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•••ux.. 
El. ant1geno e (AgB) ea l.a prote1na inmunodominante en l.a 

ci•ticercoaia humana y porcina. Estudios de inmunofl.uoreacencia, 
in..unoperoxidaaa indirecta y de cul.tivo J.n ~ de ciaticercoa 
entero• han augerido que este ant1geno es sintetizado en l.as 
c6l.ul.a• aubtegumental.es del. cisticerco y secretado a l.a interfase 
hu6•p•d-parAaito. otra serie de resul.tadoa han mostrado que el. AgB 
se une a col.Agena y al. C1q del. compl.emento, inhibiendo au acti
vaci6n. Eatoa datoa, augieren que el. AgB juega un papel. rel.evante 
en l.a rel.aci6n hu6aped-ciaticerco. 

El. AgB fue purificado de un extracto crudo de cisticercos de 
Taeni• •ol.iwa, aprovechando su afinidad por col.Agena. Se consigui6 
una secuencia parcial. de aminoAcidoa (LSLQTQLQXLQMDYDNLQ) a partir 
de un fragmento de 55 kDa, obtenido por digeati6n del. AgB con 
tripaina. La secuencia QllDYDJI fue escogida para diaeftar una mezcl.a 
de ol.igonucl.e6tidoa que ae ua6 como sonda para aial.ar el. gen del. 
AgB por tamizaje de bibl.iotecaa de cDNA de cisticerco• de ~ 
agl.iyw. Se aial.6 una cl.ona con un inserto de 3. 6 JCb que fue 
caracterizada y secuenciada en M13 por el. m6todo de terminaci6n de 
cadena• con di-deoxinucl.e6tidoa. La aecuencia de aminoAcidoa 
deducida a partir de l.a aecuencia de nucl.e6tidoa ea 75• hom61oga 
con l.a secuencia de l.a paramio•ina del. Schiatgapma managni. Otros 
anAl.iaia de l.a secuencia de prote1na demueatran que el. AgB •• l.a 
paramiosina de ~ aol.ium. La regi6n codificadora compl.eta del. AgB 
ae aubcl.on6 y exprea6 como prote1na de fuai6n con una prote1na que 
une a mal.toaa, usando como vector al. pl.6amido pMaJ.-c. Prueba• de 
in..unoel.ectrotranaferencia mostraron que l.a prote1na recombinante 
ea reconocida por anticuerpo• anti-AgB. Asimiamo, l.a prote1na 
recoabinante presenta l.a propiedad de unirse a col.Agana y al. C1q, 
caracter1atica de J.a prote1na natural.. An61isis de tipo Southern 
indican que el. gen del. AgB tiene una sol.a copia en el. genoma de ~ 
agl.iu•· 
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Antigen B (AgB) ia an inmunodominant protein in human and 
porcina cy•ticarco•ia. Data from immunofl.uoraacence, 
illlJllunoparoxida•• and J.n ~ cultura, •ugga•t that AgB ia 
•ynthaaizad by tagumentary cyton• of tha cyat. AgB binda ciq and 
inhibita the function of the compJ.ement cascada at tha C1 step, 
augg••ting that it p1ay• a reJ.evant rol.e for tha aurviva1 of 
cyaticerci in th• ho•t ti••u••· 

AgB waa iaoJ.atad from a cruda extract of ~ ao1ium cyaticerci 
by it'• affinity to co1J.aqen. Th• partiaJ. amino acid aequence 
LSLQTQLQXLQMDYDNLQ wa• obtain•d from a 55 kDa paptida obtained by 
dig••tion of AgB with tryp•in. The aequence QMDYDN wa• ael.acted to 
deaign a dagenerated aynthetic oJ.iqonucJ.eotida• for the acreening 
of a cDNA J.ibrary of ~ •pl.ium cyata. A 3.6 kb clone wa• obtained, 
characterized and ••quencad in M13 by th• dideoxy chain-termination 
nathod. An ainql.• open raading-fram• encoding a protein of 863 
amino acid reaidu•• wa• found. Th• pradicted tran•J.atJ.o.n product ia 
75t homol.ogou• with Scbi•toapma man•oni paramyoain and rigorousJ.y 
fo11ow• the 7/28 heptad-repaat•d atructura characteri•tic of a
ha1ica1 coiJ.-coiJ.ed protein•· Wa concl.ude that AgB i• the 
paramyoain of ~ agl.i,UJD. Th• compJ.eta TPmy coding region waa 
•ubc1onad for expr•••ion •• a fU•ion product with a maJ.to•e-binding 
protein into th• bacteria]. vector pMaJ.-c (N•w EngJ.and Biol.aba). 
R•combinant AgB i• recognized by •pecific antibodi•• to AgB, binda 
to coJ.J.agen and CJ.q and inhibit• c1 function. south•rn ana1ysia 
uaing ganomic DNA of ~ •ol.ium indicate• that AgB i• ancoded by a 
aing1e-copy gene. 
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%. %1ft'aODUCC%O• 

La tenia•i•/ci•ticerco•i• causada por Taenia aol.ium ea un 
••rio problema de aal.ud pQbl.ica, y de econom1a en el. mercado • 
indu•tria de al.imentoa el.aboradoa con carne de porcino• en al.quno• 
pai••• d• Arrica, A•ia y América Latina, entre l.o• que •• encuentra 
M6xico. 

1. BZOLOGZA DE Taenia apl.iym. 

a) c~o1o de Y~da ~ aorro109~• (Fig. 1). 
El. hombre y el. cerdo adquieren l.a ci•ticerco•i• al. ingerir 

h•c•• y al.iaento• contaainado• con huevecil.l.o• d• %· •o1iu•• Lo• 
huavacil.l.o• •on ••r6rico• midan de 30-45 um d• di6matro y ••tAn 
roraado• por una ••ri• da ~nvol.tura• qua po•ibil.itan l.a 
•uparvivencia del. embri6n hexacanto en el. medio ambiente (Lacl.ette 
~ Ü•, 1982) (Fig. 2). La envoltura m6• externa •• una capa 
cel.ul.ar danoainada vital.o ••guida hacia •1 interior por •1 
aabri6roro ••triado, con•titu1do por una ••ri• d• bl.oqua• proteico• 
unido• entre •1 por una prot•1na cemantante • La envoltura •4• 
interna •• l.a membrana onco•reral. que envuelve diractaaenta a l.a 
onco•rera o eabri6n hexacanto. El. aabri6n po••• un coapl.ajo 
muacul.ar que opera 1o• 3 par•• da gancho•, un par de gl.6ndu1a• que 
1• ayudan a penetrar en l.o• tejido• dal. hu6•p•d y c61u1a• 
qerainativa• a partir de l.aa cual.•• •• de•arro11ar6 el. ciaticarco. 
Cabe mencionar que aunque el. cerdo •• •1 principal. hu6•P•d 
interaadiario de %· •ol.iym, otra• ••pecie• como el. parro, jabal.1, 
mono• (Mazzotti ñ Ü•, 1965 Fl.oraa-Barroeta y Birano, 1965), 
incluyendo al. hombre, puedan también aer infectado•. 

cuando •1 huevecil.l.o ea inqerido por el. hu6•p•d humano o 
porcino, l.a• enzima• protaol.1tica• y l.aa aal.e• biliar•• del. tracto 
dig••tivo degradan al. ambri6roro y proveen l.a ••ftal. para l.a 
activaci6n da l.a onco•rera (Sil.verman, 1954; Lacl.ett• ñ Al.·, 
1982). Al. d••intaqrar•• el. embri6roro en •1 duodeno, •• l.ibera l.a 
onco•rera que penetra l.a pared intestinal. ayudada por •u• gancho• 
y aecracione• 11tica•, haata alcanzar capilar•• •anqu1neo• a trav6• 
d• l.o• cual.a• •• tran•portada a diferente• tejido• del. cuerpo, coao 
al. aubcQtaneo, muacul.ar, nervio•o, etc. Aunque •• d••conocan mucho• 
avento• d••pu6• da l.a penatraci6n de l.aa onco•rera•, •• •abe que •1 
aabri6n requiere al. menoa 10 ••manas para convertir•• en ciaticerco 
(Yo•hino, 1933 a, b, c). 

