintos estudios indican que esta membrana plasmática posee 

un rico glicocálix (Figur.a 5) formado por glicolípidos y glicoprote.ínas -

(30,42,44). Se conoce poco acerca de la función que desempeña este glic~ 

cálix en la relación huésped-parásito. como se indica en la revisión so-

bre glicoproteínas de superficie en cestodos que se presenta en la sección 

VIII,; algunas glicoproteínas aparentemente estan involucradas en fenóme 

nos de transporte de solutos (42,45), mientras que otras pudieran j~gar 

papeles protectores (al conferir carga n_egativa a la· superficie, etc.) o 

deletereos (en el caso de antígenos relevantes en la superficie o secreta 

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

Sin emba_rgo, es muy probable que no todas las glicoproteínas 

liberadas al exterior prove.ngan de la superficie·. Existe evidencia clara 

de que la pared vesicular permite el libre flujo de rnacromoléculas conte-

nidas en el fluido vesicular de larvas de taenidos (50-52). Estas macro-

moléculas entre las que se encuentran a.lgunas glicoprot.eínas (ver apéndi-
1 

ce VIII, 4), s.eguramente participan de manera relevante en la interacción 1 

.. 
huésped-parásito. 

• 
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Figura 5. Superficie del tegumento de la bolsa vesicular de la 
Taenia solium (tinción con rojo de rutenio) (30) . 

10. · Caracterización de Antígenos del Cisticerco 

Como se mencionó en la sección III, 8a, los sueros de los 

pacientes cisticercosos presentan anticuerpos que reconocen al menos 8 
. 

antígenos parasitarios. El Único antígeno que ha sido purificado y 

caracterizado es el antígeno B (53). El hecho de disponer del antígeno 

B en forma pura, facilitó el descubrimiento de sus propiedades de fibro-

nectina (49) que a su vez permitió postular un mecanismo novedoso para -

explicar como el cisticerco evade la respuesta inmune del huésped. Con .. 
respecto a los restantes 7 antígenos la información disponible es prácti 

camente nula. 
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Se han realizado varios esfuerzos para tratar de purificar -

otros antígenos, qua cfosafortunadamente han tenido poco éxito. La razón 

aparente para explicar la notab1e dificultad para purificar componentes 

del parásito se debe al menos en parte a lu complejidad de los extractos 

crudos iniciales. El cisticerco 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 );X)blaciones celulares 

de un tipo. Esto hace que el extracto crudo a partir del cual se inician 

los intentos de purificación sea de una complejidad extrema que impide que 

la metodología bioquímica tradicional sea de utilidad. Lo anterior sugi-

rió que una alternativa metodológica eran los modernos métodos de purifi­

cación por afinidad. Puesto que no se disponía de anticuerpos dirigidos 

por separado contra cada uno de los antígenos, se decidió el uso de una -

lectina como factor de especificidad para el aislamiento de proteínas que 

contengan re~iduos de carbohidratos en su molécula (glicoproteínas) • Con 

canavalina A (Con A) resulto la lectina seleccionada en parte por estar -

bien caracterizada, ser disponible comercialmente y pos su especificidad 

hacia grupos carbohidratos muy comunes en las glicoproteínás (55). El --

uso de Con A garantizaba el atrapamiento de la mayor parte de las glico-

proteínas del cisticerco lo que a su vez permitía su parcial caracteriza-

· ción. 

. Como es bien conocido, casi todas las proteínas de superficie 

. en las células animales son glicoprote~nas. Por otro lado las glicopro--

te!nas que no son de superficie, prácticamente siempre son secretadas al 

exterior. En términos generales se· puede afirmar que las proteínas que 

tienen una exposición, función o localización exrracelular son glicopro-

te!nas (56,57). 
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Para el caso de una relación huésped-parásito, el sistema in-

mune del huésped reconocerá primordialmente a los comi:onentes que el pará 

sito expone en su superficie o que secreta hacia el exterior. Por lo tan 

to, al intentar el aislamiento de glicoproteínas del cisticerco, se tenía 

como segundo propósito el aislamiento de componentes antigénicos del pará 

sito. La estrategia consistió en acoplar Con A a sefarosa 4B, para des-

pués utilizarla en la obtención de fracciones menos conplejas y ricas en 

glicoproteínas del extracto crudo y del fluido vesicular del cisticerco, 

que permitiera rastrear la presencia de antígenos parasitarios • 

.. 

• 

, ... 
,·:. :.:<·- . ';,_, 
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IV. MA'I'ERIALES Y METODOS 

l. Reactivos Químicos 

La albúmina sérica bovina (BSA), la agarosa tipo III, el ácido 

etilén diamino tetracético (EDTA), el al.fa-metilmanósido (ex rnm) , la conca-

navalina A (Con A) , la sefarosa 4B activada con bromuro de cianógeno y el 

sefadex · G- 75 fueron 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. El sefacril 

S-300 y la se'farosa 4B de Pharmacia Fine Company. La Dieti1aminoetil celu 

losa (DE52) de Whatman. Las unidades sumergibles de filtración de Millipore 

Corporation. 125 
El reactivo de Bolton-Hunter (I ) de Amersharn International 

y las placas para rayos X de Kodak de México. 

Todos los demás reactivos usados fueron de grado analítico, --

tanto como los demás materiales fueron de la mejor calidad disponible comer 

cialrnente. .. 

2. Materiales Biológicos 

'cisticercos de la T. solium, fueron obtenidos por disección de 

músculo esquelético de cerdos altamente infectados provenientes de varios 

rastros oficiales de la ciudad de México~ El fluido vesicular fue removido 

por punción y ambos materiales (fluido y cisticercos) se amacenaron a -70ºC 

hasta su uso. 
• 
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Los adyuvantes completos (l\CF) e incompleto {AIF) de Freund 

se obtuvieron de Difco Laboratories. 

Sueros de pacientes con neurocisticercosis comprobada, fueron 

amablemente aportados por la Dra. Ana Flisser del Departamento de Inmuno­

logía del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M., el sue-

ro anti-B fue amablemente proporcionado por la Químico Guadalupe Guerra 

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

fueron obtenidos por inmunización subcutánea en conejos Nueva Zelanda, de 

acuerdo al siguiente protocolo: 

Día Inoculación .vehículo Proteína 

o Primera 

7 Descanso 

14 Segunda 

21 Tercera, 

28 Sangrado 

0.5 rol de ACF + 0.5 mg 
0.5 ml de PBS, 7.2 

0.5 rol de AIF + · 
0.5 ml de PBS, 7.2 

11 

' 

1 mg 

1 mg 

El suero fu~ separado por centrifugación a 2000 rpm y almace 

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

3. Métodos 

- Obtención de los extractos crudos (EC} : 

ECI. Los cisticercos de T. solium fueron homogenizados en un medio 

de extracción que contenía NaCl 0.<15 M, EDTA 1.5 mM, PCMB 
• 

0.04% (p/v), PMSF 0.006% (p/v), 2-Merpoh 0.02 M y NaH2Po4 

0.015 M, utilizando un homogenizador Politrón (Brinkman 
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Instruments) a máxima velocidad durante 1-2 1ninutos a 4ºC. El 

homogenado fue ultracentrifugado a 100,000 Xg durante 35 min. 

a 4°C, y cleslipid:i.zado a esta misma temperatura. El precipi-

tado era decantado y el sobrenadante inmediatamente dializado 

contra NaCl 0.15 M y NaH
2

Po
4 

0.015 M.pH, 7.2 (PBS, 7.2). El 

objetivo de esta diálisis era el de eliminar al 2-Merpoh, al 

PCMB ~ al P.MSP los cuales interfieren con determinaciones bio-

químicas posteriores. Pequeñas cantidades de material que se 

agregan durante la diálisis, se separaban por ultracentrifuga-

ción a 100,000 Xg durante 35 min. a 4°C para obtener un sobre-

nadante opalescente claro, al que se denominó ECI. 

