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RESUMEN

El presente trabajo forma parte de un proyecto cuya
finalidad es la de desarrollar un método diagnéstico para
diferenciar los huevos de Taenia solium de los de Taenia
saginata. Para ello se decidid buscar en el DNA de ambas
especies una secuencia repetida que se encontrara presente
solo en una de ellas y pudiera as{ servir como sonda para
desarrollar un método diagnéstico.

En este trabajo se analizé el DNA de 7. solium vy 7.
saginata con 2] objeto de encontrar secuencias repetidas vy
posteriormente determinar si éstas eran genes ribosomales.

Se realizaron digestiones del DNA total de ambas especies
con diferentes enzimas de restriccién y se llevaron & cabo
electroforesis en geles de agarosza con el DNA digerido,
observandose bandas de DNA repetido tanto en 7. solium comp
en T. saginata.

Las bandas encontradas en ambas especies variaron mucho
de tamafio dependiendo de la enzima con que fuercn digeridas,
desde aproximadamente 1600 hasta 15500 pares de bases (pb).

Con el cbjeto de determinar si las sazugncias repatidas
encontradas correspondfan a genes ribosomales se realizaron
experimentos en los que se digirié DNA de ambas especies, se
transfirié a membranas de nitrocelulosa (MNC) y se hibridé
con genes ribosomales de Trypanosoma cruzi.

La posicidn de las bandas de hibridacién no correspondié

a la pasicion de las bandas de DNA repetido observadas, y se



descartd la posibilidad de que estas secuencias repetidas
fueran genes ribosomales.

En las bandas de secuencias repetidas observadas habla
algunas cuyo tamaNo era compartido por ambas especies, como
en el caso de la digestidn con 1a encima Xba 1 en la que el
DNA de ambas especies presentd dos bandas, una de 5000 pb vy
la otra de 4000 pb aproximadamentei en la digestién con 1la
enzima Hind III el DNA de ambas especies presentd una banda
de 5400 pb. Con @1 resto de las enzimas el patron de
digestidn fué diferente entre ambas especies.

Estos resultados sugieren que aungue ambas especies de
tenia tienen algunas secuencias repetidas en comGn, otras son
especificas, estas ultimas deberf{an ser analizadas
posteriormente para ser usadas como sonda en la

di ferenciacién de huevos de Taenia solium y Taenia saginata.
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I. INTRODUCCION

E1 impacto de las enfermedades parasitarias en el mundo
es enorme. Aungue la distribucién de algunas especies es
cosmopolita, los protistas y helmintos parasitos prevalecen
principalmente en las regiones tropicales. AGn con  los
avances del siglo XX, el diagnéstico de muchas de estas
enfermedades es8 complejo vy dificil, ademis de que el
tratamiento no es el adecuado (Warren y Schmid 1989).

Los helmintos Taenfa soliupr y Taenia saginata pertenecen
al phylum Platyhelmintes, a la c¢lase Cestoda, al orden
Cyclophyllidea y a la familia Taeniidae (Cheng, 197&).

En el estado adulto 7. solium y 7. sagirata son gusanos
de cuerpo aplanado y alargado con una longitud promedio de 2
a7 m, aunque 7. soliunm llega a medir hasta 8 m y T, saginata
hasta 12 m (Aluja y col. 1987). Su cuerpo estd dividido en
tres regiones: el escédlex, la regidn del cuello y el
estrébilo constitufdo por un gran ndmero de segmentos °
llamades proglétidos (Cheng, 1976). El escédlex mide entre 1t vy
2 mm, porta cuatro ventosas musculares como  drganos  de
fijacion (Noble y Noble, 1976) que les permiten sobrevivir en
10 que podria llamarse un medioc ambiente hostil, en el cual
l1os movimientos peristiltices del i1ntestino y el paso directo
de la comida digerida, hacen un requisito indispensable el
poseer una forma eficiente de anclaje (Smyth y McHManus,

1989} .



El emcédlen de 7. solium, presenta un ropstelo con doble
hilera de ganchos, gQue pueden variar en nameroc de 22 a 32,
mientras que el de 7. saginata carece de ellos., El escédlex se
centinga con el cuello, que es la porcifdn germinal gque da
origen a los proglétidos. Esta altima regidén estd formada por
800-1000 progldétidos en 7. solium y hasta 2000 proglétidos en
T. sagirata, cada uno de los cuales constituye urna unpidad de
reproduccién. Se pueden distinguir proglétidos inmaduros, que
son los mis cercanos al cuello y que no presentan 6rganos
sexuales diferenciados, progidétidos maduros de la regidn
media del gusanc gque exhiben &rganos sexuales masculines vy
femeninos y por Qltimo, progldétidos gravidos que 56l0
muestran un dtero ramificado, 1lleno de huevos (Cheng, 1976 vy
Noble y Noble, (976).

Se ha encontrado en 7. soliun que cada progldtido gravido
contiene alrededor de 50000 huevos en distintos grados de
madurez, alrededor de los cuales el S04 contiene embriones
totalmente desarrollados (Aluja y col., 1987). En 7. saginata
se ha encontrado que cada progldtido contieng alrededor de
80000 huevos de los cuales, al igual que en 7. soliua el 850O%
son maduros o viables {(Hall y col., 1981).

El ciclo de vida de los céstados 7, soijus y T. saginata
incluye ai el gusano adulto que parasita dtnicamente al hombre
como hospedero definitivo, el cisticerco (metacéstodo} de 7.
solium que parasita al cerdo y al hombre y el de 7. saginata

que parasita a 105 bovinaos como hospederos intermediarics, vy



por Gltimo el huevo gue 58 encuentra en el medio  ambiente
{Gemmell y col., 1982).

Estos gusanos de celor blanco lechoso se localizan
adheridos a la mucosa del intestino delgado por medio de sus
ventosas y para el caso de 7. s0lium también por ganchos. Su
alimento lo constituye el contenido intestinal del huésped.
La captacidn y digestidn del alimento se lleva a cabo en el
sincicio celular del tegumento, a través del cual se absorbe
por difusién o transporte activo de moléculas organicos de
bajo peso molecular y probablemente también por endocitosis
(Moble y Noble, 1976).

El huevo es la Gnica etapa del ciclo de vida que estd
expuesta al medio ambiente. Algunas adaptaciones morfolégicas
le permiten sobrevivir en un ambiente diffcil y al mismo
tiempo responder de una manera sensible a aquellos estimuloes
que hacen posible que se establezcan en el lugar y huésped
adecuados (Laclette y col.; 1982) .

Si bien la desecacidén y las altas temperaturas son
factores limitantes para su sobrevivencia, estudios
realizados en Kenya han demostrado que los huevos de T.
saginata pueden sobrevivir vy permanscer viables por un afio
al estar expuestos a los cambios climAticos en pastizales
(Hall y col., 1981 y Pawlowsky, 1982). S2 ha visto también
que los huevos de 7. solium pueden permanecer viables e
infectantes =n aguas negras, rios, pastos, etc. por semanas o

meses (Aluja y col., 1987),



tos huevos de tenia . miden de 32 a 40 nm de didmetra vy
estan constituidos por una serie de cubiertas? la capsula,
que corresponde 3 la capa mias externa y que usualmente se
pierde en las heces fecales; el embridforo, formado por
pequefios blogues de queratina unidos entre si{ por material
cementante que da a los huevos su apariencia
caracteristicamente radiada, finalmente la menbrana
oncosferal que rodea directamente a la oncosfera o embrién
hexacanto (Laclette y col., 1982). La estructura de la
oncosfera no varia entre una y otra especie y estiA compuesta
esencialmente por un epitelio que presenta extensiones hacia
el citoplasmas un complejo sistema de mGsculos gue opera los
tres pares de ganchos, un par de glandulas que le ayudan a
penetrar dentro del huésped, células germinativas a partir de
las cuales se desarrolla y un sistema nervieoso primitivo
(Smyth y McManus, 1989).

El cisticerco es una vesicula ovalada transldcida llena
de liquido que mide alrededer de 6 a 18 mm de longitud, con
un pequefio escdlex invaginado gue en T. solium presenta un
raostelo con doble corona de ganchos que en nédmero varfa de 22
a 32, ademis de cuatro ventosas. Estas G@ltimas tambiéh ce
presentan en 7. saginata, donde esta ausente la dable corona
de ganchos ({(Aluja y col., 1987). En ambas especies el
cisticerco pierde los tres pares de ganchos que se observan
en la etapa de huevo (Cheng, 1976).

€1 hombre adgquiere la temasis cuando come carna

&,



infectada de cerdo o de bovino mal cocida o cruda (Moble y
Noble, 1976). fanto las enzimas intestinales como las sales
biliares activan el escélex, que evagina y posteriormente se
fija a la pared intestinal. A1l crece y se diferencia hasta
convertirse en una temnia adulta productora de proglétidos
gravidos. Los huevos son eliminados al exterior contenidos en
los proglétidos que se desprenden del gusano  adulto  cuando
estan gravidos (Aluja y col., 1987).