El. ci•ticarco d• %· •ol.iym puada sobrevivir por vario• afta• en 
al. tejido d•l. hu6aped intermediario (Hird y PUl.l.en, 1979). El. 
ciaticerco (Fig. 3) ••t6 rormado por una ve•1cul.a tran•l.Ocida 
redonda u ovoide que mide o. s-2 cm d• diam6tro con un ••c61•x 
invaginado y opaco que viato al. micro•copio da l.uz po••• 4 vento••• 
y un ro•t•l.o con una dobl.e corona de ganchoa."La cara externa del.a 
pared ve•icul.ar •• un taqumento con ••tructura• digitiforw•• 
d•noainada• aicrotrica•, l.a• cual.•• aumentan l.a •uperficie 
(Ramirez-Bon ~ Ü• , 1982) • E• a trav6• de esta membrana que ocurra 
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r:l.gura 1 • Cicl. o de vida de '.l'.· sol.ium. 



:rt.911ra 2. Micrograf.1a electrónica de barrido de un huevecillo de .'.!'.· 
aoliym. E: embri6foro, o: oncosfera, G: ganchos oncosferalea 
(tomada de Laclette ~., 1982). 
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5mm 

A 

•~vura 3. El. cisticerco de :;r_._ aol.iym. A: Xl.ustraci6n esquemAtica de 
1a l.arva entera: E: esc6l.ex, e: cana1 espiral., V: espacio 
veatibu1ar, P: pared veatibu1ar y Pv: Pared vesicular. a: 
Microqraf .f.a 6ptica de un corte de l.a pared vesicular de1 cisticerco 
de :¡:. sol.ium: M: microvel.l.oaidadea, T: tegumento, e: citones 
subtegumenta1es, Mu: müscul.o, en: canal. y ce: cél.ul.a formadora de 
canal.. 
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el. intercambio metab6l.ico e inmunol.6qico entre el. hu6aped y el. 
par6aito. 

El. cicl.o ae compl.eta cuando el. cisticerco ea ingerido por el. 
ser humano al. comer carne de cerdo infectado. Nuevamente l.as 
enzima• y l.aa •al.ea bil.iarea del. aparato digestivo inducen l.a 
activación del. parAaito, que evagina y •• adhiere en l.a pared del. 
intestino del.gado, para desarrol.l.arse en un gusano adul.to en 
aproximadamente 4 meses. El. adul.to de _:r. spl.ium, comllnmente l.l.amado 
aol.itaria e• un c6atodo hermafrodita que vive hasta 25 aftos •n •l. 
intestino d•l.qado del. hombre (Asada, ñ Jll.., 1956). se al.imanta del. 
contenido intestinal. del. hu6sped y carece de tracto diqeativo por 
l.o que l.a captaci6n de al.imanto ae l.l.eva a cabo a trav6a del. 
tegumento. Cabe hacer notar que el. hombre ea el. llnico hu6ap•d 
definitivo de 7. aol.iµm. 

La tenia adul.ta •• un gusano l.argo de col.ar bl.anco l.echoao y 
cuerpo apl.anado que mide 1.5-5 m, aunque ocasional.mente al.canza l.oa 
8 m. Su cuerpo •• divide en 3 regiones: eac6l.ex, cuel.l.o y 
eatr6bil.o. El. eac6l.ex que mide al.rededor d• 1 mm d• di6metro (Fiq. 
4), poa•• 4 vento••• y un roatel.o armado con una dobl.• corona de 
qanchoa. El. nQmero de gancho• roatel.area puede variar entre 22 y 
33; au tamafto promedio ea de 165 ± 5 um de l.ongitud (Verater, 
1969). El. cuel.l.o ea corto, sin aeqmentacione• y de menor di6metro 
que el. . eac6l.ex. El. eatr6bil.o consta de una serie de segmento& 
fusionados denominados proql.6tidoa. Loa proql.6tidoa m6a cercanos al. 
cuel.l.o aon l.o• m6a jovenes • indiferenciados. Hacia l.a parte media 
del. eatr6bil.o ••encuentran l.oa proql.6tidoa maduro• (Fiq. 5), que 
aon corto• y que contienen l.oa teat1cul.oa y un ovario tril.obul.ado 
(Asada, ~AJ.., 1956). Al. final. del. eatr6bil.o ••encuentran l.oa 
proql.6tido• gr6vidoa que aon m6a l.argoa que ancho• (7-12 mm d• 
l.ongitud y 5-6 mm de ancho) con el. saco uterino central. qua 
preaerita 7-13 ramificaciones l.ateral.ea repl.etaa de huevecil.l.oa. Lo• 
proql.6tidoa gr6vidoa que contienen al.rededor de 50, ooo huevecil.l.oa, 
cada uno, •• desprenden del. quaano adul.to y son l.l.evado• en l.aa 
heces hacia el. exterior en un promedio de 4-5 por d1a (Al.uja et al. 
1987). En •l. medio ambiente, l.a deacompoaici6n de l.oa proql.6tidoa 
gr6vido• l.ibera l.oa huevecil.l.oa que pueden contaminar aquaa, auel.oa 
y al.imanto&. La primera expul.ai6n de proql.6tidoa general.mente 
ocurre entre l.oa 62-72 d1a• deapu6a de haber ingerido un 
cisticerco. 

2. IMPORTANCIA DE LA TEHIASIS/CISTICERCOSIS EH MEXICO. 

a)"C:lat::loerooa:l• 
La. ci•ticerco•i• humana ea importante en M6xico debido a au 

al.ta preval.encia y a l.a severidad de su• manifeatacion•• cl.1nicaa. 
Estudios inmunol.6qicoa han ••timado que al.rededor del. 1• de l.a 
pobl.aci6n en M6xico tiene anticuerpos circul.antes anti-cisticerco 
(Woodhouae, ~AJ.., 1982; Larral.de, 1991, comunicación personal.). 
Por otro l.ado, estudios de autopsi .. real.izada& en difarentea 
centro• hospital.ario• del. pa1a han reportado una· frecuencia d• 
neurociaticercoaia de 0.13 a 3.6• en ••ri•• de autopsia• (Lombardo 
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:ri.91&1"• c. Micrograf.f.a e1ectr6nica de barrido de 
evaginado de ~. so1iym. v: ventosas, G: ganchos, R: 
e: cue11o (cortes.f.a de1 Dr. Juan Pedro Lac1ette). 

un cisticerco 
roate1o, 



... . -.;~:·.·-.... . ... . . . ·~· ..... . :••.:o •a M • ••• • 

•~9Ur• s. Z1ustraci6n esquématica de un prog16tido mostrando e1 
aparato reproductor de ~- sg1ium. A: atrio genita1, 
D: dueto genita1, o: ovario tri1obu1ado, T: test1cu1os, 
V: vagina, U: Otero. 
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~AJ,.., 1982). Las manifestaciones del.a neurocisticercosis son 
variabl.es, y dependen de l.a l.ocal.izaci6n de l.os cisticercos en el. 
sistema nervioso central.. La neurocisticercosis puede ser 
asintomática o bien provocar al.teraciones severas que afectan l.a 
vida de l.os pacientes e incl.uso pueden causar l.a muerte (Lombardo 
~ A.l.·, 1982; Sotel.o ~AJ,.., 1985; Estaf\ol. §:t.. SlJ..., 1986; Earnest ~ 
Al.- • 1987) • 

En México, l.a neurocisticercosis humana causa un qasto 
econ6mica considerabl.e en l.a atenci6n de 1os pacientes 
(Ve1asco-su&rez ~ Al.., 1982). Además, l.a enfermedad tiene 
importancia desde el. punto de vista socia1 y econ6mico, debido a 
que el. 75t de l.os pacientes con neurocisticercosis se encuentran en 
edades productivas y estan frecuentemente incapacitado• para 
trabajar. Los costos para el. cuidado m6dico ta1e• como 
hoapital.ización, quimioterapia, neurociruqi:a y tomoqraf.f:a axia1 
computarizada, mostraron que durante 1986 se qastaron en M6xico 
14. 5 mil.1ones de dol.6res para tratar so1amente 2700 casos nuevos de 
neurocisticercosis (Fl.isser, 1988). 