ECII. Este extracto se obtenía siguiendo un procedimiento idéntico 

al anterior sustituyendo solamente en el medio de extracción -

NaCl 0.45 M por KCl 3 M. 

- Obtención del fluido vesicular (FV) 

.. 
El fluido vesicular colectado por punción de los cisticercos -

fue ultracentrifugado a 100,000 Xg por 35 min. a 4ºC, dializa-

?o contra PBS, 7.2 y finalmente ultracentrifugado de igual for 

ma. 

- Dobleirununodifusión, inrnunoelectrofore~is y lectinoelectroforesis: 

La dobleinmunodifusión (DID) se llevó a cabo en 0.8% de agarosa 

(p/v) en amortiguador de Barbital 0.05 M pII 8.6, de acuerdo al 

método de Ouchterlony (50). • Para la inmunoelectroforesis (IEF) 

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



microscopio con 0.8% de agarosJ. {p/v) en arnorti9uador de bar-

bital y se aplicaron 25 ul de muestra a los pozos del gel. --

Después de 60-90 min. de e;I.ectroforesis a 3 ma por laminilla, 

el suero o la lectina (Con A) se adicionaban al canal y se --

dejaba difundir en una cámara húmeda durante 48 hrs., las la-

minillas se lavaban exhaustivamente en NaCl 0.5 M, en agua --

destilada y se secaban. Finalmente, las laminillas se t.eiíían 

con negro amido al 0.1% (p/v) en ácido acético al 10!'º (v/v) y 

se destefi!an con ácido acético al 10% (58) . 

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

dio (PAGE-SDS): 

La composición polipeptídica de todas las fracciones obtenidas 

fue determinada por PAGE-SDS en geles de placa al 10% de acueE_ 

do a Payne (59). La tinción de los geles fue alternativamente 

con azul brillante de Coomassie para la tinclón de proteínas o 

con la técnica de ácido p~iÓdico Schiff (PAS) (60) para glic~ 

proteínas. Para las determinaciones de pesos moleculares (PM) 

se usaron prote'ínas globulares como estándares. 

... ( 125) - Obtencion de Con A I : 

Se marcaron 300 ug de Con A con iodo radiactivo usando 

el reactivo de Bolton-Hunter (61) que se obtiene comercialmen-

te. 

• 
La separación del iodo no unido a Con A se llevó a cabo pasando 

la muestra marcada por una columna de sofadex G-75. Después -

de lavar la radiactividad' libre la Con A unida a la columna, -
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fue eluída aplicando un volumen dcCX nm1 O.l H en PBS, 7.2 (55). 

De la columna se recuperaron aproximadamente 150 ug de Con A 

(r
125

) con una actividad específic~ de 1.35 X 10
6 

cpm/ug. 

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

a) Activación de la sefarosa 4B; 17.5 ml de sefarosa 4B húme 

da se suspendían en 17.5 ml de Na
2
co

3 
2 M y 10.5 rnl de 

agua destilada. La mezcla se enfriaba entre 5-7ºC y se -

añadían 0.7 g de bromuro de cianógeno disuelto en NaHco
3 

0.1 M agitando durante 10 min. a la misma temperatura. La 

sefarosa 4B finalmente, es lavada con agua destilada y 

NaHC~3 0.1 M (62). 

b) Acoplamiento de la Con A a la sefarosa 4B; 100 mg de Con A . 

fue disuelta en 50 ml de NaHco
3 

O.l M, NaCl 0.5 M y glucosa 

0.1 M, a la solución anterior se adicionaban 17.5 rnl de se 

farosa 4B previamente activada y se mantenía la mezcla du-

rante 2 horas con agitación suave a temper~tura ambiente. 

Después del acoplamiento se bloqueaban los sitios activos 

remanentes usando glicilglicina 0.5 M. 

125 El acoplamiento de la Con A (I ) a la sefarosa 4B se llevó a 

cabo de igual forma usando una mezcla de Con A fría y Con A 

(I125) de tal manera que se· tuviera la actividad específica 

deseada (63) • 
• 
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- Cromc:itografías 

a} De afinidad usando scfarosa 4B Con A: La columna consistía en 

una jeringa de pl&stico de 20 ml conteniendo 17.5 ml de scfaro 

sa 4B Con A. La cual se equilibraba con PBS, 7.2. Generalmen 

te, 40 ml de ECI con una concentración de proteínas de 3-4 mg/ml 

ó 7 rnl de FV con una concentración de 6-7 mg/ml eran pasados a 

través 'de la columna con una velocidad de flujo de 30 ml/h uti-

!izando una bomba peristáltica (J.200 Varioperpex, LKB) • Al ter 

minar de eluir el material que no· se unía a la columna se pasaba 

40-60 ml de PBS, 7.2, posteriormente el material unido a la co-

lumna con baja afinidad era desvegac19 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 a mm 0.1 M o glucosa 0.5 M 

en PES, 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 proteína. 

.. 
La fracción obtenida de este modo a partir de ECI se denominó 

• Emm, mientras que al obtenido a partir de l!'\7. se le denominó Fmm. 

, ( 125 ... 
La cromatografia usando sefarosa 4B Con A I ) se corria de -

igual forma contando la radioactividad contenida en las fraccio 

nes en un contador de radiaciones ganuna de Abott Laboratories, 

fracciones de S ml en este caso fueron colectadas. 

b) De intercambio iónico: La cromatogr~fía de intercambio iónico 

de la frncción l!:inm, se llevó a cabo en una jeringa de plástico 

do 20 mi conteniendo 17 ml del intercambiador iónico (DE52) 
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activado (64); Antes de la cromatografía Enun 'fue dializado -

contra amortiguador de fosfatos 0.015 M, p!I 7.4 y centrifugado 

a 100,000 Xg por 15 min. a 4°C, en la cromatografía se usó el 

mismo amortiguador, el material unido fue eluido aplicnndo un 

gradiente de 0.1 - 0.5 M de NaCl. GE:lneralmcnte 9 ml de una -

concentración de 1.2 mg/ml fueron aplicados a la columna con 

un flujo de 60 rnl/h; fracciones de 2. 5 ml fueron colectadas y 

su absorbancia medida a 280 nrn. 

'e) Cromat.ografía de filtración en sefacril S-300¡ 3.5 ml de la 

fracción Emm conteniendo 10 mg totales de proteína, fueron 

cromatografiados en una columna de :WO cm de lo.ngitud y 0.9 cm 

de diámetro con un volumen de cama de 175 ml. La cromatografín 

se llevó a cabo en un amortiguador conteniendo NaCl 0.5 M, con 

una velocidad de flujo de 8 ml/h, usando una bomba peristálti-

ca. Se colectaron fracciones de 1.5 rol, a los que se determinó 

su absorbancia a 280 run. Les picos obtenidos fueron fracciona 
.. 