La cisticercosis se adquiere al ingerir alimentos o
liquidos contaminados con huevos. La dispersién de los huevos
de tenia en el medio ambiente es facilitada por el viento, el
agua y por el transporte pasivo en vertebrados e
invertebrades. Una vez que &l huevo es i1ngeride y alcanza el
tubo digestivo del thuésped 1i1ntermediaria, las enzZimas
proteoliticas vy las sales biliares preoporcionan la sefal para
la activacién de la oncosfera (Aluja vy col., 1987). El
proceso de activacién se establece cuando la  substancia
cementante que une a los blogques del embridforo es digerida
por las enzimas del tracto intestinal vy ocasiona la
diggregacion del embridforo restableciendo de esta manera la
comunicacion de la oncosfera con el medio exterior,
recibiendo asi, seMales del mismo (Laclette y col., 1982
Pawlowsky, 1982).

Una wvez activada, la oncosfera penetra ia pared
intestinal del huésped hasta alcanzar capilares linféaticos vy

sanguineos a través de los tuales puede ser transportada a



una gran variedad de érganos y tejidos. La oncostera requiere
de cuando menos 10 semandas para convertirse &n un cisticerco
(Aluja y col., 1987).

La localizacidén mds comdn de los cisticercos en el ser
humano es el sistema nervigso central, aunque tambidén pueden
hallarse en ajo y mtsculo esquelético. En cerdos se lotalizan
principalmente en mg@gsculeo esquelético y sistema nervioso
central (Malaqon, 1989). La localizaciotn de los cisticercos
en bovinos se da principalmente en msculo cardiaco vy
estriade (Hammerberg y col., 1978} sin embargo, otros
estudios han demostrado que se encuentran dispersos a través
de la musculatura y pueden encontrarse en casi cualquier
4rgans (Gemmell y col., 1983).

El ciclo se cierra cuando el ser humano ingiere la carne
cruda o insuficientemente cocida proveniente del cerdo o
bovino cisticercoso y desarrolla la tenia (Aluja y col.,
1987) .

La teniasis/rcisticercosis prevalece en sitios donde
existen malas condiciones de vivienda e higiene, fecalismo al
aire libre vy otras condiciones ambientales y socicecandédmicas
que favorecen la infeccién. La parasiteosis causada por 7.
solium se localiza principalmente en Africa, Asia y América
Latina, siendo México y Brasil los palses mas afectados del
continente americano (Sarti, 1989). Como resul tado de
condiciones sanitarias y educacionales adecuadas, en Europa

Oceidental, Canad4, Estados Unidos y Japédn, la infeccidn



humana por 7, seliun y la cisticercosis en cerdos =son  casi
inexistentes y por 1lo tanto, la cisticercosis humana ha
desaparecido practicamente (Schenone y col., {982 y HMahajan,
1982).

La 7. saginata estd distribuida por todo el mundo vy su
incidencia en muchos lugares es mayor que la de 7. seliumg
sin embargo, su infeccién es particularmente importante en
Africa vy Am&kica Latina asf como en les paises del
Mediterrianeo (Gemmell y col., 1983} Mahajan, 1982, Pawlowsky
y Schultz, 1972).

La incidencia de teniasis ha sido reportada por varios
autores. En 1947, Stoll estimd que en el mundo existen cerca
de 3% millones de personas infectadas con 7. saginata y 2.5
millones econ T. solium, pero hay una clara carencia de
informacién acerca de la prevalencia de esta parasitosis
(Mahajan, 1982).

La incidencia de tenifasis en la poblacidn de Mé&rico se ha
considerado que se encuentra entre el 0.1 al 1.0%. 6in
embargo, en un grupt de 30 pacientes con cisticercosis ocular
se encontrd que dos de allos eran portadores de 7. solium, lo
que representa el &4.56% del total de pacientes (Cardenas vy
col., 1989). En otro estudio de pacientes con cisticercosis
comprobada se encontré gque en el 204 de ellos habfa
antecedentes de teniasis {(GonzAlez-Barranco, 1978). Por aotro
lado en estudios realizados también en México se encontrd que

la presencia de 7. s5o0lium ha variado del 0.5 al 4.0% durante



el altimo lustro (Sarti, (789).

La variabilidad encontrada en los datos sohre la
prevalencia de teniasis se debe entre otras causas a gue los
métodos coproparasitoscédpicos utilizados para diaghdéstico no
son muy sensibles ni especificos, y a que ! curso clinico de
la enfermedad es generalmentée muy benigne y en  oOcasiohes es
asintomdtico pudiendo pasar desapercibida (HMahajan, 1982).
Cuando se presentan sintomas éstos sont dolor abdominal,
niusea, debilidad, pérdida de peso, intremehto del apetito,
dolor de cabeza, constipacidén, diarrea y prurito anal
(Gemmell y col., 1983 y Pawlowsky y Schultz, 1972).

El diagnéstico se hace habitualmente por la observacidn
de los progldtidos o de huevos en tamizados de heces (Sarti,
1989). En ocasiones se utiliza un raspado perianal para
remover los huevecillos de la tenia (Hall y col., 1981). §&in
embargo, la deteccién de huevecillos no permite un
diagnéstico de especie para distinguir entre la infeccién por
T. saginata o 7. s5o0lium {(Aluja y col., 1987).

£l diagndstico se dificulta cuando en el material
disponible existen pocos proglétidos en estadao de
preservacion pobre.

Es de gran importancia epidemioldgica Yy clinica
distinguir los pacientes infectados con una u otra especie,
dada la infectividad de los hueves de 7. solium en el
hombre. Las especies pueden ser diferenciadas con certeza

mediante la chservaci16n del escdéle: 5 en algunas ocasiones



por los proglétidos desarrollados preservados adecuadamenté.
Cuando se sospecha la presencia de estos parisitos en el
paciente y es tratadec por ejemplo, con praziguantei, los
caracteres morfolégicos tales como la estructura del avario y
el namero de ramas uterinas es poco probable que puedan ser
reconocidos (Proctor, 1972), El escolex es dificil de
encontrar después del tratamiento con  drogas tenicidas
modernas, ya que éstas causan la desintegracidn de 1la pared
progimal del estrébilo (Gemmell y col,, 1983).

En el caso de T. saginata 1los proglétidos pueden ser
expulsados en las heces o pueden salir del hospedero sin que
haya defecacién, ya que presentan movimiento y pueden migrar
(Gemmell y col., 1983), Generalmente, la eupulsién va
acompafada por una sensacidn ceracteristica de movimiento
crepitatorio en el recto y en la Gltima parte de la regidn
anal. (Sterba y Dykova, 1979). En la infeccidn por 7. solrunm,
los proglétidos gravidos se desprenden espontineamente del
gusano adulto y son evacuados hacia el exterior en las  heces
fecales del huédsped (Aluja y col., 1987}, siendo la descarga
siempre pasiva ya que los proglétidos no presentan movimiento
(Gemmell y col., 1983).

Se pueden establecerse las difarencias entre aspecies
mediante estudios bioquimicos. Por ejemplo, la electraforesis
de proteinas y de encimas del parasito, permite el
reconocimiento de patrones electroforéticos caracteristicos

de cada especie. Bandas diferentes de proteinas especlficas



han sido 11dentiiicadas en electroforesis de geles de
poliacrilamida en extractos de estrébilo de 7. soljun y 7.
saginata. Esta técnita no es practica como método de
diagnéstico rutinario debido a que el material del parisito
debe ser procesado inmediatamente o sometido a temperaturas
de congelacién hasta su uso Yy a que los madelas
electroforéticos con dificiles de interpretar (Gemnmell vy
col., 1983 y Rishi y McManus, 1987).

En el suero de personas portadoras de la tenia adulta se
ha encontrado un incremento significativo en los niveles de
igG e 1gA gue retornan a valores normales cuando la tenia es
eliminada. Sin embargo, hasta la +fecha no se ha podido
asociar ningdn anticuerpo especifico con el incremento de los
niveles de inmunoglobulinas. Actualmente, las pruebas
inmunoldédgicas tienen poco que ofrecer en el diagnéstico de la
teniasis humana (Gemmell y col., 1983).

lLos métodos de diagnéstico por 1o geheral emplean
macromoléculas del pardsito o del hospedero que se encuentran
sujetas a variaciones gue pueden ser debidas a cambios en el
medio ambiente, a diferencias entre un individuo y otrao y 1la
etapa del! ciclo de vida del parasito. En cambio, el Aacido
desoxirribonucléico (DNA) de un organismo no  varia durante
todo su ciclo de vida. La secuencia de DNA en la etapa de
huevo e5 la misma que la de la larva y adulto de 1a migma
gepecie (Barker, 198%). Por lo tanto, el uso de sondas de DNA

con fines diagndsticos, resuelve problemas ascciados con la
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etapa de ciclo de vida o variaciones causadas por €1 medio
ambiente. Se tiene la ventaja adicional de que un extracto de
DNA gendmico es quimicamente estable y puede ser almacenado
por largos periodos de tiempe (Murray y col., 1988).

El conpcimiento actual de 1o% Acidos nuclédicos en
céstodos es muy limitado cuando se compara con el de otros
organismos. Sin embargo, los recientes avances en biologia
molecul ar estan proporcionando métodos altamente especificos
gue permiten identificar céstodos y estudiar sus relaciones
filogenégticas {Smyth y McManus, 198%).