La cisticercosis en cerdos causa considerabl.e• p6rdida• 
econ6micas, por ejempl.o, en el. afto de 1980 l.a ciaticerco•i• 
porcina produjo pérdidas de m6s de 43 mil.J.ones de dol.6re• por 
decomisos de cerdos en l.os rastros, J.o que representó el. 
equival.ente al. 6&.st del. total. de l.a inversi6n en l.a producción de 
cerdo• (Acevedo, 1989). 

b) Ten:laa:la. 
La teniasis es l.a enfermedad causada por l.os qusanos adul.tos 

del. q6nero Taenia. La teniasis en humanos puede ser causada por 1os 
adu1tos de ~. so1ium o ~. saginata, mientras que otros anima1es, 
eapecia1mente perros, son hu6spedes definitivo• para varia• otra• 
eapecies de t6nidos ta1es como ~. hydatigena, :¡:. ~ y %..... 
pi•iformia (Gemme11 ~AJ.., 1985). La preva1encia de 1a teniaaia 
por :¡:. so1ium y T. saginata en pob1aci6n abierta en M6xico es de 
1.s2t (Tay et ai., 1976; oi:az, ~ .51.l.., 1989). En a1qunos estudios 
se han citado preva1encias que osci1an entre o.1t para e1 estado de 
Nuevo León a 4.5t para e1 estado de Hida190 (Tay ~. 1976). 

La teniasia es una infección que produce poco o ninq'lln 
prob1ema de aal.ud, l.oa si:ntomas que se han descrito aon inaomnio, 
anorexia, o bu1imia, pérdida de peso y a1qunos trastornos 
abdomina1ea 1iqeroa (Sou1sby, 1982). Sin embargo, su importancia 
radica en que l.oa individuos teniásicos son focos de i.nfecci6n para 
e1l.oa miamos y para l.oa humanos y anima1es que viven a au 
a1rededor. Por ajempl.o, en un estudio epidemiol.óqico raa1izado en 
una comunidad de Sina1oa, se encontró un 12t de seropoaitividad 
q1obal., que aumentó al. sot en famil.iares y otros individuos qua 
viven cerca de J.oa portadores de tenia adul.ta (D.f:az-camacho ~ Jll.., 
1989). 

3. DJ:AGNOSTJ:CO. 
varios m6todos han sido util.izados en el. diaqn6atii:::o de l.a 

neurocisticercosis humana. Métodos imaqenol.6qicoa como l.a tomo
qraf 1a axial. computarizada (TAC) y J.a resonancia maqnética nuc1ear 
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(RMN) han mostrado ser muy efectivos para 1a 1oca1ización e 
identificación de1 parásito. Estos métodos junto con 1a eva1uación 
c11nica y 1os resu1tados de 1as pruebas inmuno1ógicas, han resue1to 
razonab1emente e1 diagnóstico hospita1ario de 1a cisticercosis. 

Sin embargo, una de 1as necesidades actua1es es 1a de obtener 
componentes (prote1nas, DNA o RNA) especie-espec1ficos para e1 
desarro11o de métodos de uso más amp1io para definir 1as áreas 
endémicas, detectar anima1es infectados que van a ser sacrificados 
en 1os rastros, as1 como para 1a diferenciación entre adu1tos y 
hueveci11os de ~- solium y :L. saginata. 

Entre los métodos inmunológicos que se han uti1izado para e1 
diagnóstico de 1a cisticercosis se encuentran e1 ensayo 
inmunoenzim6tico (ELXSA), 1a inmunoe1ectrotransferencia (XET), 1a 
inmunoe1ectroforesis (XEF), 1a hemag1utinación indirecta (HI), 1a 
inmunof1uorescencia indirecta (XFI) y 1a fijación de1 comp1amento 
(FC) en suero y 11quido cefa1orraqu1deo (LCR) de pacientes (Nieto, 
1956; Rydzewski ~AJ.., 1975; F1isser, 1980; Mi11er ~AJ.., 1984; 
Mohammad 9i:. AJ.., 1984; Espinoza ~ .sl.J.., 1986). 

Diferentes estudios que utilizaron ELXSA reportaron una 
senaibi1idad entre e1 70-l.OOt en suero y LCR (Schantz ~AJ.., 1980; 
Diwan ~ AJ.., 1983; Grog1 ~ AJ.., l.985; Corona .tti;, AJ.., l.986; 
Eapinoza .tti;, A.J.., 1986; Larra1de .tti;, AJ.., l.986; Rosas~ AJ.., 1986; 
Na•cimento ñ Jl.l.., 1987; Nascimento ~ .11..l.·, l.987; Pammenter ~AJ.., 
1987). Sin embargo, 1a determinación de anticuerpos tiene varias 
1imitaciones, por un 1ado 1a sensibi1idad obtenida con el suero ea 
menor que 1a obtenida con LCR (Espinoza ~Al.., 1986). Ademáa, la 
mayor1a de 1as pruebas inmuno1ógicas utilizan extractos crudoa de 
1a 1arva, por 1o que se han demostrado reacciones cruzadas con 
otros parásitos (Schantz ~AJ.., 1980; Espinoza ~Al.·, 1986). cabe 
mencionar que e1 uso de ant1qenos puros ta1es como e1 ant1qeno B y 
a1qunas q1icoprote1nas de superficie de1 cisticerco han disminuido 
1aa reacciones cruzadas con a1gunos parásitos, pero no han 
permitido rea1izar un diagnóstico diferencial entre cisticercoaia 
e hidatidoais (Espinoza ~ AJ.., 1986) y probab1emente otras 
ceatodiasis, debido a que estos ant1genos se encuentran presentes 
en otros parásitos p1ate1mintos (Landa, 1988; Olivo~ AJ.., 1988). 

Recientemente, ap1icando la técnica de inmunoe1ectrotrana
ferencia como prue~ diagnóstica utilizando un extracto comp1eto de 
~ agl.ium y aueros de pacientes cisticercosos y con otraa 
infecciones he1m1nticas, mostraron que existen po1ip6ptidoa 
eapec1ficoa (Gottatein ~AJ.., 1986; Gottstein .tti;, AJ.., 1987). Por 
ejemp1o, ae han identificado 2 po1ipéptidos de 26 y 8 kDa, que 
solamente son reconocidos por anticuerpos del suero y LCR de 
pacientes con cisticercosis confirmada mostrando una especificidad 
del l.OOt (Gottstein ~Al.., 1987). Aplicando la misma eatrateqia 
pero utilizando fracciones q1icoprote1cas purificadas de %&. aglium 
por medio de cromatograf1as de afinidad con 1ectinas, otros qrupoa 
han encontrado un 98t de sensibi1idad y un 1oot de especificidad 
(Landa, 1988; Tsang ~AJ.., l.989). 

Por otro 1ado, 1a so1a presencia de anticuerpos en loa flu1doa 
orgánicos no ea demostración de 1a presencia del cisticerco sino 
que solamente representa que e1 individuo ha tenido contacto con 
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éste u otro organismo que presente reacci6n cruzada con ~ solium. 
Existen pocos reportes para la investigaci6n de ant1genos de ~ 
aolium en el suero y LCR de pacientes cisticercosos. En la 
actualidad se han comenzado a desarrollar métodos que informan de 
la presencia de ant1genos con resultados con una sensibilidad que 
oscila entre un 70-90t (Te11ez-Gir6n ~ SlJ..., 1987; Correa~ Al.., 
1989). Asimismo, la detecci6n de cisticercos vivos en individuo• 
infectados utilizando ELISA y anticuerpos monoclonales eapec1fico• 
en contra de ep1topes altamente representados en glicoprote1naa de 
superficie y secretadas de '.I'.· aaginata (Harrison y Parkhoae, 
1989). Sin embargo, ninguno de loa métodos antes mencionado• ae 
encuentran estandarizados para suero humano y en ningun caso •e han 
analizado las reaccionas cruzadas con otros par6aito•. Por otro 
lado, loa ant1ganoa parasitarios no son blancos ideales para tale• 
enaayoa, puesto qua por def inici6n, ellos generan una raspue•ta de 
anticuerpos y por esto son eliminados r6pidamente de la circulaci6n 
del huésped. 

En contraste, las pruebas inmunol6gicaa para el diagn6atico de 
la cisticercosis porcina y la teniasis humana que aon uaualaente 
enfermedades aaintom6ticaa, se encuentran muy pocos desarrolladas. 
Por ejemplo, en la cisticercosis porcina las pruebas inmunol6cJi.ca• 
han si.do poco y mal utilizadas, algunos datos indican que la 
•eropoaiti.vi.dad ea extremadamente alta en comparaci6n con la 
frecuencia detectada por in•pecci6n veterinaria (Inclan, 1980; 
Romero, 1980). No se ha determinado la sensibilidad, debido a que 
al diagn6stico ha sido confirmado en muy pocos caso•, pero e• 
probable que loa métodos reportados sean de muy baja especificidad. 
El ~iagn6atico poat-mortem de cerdos se realiza normalmente 
mediante un corta en loa müaculoa tricepa/anc6neo e i.napecci.6n 
visual del mismo en loa diferentes rastros de México (Contreraa, 
1989). No obstante, se sabe que un nümero considerable de cerdo• 
aon sacrificados clandestinamente (Aluja, 1982), por lo que el 
efecto de la inspecci6n para impedir su acceso para consumo humano 
ae va muy disminu1do. 