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

cienes bioquímicas subsecuentes. 

Métodos varios 

a) Determinación de proteínas: La concentración de proteínas en 

todas las fracciones fue determinada por el método de LOwry 

rnodif icado por Hartree, us~ndo DSA como estándar (65) . 
... 

b) Determinación de carbohidratos: La toncentración de carbohi-

dratos en todas las fracciones fue determinada i;x>r el método 

de Fenol-sulfúrico, usando dextrosa como estándar (66). 



28 

e) Autorrac1iografía: Los PAGE-SDS teñidos con azul brillante de 

· · a t · i a r125 
Coomar>sJ.e contcm.cn o rna ·eria marca o con se secaron y 

se pusieron en contacto con unr:t placa de rayos X durante 6 - 24 

horas. La placa se reveló por 2 roin. en revelador D-19 diluido 

1:1 y se fijó por 10 min. en fijador r~pido de Kodak . 

.. 

· .. 

• 



29 

V. RESULTADOS 

1. Selección de las Fracciones Crudas del 'l'ej ido y del Fluido Vesicular 

Puesto que el objetivo de la tesis fue el de caracterizar las 

glicoproteínas solubles del cisticerco de la T. soliurn, el primer esfuerzo 

se hizo para seleccionar el medio más eficiente para la solubilización del 

material proteico del parásito. En el caso del fluido vesicular el probl~ 

ma fue sencillo puesto que la fracción inicial FV cuya composición protei-

ca se observa en la :figura 7, se obtuvo dializando el fluido contra el 

amortiguador deseado (PBS, 7.2), seguido por una ultracentrifugación para 

eliminar una mínima cantidad del material agregado (ver sección IV, 3). 

En cambio, en el caso de la solubilización de proteínas tisulares del cis-

ticerco, se decidió comparar los 2 métodos más comunmente usados (ver sec-

ción IV, 3) antes de elegir a uno de ellos. La diferencia entre los 2 mé-

todos reside solamente en la composición del medio de extracción, que en 

un caso posee una alta fuerza iónica (KCl 3M) mientras que en el otro posee .. 
una mediana fuerza iónica (NaCl 0.45 M) pero que además contiene otro age!!_ 

te disociante (2 mercaptoetanol). En ambos casos se probaron distintas 

relaciones volumen de medio de extracción por gramo de tejido húmedo de 

cisticercos (VME/gth). 

En la tabla II se observa que la concentración de proteínas en 

los 2 extractos disminuía conforme la 'relación VME/gth aumentaba. Sin em-

bargo, la cantidad total de proteínas extraídaS- (que resulta de la concen-

traci6n de proteínas por el volumen obtenido de ECI o ECII) ascendió s6lo 

ligeramente en las relaciones mayores a 4. La comparación del rendimiento 
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obtenido para los 2 medios de extracción se presenta de forma gráfica en 

la f;igura 6. La cantidad total de proteínas obtenidas en ECI y ECII fue 

prácticamente igual. Asimismo, la composición de proteínas en las 2 

fracciones fue similar; el patrón de bandeo en PAGE-SDS mostró en ambos 

casos más de 30 proteínas diferentes cuyos pesos moleculares estaban in-

cluídos en un rango de 10,000 a 150,000 (Fig. 7). La figura 8 muestra 

el patrón antigénico obtenido por IEF de ECI y ECII contra un suero hipeE_ 

inmune anti-ECI obtenido en conejo. En ambos casos .consistió en al menos 

5 diferentes antígenos de los cuales uno m.i~raba isoeléctricamente mien-

tras los 4 restantes migraban al polo'positivo.· 

TABLA II. 

VME/gth 
+ 

2 
4 
6 
a 

10 
12 

2 
4 
6 
a 

10 
12 

+ VME/gth: 

SOLUBILIZACION DE MATERIAL PROTEICO EN 

LA OBTENCION DE ECI Y ECII 

Proteína Volumen Proteína 
mg/ml total total 

ml mg/ml 

Obtención de ECI (NaCl O. 45 M) 

12.66 2 '25. 2 
9.1 3.3 30.03 
6.03 .. 4.3 25.94 

. 4.3 7.0 30.10 
3.76 9.0 33.89 
3.2 11.0 35.2 

Obtención de ECII (KCl 3 M) 

7.8 3.3 25. 74 
5.8 4.4· 25.66 
4.3 5.3 22. 79 
3.76 a.o 30.13 
2.96 11.4 33.81 
2.56 13.5 34.64 

Volumen de medio de extracción (en rol) 
por gramo de tejido húmedo. 

Las extracéiones fueron realizadas por 
duplicado con muestras de un gramo de 
tejido húmedo (gth) de cisticercos de 
la T. solium por caso. 
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de los 
extractos ECI (carril 2), ECII (carril 3), FV (carril 4) 
y estándares de proteínas globulares de pesos molecula­
res conocidos: 1) Fosforilasa B (92,500), 2) BSA 
(66,200), 3) Ovoalbúmina (45,000), 4) Anhidrasa carbóni 
ca {31,000), 5) Inhibidor de tripsina de soya (21,500), 
6) Lisozima (14,400. El gel fue teñido con azul brillan 
te de Coomassie. 

·-, 

•) 

( 

?~ . - ~·- ·~ -· 

______ ...... ___ ...... ___ ...... ____ ,._........._""""'""-____ . 

~igura · 8. Inmunnelectroforesis de ECI (pozo superior) y ECII -­
(pozo inferior) frente a un suero hiperinmune de con~ 
jo (ver sección IV, 2) aplicado en el canal central. 
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2. Glicoproteínas en las Fracciones ECI y FV, reconocidas por la Con A 

Para determinar si las fracciones ECI y FV contenían glico--

proteínas con grupos de carbohidratos reconocidos por la Con A (ver apéndi-

ce VIII, 5) se probÓ esta lectina contra cada fracción en un sistema 

idéntico al de la IEF en el que se adicionó la Con A al canal central. 

Como se observa en la figura 9, la fracción ECI contenía al menos 2 com~ 

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

rética uno era catiónico mientras que el otro era aniónico al pH de 8.6 -

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

la fracción FV, se observó una sola banda isoeléctrica (Figura 9). 

F_igura 9. 

. \ 

'· 

-.-.. 
1 
1 

Lectinoelectroforesis de ECI (pozo inferior) y de FV 
(pozo superior) frente Con A. La precipitación de 
arcos distintos entre ambas muestras es visualizada 
en el sistema. 
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3. C:r.omatografí.a de Afinidad de las Fracciones ECI y FV en una Columna 
de Sefarosa 4B-Con A. 

Una vez evidenciada la presencia de glicoproteínas reconoci-

das por l<'I Con A en las fracciones ECI y FV, se procedió al acoplamiento 

de la lectina con la sefarosa 4B. Para ello se utilizó una preparación 

comercial de Con A (ver sección IV, 1) cuyo patrón de bandeo en PAGE-SDS 

{Figura 11) mostró que el monómero de 27,000 de peso molecular (PM) cons 

tituía alrededor del 90% del material. Esto decidió a usar la Con A sin 

una posterior purificación. El acoplamiento de la Con A a la sefarosa 

4B se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en la sección IV, 3. 