Exiasten dos tipos de Acidos nucleéicos, el Acido
ribonucleico (RNA) vy el 4cido desoxirribonucleico (DNA).
Estos &cidos estdn constitufdos por cuatro bases? la  adenina
y la guanina (purinas) y la citosina y timina ({(pirimdinas),
dsta Gltima es reemplazada en el RNA por uracilo (Freeland,
1981). La unidad de azucar del DNA carece de un 4tome de
oxigeno por lo gque se le denomina desoxirribosa, mientras gue
la unidad de azxtcar del RNA s la ribosa (Sornberg, (978).
Cada molécula de DNA contiene dos cadenas complementarias de
desoxirribonucledtidos mientras que la de RNA suele tener una
sola cadena compuesta de una secuencia linear de
ribonuclesdtidas (Smyth y MeManus, 1989).

Una de las caracteristicas mas notables de la hélice de
DNA y gque ademids es crucial para sus {funciones durante la
replicacidén y transcripcién, &#s la +tfacilidad con que sus

cadenas componentes pueden separarge y volver a juntarse. La
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doble cadena del DMA se separa cuando se rompen los enlaces
de hidriogeno existentes entre las bases. Esta caracteristica
de la estructura secundaria puede llevarse a cabo en solucidén
aumentando la temperatura o bien, por titulacidén con 4dcidas
o alcalis. La desnaturalizacidn es reversible incluso despuds
de que las dos cadenas han sido totalmente separadas. Cuande
se incuban cadenas complementarias a 25°C por debajo de 1la
temperatura de desnaturalizacidn, empi&zan a reasociarse vy
llega un momento en gque se vuelve a formar la doble hélice

original (Sornberg, 1978).

El DNA eucarionte puede ser dividido en tres clases de
secuencilas: gnicas, gue se encuentran una o AUy pPocas  veces
repetidas en el genoma haploidei las moderadamente repetidas,
de las gue se encuentran hasta 10® copias por genoma haploide
y las altamente repetidas con 106 o m&=s copias par genoma
haploide (Robertis y col., 1977).

Se zabe que la presencia de secuencias repetidas en el
DNA es una caracteristica constante de todas las células
eucariontes. Esto se demostré utilizandeo las propiedades de
reconocerse y reasociarse gque poseen dos cadenas de  DNA
camplementarias cuando estidn separadas, tas técnicas de
desnaturalizacidén y renaturalizac:én se basan esencialmente
en el hecho de gue la reasociacidn de las cadenas de DNA es
mas rapida entre mayor sea el numero de secuencias repetidas

en zut saléculas (Robertis y col., 1977 vy Darnell y col.,
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1986) .

Cuando se analiza de esta forma el DNA de un mamifero, se
observa que aproximadamente el 70% de las cadenas de DNA se
reagrupan tan lentamente como cabria esperar de un gran grupo
de secuencias Unicas, necesitdndose dias para que se complete
el proceso. El DNA restante se une con mayor rapidez debido a
que contiene secuencias que estin repetidas en 21 genoma vy
por ello colisionan con una pareja complamnentaria
relativamente pronto. Del 304 de DNA restante, el 20%
representa a las secuencias moderadamente repetidas. E1 10OY%
restante corresponde & las secuencias 1lamadas altamente

repetidas (Alberts y col., 1983},

Se sabe que 1los helmintos parasitos tienen genomas
moderadamente largos cuyo tamaffo se estima entre ax10° pb vy
2.7x10° pb, que contienen secuencias altamente repetidas,
moderadamente repetidas y Gnicas (Barker, 1(98%9). Una gran
parte del DNA se ha agrupado en familias de secusncias
repetidas en las que la similitud puede ser atribuida a un
origen coman (Britten y Kohne, 1968).

En general, las secuencias anicas contiemen, aunque no
exclusivamente, genes gque codifican protefinas (Alberts vy
col., 19831.

Las secuencias moderadamente repetidas comprenden genes
gque codifican para RNA ribosomal, RMA de transferencia,

histonas, actina, [3-globina 2 inmunoglobulinas, pero la mayor
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parte de éstas estan constitufdas de secuencias cuya funciodn
es . desconocida (Lewin, 1982). Los genes ribosomales se
encuentran muy conservados entre 1as especies debido a que la
estructura del KMNA ha sido seleccionada de tal manera que
algan cambio en 1a misma no es facilmente tolerado por el
aparato de sintesis protefca (Alberts y cel., 1983).

£1 hecho de que el RNR esté relativamente bien conservado
a través de la evoluci6n ha sido pugsto en duda vya que en
estudios recientes el mapeo por enzimas de restriccidn de
estos genes ha revelado heterogeneidad en la estructura de
las diferentes especies. Estas diferencias observadas se
atribuyeron a las regivnes espaciadaras no transcritas y se
asumid que las regiones codificantes eran homogeneas sin
embargo 25to se ha descartado para algunas especies.

En Xenepus laevrs se ha encontrado heterogeneidad en los
tres espaciadores - transcritos de genes ribosomales. Esta
heterogeneidad incluyé cambios en las bases y variantes en la
longitud., Los sitios de variacidn encontrados fueron amplios
y no estuvieron distribuidos uniformemente (Stewart y col.,
19683).

En estudios con Drosophila melanogaster el gen que
codifica para el RNA ribosomal 1BS en el organizador
nucleolar del cromasoma X presenta diferencias con raspecto
al mismo gen en el organizadeor nucleslar del crompsoma Y,
Aungue el presente estudio solo reveld un cambio de base en

el gen que codifica para el RNA 18S podrian eistir otras
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diferencias entre los organiz adores nucleolares que
fueron detectadas por la técnica (Yagura y col., 1979).

Por otro 1lado, regiones no transcritas de genes
ribosomales se han utilizado como sondas para diagndstico
como es el caso de Schistoesona haenmatebliur en el que se
utilizan estas secuencias como sondas para diferenciar dicha
especie de otras del mismo gdnero, demostrando que entre

individuos de la misma egpecie no existe gran heterogeneidad.

Las secuencias altamente repetidas son generalmente
componentes estructurales del genoma y la mayor parte se
localiza en posiciones centroméricas y teloméricas, E1 DNA
altamente repetido se denomina tambidn DNA satélite porque
con frecuencia puede segregarse del DNA restante por
centrifugacidn en cloruro de cesic (Robertis y col., 1977 vy
Darnell y cel., 1986).

Se ha encontrado gue la mayor parte de DMA satélite no es
transcrito a RNA {(Lewin, 1982). Sin embargo, en experimentos
realizados con el DNA de ratdn, se encontrd gque secuencias
altamente repetidas son activamente transcritas pero no se
definid en este estudio la fungidn de taleg transcritos
{Never-Nitsche y t¢ol, 1988).

Se han sugerido diferentes funciones para el DNA repetido
{moderada y altamente repetido) como el estar involucrado en
el aparesamniento de cromosomas, el control de 1a expresién

génica, en el procesamiento de los precursores del RNA
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mensajeroc y en alguna participacidn durante la replicacion
del DNA (Lewin, 1982).

Exparimentos realizados con secdencias repetidas en el
DNA de Plasmodiun berghes, 1ndican que ciertas variaciones en
la organizacidn del genoma inducen la amplificacidn de
algunas porciones de ¢ste, assciadas con la produccidn  de
gametocitos viables. Esta amplificacién del DA se ha
observado cuando la infectividad es alta, va que la <antidad
de secuencias repetidas extraldas del DHA  total en una
poblacidn de eritrocitos infectados es del 16 al 18%. Cuando
la 1nfectividad es baja, preparaciones similares de la misma
cepa contienen Gnicamente del 3 al 54 de DNA repetido  (Dore,
y col., 1983).,

Las secuencias moderada y altamente repetidas son Gtiles
para estudios de taxonomia (Murray y col., 1988}, ya que se@
he visto que existe una clara diferencia entre secuenciag de
ONA satélite entre especies diferentes sin importar gue  tan
cercanas estén fileogendticamonte entre si (Lewin, 1982). £llo
se debe a que dichas secuencias pueden aceptar mutaciongs a
una tasa relativamente alta (Meredith y col., 1989). E! DNa
que no coadifica puede evolucionar rapidamente y mostrar
diferentias entro esperoies sin ser afectadas. Como  ejemplos
podenas citar & los intronesy, @ los pseudogenes vy DNA no
conservado (Barker, 1989}, Ello ha permitido Que las
secuencias altamente repetidas sean usadas exi:tosamente caomo

sondas especip-egsperificas en el diagndstico de muchas
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parasitosis (Meredith y col., 1989).

La introduccidén de la tecnologfa del DNA recombinante ha-
tenido un doble impacto. Frimero, permite a los
investigadores preparar grandes cantidades de fragmentos de
DNA especifico que pueden ser empleados tomo sondas para el
estudio de esas secuencias gendticas especi{ficasi en segundo
lugar, la tecnologfa de las sondas y la hibridacién ha
llegado a ser el punto central para la identificacidn vy
caracterizacién de los fragmentos de DNA clonados (Kinsbury,
1987). La importancia de la hibridacidn de 4cidos nucléicos
como herramienta para la deteccidn e i1dentificacidn de
organismpos infectivos, fué dempstrada por primera vez a
printipios de la década de los 70's en el estudio de cultivo
de células transformadas en tumores por virus (Kingsbury,
1987).