Asimismo, e:. dia9ft6atico de la teniaaia humana pre••nta 
también problem~.a. Puesto que no .,representa un problema de •alud 
p'llblica, no se le ha dado un impulso al desarrollo de mejore• 
m6todoa. Loa procedimientos para determinar huevecillos en la• 
heces (Mazzotti, 1944; Rijpatra, 1981; Beaver ñ .!l].., 1984; Aah y 
orihel, 1987) fueron descritos hace muchos aftoa, ellos tienen una 
••n•ibilidad cercana al sot (Schantz y sarti, 1989) y han •ido poco 
modificados. Otra dificultad para el diagn6stico de la tenia•i• •• 
que lo• seres humanos pueden alojar tanto a :r. apliµm coao a %• 
aaginata cuyos proql6tidoa y huevecillos no son diferenciablea 
entre a1, por lo que para realizar un diagn6atico diferencial •• 
requiere de otrCit.11., materiales como el escolax o da prcq16ti.doa 
gr6Yidos. F.i.na~nte, también ae han desarrollado m6todQlll 
inmunol6gicoa para la datecci6n de ant1genoa da%· a 0 1iym adulta- en 
las haces. se ha mostrado que algunos ant1genos pueden ••r 
detectados durante varias semanas en las heces de "individuos 
teni6aicoa. Sin embargo, su utilidad ea diaminu1da por reacciones 
cruzadas con '.I'.· saginata (Allan y craig, 1989; Allan ñ Al.·, 1990). . . 5 
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En l.o• Ql.ti.•o• afto•, •• han ••pasado a d••arrol.l.ar nuevo• 
••todo• para al. di.a9n6•tico d• l.a tania•i•-ci•ticarco•i•, 
combi.nando •1 u•o da: a) ••todo• inauno169ico• con 1o• producto• da 
gana• (prote1na• racolabinant••> o b) .. todo• d• hibri.daci6n da 
DHA-DNA con rragmanto• d• DNA espac1ri.co• d• par6aito•. obtenido• 
por medio de 1a tacnol.og1a del. DNA racoabinanta. A•iaiamo, l.aa 
t•cni.ca• da cl.onaci6n •ol.acul.ar han permitido l.a idantiricaci6n y 
expraai.6n de al.guno• ant19ano• da di.rarant•• t•nido• parA•ito• 
(Bovtal.1 asa AJ.., 19841 Howal.l. y Har9reavaa, 1988; Hovel.l. ~ Ü•• 
19891 John•on asa Ü•• 1989; Cou91a asa Ü•• 1991). Ha•ta ahora, 
•ol.a .. nta do• ant19eno• racoabi.nant•• han •ido apl.icado• en al. 
di.a9n6•tico. Lo• ant19ano• racolabinant•• EM4 y ZZ/3 de a. 
ay1gi1pc;y1•ri• han •ido •n•ayado• en al. ELZSA contra •uaro• 
heter61ogo• bu.ano•, para l.a d•tecci6n da aqui.nococo•i• al.veol.ar. 
Bl. ant19ano Dl4 •o•tr6 una ••n•ibi.l.idad del. 37• y una ••paciri.cidad 
de1 100• (H• .. ift9• y llellanu•, 1991), •i.•ntra• qua al. ant19ano ZZ/3 
mo•tr6 una ••n•ibi.1idad del. 98• y una ••paciricidad d•1 96• (Vogal. 
~AJ.., 19881 MOl.l.ar asa Ü•• 1989). 

Por otro l.ado, •• han da•crito nuevo• ••todo• para l.a 
di.reranci.aci6n a i.dantiricaci6n d• aapaci•• por ••dio d•1 an6l.i•i• 
de DNA CA•h•11 y Mil.••· 1988; Barkar, 1989). En al. ca•po del.o• 
t•n.t.do• •• ban d••crito •onda• aapac1rica• da DNA, 1a• cual.•• 
parecen di•ti.nguir a %· ap1iWI da %· ••sinete y vi.cavar••• a•1 como 
a %· ••sin•t• o a %· •al.&ya da otra• ••peci•• da t•nido• (Harri•on 
~ Al.·, 19871 Riahi. y llellanu•, 1987; P1.i••ar asa Ü• , 1988; Harriaon 
asa AJ.., 1988; Riahi y llcManu•, 1988) • Cabe aancionar que 1o• 
••todoa d• hi.bridaci6n DNA-DNA potancial.aanta puedan daapl.azar a 
l.o• ba•ado• en l.a bioqu1aica y l.a •orrol.og1a. 

4. VACUNACZON-PROTECCZON. 
Div•r•o• ••tudio• han daaoatrado qua l.o• ci•ticarco• puedan 

••r al.i•i.nado• por ••cani••o• inaunaa. Se puada inducir r••iatancia 
a un rato por ciati.carcoa a trav6• da di•tintoa procadi•i.•nto•: por 
una inracci6n pravi.a (inmunidad concoaitanta) o bien por 
inmuni•aci6n con extracto• pera•itario• (Cal.l.i• y savel.l., 1972; 
Cal.l.i• y Sawal.l., 1974; Gal.l.i• y Sawal.l., 1976; Ll.oyd y Soul.•by, 
19761 Cal.l.i• y sawal.1, 1981; Ri.ckard y Bruml.ay, 1981;). La 
onco•rara, 1• •••brana onco•rare1 y •u• producto• da ••creci6n, han 
•ido idantiricedo• como potente• inaun69ano•. Sin aabar90, poco• 
trabajo• •• ben raa1i.•ado •obra 1• caractari•aci6n a ni.val. 
aol.ecu1ar da l.o• ant19ano• invol.ucrado• en l.a ra•pu••t• inmune 
(RicJcard y Bal.1, 1971; Rickard y -11, 1971; Rickard y Adol.r, 1977; 
Harri.•on y Parkhou••• 1985). 

Exi•t• avi.dancia d• l.a i•portencia d• l.a i.naunidad humoral. en 
r••i.•tancia a l.o• ••tadio• taapranoa d• t6nido• parA•i.to•. Por 
aja•pl.o: La i.nmunidad e l.a rainracci6n y 1• i.naunidad adquirida 
como ra•ul.tado da 1e inmun.t.•aci6n con ant19ano• oncoararal.a• han 
•o•trado ••tar ••ociado• con 1a aparici6n d• anticuerpo• 
protectora• en al. bu6•pad. Aai•i•ao, ••tudio• da protacci6n por 
tran•rarancia paaiva da •uaro in•una en •i•t•••• tal.•• co•o en %· 
te•ni••fPEll&• y%• axla, han -•trado qua l.o• anticuerpo• juegan un 
papal. dari.niti.vo en 1• i.nauni.dad y qua 1• onco•rara •• vul.narabl.a 
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al. ataque inmune (Sutton, 1979; Rickard, 1977; soul.•by y Ll.oyd, 
1982). La protecci6n contra l.a infecci6n por %· aaq.i,nata y %· .Qld.a, 
puede •imil.armente ••r tranaferida por auero inmune a ganado vacuno 
y ovino neonatal., reepectiva•ente (Ll.oyd y soul.aby, 1976; sutton, 
1979; Rickard ~AJ. •• 1977). Todo e1l.o sugiere qua l.a vacuna anti
ciaticerco ea una aeta al.canzabl.e. 