La eficiencia del acoplamiento fue cercana al 80% de tal modo que la 

columna de 17.5 rol (volumen de cama) de sefarosa 4B contenía cerca de 

80 mg de Con A acoplada. 

Las figuras 10 a y b muestran los perfiles de elución de las 

fracciones ECI y FV respectivamente 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 inespecíficame~ 

te a la columna, aunque en realidad este pulso era con el objeto de eluir 

el material unido con baja afinidad, cosa que no sucedía. En ambos casos, 

después de la aplicación de 45 ml de a mm o·.1 M., s~ obtuvo un 

solo pico asimétrico que incluía 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 de a· mm y concentradas hasta alcanzar 

una concentración de proteína de 6-7 mg/ml. La fracción obtenida de este 

modo a partir ECI era denominada Emm y la obtenida de FV era denominada 

Fmm. 

. '··:. 
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Figura 10. Perfil de elución de ECI (a) y (b) pasados a través 
de columnas de sofarosa 4B-Con A. La columna fue 
eluída 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 et. mm O. lM -­
(para cluir el material unido con alta afinidad), 
ambos on PBS, pH 7.2. Este Último pico fue denomi 
nado Bmm (a) y Frrm (b). 
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Figura 11. Patrones electroforéticos teñidos con azul brillante 
de Coomassie (carriles 1-6) y PAS (carriles 7-10) de: 
ECI (carriles 1 y 7), Ennn (carriles 2 y 8), FV (carri 
les 3 y 9), Fnun (carriles 4 y 10), con A (carril 5) y 
estándares globulares de pesos moleculares conocidos 
(carril ·6) (ver leyenda de la Figura 7) • , 
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El análisis de Enun usando PAGE-SDS teñido ,'para proteínas con 

azul brillante de Coornassie mostró 22 bandas diferentes (Figura 11), una 

de las cuales ora el frente de la corrida. La tinción para glicoproteí-

nas con ácido periódico Schiff (Pl\S) mostró 8 bandas con pesos rnolecula-

res entre 50,000 a 148,000 (Figura 11). A su vez la fracción Fmm conte-

nía 15 bandas diferentes (incluyendo la banda del frente) de las cuales 

3, que se tifíeron para carbohidratos, correspondieron a pesos moleculares 

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

En la f,igura 11 también se observa que una de las bandas más 

prominentes, en cuanto a su tinción con azul brillante de coomassie, coin 

cidía en su movilidad relativa con el rnonómero de Con A, asimismo esta 

banda tenía la propiedad de no teñirse con PAS. Esto hizo surgir la duda 

de si parte de la Con A acoplada a la sefarosa 4B, se podía desprender de 

la columna y contaminar las fracciones Ernrn y Fmm. Para responder esta du-

da se preparó otra columna de sef arosa 4B-Con A en la cual una cantidad 

125 
de la Con A acoplada había sido previamente marcada con I . Posterior-

mente una muestra de ECI se sometió a cromatografía a través de la columna 

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

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

La figura 12 muestra que la columna de sefarosa 4B-Con A (1
125

) desprende 

radiactividad desde la etapa de cargado de la columna. El pico mayor de 

liberación de marca se superpone con el pico eluido al aplicar a mm 0.1 M. 

Adicionalmente, la fracción Emm obtenida de la columna radiactiva se sorne 

tió a PAGE-SDS (Figura 13) para después de-sccür el gel preparar una auto 

radiografía del mismo. La autorradiografía (Figura 13) del PAGE-SDS de -



38 

l. 
; 1 
'i 

Emm mostró que lu mayor ra.diactividad se encontr.:tba a la altura de la 

bandu correspondiente al rnonórnero de la Con A, demostrándose que la banda 

de 27,000 de PM en las fracciones Emm y Fmm se debía a una contaminación 

por Con A proveniente de la columna de afinidad . 
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Perfil de elución de ECI pasado a través de una 
columna de sefarosa 4B-Con A (rl25). La columna 
se eluyó 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 a mm 0.1 M (para 
eluir el material unido con alta afinidad), ambos 
en PBS, pH 7.2. Este'último pico fue denominado 
Emm. 

• 
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Figura 13. Tinción de coomassie (izquierda) y autorradiogra­
fía (derecha) de PAGE-SDS de las fracciones obte­
nidas de la columna de sefarosa 4B-Con A (1125): 
ECI Scarriles 1 y 5 Enun (carriles 2 ~ 6), Con A 
(112 ) carriles 3 y 7. En el carril 4, se presen 
tan estándares de pesos moleculares conocidos -
(ver leyenda de la Figura 7). 

~a tabla III resume la composición de proteínas y glicopro-

teínas de las fracciones Emm y Fmm usando la información obtenida en la 

figura 11. 

Eliminando la banda correspondiente a Con A así corno la 
\ . 

correspondiente al frente del gel, las fracciones Errun y Frrun contenían 

respectivamente 20 y 13 proteínas distinguibles de acuerdo a su migración 

relativa. Asimismo, 2 de las 4 glicoproteínas contenidas en Frnm también 

aparecieron en Enun. 
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TA~LA III. NUMERO DE BANDAS 'l'EÑIDAS CON AZUL BHILLANTE DE 

Banda 

1 

2 

3 

4 

5. 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

• 18 

19, 

20 

21 

22 

23 

24 

. COOMJ\SSIE Y PAS DE LAS FRllCCIONES EMM Y FM 
OBSERVAOI\S POH PAGE-SDS 

Fracción Emm Fracción Fmm Peso 

Coomassie Scbiff Coomassie Schiff Molecular 

+ + + 148,000 

+ 138,000 

+ 135,000 

+ + + 126,000 

+ + 123,000 

+ + 107,000 

+ + 105,000 

+ + + 93,000 

+ + + 89,000 

+ 83,000 

+ 79,000 

+ + 78,000 

+ 71,000 

+ + + + 65,000 

+ + + 57,500 

+ .. 55,000 

+ + + + 50,000 

+ + + 37,200 

+ + 27,000 

+· 26,000 

+ 22,400 

+ 19,000 

+ 16,600 

+ + Frente 

• 
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4. Análisis de los Antígenos Contenidos en las Fracciones Enun y Fmrn 

La determinación del contenido de antígenos en las fracciones 

Emm y Frnm fue llevada a cabo por IEF usando 7 sueros de pacientes cisti-

cercosos. Se encontró que en la fracción Enun se reconocían 8 antígenos 

diferentes. Con respecto a la fracción Fmm fueron también reconocidos 8 

antígenos, aunque con una frecuencia de reconocimiento menor por cada 

suero que en la fracción Fmm (ver Tabla IV). La figura 14, muestra las 

IEF obtenidas con ambas fracciones contra 2 sueros de pacientes cisticeE_ 

cosos. El número de antígenos reconocidos por cada suero fue variable. 