Se han reportado ensayos de hibridacidn para la deteccidn
de DNA de Plasmodiun falciparum en la sangre de pacientes
infectados con dicho pardsito, usando como sonda una
secuencia repetida de DNA del mismo (Franzel y col., 1984).

También han sido reportados experimentos de clonacién vy
caracterizacién de una secuencia de DNA  altamente repetida
presente en el genome de Onchocerca arwillata, gque no
presenta hibridacién cruzada significativa con el DNA
genédnico de otras especies del mismo género, tales comos @,
volvulus, @. gutturosa, 0. ochengi, 0. grbsony y 0. Iienalrs

(Murray y col., 1989).
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En contraste con esta informacién, se ha enpcontrado gue
en los cetaceos existen secuencias altamente repetidas que
son compartidas por amiferentes familias y adn por grupos con
poca relacidn, tales como 1os odontocetos y misticetos, por
lo que estas <secuencias han sido de gran utilidad para
proporcionar respuestas a preguntas de filogenia en mamiferos
marinos debido a 13 evolucidn lenta gque han tenido (Arnason,
1982). La similitud encontrada en el DNA de los cetidceos no
coincide con 1o encontrado para otras especies entre las que
las secuencias altamente repetidas presentan una clara
diferencia tArnason y col., 1984).

Con la finalidad de establecer un método diagnostico
altamente egspecifico y sencible en teniasis humana sa
estandarizé la hibridacidén de sondas de DNA total a
huevecillos de 7. saginata y T. piscifeormis con excelentes
resultados (Flisser y col. 1988).

Postariormente, cuando se {1jaron huevecillozs de 7.
seoliuxw y 7. saginata en diferentes cantidades (desde I hasta
$500) a una membrana de nitrotelulesa y se hibridaron con DNA
total de ambas especies, se obtuvo una mayor marca en  la
hibridacién de DNA de 7. solium contra huevecillos de 7.
saginata que contra huevecillos de la misma especie (Fig. 1).
De ello se dedujo que lo% resultados cbtenidos probablemente
s@ debian s gue T. solfus y T. saginata caomparten secuencias
repetidas que sen mas abundantes en 7. sagimata, habiendo por

1o tanto un mayor cantidad de estas secuengcias en  un
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huevecillo de T. saginata que en uno de T. so0lium. En base en
estos resultados y considerando gque s trata de especies suy
cercanas se podria explicar porgue se obtuvo una mayor
hibridacién entre 1los DNA heterdlogos que entre los
homdlogos. Sin embargo, hay que tomar en consideracidn que
los hueves de T. sagirata se mantuvieron en congelacidn hasta
su uso, mientras que los de 7. seoliuRr 358 mantuvieron en
alcohol al 70%, lo que pudo haber influido en los
resul tados.

Por otra parte, cuando se hibrida DNA total de 7. soliun
2 DNA total de 7. saginata y de 7. solium se observa una
marca de hibridacidn muy semejante entre el DNA de la misma
especie que con el heterdloge. Sin embargo, cuando se usa
como sonda el DNA genémico total de 7. sagirata y se hibrida
con DNA gendmico total de 7. solium y T. saginata, se observa
una marca de hibridacién mucho mayor con el DNA de 7.
saginata gque con el de 7. solium (Fig.i). Estos resultados
concuerdan con los anteriores ¥y con la suposicién de que
ambas especies comparten ciertas secuencias repetidas que
estdn en mayor ndmero en 81 DNA de 7. saginata que on @l
genoma de T. soliym, dando como resultado gque S unan mas
moléculas de DNA de 7. soliur al DNA de 7. sagimata que

viceversa (Flisser, comunicacién personal).

19



@

=

Fig. 4. las columnan 4, 3 y 5 prosenlan huevos de 7. soliunm
y las columnos X, ¢ vy ¢ huavos ds 7. saginata,; 1ta fila A

contiene 300 huevos; la fila B, 100; la Nla G, 30; la Iila
D, 0 y la F. 4. .Las alicuelas de  huseves fueron hervidaa a
po®*a durante B min, colocadoe inmedialaments dengudn en hialo

y fjodea a la HNC por e! métode dol -dot blot". También ge
flj@ a la MNC DNA gonfmico total dol gusano adulto do T.
solium (columnaa 4 y 3, de cisticercon do - T. s0lium scolumna
3 y del gumano adulto de 7. saginata, 6 wny para la fila @ y
4 ng pora la H. Loa gondas utilizadas para hibridar fueron
tres: & Hg de DMNA dol gusano adulte de f. solium para las
columnan 4 y 2, ¢ Hg de DNA do ciglicerces da 7. soliun para
lag columnos 8 ¥y €« vy & ug de DNA del guaano adulto da 7.
saginata para laa columnas 3 y &, las sondes fusron  marcaodas
con P por ol métodos do “nick tranalationT.
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11. OBJETIVOS

1. DBJETIVO GENERAL

£l presente trabajo forma parte de un proyecto cuya

finalidad es desarrollar un métedo diagnéstico que permita

diferanciar los huevos de 7. solium de los de 7. sagrnata.

2. (OBJETIVOS PARTICULARES

2.1 Dempstrar la presencia de secuencias repetidas en

el DNA de T. solium y 7. saginata.

2.2 Determinar si las secuancias repetidas

corresponden a genes ribosomales.
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I1I, MATERIAL Y METQDOS

1. EXTRACCION DEL DNR

Se obtuvieron 100 cisticercos de 7. soi:iur de mGsculo de
cerdo infectado que inmediatamente se colocaron en alcchol al
70% a 4°C donde se mantuviercn hasta su uso.

lLa técnica de extracciédn del DNA es una modificacién de
la descrita por Maniatis y col., (1982). Los cisticercos se
colocaron en un mortero que contentfa nitrdgeno liquido y se
homogenizaron. El1 homogenado fuéd resuspendido en 0.3 ml de
sulfato dodecil de sodio (SDS) al 10% y 2.7 ml de TE que estd
compuesto por tris (hidroximetil) aminometano (Tris) (Sigma
Chemical Company) y 4cido etilendiaminotetracético (EDTA)
(Sigma). Posteriormente se agregaron 120 ul de proteinasa K
(Sigma) a una concentracien de 20 mg/ml y se incubd | h a
37°C con agitacion constante. Al término de la incubacién se
realizaron dos extracciones con fenol, una con fenol
cloroformo y otra con cloroformo. En cada extraccién se
agregéd un  volumen del solvents respectivo mazclando
suavemente § min y centrifugande & 4080 G durante § min, en
cada extraccidén se recuperd siempre la fase acuosa.

El RNA presente en la muestra fué degradade agregando
6ul de ribonucleasa (RNAsa) de pancreas de bovino tipo XI1 A

Notat la preparaciédn de lodam las soluciones empleadas en

osla leain eo describe en la weccidn de anexoa.
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{img/ml} (Sigma) y se incubd a 37+C por 1 h. Finalizada la
incupacién se realizd una extraccidn con  fenol-ciproformo,
una con cloroformo vy dos con dter.

EL DNA fuéd precipirtado con 2.5 vol. de etanol y 1/10 del
volumen total de acetato de sodio 3M, colocAndolo a =70°C
durante 1| h y centrifugando a 12000 6 durante 20 min a 4°C.

El DNA precipitado fué lavadeo dos veces con etanol al 704
y centrifugado npuevamente a 12000 G durante 10 mir.
Finalmente el DNA precipitado y secado fué resuspendido en
agua bidestilada estéril y guardado a 4°C. :

El DNA de 7. sagirata fué obtenido con la mizma técnica
pero a partir del gusano adulto. La tenia fud lavada tres
veces en solucidn TE Yy antibibticos tpenicilina Y
estreptomicina 250 ug/ml}) y posteriormente congelada a =-70+C

hasta su uso.

2. CUANTIFICACION Y DETERMINACION ESPECTROFQTGMETRICA DE LA

PUREZA DEL DNA.

Para determinar 1la contidad de DNA obtenido de 1la
extraccion, se midid la densidad dptica de la solucidén de DNA
hatiendo una dilucidn de (i200 de la misma y leyendo en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm (1 U.D. a
260 nm = 50 ug/ml). La pureza fué deterpinada leyendo ademés
a 280 nm y caleulando el cociente de 260/280 (Maniatis vy

col., 1982y .
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3. DETERMIMACIUN SEMICUANTITAIIVA LDEL DNA EM GELES LUE AGAROSA,

Se llevé a cabo una electroforesis en agarosa (Bio-Red)
de varias diluciones del DNA obtenido y de un marcador de
peso molecular (DMA del fago A- Hind I1I) <(Cuadro 1) y se
determinaron de manera aproximada tanto la cantidad de DNA

obtenido asi{ como su grado de fragmentacién.
CUADRO 1. VALOKES DE REFERENCIA DE UNA

MUESTRA DE 200 NG DE DNA DEL
FAGO A DIGERIDO CON Hind III.