Eatudioa de :CET util.izando oncoaferaa de %. aaq.i,nota con 
eueroa de bovino• reaiatente• y auaceptibl.••• identificaron 
componente• oncoaferal.•• que aon reconocido• por anticuerpo• de 
animal.ea reaiatentea. Por otro l.ado, ratone• Bal.b\c inmunizado• con 
oncoaferaa parecen reaponder a l.oa •i••o• ant1genoa. El. an6l.i•i• de 
l.o• componente• de auperficie, ao•6ticoa y de producto• de 
excreci6n/••creci6n de oncoafera• de %· aaqinata, util.izando una 
coabinaci6n de •arcaje bioaint6tico y de gel. de pol.iacril.aaida con 
SDS (PAGE-SDS), revel.aron un reatr1ngido nQ•ero de co•ponent••· 
Anticuerpos aonocl.onal.•• derivado• de rat6n contra l.oa eatadioa 
oncoaferal.•• reconocen determinante• eatadio eapecif1co, aa1 como 
determinante• co•unea •obre l.a auperficie de l.aa oncoafera• y 
ciaticercoa. uno de ••o• anticuerpo• aonocl.onal.ea al. ••r inyectado 
en el. ganado confiri6 protecci6n contra el. reto con huevecil.l.oa de 
%· aaq.i,nata (Harriaon y Parkhouae, 1986). 

Aunque l.a• oncoaferaa invaaivaa aon conaiderada• el. bl.anco de 
l.a reapueata inmune protectora al.gunoa componente• de l.oa 
ciaticercos aon taabi6n poaibl.•• bl.ancoa. Al. respecto• •• han 
util.izado extracto• de ciaticercoa para vacunar cerdo• contra 1a 
infecci6n cauaada por%· apl..i,ya (Mol.inari ~&l. •• 1983). Asimismo, 
extracto• de progl.6tido• de %· ••a.i.n•ta han •ido util.izado• para 
inmunizar ganado contra l.a infecci6n cauaada por %· aaq.i,pata 
(Gal.l.i• et al. •. 1974). Lo• eatudioa de inaunizaci6n ante• 
mencionado• generaron l.a hipoteai• de l.a exiatencia de do• fa••• de 
inmunidad en contra de l.oa par6aito• t6nido•: l.a temprana y l.a 
tard1a. Esta hip6teaia ha •ido ya confirmada; •• ha l.ogrado 
identificar y producir •abo• tipoa de inaunidad en contra de l.a 
infecci6n cauaada por %· taen.i,arprw.i.• en ratone• vacunado• 
aiaul.t6nea••nte con ant1genoa oncoaferal.e• y ant1geno• de 
ciaticerco• (Bogh á AJ.., 1988). 

El. uao de anticuerpo• aonocl.onal.ea dirigido• contra oncoafera• 
de %• ••gineta (Harriaon y Parkhouae, 1986) , han •oatrado que 
al.gunoa ep1topes aon co•partidoa entre oncoareraa y ••tac6atodoa. 
Eato taabi6n ea val.ido para %· taen.i,aefprwia. Sin ••bargo, otroa 
co•ponente• del. ciaticerco pueden ••r Qnico• (Gibbens ñ AJ.. , 
1986)". Estudio• reciente• de l.oa co•ponentea de auperficie, 
aoa6ticoa, de excreci6n-aecreci6n y del. fl.u1do de %· aaq.i,pata 
indican que l.a reapueata contra cierto• coaponentea del. -tac6atodo 
pueden no e•tar ••ociada• con l.a in .. unidad (Parkhouae y Harriaon, 
1987; Joahua ~&l. •• 1988). Por otro l.ado, eatudio• en%..&. apl..i.u• 
augieren que l.a reaiatencia contra ciaticerco l.ongevos pueden tener 
un co•ponente cel.ul.ar (Mol.inari á AJ... 1983). La evidencia de 
infeccione• por %· taeniaefpr•i• en ratone• apunta a l.a exiatencia 
de un co•ponente cel.ul.ar en l.a muerte de l.arvaa de c6atodo• 
(Letonja y Hamaerberg, 1978; Letonja y Hammerberg, 1987). 

Loa avance• reciente• en l.a tecnol.oq1a del. DNA recombinante 
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han tra1do nuevas al.ternativas para el. desarrol.l.o de una vacuna. 
Recientemente, un ant1geno de 7 • .Q3U.Jl y uno de%. toenioet'gripi.• han 
sido cl.onodos y expresados. Ambos prote1nos recombinonte• han 
inducido al.tos nivel.ea de protecci6n: 75-94~ de protecci6n al. reto 
por '.l'.· ~ en borregos y 90-91• de proteccion al. reto por 7. 
taenioefprmi,s en ratas (Johnson ñ AJ.., 1989; Xto .tl.t. AJ.., 1991). 

5. TRATAMIENTO 
Hasta hoce poco tiempo l.a Qnico opci6n quimioterap6utico d• l.o 

neuroci•ticercosis eran l.oa drogas eateroidas, que •el.amente 
control.on l.os a1ntomaa y l.a infl.omaci6n. Por otro l.odo, l.o cirug1o 
en ol.qunoa coaoa l.ogro erradicar a l.os cisticercos, ain embargo, •• 
coato•o. y de al.to riesgo (Escobado, 1989; Eorneat g AJ.., 1987; 
Eatoftol. ~ AJ.., 1986; Sotel.o g AJ.., 1985; Wil.l.m•, 1992). 
Recientemente •• han de•crito nuevo• droq•• con erecto ceatocido 
tal.•• como el. Proziquontel., Al.bendazol., Mebendozol. y •l. 
Fl.ubendazol., con diferente• meconi.amo• de occi.6n en contra d•1 
por6aito (Grol.1, 1982; Andrewa .t, .AJ.., 1983; Escobado, 1989; 
sondovo1, 1989, Tel.l.ez-Gi.r6n, 1989). El. Prazi.quante1 produce bueno• 
reau1todo• en e1 trotomi.ento de l.o neuroci.ati.cercoaia, cuando •1 
ciaticerco vi.ve ae l.oco1izo en el. porenquimo o aubarocnoideo 
cortica1. sin embargo, esto drogo tiene poco util.idod poro •1 
tratamiento de qui•t•• al.ajados en ventr1cul.oa cerebro1••• en ojo 
o poro 1orvoa col.cit'i.codos. En ol.gunoa coaoa ae han presentado 
••vero• reaccione• int'l.omotorias por 1o que el. tratamiento 
ceatocida debe ser ocompoftodo con tratamiento ontiin:rl.omotorio. 
Estudios reciente• reportan que el. A1bendozo1, •1 Mebendozo1 y •1 
Fl.uobendozol., eapecio1mente el. Ql.ti.mo, producen reau1todo• 
comporob1es con l.o• obteni.dos con Prozi.quontel. (Eacobedo, 1989). 
coba mencionar que al.gunos reportea indi.can que 1oa cerdo• 
ciaticercoaoa puedan aer trotados con Prozi.quonte1 (Fl.i.•••r ~Al.·, 
1989). 

Lo Ni.c1osomi.do y el. Proziquantel. han mostrado ••r e:rectivo• en 
•l. trotomi.ento de l.o teniosis humano y en l.o octuol.idod aon 1•• 
droq•• m6• usados (Grol.l., 1980; Gemmal.l. g AJ.., 1985; Eacobedo, 
1989; Wi.l.l.ma, 1992). El. Mebendozol. y el. Al.bandazo]. tombi6n han 
moatrodo al.to eficoci.o contra l.o tenioai.a (Gro1l., 1980). Lo 
Ni.c1oaomi.do adem6a, no ti.ene controindicoci.onea y puede ••r uaado 
ai.n ri••goa oQn en el. embarazo (Wil.l.ma, 1992; E•cobedo, 1989). 

6. CONTROL Y PREVENCXON. 
Lo teni.osi.s/ci.sti.cercosis causada por '.l'.· apl.i,ym •• uno 

en:rermedod comQnmente asociado con l.o pobreza, i.gnoronci.o, bojo 
nive1 d• educoci6n, mol.as condi.cionea de higiene, m6todo• 
primitivos poro 1o crianza de cerdos, oa1 como otro• condicione• 
ambiental.ea y aocioecon6mi.coa. Existen un buen nQmero de reportea 
cient1:ricos que don una idea de 1a magnitud de1 probl.emo en M6xico 
y en otros paises. Asimismo, se han descrito uno serie de medido• 
poro el. control. y l.a prevenci6n, que de apl.icorae ain duda 
producir1an resu1todos positivos. o corto pl.ozo (Hird y Pu11en, 
1979; Al.uja, 1982; Lorrol.de g.AJ.., 1982; Powl.owaki, 1982; F1i•••r, 
1985; Gemma1l. ñ AJ.., 1985; Wil.l.ma, 1992). 

a 



•> 

b) 

e) 

d) 

•> 

g) 

h) 

A1guna• ••did•• propue•t•• •on: 
organisar caapafta• educativa• a nive1 naciona1 en ••pecia1.en 

1•• Ar••• d• -yor ri••go de contraer 1a inrecci6n, 
inroraando a 1• pob1aci6n de 1o• aecani••o• de .inrecci6n 
•n 1o• huaano• y •1 ganado, a•1 coao •u prevenci6n y •u 
cura. 