,. 
r· . . . ' 
1 .. ; , "<:X. 
1 :·· : 

........ ~ . -~-·•n .... 
. . . ........-._:).! e ~ -... " 

. ' 
.. ' 

Figura -14. Ejemplos de inrnunoelectroforesis de 2 sueros 
.humanos contra las fracciones·Emm (pozos supe­
riores) y Fmm (pozos inferiore's) • 1 

·' 
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'l1ABLA IV. COMPARACION EN LA FRECUENCIA DE RECONOCIMIENTO DE AN'l'IGENOS 

Muestra 

Emm 

Fmm 

(+) E+p 

POR 7 SUEROS DE PACIEN'J'ES CIS'I'ICERCOSOS, ASI COMO EL 
NUMERO DE AN'l'IGENOS PHOMEDIO RECONOCIDOS POR SUERO DE Ll\S 

FRACCIONES Emm, Fmrn y E+p 

Sueros Promedio de · 
bandas recono-

1771 1158 1411 2221 2066 2955 2947 e idas/suero 

4 9 8 2 3 7 5 5.5 

5 7 7 2 5 3 3 4.5 

7 4 3 4 2 1 l 3.1 

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

La concentración de proteínas usada para el E+p fue de 15 mg/ml, 
mientras que para las fracciones Ernm y Fnun fue de 6-7 mg/ml • 

.. 

• 
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5. Purificu.ción do Glicoprotcínas a Partir de la Pracción Emm 

Hasta esta etapa del trabajo se sabía que las fracciones Emm 

y Pmm representaban preparaciones en las que el contenido de glicoproteí-

nas se habían incrementado notablemente. De igual modo, como se descri-

bió en la anterior sección ambaE; fracciones estaban enriquecidas en antí 

genos reconocidos por ~ueros de pacientes cisticercosos. Parecía haber 

corrcüación entre la riqueza de glicopr.oteínas y la antigenicidad de la 

fracción. Lo anterior motivó la decisión de intentar una purificación de 

algunas de las glicoproteínas. Par~ qllo se eligió la fracción Emm y no 

la fracción Frnm. Debido a que se sabe que en los fluidos vesiculares de 

céstodos, se encuentran proteínas del huésped; dentro de las cuales se en 

cuentran glicoproteínas (51,52). 

La fracción Emm fue inicialmente cromatografiada a través de 

una columna de intercambiador iónico DE52 (ver sección IV, 3) y el mate-

rial unido a la columna fue eluido usando un. gradiente discontinuo de 0.1 

a 0.5 M de NaCl. La figura 15 muest~a el perfil de elución de esta colu!!!. 

na, los picos obtenidos de los sucesivos pulsos de sal fueron analizados 

por PAGE-SDS para conocer su composición de proteínas. Se encontró que 

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

mas proteínas (datos no mostrados). 

Puesto que la cromatografía de intercambio iónico no produjo 

la purificación de una de las glicoproteínas de la fracción Emm, se intcn 
• 

tó una cromatografía en la que se aprovechan·las diferencias en peso mol~ 

cular. Para maximizar la.separación se utilizó una columna de sephacryl 

s-300 con una longitud de 200 cm, un diámetro de 0.9 cm y un flujo de 

,'', 

~"/>:" r.\c.~ ,':~'- ' ': .. ~'\ .. :1! .... ~';:. / . ·, «'.,;.• .· 
... 

',.:,· \' 
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8 ml/h. De esta cromatografía se obtuvo el perfil de elución presentado 

en la figura 16, que muestra 4 picos principales a los que se denominó - i. 

picos I, II, III y IV. El primero de los cuales se incluye en el volumen 

de exclusión de la columna. IJas fracciones incluidas en cada pico fueron 

concentradas, dializadas y su composición prote~ca determinada por PAGE-

SDS. La figura 17 muestra que los picos I, II, III son mezclas complejas 

de proteínas que _incluyen lu contaminación de Con ll.. En cambio el pico -

IV además de una banda ligera que se teñía con azul brillante de Coomassie 

incluyendo Con A, mostraba un importante enriquecimiento de las glicopro-

teínas de 89,000 y 93,000 de peso molecular. 
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Figura 15. Perfil de elución de Emm pasado a través de una 
columna de DE52. La proteína unida fue eluida 
por medio de un gradiente dis~ontinuo de 0.1 -
O. 5 M de NaCl. 
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Figura 16. Perfil de elución de la fracción Emrn cromatogra­
fiada a través de sephacryl S-300, el arnort.igua­
dor de elución usado fue NaCl 0.5 M • 

.. --·---- ----·,·-·-·--··--·-·--·----------------~----------------------· 

Figura 17. PAGE-SDS de las fracciones obtenidas durante la 
filtración de Emrn a través de ·sephacryl S-300, 
teñidos con azul brillante de Coomassie (carri­
les 1-5) y PAS (carriles 6-9) . Pico I (carriles 
1 y 6), pico II (carriles 2 y 7), pico III (carri 
les 3 y 8), pico IV (carriles 4 y 9) y estándares 
globulares de pesos moleculares conocidos (carril 
5) (ver leyenda de la ~igura 7). 
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Para determinar la composición'antigénica de estos picos se 

probaron en IEF con 7 sueros de pacientes cisticcrcosos. Debido a las 

limitaciones en la cantidad disponible de cadc:i suero, solo se analizaron 

los picos I y'rv. En las IEF del pico I se identificaron 7 antígenos, 

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

A pesar de que los sueros de pacientes no reconocieron al 

antígeno E en el pico IV, la posibilidad de que las glicoproteínas de 

alto PM fueran fragmentos de este antígeno no se podía excluir. Para 

descartarla se probó el pico IV y IEF contra un suero hiperinmune de 

conejo con una única y bien caracterizada actividad anti-B '(53). La 

figura 19 muestra las IEF con el suero hiperinmune anti-E, no se formó la 

banda característica de precipitación de este antígeno en los pozos llen~ 

dos con el pico IV. En cambio, el suero formó la típica banda isoeléctri 

ca de precipitación frente al pico I (Figura 19) • Estos resultados fue­

ron confirmados por DID enfrentando el suero anti-E con los picos I y IV 

CF.igura. 20) • 
.. 

.. 
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F.~ra 18. Inrnunoelectroforesis del pico I (pozo inferior) 
y del pico IV (pozo superior) frente a 2 sue­
ros de pacientes cisticercosos (canal central) • 

·~, 
'. 

"°'"' I l', 
/\ I I 

Fig1lra 19. Inrnunoelectroforesis de los picos I (poZ? supe­
rior) y IV (pozo inferior), frente a un suero hi­
perinmune anti-B de conejo en el canal central. 
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Fi,gura 20. Doble i.nmunodifusión de ECI y los picos I, II, 
III, IV, frente a un suero hiperinmune anti-B 
de conejo (pozo central). 
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VI. DJ.SCUSION 

Para la selección del método que mejor solubilizara el mate-

rial proteico del cisticerco, se compararon los 2 métodos que se han ven.!_ 

do usando por su probada eficacia. Los resultados de ambos procedimicn-

tos con respecto a la cantidad de proteína total extraída fueron prácti-

camcnte iguales (Tabla II y Figura 6) , Asimismo, la composición de pro-

teínas (F_igura 7) y de ant_Ígenos {Figura 8) en los extractos crudos obte 

nidos por los 2 métodos fue también idéntica. Por lo tanto la decisión 

de usar el extracto obtenido con NaCl 0.45 M (ECI) en lugar del obtenido 

con KCl 3M {ECII), se tomó entonces por razones de importancia secunda-

ria: 1) la concentración de proteína g_Ue se obtenía en ECI era alrededor 

de un 30% mayor que en ECII (Tabla II), 2) El menor consumo y costo de la 

sal usada. 