BANDA N°® FAGO A (pb) CANTIDAD (ng)
4RA2? pb 200ng

1 23130 5.1
z 2414 38.7
] 64682 27.4
. 4361 17.9
-] 2322 9.5
s z027 8.3
? 964 2.3
] 125 0.5

4. PREPARACIUN DE GELES DE AGAROSA.

La preparacién de geles de agarosa se llevé a cabe
siguiendo la técnica descrita por Maniatis y col. (1982},

A 0.8 g de agarosa estandar de bajo peso wmolecular
{(Bio~Rad), se agregaron 10 ml de solucidén de Tris-borato-EDTA
(TBE) 10X y 90 ml de agua destilada. La agarosa ce disolvié
en un horno de microondas y se agregaron 2 4l de una solucién
de bromuro de etidio a2 una concentracidn de {0 mgrml., La
agarosa se vertid en la camara de electroforesis y se dejé

solidificar; posteriormente se agregd | ¢ de amortiguador
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etidio) y ce esperéd unas miﬁutbé“énteéi@e'hdit r ‘el peina.

5. DIBESTION DE DNA.

El DHMA de T. solium y de 7. saginata fué digerido con
siete di ferentes enzimas 1l amadas endonucleasas de
restriccidént Bam HI, Eco RI, HWind I1I, Xba I, Xho I, Hae 1II1
e Hinf I (Bethesda Research Lahoratories, BRL) . Las
condiciones empleadas para las digestiones con las enzimas
corresponden a las especificadas por la casa comercial. La
concentracidn de enzima utilizada correspondid a una unidad
por wug de DNA digerido. &nh el cuadro II se muestran los
amortiguadores usados, la temperatura de reaccidn y la
secuencia que reconoce cada entima. En el cuadro 1l se
muestra la composicién de los diferentes amortiguadores

empleados para las enzimas.

CUADRO 11. ENZIMAS DE RESTRICCION

TEMPERATURA DK SECUENCIA QUE
ENZIMA AMORTIGUADOR INCUBACION RECONOCKE
Bam H1 3 370cC G-BATCC
Eco RI1 3 37°C G=RATTC
Hae 111 2 37°c—7oac 66~CC
Hinc 11 4 37 C GI1Py-PuAC
Hind 111 2 37°c—55§c A-AGETT
Hiné I 2 37.C G-ANTC
Sau 3A 2 37 C -GATC
Xba 1 2 3726 T-CTHOA
Xho I 2 57% C-TCGAG
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CUADRO 111. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS USADAS CbN
LAs ENZIMAS DE RESTRICCION

SOLUCION
AMORTIGUADORA Nacl Tris-cl Mgcl pitiotreitol
H - Somh 10mM 1mi
2 Somt S0mM 1 OmM 1mM
3 100mM S0mM 10mM imM

En 7 tubos Eppendort se agregaron 200 ng de DONA de 7.
solium y en otros 7, 200 ng de DNA de 7. saginata. E1 DNA de
los tubos 1 y B fu® digerido con la enzima Bam HI, el de los
tubos 2 y 9 fué digerido con Eco RI, los tubos T y (O con
Hind I!I, los 4 y 1{ con Xba !, los tubos 5 y 12 con Xho I,
los tubos & y 13 con Hae II1 y los tubss 7 y 14 con Hind 1.
A cada tubo se agregaron los reactivos en 21 siguiente orden:
el DNA a digerir, la solucidén amortiguadora de la enzima
{1710 del volumen total de la reaccidn), agua destilada ¢(para
completar 200 wl) y por dltimo la enzima (1 U/ug).

L.os tubos se incubaron durante & h a 37+C. Para comprobar
si el DNA estaba bien digeride, de cada tubo se tomarcon 10 ul
y s@ les agregaron 2 ul de una solucidén de azul de bromofenol
4X y se llevd a cabo una electroforesis en un gel de agarosa
Q. 8%.

El DNA digerido fué precipitado y resuspendido en 10 i
de TE y 2 ul de azul de bromofenol &X y se llevd a cabo la
electroforesis del mismo en un gel de agarosa 0.8% a 90 V.

El gel fué observado sn un transiluminador de fuz W vy

fotografiado.
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¢, MARCAJE RADIACTIVO DE DNA DE GENES RIBUOSOMALES POR EL

METODOU DE NICK TRANSLATION

Se tomaron 250 ng (10 wl) de la clona pRTCB1 gue contiene
a los genes ribosomales 82, S& y parte del 245 de Trypanosoma
cruzi (Fig. 2). Se agregaron &5 Hl de la solucién
amortiguadora 10X para "nick translation” (BRL), 1 ul de dCTP
1 mM, 1 ul de dGTP 1 mM, L ul de dTTP § nM y 33 ul  de  agua
destilada. Todo ello se mezclé suavemente agregAndose
posteriormente 1 ul de DNAasa (BRL) (manteniendo siempre la
enzima en hielo) a una concentracidén de 10 ng/ul y se dejé
incubandd durante I0 seg a 37°C. Después sa& agregé 1 w1l de
DHNA polimerasa I 1BRL) a una concentracidn de S pg/pl y 2 pl
de a aaTe™® (3000 Ci/mmol, Dupont) incubAndose durante 90 min
a 16°C (Maniatis y col., 1982). Los isétopos radiactivos se
manejaron cor muche cuidado usando doble gquante, bata vy
pantalla de acrilico como protecci¢n, teniendo siempre a la
mana el contador Geiger para revisar los instrumentos o
lugares que pudieran haber sido rontaminadoz por ellos.

Al término de 1la incubacioén 58 realizaron tres
extracciones, una con fenol y dos can éter. La mezcla se

guardé a —20+L en un vial de plomo durante una noche.
Para separar el DONA marcado de los nucletdtidos no

incorporados, se prepard una columna de Sephadex G-50

(Bio-Rad) en una pipeta estéril de 5 ml para pasar por ella
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la mezcla radiactiva. La columna fué lavada con § ml de TE
despuéds de los cuales se fué agregoendo el DNA  marcado. Una
vez que éste entréd en  la columna, se continud  agregande
ientamente la solucién 1E para evitar la dilucidn del DMA. En
cuanto se agregd la mezcla radiactivas se recolectaron & gotss
por tubo en un total de 20 tubos.

En frascos numerados del 1 al 20 se agregaron 5 ml  de
l1i{quide de centellec y | wl de la fraccién praviamente
recolectada en cada uno de los tubos. Los frascos <{ueron
leidos en el contador de liquido de centelleo para
cuantificar el nivel de marcaje del DNA.

Los tubos que contenian la fraccidn del DNA marcado se
juntaron en una €ola fraccién y antes de ser agregada a la
solucion de hibridacidén (previamente calentada a 68+C) fué

hervida durante 10 min para separar la doble cadena de DNA.

f.as ¢lonas pRTCZ20 y pRTIC4AZ (Fig. 2) tambidn fueron
utilizadas para hibridar al DNA de T. soliur y de 7.
sagrinata. Fara ello se digeririeron 2 pg de la clona pRTC20
con la enzima Hinc I1 vy ¥ ug de la clona pRTC42 con Sau  3A,
con el objeto de separar el den ribosomal del plasmido
(pUC1) en el que estaba insertado. Al digerir el pRTC20 con
Hinc 11 se obtuvo upn fragmente del gen ribosomal de
aprovimadamente 1440 pb que fué seleccionado para ser usado
cemo sonda, otro de alrededor de 3800 ph ques contenta el

vectar y laos extremos 3° y ©7 del gen ribosomal, asi como
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otros fragmentos mis pequefios de 960 y 8O0 pb. Ror otro lado,
al digerir la clona pRTC42 con la enzima Sau 3A se obtuvo un
fragmento de aproximadamente 1647 pb que fué usado como sonda
el cual contenia una gran parte del gen ribosomal 245 y otros
fragmentos mds pequefos de 1070, 945, 792, 725 pb. tLa
digestién se llevé a cabo durante 3 horas siguiendo las
condiciones ya descritas en la digestidén del DNA.

Se realizaron tres extracciones, una gon fenol vy dos con
eter.

El DNA fué precipitado y una vez seco fué resuspendido en
15 pl de TE. Finalmente, se llevd a cabo una electroforesis

de las digestiones en un gel de poliacrilamida.

7. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE POLIACRILAMIDA AL 5%

Se prepararon S8 ml de una solucidn de acrilamida al 2B8%
y bisacrilamida al 0.46%, a la que se le agregaron 8 ml de TBE
10X v S80 pl de persulfato de amaonic (Bio-Rad) a una
concentracién de 100 mg/ml. Todo ello se mezcld y  se
degasificé al vacio luege de lp cual =2 agregaron 58 ul  de
tetrametiletilendiaminag {Temed Hio-Rady, mezclandose
suavemente para evitar que entrara aire en la wmezcla vy
virtiéndose i1nmediatamente en la cimara de electroforesis, la
cual fus construida con des vidrios y tres separadores (Fig
3). Una ve: vertida la mezcla de poliacrilamida se colocd €]

peine y se dejé polimerizar despuds de lo cual el peine fué
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retirado del gel y se agregd  la . solucidn amartiguadora de
electroforesis (TEE (X} (Maniatis y col., 1982).

El DNA digerida de las clonas pRTCZ0 y pRIC42 asi como
200 ng de DNA del! tacgo A digerido con Hind Il (como control
de peso molecular’) fueron depositados en los pocitos del gel
y sometidos a electrofaresis durante 1¢ h a 120 V. Al término
de la misma el gel fué colocado con 0.5 pg/ml de bromurc dae
etidio en TBE (X durante 45 min y se agbservéd en el

transiluminador de luz UV.

8. AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE LNa DE GELES DE

POLIACRILAMIDA

Una vez localizadas en el gel, las bandas de ODNA
seleccionadas fueron cortadas con una navaja estéril oy
colocadas en uha caja de Petri, en donde se cortaron en
fragmentos muy finos. Estos fueron transferidos a tubos
Eppendorf. A cada tubo se le agregd amortiguador de elucibén
121 y se taparon incubdndose a 37°C durante toda 1la nocha.
L.os tubos fueron centrifugados a 12000 G durante 10 min, 5e
guardd el sobrenadante y al precipitado se le agregd medio
volumen adicional de amortiguador de elucidén para ser
nuevamente centrifugado. Se recuperd el sobrenadante y se
junté con el primero.

Para climinar cualquier fragmento de ‘poliacrilamxda del

DNA, é¢ste fué pasado a través de una columna de fibra de
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vidrio que se montd en una pipeté estéril de'S mi, - en - cuya

punta fué colocada la fibra. : IR V
El DMNA fué precipitado y una vez séco se resuspéhdié .éﬁ

10 pl de TE y se protedid a marcarlo radiactivamente porr el

mé&todo de nick translation” ya descrita arriba,

%. TRANSFERENCIA DE DNA A MEMBRANA DE NITROCELULOSA FOR EL

METODO DE SOUTHERN

Se digirid 1 ug de DNA tanto de 7. solium como de 7.
saginata con las siguientes enzimast Bam HI, Hind 111, Xba I,
Hae III e Hinf [ #n las mismas condiciones gque se mencionan
en la seccidén de digestidn del DHA. Se llevé a cabo una
electroforesis del DNA digerido en un gel de agarosa 0.8%
junto con un marcador de peso molecular (DHA A Hind 11@).

El gel fué fotografiade y colocado en una soluciodn
desnaturalizante durante ! h en agitacién constante v 1 h en
una solucién neutralizante en agitacidn.

La membrana de nitrocelulosa (Schleider and Schuell) fué
cortada can una navaja estéril al igual que dos hojas de
papel Whatman 3MM del mismo tamaffo del gel y otras dos tiras
de papel Whatman mds anchas gue el gel. Tanto 1la membrana
como el papel fueran posteriormente humedecidos ©en solucidén
88C 2X.

La camars en la cual se llevd a cabo la transferencia fué

llenada con solucidn 558C 10X y se colocd en su  interior un
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soporte o2 pldstico del ancho del gel. tas dos tiras del
papel Whatman se pusigron scbre el soporte seguidas par el
gel que fué colocado en sentido inverso al que se lleve a
cabo la electroforesis, El papel de nitrocelulosa fug
colocado sobre el gel vy se ¢ortd 1a esquina derecha para
reconocer posteriormente su orientacién., los cuadras de papel
Whatman fueron celocados sobre el papel de nitrocelulosa. En
cada pasn s@ eviid gue quedaran atrapadas burbujas de aire
que interfirieran en la trancferencia. For altimo, se colocé
una pila de toallas de papel con un peso encima de ellas de
aproiimadamente 1 kg para permit:ir el flujo del amortiguador
a través del sistema <Fig. 4).

La transferencia se realicd durante toda la noche a
temperatura ambiente, despuds de lo cual se guitaron las
toallas de papel, el papel Whatman y €& colocd fa membrana de
nitrocelulosa en una scelucidn 88C 4&X durante {0 minutos &
temperatura ambiente, se elimind el exceso de solucién y se
de j& secando a temperatura ambiente sobre papel filtro.

Para fijar el DNA a la membrana de nitrocelulosa, ésta
fué colocada entre dos hojas de papel Whatman y en una cdmara
de vacta a B80<C durante 2 h. La membrana de nitroceluiosa se
conservé a temperatura ambiente en una camara de vacio
cubierta por papel Whatman hasta que fud utilizada (Maniatis,
y col. 1982).

Por otra parte, el gel transferido se colocd en una

solucién de TBE 1X con bromuro de etidio a una concentracién
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de 0.5 ug/ml durante 20 pinutos y se ohservé  en un
transiluminador de luz UVY para comprobar la ausencia. de DNA y

su transferencia a la membrana de nitrocelulosa.
10. HIBRIDACION DE DHA A HMEMBRANAS DE M1TROCELULOSA

ia membrana de nitrocelulosa a la que = transfirid
previamente el DNA fué humedecida en una solucidn S5C 46X
durante 3 min. La membrana de nitrocelulosa fué colocada
dentro de una bolsa de plastico que se selld con calor,
dejando tnicamente una abertura en una esquina de la misma
por la que se agregaron 0.2 m! de sclucién de prehibridacién
(previamente calentada a 68+*C) por cada centimetro cuadrado
de membrana de nitrocelulosa. Se sacd todo el aire de la
bolsa y se cerrd la abertura con un sellador de calor.

La bolsa se incubd durante 4 h sumergiéndola en un bafo
de agua a 68°C, pasado este tiempo se corté uno de los
extremos de la bolsa y se extrajo la solucidn de
prehibridacidn. Inmediatamente después se agregd la soloucién
de hibridacién a la bolsa, la cual contenia la sonda marcada
radiactivamente, previamente desnaturalizada a 9é°C durante
10 min, (aprox. S50 yl/cml de membrana de nitrocelulosa), Se
sacaron las burbujas de aire y se selld nuevamente la bolsa
incubAndose a &B+C durante 24 h.

Al término de la hitridacidn, ta membrana de

nitrocelulosa fué colocada en una solucidn SSC 2X y 8PS 0,59
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1ncubindose a temperatura ambiente durante 5 min.
Pesteri1armente la membrana fué tramsferida a un recipiente
que contenf{a una solucidn S8C 2ZX y fué incubada durante 15
min a temperatura ambiente con agitacidn ocasional. For
altimo, la membrana fué transferida a una solucidén S5C 0.0iM
y SD8 0.5%4 y se incubd a 37¢C dwante 2 h con agitacién
suave. Se cambié la zolucidn y se continud incubando durante
30 min mas.

t.a membrana de nitrocelulosa se dejd secar a temperatura
ambiente sobre una hoja de papel filtro y se cubrid con
egapack; luego se colocd sabre una placa  fotografica dentro
de wha caja metdlica protegida de la luz, vy se dejd
exponigndo durante 24 h a -70+C, al término de las cuales la
placa fotegrafica fué revelada. En los casos en que las
bandas de hibridacién no se vieron claramente gn La placa c=e
dejé exponiendo durante 48 h una nueva placa (Maniatis vy

col., 1982).
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IV RESULTADOS

De la lectura en un espectrofotdmetro a 260 nm de las
soluciones de DNA de 7., soliun y 7. saginata ce opbtuvo como
resul tado una cantidad tntal de 30 HY Y 80 HG
respectivamente. La pureza fus determinada  obtemiendo el
cociente de D.0O. de 260 nn/280 nm, que para 7. solium $fud de
2.0 y para 7. saginata 2.2, cercanos a |.8 que corresponde al

valor del DNA completamente puro.

Las digestiones de 200 ng de DHA de 7. solium y 7.
saginata con siete enrimas diferentes (Eco RI, Bam HI, Hind
111, Xba I, Xho I, Hae III e Hinf IJ y la eiectroforesis de
las mismas dié como resultado la observacidn de bandas de DNA
repetido en ambas esvecies (Fig. §).

En 7. so0iiun se observé un menor ndmero de bandas que en
7. saginata} en la digestidn con 1a enzima Eco R1 se observé
una banda de (5500 pb, con la enzima Hind 1I1 se observé una
banda de alrededor de 5400 pb, y Bn la digestidn con Xba 1 se
observaron tres bandas, de 5000 pb, de 4500 pb y 4000 pb. El
patrén de digest1édn del DNA con el resto de las enzimas
utilizadas no presentd ningdn patrdn de bandeo (Cuadro IV).

Cuando se digirieron mayeres cantidades de DNA <! xg) de
T. soliuw se observé un mayor numero de bandas. Las bandas

encontradas no fueron observadas en las digestiones con menor

38



cantidad de DNA. En la digestidn con la enzima Hind [I1  las
bandas presentes fueron de 15300 pb, 3500 pb y 2600 pb
aproximadamente y para la enzima Hae 111 el tamafp de las
bandas fud alrededor de 15500 pb, 2800 pb y 1600 pb {(Cuadro

IV y Fig. &).

CUADRO IV,BANDAS DE DNA REPETIDO ENCONTRADAS EN LOS GENGHAS
DE 7. 50lium Y T. saginata CON GSIETE ENZIMAS DE
RESTRICCION DIFERENTES.

ENZIMAS BANDAS DX DNA REPEKTIDO BANDAR DZ DMA REFMKTIDO
pE T. wolium. DT ¥. saginale
200 ng 700 & 1000ng 700 ng 700 & 41000 ng
Eco RMI 14800 pb Kk 18000 pb 1]
Dam HX - - - -
Hind 11X 5400 pb 15500 pb 6000 pb -
300 pb n400 pb
2000 pb
Hba I 8000 pb - 5000 pb -
4500 pb 4000 pb
4000 pb ass5c pb
xho I - L2 - s
Hae IIY - 15500 pb - SO0 pb
2ec0 pb
1c00 pb
"inf 1 - - - <400 pb
1800 pb
¥% No @ee reclizaron digeationes con edtan anzimas.