Mejorar 1•• condicione• higi6nica• d•1 ganado porcino, para 
evitar •u inrecci6n, a•1 co•o vigi1ar ••trictament• 1a 
•a1ud de trabajador•• que tengan contacto con este tipo 
de ganado. 

E•tab1•c•r una in•pacci6n ••nitaria erectiva que permita 
d•••char 1• carne de cerdo• ciaticerco•o• en 1o• ra•tro•. 

Contro1 ••nitario de 1•• agua• negra• para evitar que a1 ••r 
uti1isada• coao agua• de riego, contaainen a1iaentoa. 

Dotar de recurao• ••nitario• (agua potab1e, dr•naj••• ro••• 
•6pticaa, etc.) a 1o• centro• urbano• y Ar••• rura1•• 
aargin•d•• para una adecuada •1iainaci6n de 1•• excreta•. 

Organisar caapaft•• •a•iva• para 1a d••para•itaci6n d• 1o• 
portador•• de %- •e1Ayw adu1ta, a•1 coao cuidar de que 
••to• no tengan participaci6n en 1a preparaci6n de 
a1iaento•. 

Z•pu1••r 1• inv••tigaci6n para •1 ••joraaiento de 1o• a6todo• 
de diagn6•tico, a•1 coao para continuar con 1a bG•queda 
de una vacuna que ayude a reducir •1 rie•go de contraer 
1a enreraedad. 

Rea1izar eva1uacione• pari6dica• y ••tudio• ••roepideaio16gi
co• rrecuent••• que· vigi1en •1 erecto de 1•• aedid•• 
ante• .. ncionada•. 

IEn nue•tro pa1•, 1a Secretar1• de Sa1ud ••tab1eci6 d••d• 1984, 
•1 Prograaa Prioritario para •1 Contro1 y Erradicaci6n de 1a 
teni••i•/ci•ticerco•i• cau•ada por .%- •pliu• (Secretaria de &a1ud, 
Dario oricia1 de 1a rederaci6n; 1984). 
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1. EL ANTJ:GENO B (A9B) DE Taenia ao1iyw. 

La reapueata inaune de ••r•• huaano• con neuroci•ticercoiai• ha 
•ido ••tudiada en diver••• prueba• en 1a• que eaencia1••nte •• 
enrrentan 1o• auero• d• paciente• con un extracto crudo 
para•itario. E1 en•ayo de inaunoe1ectrorore•i• permiti6 eatab1ecer 
una c1aairicaci6n d• 1o• ant.l9eno• detectado•, de acuerdo a &u 
movi1idad •1•ctrororetica (Woodhou•• ..io A}.., 1982). De ••ta manera 
•• derini•ron ocho ant.l9eno•, a 1o• cua1•• ae 1•• denoain6 con 1a• 
pri••raa 1etra• de1 a1rabeto. E1 ant.l9eno iaoe16ctrico denoainado 
ant.l9eno a, rue •1 ant.l9eno maa rrecuente••nte reconocido (84•> por 
aueroa de paciente• con neurociaticercoai• coaprobada. 

E1 A9B rue puriricado d• un extracto crudo d• ci•ticerco 
uti.1izando un procedi•i•nto que invo1ucra direrent•• pa•o• de 
puriri.caci.6n, ta1•• coao: extracci6n y precipitaci6n con ••1••• 
croaatograr.la de ri.1traci6n e intercambio i6nico. E1 AgB puriricado 
por ea te procedi•i•nto ••t• conati tui.do por 2 cadena• po1 ip•p
t.ldica& (95 y 85 KDa), conteniendo aproximadamente un 12• de 
reaiduoa de azocare• (Guerra ñ Ü•, 1982). Poateriormente ae 
deacribi6 un w6todo para 1• puriricaci6n de1 AgB ba•ado en au 
arinidad por co169ena (Lac1ette, et a1., 1990). Uaando e1 nuevo 
procedi•iento •• demo•tr6 que e1 po1ip6ptido de 85 Kda •• un 
producto proteo1.ltico de1 po1ip6ptido de 95 KDa (Lac1ette ñ Ü·• 
1989; Lac1ette .aJo Ü·• 1990). Lo• an61i•i• de amino6cido• de 1• 
prote.lna moatraron que e1 AgB eata con•titu.ldo por aproximadamente 
un 52t de reaiduo• de A•p, G1u (y au• ••id••>, LY• y Arg. 
J:ntereaantemente, cuando •1 AgB •• incuba en presencia de ATP 
precipita rormando eatructuraa ribro•••· Eata precipitaci.6n no ha 
•ido c1aramente entendida, pero no depende de 1a hidr61i•i• de1 ATP 
(Guerra ~ Ü•, 1982). E1 uao de AgB puro en enaayo• de ELJ:SA 
r••u1t6 en una ••n•ibi1idad aiai1ar (as•> que cuando •• uti1iza un 
extracto crudo de ciaticerco para •1 dia9n6atico de 1a 
neuroci•ticerco•i• huaana (Eapinoza et a1 .• 1986; F1i•••r et a1 .• 
1984). 

Ademas, •• ha de•o•trado que e1 ant.l9eno B no •• exc1uaivo d• 
7. •g1iyw; aino que •• encuentra ta•bi6n pre••nte en otro• c6atodoa 
(Cic1or.l1ido•, Paeudor.l1ido• y ProteocerA1ido•), a•.l como en varia• 
especie• de Trea6todo• y Turbe16rido•. En contraste no e&t6 
presente en 1o• Phy1a Acanthocepha1a, Neaatoda y Anne1ida, por 1o 
que parece ••tar re•trin9ido a 1o• P1atyhe1aint•• (01ivo aJo AJ.., 
1988). 

2. EL AgB EN LA RELACJ:ON HUESPED-CJ:STJ:CERCO. 
E&tudio• de in•unor1uore•c•ncia y de inmunoperoxidaaa 

indirecta a nive1 de aicroacop.la 6ptica y e1ectr6nica, han moatrado 
que ••te ant.l9eno •• 1oca1iza en roraa diruaa en e1 tejido de1 
ci•ticerco con predoainancia en 1o• citone• te9umenta1•• (Lac1ette 
.!11& Ü•, 1987). Debido a que 1oa citone• te9umenta1•• ••tan 
invo1ucrado• en 1a a.lnte•i• de producto• proteico• y 91icoproteico• 
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eri c6atodo• (Lum•den, 1966; OaJt• y Lumaden, 1971; Tri.mbl.• Y 
Luaaden, 1975), ••ha •u9erJ.do que el. AgB ea •i.nteti.zado en ••ta• 
c6J.ul.aa. E•tudi.oa de cul.ti.vo J.n ~ de cJ.atJ.cercoa, au9J.er•n que 
el. AgB •• ••cretado a J.a J.nterra•• hu6•p•d-par6•J.to (Lacl.ett• ~ 
AJ.., 1989). A•J.ai.aao, •e ha mostrado que exJ.ate una alnteai.a actJ.va 
d• anti.cuerpo• anti.-A9B por c6l.ul.a• pl.aamatJ.caa en •l. 9ranul.oaa 
al.rededor d•l. c.iati.cerco en el. aQacul.o ••quel.6ti.co de cerdo (Wi.l.l.•• 
U AJ.., 1982; D1az, 1983). Por otro J.ado, J.a preaencJ.a d• ant19eno• 
y anti.cuerpo• en J.a J.nterra•• hu6ap•d-par6a.ito debJ.era r••ul.tar en 
J.a roraacJ.6n d• complejo• inaun••• J.oa cual.ea conducen al. 
d•aarrol.l.od• una reapue•ta J.nrl.a•ator.ia por el.J.oa •i••o•, aa1 coao 
por l.a acti.vac.16n del. •i•t••a del. coapl.eaento. Sin eabarqo, J.a 
pr•••nci.a de un moderado inril.trado J.nrl.a•atorio al.rededor del. 
ciatJ.cerco en •l. •Gacul.o eaquel.6tico del. cerdo (AJ.uja y Var9aa, 
1988), au9iere que exi•t•n al.9uno• aecan.iamo• para reduc.ir el. 
recl.utaaiento d• c6J.ul.a• en •l. 9ranul.o•a. 