En lo que se refiere a la relación VME/gth elegida, esta fue 

de 6-8 puesto que en el ECI se obtenía una concentración de 4-6 mg/ml que .. 
es adecuada para una variedad de ensayos (Tabla II) • 

si considerarnos que un gramo de tejido húmedo de cisticercos 

está compuesto en casi un 80% de _agua (67) y que el restante 20% corres-

·ponde en un 50% a proteínas (68), el método seleccionado solubiliza alre 

· dedor del 30% de las proteínas presentes en la larva lo cual es un rendi 

miento muy razonable. 

• 
Con respecto al tipo de proteínas extraídas, puesto que el 

medio de extracción no contiene ningún agente que destruya estructura de 

membrana (detergente, solvente or9linico, etc.), parece razonable esperar 

,,.,··· ' 

', .~r.\~·'.t1' ,;· ,_;_);·'.·· :.> :;_/;':;.,::. ~ ,, f ' •• ~<.'··-... ',,::;h ¡.' ...... 
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que pertene:wu.n al grupo do las proteínas solubles. Considerando especí 

ficamentc el caso de las glicoprotcínas, cabría esperar la extracci6n de 

glicoproteínas extrínsecas de superficie y de secreción (ver sección III, 

10). Esto es' importante puesto que indica como muy posible que las glic~ 

proteínas intrínsecas de membrana no se encuentran representadas en la 

fracción ECI. A pesar de lo anterior se decidió no utilizar detergentes 

puesto que en ensayos realizados se encontró que detergentes no iónicos 

(tritón X-100) producían un desprendimiento ma.yor de. la Con A unida a la 

columna e impedían la unión de las glicoproteínas a Con A. 

En cambio, con respecto al procedimiento usado 'en la obten-

ción de una fracción del fluido vesicular, se puede afirmar que en FV se 

encontraban representadas prácticamente todas las proteínas del fluido. 

La composición proteica del FV aunque coincidió en algunas proteínas con 

la fracción ECI, resultó diferente en la mayor parte de ellas. 

Esto concuerda con el hallazgo de que muchas de las proteínas 
1 . 

presentes en fluidos vesiculares de taenidos tisulares no son de origen 

parásito, sino que este las obtiene del suero o líquido intersticial del 

huésped (51,52). 

La Con A fue seleccionada como herramienta para el aislamien-

to de glicoproteínas del cisticerco de la ~ solium por su amplia especi-

ficidad en el reconocimiento de grupos carbohidratos; ha sido bien caracte 

rizado que la Con A reconoce grupos ~-D-metil rnanósido y a-D-metil glucó 

sido, así como a y S-D-arabino-furanósidos .y a y B-D-metil-fructofuranó-

sido (55) , Estos grupos son muy comunes en casi todas las glicoproteínas 
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de origen animal mientras que apm:ecen poco frecuentemente en los glico- . 

lípidos (55) . 

' Las fracciones Enun y E'mm obtenidas de la cromatografía por la 

columna de sefarosa 4!3-Con A, mostraron un enriquecimiento en las glico-

proteínas contenidas con respecto a sus fracciones de origen ECI y FV 

(Figura 11) . Sin embargo a juzgar por la diferencia en el número de ban-

das teñidas por azul brillante de Coomassie y por PAS en los PAGE-SDS de 

las fracciones, sólo una parte de las proteínas totales eran glicoproteí-

nas; en la fracción Fmm 3 de 15 bandas se tiñeron con PAS mientras que en 

Emm fueron 8 de 22 (Tabla III). Cabe hacer notar que de las 3 glicopro-

teínas contenidas en la fracción Ernm (Tabla III), ésto s.ugiere que se 

trata de una glicoproteína del fluido vesicular o bien del huésped que 

se encuentra en la bolsa vesicular. 

Como se mencionó anteriormente (ver sección II, 10), el ais-

lamiento de glicoproteínas parasitarias tenía como segundo objetivo el 

aislamiento de antígenos del cisticefco. Este s.egundo objetivo es pote~ 

cialmente más relevante por sus posibles aplicaciones en el irununodiag-

nóstico ae la enfermedad, que el interés básico en la caracterización de 

las glicoproteínas parasitarias. Como era de esperar, la fracción Emm 

enriquecida en glicoproteínas también estaba enriquecida de antígenos. 

Esto fue demostrado al comparar el número de antígenos que cada suero de 

pacientes reconocían cuando eran prob~dos por IEF en contra del E+P con 

el obtenido en contra de Emm (Tabla IV). Parece casi seguro que el uso 
• 

de esta fracción en los métodos actuales de inrnunodiagnóstico (IEF y 

ELISA) puede mejorar el porcentaje de pacientes cisticcrcosos detectados. 

-·-
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La fracción Pmm ha sido mantenida al margcrn en esta parte de 

la discusión solamente debido a la carencia de los datos correspondientes 

en la. literatura, para hacer una comparación equivalente. 

La utilidad potencial de Emm en el mejoramiento de los actua-

les métodos de inmunodiagnóstico, no es sin embargo la única característica 

que le confiere interés a esta fracción. Al igual que Fmm, la fracción 

Emm representa una mezcla menos compleja de componentes que sus respectivos 

extractos de origen (PV y ECI) . Esto hace a ambas fracciones atractivas 

para intentar a partir de ellas la purificación total de algun antígeno. 

Al respecto, en la presente tesis, se realizó un corto intento para deter-

minar si la utilización de Emm permitía la obtención de fracciones enriqu~ 

cidas en algún antígeno. Los resultados fueron alentadores puesto que a 

través del uso de una columna de sefacril S-300 se consiguió una fracción· 

llamada pico IV que estaba formada por 2 glicoproteínas principalmente y 

contaminada por Con A (Figura 17). Este pico IV en un sistema de IEF 

contra 7 sueros de pacientes cisticercosos, demostró la presencia de 2 
.. 

ant.ígenos; uno catiónico y otro aniónico (J:i'.igura 18). El antígeno aniónico 

fue reconocido por 6/7 sueros mientras que el antígeno catiónico fue reco-

nocido poi 4/7 (~igura 18) • Actualmente se hacen esfuerzos para determinar 

a qué bandas de la fracción pico IV corresponden estos antígenos. La dis-

ponibilidad.de alguno de estos antígenos o de ambos en forma pura, segura-

mente permitirá como en el caso de antígeno B, nuevos acercamientos para 

entender su participación en la relación huésped-parásito • 

• 

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

9aci6n inmunológica esta haciendo las aportaciones m.ls relevantes es sin 

' .· ;.~- ' .. ··: 
'. ,,! . 



lug<H" a dudas en el inrnunodiagnóstico ( 69, 70) . En el caso de la cist.:i.ccr 

cosis humana, se han utilizado prácticmncnte todos los métodos de inmur~ 

diagnÓBtico reportados ( 24, 26, 32, 33, 71, 72) incluyendo al ELISJ\) 73) . La 

falta de sensibilidad y/o especificidad ha sido adjudicada además de al 

límite propio de cada método usado (32), a la existencia de pacientes no 

respondedores inmunológicamente (24) y al uso de preparaciones antigénicas 

no representativas (74). Considerando solamente la última alternativa, se 

ha dicho que el uso de extractos crudos bien puede explicar la falta de 

sensiliilidad y/o específicidad de los métodos. Puesto que podría ocurrir 

que los antígenos prominentes, no se· encuentren adecuadamente representados 

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

Por otro lado, el uso de un sólo antígeno puro no es probable 

que mejore. grandemente la confiabilidad del método. En este sentido cabe 

mencionar el ejemplo de las pruebas de ELISA que utilizan alternativamente, 

muestras de ant.ígeno B puro o de un extracto crudo del cisticerco: La 

sensibilidad obtenida con el ant.ígeno B es de 75% (73} mientras que la 

obtenida con el extracto crudo es de ~5% (73). Pór todo lo anterior, se ha 

recomendado el uso de mezclas de varios antígenos purificados (76) con la 

idea en mente de que sólo de este modo se conseguirá detectar la presencia 

de anticuerpos en prácticamente todos los pacientes respondedores. 