En las digestiones de 200 ng DONA de 7. sagrnata se
observaron bandas de DNA repetido con las enzimas Eco RI,
Hind I1l y Xba I. En la digestion con Eco RI s observd una

banda de aproximadamente {3000 pb, con Hind 11l se obtuvieron
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2 tandas de bDNA repetido una de alradedor de &00Q pb y la
ot-a de 5400 ph. Con xba I se abservaron 3 bandas de
alrededor de S000 pb, 4000 pb y 38350 pb (Cuadro IV). Con las

enzimas restantes no se observd ninguna banda.

Cuande se digiricron 700 ng & 1 ug de DNA  se observaron
anicamente tres bandast una con la enzima Hae III de
al~ededor de 6900 pb y dos con la enzima Hinf 1 de 4400 pb vy
180¢ pb aproximadamente (Cuadro IV, Fig. 7 y 8). Con el resto
de las enzimas no se lograron ohservar bandas por exceso de
DMA. Para comprobar estos resultados &l experimento  fué
repetido tres veces y el patrédn de digestion fué el mismo aen

todos los casos.

Fara descartar la pusibilidad de gque éstas SsSecuencias
repetidas encontradas fueran genes ribosomales y tomande en
consideracion que éstos genes se encuentran muy conservados
entre diferentes especies, se hicieron hibridaciones de DNA
de ambas especi®s con clanas de genes ribosomales de
Trypanosoma cruzi. l.os gen=2s se encontraban insertados en el
vector pUCI8B vy las clenas utilizadas fueron tres: 1la pRTCBI
que contenfia parte del gen ribosomal 245 3, el S2 y el 54, 1la
sRTC20 que contenf{a cas: completo &l gen ribosomal 188 y la
pRTC42 que contenia a tres gehes ribogomales el 245 a, el 83

y el 51.
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Las clonas fueron marcadas con dATP  5¢ (a-P"%) par el
método de “nick translation” obteniendc diferentes valores de
marcaje. Para el caso de la clona pRTCB1 e1 valor obtenido
fué de 9325.7 CPM, para la clona pRTCZ0 fué de 8130 CPM vy
para la clona pRTC4Z2 fué de 320958 CPM. En los tres casos el
marcaje fué bueno para llevar a cabo la hibridacién.

El DNA de 7. saginata (I ug) sometido a electroforesis
(Fig. 7) fué transferido a una membrana de nitroceluiosa y se
lievéd a cabo la hibridacién con la clona pRTCBY marcada. La
membrana de nitrocelulosa se autoradicgrafd en una placa
fotografica durante 48 h a -70°C. La placa fué luego
revelada, encontréndose bandas de hibridacidén. Al comparar
con la foto del gel tomada antes de la transferencia, ninguna
de las bandas de hibridacién presentd una posicién igual a 1a
de las bandas de DNA repetido (Fig. 9.

lLas bandas de hibridacidn gue se observaron fueron tres,
gue correspondieron a las enzimas Bam HI, Hae {IIl e Hinf I.
Para Hind 111 y Xba I no se observd ninguna banda sdélo un
barrido en la parte superior de cada carril gque también se
cbservé para el DNA digerido con Bam HI.

Para Bam HI la banda de hibridacién correspondid a un
peso molecular de 1550 pb, para Hae I1I1 se observé una banda
de peso molecular de 500 y para Hinf [ se cbtuvo una banda de

alrededor de 1000 pb (Cuadro V).
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CuUADRD V. COMPARACION DEL NUMERO DE #ARES DE BASES DE LAS
BANDAS DE DNA REPETIDOD DE 7. sagirata CON LAS
BANDAS DE LDS GENES RIBDSOMALES (clona pRTCBL).

ENZIMAR BANDAE DE DNA REKPETIDO EN SANDAR DE HIBRRIDACION
T. weaginala CON GENEA RIBOSOMALKSR
Bam HBHI - 1300 pb
Hind 11 - -
Xba X - -
Has IIX SO00 pb - da 300G pb
Hinf X 4400 pb 1000 pb
1800 pb

El DNA (700 ng) de 7. saginata sometido a electroforesis
(Fig. 8) fué transferido a una membrana de nitrocelulosa y se
hibridsé con el DNA de los genes ribosomales de las clonas
pRYC2Q0 y pRTC42, Lta autoradiografia del mismn se realizé
durante 24 h a ~70°C.

Se obtuvieron S bandas de hibridacién bien definidas, una
en @]l DNA digerido con la enzima Hind 111, de aproximadamente
3000 pb, dos para el DNA digerido con Hae 111 de
aproximadamdente 1000 pb y S00 pb y dos para el DNA digerido
con Hin{ ! de un peso wmolecular aproximado de 1200 pb vy
1000 pb. Para las digestiones con Bam HI y Xba I se observd
ur barrido en la parte superior del gel pero ninguna banda
(Cuadro v1, Fig. 10}, .

Las bandas de hibridaciéon observsdas s8 compararon con la

posicisn de las bandas de DNA repetido. La posicién de las
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bandas de hibridacién no correspondid en ningGn caso a la

posicidn de las secuencias repetidas.

CUADRRO VI. COMPARACION DEL NUMERQ DE PARES DE BASES DE
L.AS BANDAS REFETIDAS DEL DNA DE 7. sagiwmata CON
{AS BANDAS DE HIBRIDACIDN UE LUS GENES RIBGSOMALES
(clonas pRTC20 y pRICS2).

ANZIMAS BANDAS DE DNA REPETIDO EN BANDAEX DX  HIBRIDACION
. saginata CON OENEES RIBOSOMALES
sam HX - -
mind XTI - 2000 pb
Xoa I - -
Raa 11T 00 pb 00 pb
B00 pb
Bint I 4400 pb 1200 pb
1800 pb 1000 pb

Por Gltimo, se 1levd a cabo una hibridacidén de)l DNA de 7.
solium transferido a una membrana de nitrocelulosa, con la
misma sonda de genes ribosomales pRIC20 y PpRTCAZ empleada
para la hibridacién con T. saginata. La autoradiografia de la
misma se realizé durante 48 h, vya que a las 24 h de
expasicién no se legré detectar ninguna banda. Se encontraron
tres bandas de hibridacidén un pocn tenues= que al comparar con
la posiciéh de las handas de DHA repetido del gal ne
correspondieron a estas Gltimas (Fig. 11, una banda para el
DNA digerido con Hind I1I de alrededor de 700pb, una para el
DNA digerido con Xba 1 de 1200 pb y otra mas para el DNA

digerido con Hae Ill de aproximadamente 400 ph.. Para -las
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digestiones con Bam RHI, Xbta 1 e Hinf 1 se ubservd un barride

en la parte superior del gel <(Cuadro VII).

CUADRO VII. COMPARACION DEL  RUMERO DE PRRES DE BASES DE LAS
BANDAS DE DNA  REPETIDQ DE 7. solium UDN
tAs DE HIBRIDBACION DE L0OS GENES RIBOSOMALES
(clonas pRTC20 y pRTC42).

ENZIMAS BANDAS DK DNA REPETIDO EN BANDAS DE HINRIDACION
. aolium CON OENES RIBOSONALYIS.

sam HX - -

Hind TI1 15300 pb 700 pb

IBOO0  pb
ZeO0 pb

Xba X 4300 pb 1200 pb

<000 pb

Hoe XIY 13300 pb 400 pb

2800 pb
1000 pb
| IGU § - -
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Fig, . Eloctroforesvs en  un gel de agarcss O.0% de 1 g DNA

ds T. solium  digeride con diforentes onzimag da rosiriccidn.
Los carriles t y ? correapondan al merzadsr da peso
molecylar,
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Fig. 7. Electroforesin on un gol de agaross 0. 9% de

digastiones da 1ug de DNA de 7. F3agivara  con ] dilarenies
anzimas. Los <carrilas 21y 7 corrasponden al  marcador de powo
molecular.
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V. DISCURION Y CONCLUSIONES

£l objetivo de esta tesis fud demostrar la presencia de
secuenciay repetides en el DNA de 7. solium y T. saginata.
Para ello se digirieron varias muestras de DNA con diferentes
enzimas de restriceidn. Se encontraron bandas de UNA repetido
en ambas especies, aungue el ndmero de bandas varid segun la
pspecie y la cantidad de DNA que fuéd digerido.

FPara e} caso de 7. selrum se observd un menor numero  de
bandag cuando se digirieran 200 ng de OMA gue cuando se
digirieron 700 ng o 1000 ng.

En cambio, en el caso de ?. saginata cuando se digirid
menor cantidad de DNA (200 ng) se observé un mayor ngmero  de
bandas gue cuando fué digerida una mayor cantidad (700 ng o
1000 ng). Estos resultados se presentaron con las encimas que
dieron un patrén de digestidn con tragmentas de DNA de pesas
moleculares grandes (Hind 111 y Xba 1), de tal manera, gue al
digerir mayores cantidades de DNA y llevar a cabo la
eglectrofaresis s tuvd un  adceso del mismo por carril,
enmascaranda a las bandas 2 impidiendo asi ser distinguidas.
Por otro lado, cton las enzimas que dieron un patrén de
digestion con fragmentos de ONA  de pesos moleculares  mas
pequelns (Hae Il e Hinf 1) se lograron obsarvar bandas gque
con menor cantidad de DNA (200 ng) no fe vieron. Ello se debe
probablemente a gue las secuencias observadas con  estas

enzimas estan repetidas un menor ndmero de veces y por lo
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tanto se requiére mayor cantidad de DNA digerida para poder
ser vistas. Ademas, el hecho de gue estas enzimas den
fragmentos de DA digerido de pesos mpleculares en su mayoria
pequefios sevita gue se acumule un excoso de ONA en la parte
superior del carril observandaose asi  las bandas de DNA
repetida.