AJ.quno• eatudioa han •o•trado que •l. ant19•no a tiene l.a 
prop.iedad de un.ir•• a col69ena (Pl.ancarte, ~AJ.., 1982; PJ.ancarte 
U Al.·, 1983, Lacl.ette U ll•, 1990) • Ad••••· •• han aportado 
ev.idenciaa que au9ier•n que •l. AqB puede •atar .invol.ucrado en •1 
•anteniaiento del.a rel.aci6n hu6aped-par6a.ito (Lacl.ette, et al.., 
1992). E•tud.ioa J..n ~han deaoatrado que el. AqB ••un potente 
J.nhibidor de l.a v1a cl.Aaica del. compl.•••nto a trav•• d• un bl.oqu•o 
de l.a runci.6n d•l. c1 (Lacl.•tte, et al., 1992). Taab.16n •• ha 
de•oatrado que el. AgB •• une al. C1q, que •• un aubcoaponente d•l. 
c1, que inic.ia l.a vla cl.6aica del. coapl.•••nto (Lacl.ette, et al.., 
1992). Esto• hal.l.azgoa potencJ.aJ.aent• aapJ.1an •J. papel. d•J. AqB y 
au9J.eren que juega un papel. J.naunomodul.ador de J.a r••Pu••ta in•une 
del. hu6aped. La .inhib.ici6n de J.a activaci.6n d• l.a vla cl.Aaica del. 
coapl.•••nto por el. AgB puede no •dl.o permitir al. ci•ticerco evitar 
dafto al.a •••brana por el. coapl. ... nto (Podack, 1980), ai.no taabi.6n 
di•ainuir el. recl.utaaJ.ento d• c6l.ul.a• inrl.aaatoria• en J.a J.nterraa• 
hu6ap•d-par6•J.to debido a l.a carencia d• anarJ.J.otoxina• (Chenoweth, 
1986); racil.itando aal J.a coexJ.atencia d• ••toa do• or9ani.a•o• 
rJ.J.oq•n•tJ.caaente di.•tant•• (Lacl.ett• u AJ.., 1989). 

La• propiedad•• antea mencionada• hacen del. AqB un buen 
candi.dato para ••r utilJ.zado en el. d••arrol.J.o de mejore• 
herramienta• di.a9n6atJ.ca•. Aai.•i•mo, aJ.qunaa de •u• propi.edad••• 
tal.ea co•o •u actJ.vi.dad anticoapl.emento augieren que ••t• ant19eno 
jue9a un papel. rel.evante en el. aanteniaJ.ento d• J.a rel.aci6n 
hu6aped-ci.aticerco, por J.o que tambi6n podr1a ••r utJ.l.J.zado en 
ensayo• de vacunacJ.6n, aal coao enaayoa J..n ~para •l. eatudio d• 
J.a rel.aci.6n hu6aped-ciati.cerco. rJ.nal.aente, au propJ.edad d• un.ira• 
al. C1q poclrla tener importancia en el. deaarrol.l.o de prueba• 
dia9n6aticaa d• enreraedad•• cauaada• por coapJ.ejoa inmune•, tal.ea 
coao enreraedad•• autoinaune• y aJ.guna• enreraedadea paraa.itariaa. 
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E1 objetivo de ••t• trabajo rue 1• c1onaci6n. 
caracterizaci6n y expre•i6n de1 9en que codirica para •1 
ant%9eno B d• T••ni• wp1iua en &.a. ~. 
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1. llATEIUA:LES 
•> ---•r1•1•• b1o1691oo• 

i) M•t•c••toclo•: 
Lo• ci•ticerco• de %· •P1Au• rueron obtenido• por di•ecci6n 

de1 •0•cu1o ••que16tico d• cerdo• inrectado• proveniente• de 
direrent•• ra•tro• oricia1•• de 1a ciudad d• N6xico. Lo• ci•ti
cerco• rueron co1ectado• y a1macenado• ina•diatament• a -7o0 c ha•ta 
•u u•o. 

ii) Bacteria•: 
Tocia• 1•• bacteria• uti1izada• rueron 

E•gh•rAchAa ~- :La• cepa• uti1izada• rueron: 
de ••pecie 

3. 

5. 

Y1088: -C:LacU169), •upE, •upr, aeta h•dR (rk-• ak+), trpR, 
tonA21, proc::Tn5, [pNC9-pBR322, 1acXqJ. 

Y1090: -(1acU169), -(1on), ar•D139, •trA, •upr, c22::Tn10, 
(pMC9), (rk+• ·~+). 

c&oo: SupE44, thi 1 , 1euB6, 1acY1, tonA21, :L-(rk+• 
•k+)acrA-,acrB+. 

C600hr1: SupE44, thi1 , 1euB&, 1acY1, tonA21, :L-(rk,mk+)mcrA-, 
hr1-. 

TG1: SupS, h•d 5, thi, -(1ac-proAB), r•ctraD36, proAB+• 
1acxq. 1acZ-M15J. 

iii) Reactivo•, ••tuche• y znzi•••· 
:La• endonuc1••••• d• r••tricci6n, 1a RNa••• 1• DNA•a X, 1a T4 

po1inuc1e6tido cina••• ••~ como otra• enzima• uti1izad•• rueron 
obt•nida• coaercia1aent• de New En91and Bio1ab• y d• aeth••da 
R•••arch :Lab. E1 vector d• expre•i6n pNa1-c rue obtenido de N•w 
En91and Bio1ab•. Lo• ••tuche• para 1• r•a1izaci6n d• ••cuencia y 1• 
con•trucci6n de 1•• bib1ioteca• d• cDNA rueron obtenido• de Unite• 
state• Biocheaica1 corp. e Xnvitrogen corp., re•pectivaaente. :La 
a1b0aina ••rica bovina rracci6n v, •1 DNA d• ••peraa de Sa1a6n tipo 
XXX, 1• trip•ina tipo z y 1•• co1uan•• d• o1igo(dT)-ce1u1o•a rueron 
obtenido• de Sigaa Cheaica1 Co. E1 rico11 tipo 400 y 1a 
po1ivini1pirro1idona de Pharaacia Xnc. :La• aembrana• de 
nitroce1u1o•a (NC) y de Po1yviny1if•ne Dir1uoride (PVDF) de f-45 ua 
de "1}1ipore Corp. :La .. tionina a- 5 s-dATP, 1o• i•ot6pos a-3 P-dCTP 
y r- P-ATP de Aa•r•h•• co. Tocio• 1o• d•a6• reactivo• fueron d• 1a 
aejor ca1idad di•ponib1• coaercia1aente. 
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2. METODOS 
a) K6to4o• b:loqul.a:lcso•. 

i) Obtenci6n de un extracto crudo (ECX): 
Lo• ci•ticerco• reci6n d••congel.ado• fueron homogeneizado• en 

un vol.uaen d• 5 •l. de •ol.uci6n de extracci6n/gr da tejido h6aedo, 
util.izando un hoaogeneizador Po1ytron a aAx:laa potencia durante 1 
minuto a 4°c. La •ol.uci6n de extracci6n contenta NaC1 o.15 M, 
NaHzP04/Naz~P04 0.015 M, pH 7.4 (PBS), EDTA 2.5 mM, PHMB 0.04 .. , PMSI" 
O. 006", TLCJ< o. 1... y l.eupeptin 25 ug/a1. El. hoaogenado fue 
ac1arado por centrifugaci6n a 39,200 Xg durante 5 ain a 4°c. El. 
•obrenadante rue util.izado para l.a puriricaci6n del. Aga. 

ii) Pur:lricaci6n d•l. AgB: 
El. •obrenadant• d•l. extracto crudo da ci•ticarco• (30 a1) rue 

incubado con col.6gena pol.ia6rica de tipo X de tend6n bovino, 
durante 1 h con agitaci6n l.enta. El. material. no unido a l.a co16gena 
rue e1uido con PBS ha•ta que l.a ab•orbancia a 280 n• en l.o• l.avado• 
•• acercara a cero. El. material. unido a l.a col.6gena fue el.uido con 
NaCl. 0.5 M en PBS y concentrado en una c&aara da u1traril.traci6n 
(Aaicon) u•ando una membrana que •61.o permita •1 pa•o de prote1na• 
aenore• de 30 JCDa (PM30 de Aaicon) y postarioraente •• dia1iz6 
contra PBS. Todo l.o• paao• del. procedimiento fueron l.1evado• a cabo 
a 4ºC (Lac1etta tll;. Al.·• 1989; Lacl.ette ~&J.., 1990). 