Desde este punto de vista, la fracción pico IV (constituída 

casi en su totalidad por· 2 glicoproteínas ant.igénicas) parece un buen 

candidato para determinar si usada en mezcla con el antígeno B puro, au-
.• 

menta su sensibilidad. 
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El trn.ba:jo descrito aquí es uno <le los primeros intentos en 

el que d:i.rectamcntf? se pretende caracterizar el contenido de glicoproteí­

nas de algún taenido. Creemos que en J.as fracciones Emm y Fmrn estan re-­

presentadas las rn&s importantes glicoproteínas del cisticerco, algunas de 

las cuales son reconocidas como antígenos por sueros de pacientes cisti-­

cercosos. El uso de lectinas en el aislamiento por afinidad de glicopro­

teínas antigénicas del parásito parece ser de gran utiliclad en este tipo 

de estudios. En particular,· los estudios tendientes a determinar la loe~ 

lización de cada especie de glicoproteínas en el tejido del cisticerco, 

contribuirían grandemente al entendimiento de su participación en esta y 

otras relaciones huésped-parásito. 

.. 
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VII. APENDICES 

l. Clasificación del parásito ( 2) : 

Phylum Platyhelminthes 

Clase Ces toda 

Orden Cyclophylli.dea 

Familia: Taeniidae 

Género Taenia 

Especie: soliurn 

2. Mecanismos posibles para la adquisición de cisticercosis en el humano: 

Heteroinfección: método más común para contraer la enfermedad y es 

debido a la ingestión de huevecillos de .Taenia soliurn a través de 

agua y/o alimentos contaminados. 

- Autoinfección externa: Cuando los huevos son transportados del ano 

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

- Autoinfección interna: caso en el que por peristalsis reversa, los 

los
1

huevos de T. soliurn llegan al estómago y regresan al intestino 

d~lgado, resultando ~n una infección masiva. Sin embargo, este me-

canismo no ha sido bien demostrado (67). 

3. Glicoprcteínas de superficie en céstodos: 

El límite externo de los céstodos es una membrana plasmática 
• 

cuya superficie externa presenta un importante glicocálix constituído por 

glicoproteínas y glicolípidos. 



Se lla demostrado la presencia de carbohid:i;'atos en la superfi 

cie de los céstodos 'l'aenia crassiceps y cisticerco de la ,'.!'aenia 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 l\ conjugada con fcrritina o pero-

xidasa, así como autorradiografía de cortes del parásito previamente tra 

tados con lectinas radiactivas (Con A I 125 ) (44). 

LOs carbohidratos de superficie son confirmados al tratar la 

superficie con enzimas específicas para carbohidratos por ejemplo la in-

cubación de Hymenolepis diminuta con neuraminidasa, libera ácido siálico 

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

sido detectado en análisis de membranas tegumentales aisladas (42) . 

LOs análisis bioquímicos de la membrana del cisticerco de la 

T. hydatigena (80) han revelado que los polisacáridos del tegumento éon-

tienen glucosa, glucosamina, galactosamina y 14 aminoácidos. La cantidad 

de carbohidratos de la superficie del cisticerco de la Taenia solium dis . 
minuyen notablemente por el tratamiento con. glusulasa ( 30) . En estudios 

recientes se ha logrado obtener tegumentos aislados de Hymenolepis 

diminuta, los que por estudios bioquímicos de membrana revelaron una com 

posiqión de 24 proteínas, 6 de las cuales son glicoproteínas y que se en 

·cuentran localizadas externamente en la membrana ~egumental (81). Tam-

· bién existe evidencia de que al menos parte de estos carbohidratos de 

superficie, se encuentran asociados a proteínas ya que el tratamiento 
• 

de los cisticercos de Taenia solium con tripsina eliminan una gran parte 

del glicocálix (30). 

;- l ' . 

. ·.-;:',·· 
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Sin embargo hay pocn inf orrnnción sobre el tipo de moléculas 

específicas que aparecen en el glicocálix y de la función que estas de-

sempeñan. 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 adsorción de una gran variedad de nutrientes transportados por acarrea 

dores móviles. Esta inhibición no parece ser debida a una barrera de 

permeabilidad impuesta por la capa de Con A adsorbida, puesto que l.a 

entrada de nutrientes por difusión libre no es afectada J.X>r la lectina 

(82). Se ha sugerido que la unión de Con A proximal a sitios de trans-

porte específico produce la inmovilizáción de constituyentes móviles en 

la membrana, los cuales estan involucrados en la translocación de hexo-

sas, pirimidinas y ciertos aminoácidos. Asimismo la florizina inter-

actúa específicamente con el locus de transporte de glucosa ejerciendo 

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

Micrografías de alta resolución de la super.ficie de los cés-

todos indican que los filamentos del glicocálix están adheridos a la 
... 

membrana (79) . La superficie de estos parásitos presenta una cubierta 

filamentosa uniforme y no.se altera por lavado con EDTA y otros agentes 

los cuales J?Ueden separar material debilmente unido {42}. Esto es un 

argumento en favor de que al menos parte de tales cubiertas son componeE_ 

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

Con respecto a la síntesis e incorporación de los carbohidra 

tos a la superficie, estudios en los. que adulto¡: de !!· diminuta y L. tenuis 

han sido incubados con hexosas tritiadns, han mostrado la incorporación 

de marca a la fracción proteica asociada con la estructura mcmbranal. 

,',,, 
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Autorradiograffos en cortes del parásito muestran que ,·la mayor incorpor~ 

ción de la. radiohcxosa ocurrió dentro de las vesículas en las células 

subtegumentales que son transportadas al tegumento incluyendo al borde 

en cepillo (42) • 

4. Glicoproteínas del Fluido Vesicular de Céstodos Larvarios 

Los parásitos taenidos no sólo 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-parásito. 

Estudios del fluido vesicular de metacéstodos, han demostrado 

el importante papel que juegan.algunos de sus componentes en la relación 

huésped-parási·to: a) Factores presentes en el fluido vesicular del quis-

te hidatídico producen una depleción del complemento a través de una 

activación por vía alterna, b) sustancias análogas a las anafilotoxinas 

contribuye11 a la pa·~ogenia del síndrome de shock anafiláctico en pacien-.. 
tes con hidatidosis (50) . 