Para descartar la paosibilidad de gue las secuencias
repetidas encontradas fueran genes ribosomales, se lleva a
caba la transferenzia de UNA de ambas especies a papel de
mtrocelulosa por el método de Southern y se hibridd contra
genes rribosomales de 7. cruzi. La posicidn de las bandas de
hibridacidn encontradas en las dos e@species no correspondid
en ningén casa a la posicidén dg las bandas dae  OMA repetido
obgervadas.

Sin embarge, combd 2n los geles gque fueron utilizados para
la transferencia se colocd mayor cantidad de ONA y comb ya se
menciond con anterioridad en #1 caso de 7. sagirata, no s@
iograron observar bandas vistas con menar cantidad de DRA, en
este caso ho s pudo descartar la posibilidad de que Llas
bandas correspondieran a genes ribosomales. En laes resul tadas
de las hibridaciones se observd un barrida en la parte
superior de cada carril con las enzimas bam HI, Hing TIl vy
Xba 1. S5in embargo, para 2} caso de la digestidn del OMA  de
T. sagirnata coh Bam H{ y la hibridacidn con 1a clona pRICHL,
por abajo de la zona del barrido se abservé una banda de

hibridacién de aprovimadamente 1500 pb y en &l caso de 12
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digestién con Hind III y la mibridacion con las clonas pRTC20
y PRTC42 también se observéd ademas del barrido una banda de

3000 pb,

En las hibridaciones de las clonas pRTC20 y pRTC42 contra
DNA de T. solium las bandas obtenidas fueron muy tenues
debido a que el tiempo de vida media del p ya habia
disminuido.

Los resultados obtenidos indican claramente que las
bandas de secuencias repetidas observadas en las digestiones
de 700 ng ¢ 1000 ng de DNA de ambas especles No  corresponden
a genes ribosomales. Por otro lado también corroboran el
hecho de gue los genes ribosomales estdn muy conservados
entre especies distantes, ya que se observa hibridacién y por
tanto homologlia entre DNA de especies filogenéticamante
lejanas. Probablemente si se empleara una sonda de genes
ribosomales de una especie filogendticamente mas cercana a
las tenias se podria observar mayor ntmerc de bandas de
hibridacidn.

Si 1las secuencias repatidas encontradas hubieran
correspondide a genes ribosomales se podrian caracterizar
para encontrar alguna regién no codificante que difiriera
entre una especie y otra y nos permitiera obtener una sonda
para diagnéstico diferencial entre 7. solium y 7. saqinaga.
£l empleo de regiones no transcritas de genes ribosomales

como sondas para diagndstico ya se ha utilizado para

54



Schistosoma haematobium, en la que se utilizan estas regiones
como sonda para distinguir dicha especie de otras del mismo
génern (Walker, y col, {986).

£l tamaMo de las secuencias repetidas encontradas en 7.
solium y I. sagipata osciléd entre las 1600 vy 15500 pb
aproximadamente. Comparando o) tamafNo de las bandas entre las
dos especies se encontrd un patrdén de digestidn semejante con
algunas enzimas! en la digestidn con Xba I se obzervaron tres
bandas de tamaflos parecidos cuando se digirieron 200 ng, va
que pare /. s50liumw los temaffos de las bandas fueron alrededor
de 5000 pb, 4500 pb y 4000 pb, y para 7, saginata los tamafos
fueron de aproximadamente S000 phb, 4000 pb y 3IBSO  pb.
Asimismo, en ambas especies en la digestidn con Hind 111 se
presentd una banda de alrededor de 5400 pb. Con el resto de
las enzimas ninguna de las bandas observadas es similar en
cuanty a tamaffo entre las dos especies.

Con respecto & secuencias repetidas compartidas por
especies, en cetidceos se han realizado estudios en los que se
digirié DNA de diferentes familias y se encontrd una banda de
DNA repetido que presentaba un tamafMo muy semejante entre las
diferentes esperies. Al  analizarla se deterniné que esta
secuencia era compartida por varias especies que pertenecian
a familias diferentes (Arnason, 1982 y Arnason y col, {984).
Esto sugiere que T. solium y 7. saginata, gque pertenecen a la
misma familia e incluso al mismo género, pudieran compartir

secuencias repetidas como las encontradas en posiciones
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seme jantes en la digestidn con las mismas enzimas.

E!l emplen de secuencias repetidas como sondas en  métodos
diagnésticos ha sido aplicado en difergntes parasitosis.
Murray y col. (1988} clonaron una secuencia repatida del DNA
de Onchocerca armillata capaz de detectar una sola larva vy
que no presentaba una hibridacién cruzada significativa con
e] DNA gendmico total de otras especies del mismo género.
Holmberg y col. (1986) emplearon una secuencia repetida del
DNA de Plaseodrius falciparum como sonda para identificar en
muestras de sangre personas infectadas por este pariasito.

Lo anterior implica gue las secuencias repetidas de 7.
solium y 7. saginata que presentan tamafios diferentes en la
digestiédn con las mismas enzimas, podrian ser analizadas para
su posible uso como sonda en un  método diagnédstico gque
permita diferenciar los huevos de ambas especips ademis de

dar una alta sensibilidad dade su repetitividad en el genoma.
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VIl. ANEXODS

~ pmortiguadaor de glucidn. #Acetata de amonio

0.5 My EDTA 1 mM {pH 8.0},

- Azul de bromofenclt &X. Azul  de bromofenol
0.25%, glicerol 30% diluide en agua (se calentd un poace el

glicerol para gque sg megzclara mejor conf el aguald.

- Bromuro do Etidio (10 mg/ml}. Se agreqd ! g de
bBromuro de etidio a 100 m1 de agua destilads, colocandose
gsobre un agitador magnético 3 h hasta gque estuveo totalmente
disueltao y 1 frasco que lo contenla se envolvid con papel
aluminio para protegerlic de la luz a 4+C. El bromuro de etdio
2% una substarcia extremadamente mutagénica por 1o que s

doben usar guantes y mascarilla cuando se estd manejando.

- Liquido do centellen. 4 100 ml de metanol se
agregaron &0 g de naftaleno, 4 g de PPO y 20 ml  de

etilenglical, se mezcléd vy s aford a { & con dioxeno.

~ Sephadex 8-80, A 2850 ml de TE (pH 8,00 se
agregaron 30 ¢ de Sephadex G 50 y se calentd a &5°C 2 horas y
se dejs enfriar. £1 sobrenadante se decantsd y fué reemplazada

con un volumen igual de TE (ph 8.0).
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~ Solucidn amortiguadors para "nick
translation". 0.5 M Tris-Cl (pH 7.2), O.1M MgSO4, tmM de
ditiotreitol y 500 pg/ml de alblmina sérica de bovino (ESA

Fraccion V), se guardd a -—2G°C,

- Solucién de Denhardt S0X. 5 g de Ficoll, 5 g de
polivinilpirrelidona, $ g de albdmina sérica de bovino

fraccion V y 500 ml de agua.

- Splucion desnaturalizante. HaCl 1.& ™My NaUH

- Solucidn de hibridagién. SSC X, EDTA 0.01 M, S
mi de solucién benhardt 5X, SDS O.3% y 13 sanda ge ALN

22
marcado con P .

- Solucidn neutralizante. Tris-Cl 1 M (pH B8.0r vy

NaCl 1.5 M.

- Solucién de prehibridacién. Sulfato dodecil de

sodio (SDS) 0,5%, 655C &6X, 5 ml de solucién benhardt Sx,

- SDB 10%. 100 g de dodecil sulfato de scoi10 se
agregaron a Y00 ml de agua y se calentd a 68°C para facilitar
su  disoalucidn, &1 pH se ajustéd a 7.2 agreganago HCL

concentrado y finalmente se aforé a 1 &,
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- §8C 20X, 175.3 g de Matl vy B8.2 g de
crtrato de sodio, se aforéd a 1} ¢ con agua destilada y el pit

g2 ajustd a 7.¢ cen una solucidn de Nadh 1OM.

- TAE 50X, 242 g de Tris—-base,57.1 ml de Acide

acético glacial, 100 ml de EDTA G.5 M (pH 8.0).

- THE 10X. 108 g de Tris-base, 55 g de Acido
borico y Z0 ml de EDTA 0,05 M (pH B.O), se aford a ¢ con agua

destilada.
- TE (pH 7.4}, Tris hidroximetil amincmetano
hidroxicloride 1iris-HCl) i0 mit (pH 7.0) y Acido

etilendiamine tetracético (EDTA) 1 mM (pH 8.0).

- TES, Sacarosa al 8%, Tritén X-100 0.5%, EDTA 50

mt4 (pH 8,0 y Tris-Cl (pH 8.0},
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