Con respecto al or_igen de los componentes se ha mostrado que 

en el líquido del quiste hidatídico existen algunas proteínas del huésped 

(51,52). Asimismo, se sabe que los rnetacéstodos son capaces de absorber 

·in vitro e in vivo una gran variedad de moléculas del huésped (inmunoglo-

bulinas, albúmina,· etc.) sin que sufran cambios estructurales ni funciona 

les (51). Se cree que las moléculas que entran.al fluido vesicular pueden 

cumplir funciones importantes en el control osmótico o aprovisionamiento 

de nutrientes del parásito, aunque también pudieran cwnplir una función 
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evasora de la rospucst.a inmune mediada por anticuerpos debido a la intcr 

nalizaci6n de estos (51) . 

Se ha descrito que en el fluido hidatídico de oveja existen 

19 proteím1s de las cuales 9 son tornadas del huésped. Entre los compon~_n 

tes d0l parásito existen 4 arcos ele prccipitacion denominados 1, 2, 4 y 

8 que son positivos a la tinción de PAS, indicando su naturaleza glicopY.~ 

tcica. Presumibiementc la glicoproteína arco 4 es de especial inter~s 

por ser un componente fuortemento antigénico reconocido por todos los 

sueros de pacientes humanos con hidatidosis. Con respecto a los componen 

tes del huésped 4 proteínas se tiñeron con PAS mientras que las Y-globu-

linas que son glicoprotcínas no resultaron teñidas (52). 

Por medio de una cromatografía de afinidad en la que se utili 

zc. Con A 2 glicoproteínas se logran aislar del fluido hidatídico de 

oveja, las cuales se denominaron arcos 4 y S. Estas proteínas purificadas 

son los antígenos más inmunorreactivos con sueros de pacientes con hidati-

dosis (84} . 

5. Leed.nas 

Las lectinas son proteínas º· glicoproteínas de origen princi-

pal.mente vegetal que aglutinan y/o precipitan glicoconjugados, incluyendo 

células enteras. Presentan además las siguientes características: 

a). Una molécula de lectina contiene al memos 2 sitios de unión .. 
para azúcares. 
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b) La especificidad de una.lectinu es generalmente definidél en tér 

minos de los monosacáridos o simples oligosacáridos que inhiben 

la .reacción de aglutinación que éstas inducen (Tubla V) . 

e) Aglutinan células y partículas siendo de origen no inmune. Las 

lectinas fueron descubiGrtas en plantas de donde se encuentran 

ampliamente distribuídas, pero también aparecen en otros :orga­

nismos de la escala filogenética. Pueden ser solubles en flui­

dos biológicos o pueden estar unidas a membranus (85,86). 

La unión azúcar-lectina es análoga en muchos as.pectas a un 

sistema antígeno- anticuerpo, en el cual la lectina desarrolla el papel 

del anticuerpo y el azúcar, el del antígeno. En ambos sistemas se forma 

un precipitado que se suele disolver cuando se añade un exceso de cual­

quiera de los componentes. Asimismo, la inhibición que ejercen los azú 

cares específicos sobre la formación de un precipitado entre la lectina 

y su azúcar, es análoga a la reacción de los haptenos en la formación 

de cornplejo·antígeno-anticuerpo(BS) ... 

Con A fué seleccionada para este trabajo porque es una de 

las lectinas más estudiadas, sabiendo mucho acerca de sus propiedades 

fisicoquírnicas y de su utilización como herramienta en la purificación 

de glicoproteína 'Y. glicopeptidos. La Con A es una molécula polímera 

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

grado de asociación depende del pll del medio. • 
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'rABJ:JI V. ALGUNAS LEC'l'INl\S CONOCIDAS, ASI COMO LOS AZUCARES CON LOS QUE 
IN'rERl\CTUAN ESPECIFICAMEN'l'E (85) 

Lactina Abreviatura Azúcar específico 

Aglutinina de frijol PHA Acetil-galactosamina, gala e-
de soya tosa. 

Aglutinina de cacahuate Acetil-galactor;u.rnina, galac-

Aglutinina de Lo tus tosa 

tetragonolobus Fucos a 

Aglutinina de Haba de N-acetil galactosarnina 
lima 

N-acetiJ. glucosarnina 
Aglutinina de trigo WGA 

a-metil manó sido y 
Aglutinina de cana va- Con A a.-metil glucósido lia ensiformis 

Propiedades de Con A: 

Con A no contiene carbohidratos, ni uniones por puentes disulfuro 

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

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

su molécula, denominados Sl y S2. El primero une metales de tran-

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

te Ca. Estudios d~ dicroísmo circular y resonancia paramagnética 

electrónica, han mostrado que el sitio de unión con el carbohidrato 

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

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

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

reacciones de aglutinación y precipitación es entre 6-7, este mis 
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rango.de pH favorece la existencia de la formn tctramérica. l\ pHs 

2 - 5. 5 se encuentra la forma de dímero qu(~ retiene su lw.bilidad -

para interactuar con derivados sac5ridos. 

- Efecto de temperatura: A bajas temperaturas 0-4ºC se favorece la 

formación del dímero, mientras que a altas temperaturas 20 - 37t1c 

se favorece la forma tetrarnSrica. Cabe mencionar que a temperatu-

ras de 30 - 50ºC se causa la disociación de los complejos glicopr~ 

teína Con A. 

Efecto de sales: Una fuerza. iónica de a.1 menos O. 3 es necesaria 

para estabilizar la molécula. Con esta fuerza iónica predomina la 

formación de dímeros mientras que a mayores fuerzas iónicas se fa-

vorece la formación del tetrámero. 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 desnaturalizantes: La actividad de Con A es 

abatida por concentraciones de urea y guanidina, menores que las 

requeridas para la disociación de las subunidades. Estos compues-

tos producen cambios drásticos e irreversibles en su conformación. 

La conformación de Con A no es apreciablemente afectada por con-

centraciones de sos de 0.65 g/g de proteína. 

- Sacáridos que interactuan con Con A: Monosacáridos específicos 
• 

como a-o-glucosa y en especial a-n-manosa son potentes inhibido-

res de la actividad biológica de Con A, mientras que otros como 

galactosa no lo hacen. 
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La unión del residuo parece interactuar con la proteína a 

través de puentes de hidróg0no que involucran al oxígeno anórnerico y a 

los grupos OH de los carbonos c
2

, c
3 

y c
6

. Los ~anómeros se unen más 

fuertemente que los (3-anómeros. Un grupo OH axial en c
2 

permite una más 

favorable interacción que un grupo ecuatorial en la misma posición en el 

monosacárido. Grupos OH ecuatoriales en c
3 

y c
4 

y un grupo CH
2

-oH no mo 

dificado en c
6 

son estrictamente requeridos en la unión (Figura 19). 

Algunos azúcares furanoides pueden unirse a Con A debido a 

las características comunes que comparten con las o:-D-hcxopiranosas an-· 

tes mencionadas. La disposición de los grupos OH en c
3

, c
4 

y c
5 

de los 

D-arabinofuranosil y de los grupos c
2

, c
3 

y c
5
· de los D-arabinosil. Por 

esta razón los o: y $-D-arabinofuranosas también pueden unirse a Con A 

(55) • 

! 
. j 

i 

HO -

• 
Figura 21. Estructura de un residuo de o:-D-manopiranosil. 

LOS grupos hidroxilo los é::uales son esenciales 
para la unión a -la Con A, se encuentran subra­
yados (55). 

.:.'J 
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