iii) Deterainaci6n de l.a concentraci6n d• Prote1naa: 
La concantraci6n de prota1na• en l.a• fraccionaa fue determi

nada por •1 a6todo de Lovry aodiricado por Hartree (Hartree, 1972). 

iv) El.ectrofor••i• an gal. de pol.iacri1amida con dodacil. 
aul.fato d• •Odio (PAGE-SDS): 

La coapo•ici6n pol.ipapt1dica de todas l.•• fraccione• obtenida• 
rue determinada en gel.•• en pl.aca al. 7. s•, 10• y 12. s• da 
acril.aaida, de acuerdo al. a6todo deacrito por La•aal.i (La•ma1i, 
1979) • La viaua1izaci6n da 1a• bandaa proteica• ae real.iz6 por 
tinci6n de l.o• ge1•• con azul. bril.l.ante de Coomaaaie al. o.06" an 
•etanol. 30" y ac6tico 10•. La deterainaci6n del. paao aol.ecu1ar d• 
1aa banda• proteica• •• l.1ev6 a cabo util.izando una aezc1a da 
prote1na• gl.obu1ar•• como ••t&ndaraa (Bio-Rad). 

v) Secuencia de aaino6cido• del. AgB: 
Aproxiaadaaente, 100 ug de AgB purificado por e1 a6todo anta• 

deacrito fueron digerido• con 5 ug (1 ul.) de tripaina tipo X al. 
o.s• en una •o1uci6n de HC1 0.001 N a diferent•• tieapoa: o.s, 1, 
2, s, 10 •in (Green• y Bart1at, 1977; sayth, 1967). Loa p6ptido• 
generado• fueron ••parado• mediante una PAGE-SDS y tran•f•rido• a 
una aeabrana de PVDI" da poro 0.45 ua (Mil.l.ipore Corp.). La •••brana 
fue taftida con azu1 de Cooaa••i• a1 1• en agua de•t:ll.ada. La• 
banda• ael.eccionadaa fueron recortada• y •ecuenciada• por •l. Dr. 
A1vin E. Davi• (Chi1dr•n'• Hoapital., Boaton, MA) en un secuenciador 
de pul.ao de fa•• 11quida (App1ied Bioay•t••• 477A) (LaGrendre y 
Mat•udaira, 1988; Moa•,~ Al. •• 1988; Mat•udaira, 1987). 
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vi) S1nte•i• de o1igonuc1e6tidoa: 
La aecuencia QllDYDll rue uti1izada para diaeftar doa mezc1aa de 

o1igonuc1e6tido• en alabo• aentidoa de 1a cadena (5 1 -3' y de 3'-5') 
y denominada• (AgB1 y AgB2), reapectivaaente. Loa o1igonuc1e6tido• 
rueron preparado• en un aintetizador de DNA (Bioaearch mode1o 8750 
de Pharmacia Xnc.). 

b) K6to4oa :1.-uao169i.ooa. 
i) Preparaci6n de un •uero hiperinmune anti-AgB. 

Se obtuvo un •uero hiperinmune en contra de1 ACJB por 
inaunizaci6n aubcutanea en conejo• Nueva Ze1anda de acuerdo a1 
•iguiente protoco1o. Una primera doai• de 50 ug de AgB puro, 
hoaogeneizado en 250 u1 de PBS y 250 u1 de adyuvante coap1eto de 
Freund •1 d1a uno, ••guida de 2 doaia de 100 ug de AgB con 
adyuvante incoap1eto de Freund en 1oa d1aa 15 y 30. Lo• conejoa 
rueron •angradoa 7 d1aa deapu6a de 1a Q1tiaa inaunizaci6n. Loa 
auero• rueron obtenido• por centrirugaci6n de 1a aan9re coagu1ada 
a 600 Xg durante 10 ain y a1aacenadoa a -20°c haata au uao. 

ii) xnaunoe1ectrotran•rerencia (XET): 
La XET conaiati6 en 1a re•o1uci6n de 1•• bandaa prot6ica• de 

1a• rraccionea por una PAGE-sos. La cantidad de prote1na ap1icada 
en cada carri1 de1 ge1 rue variab1e (100, 50, 25 ug) dependiendo de 
cada una de 1a• rraccionea. A1 rina1izar 1a e1ectrororeaia, 1aa 
prote1na• reaue1ta• en e1 ge1 rueron tranarerida• a una aeabrana 
hidror6bica de PVDF o de NC con un taaafto de poro de o.45 ua. La 
tranarerencia •e 11ev6 a cabo en una cAaara de e1ectrotranarerencia 
(Tran•-b1ot ce11, aio-Rad), Ap1icando 250 aA durante 2 hr o 
ap1icando 1 A durante 1 hr, aaboa a 4°C. La hoja de NC •• incub6 en 
una •o1uci6n BSA a1 3• en PBS durante 20 ain o toda 1a noche a 4°C 
y ae 1av6 en PBS durante 10 ain a teaperatura aabiente (t/a) con 
a9itaci6n •uave. A continuaci6n •e recortaron 1oa carri1e• de 
acuerdo a1 eaqu••• de en•ayoa por rea1izar y 1aa tira• recortada• 
•• incubaron con e1 priaer anticuerpo di1uido 1: 1000 en una 
ao1uci6n de PBS-BSA, durante 1 h a t/a con agitaci6n •uave. La• 
tira• ae 1avaron 2 vece• con PBS-BSA conteniendo Tween 20 a1 0.3• 
y una ao1a vez con PBS. Deapu6a de eate 1avado, 1aa tira• de pape1 
•• incubaron con un ••ciundo anticuerpo caprino anti-XgG d• conejo 
acop1ado a peroxida•a di1uido 1:2000 en PBS-BSA, durante 1 h a t/a. 
La• tira• ae 1avaron 2 vecea con PBS-Tween 20 y una ao1a vez con 
Pas. Fina1aente •e reve1aron en una ao1uci6n que conten1a 50 ag de 
3, 3 diaaino bencidina, 100 u1 de H 2 o2 a1 3• en 100 •1 de PBS 
durante un tieapo de 5-10 ain a t/a (Tovbin tl$. &J.., 1979). 

c) K6to4oa 4e ~i.o1ogSa 901eou1ar. 
i) Preparaci6n de RNA tota1: 

Lo• ciaticercoa (5 g) rueron reducido• a un po1vo rino en un 
aortero en preaencia de nitr6geno 11quido • inmediataaent• 
hoaogeneizadoa en un Po1ytron (Brinkaan xnat.) a aAxiaa potencia 
durante 20-30 ••CJ a 4°c en 15 a1 de una ao1uci6n que conten1a: 
iaotiocianato de guanidina 4 M, Tria-HC1 50 aM (pH 7.5), EDTA 25 
aM, Mercaptoetano1 1.2 M (GuSCN/ME). A1 homogeneizado obtenido•• 
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l.• ad.ic.ionaron o. 3 vol.umene• de etanol. abaol.uto enfr.iado 
prev.iament• a -20°c, •• mezcl.6 por .invers.i6n repet.idaa vece• y •• 
centr.ifu96 a 16,000 Xq durante 5 m.in a 4ºC. El. aobrenadante fue 
deacartado por aap.irac.i6n. El. prec.ip.itado fue resuapendido en 75 ml. 
de l.a aol.uc.i6n antes mencionada util..izando el. Pol.ytron durante 10 
seg a un 70• de au potenc.ia y centrifugado a 16,000 Xq durante 3 
a.in a 4°c. El. aobrenadante obten.ido fue tranaferido a un tubo nuevo 
y el. prec.ipitado deacartado. El. aobrenadante fue prec.ipitado 
ut.il..izando 0.025 vol.uaene• d• 6c.ido ac6tico 1 M y 0.75 vol.umenes de 
etanol., mezcl.ado por .invera.i6n var.iaa vecea, enfr.iado a -20°c 
durante 10 min y centr.ifu9ado a 7,000 Xq durante 10 m.in a 4°c. El. 
prec.ipitado anter.ior fue resuapend.ido con una pipeta Paateur en 10 
ml. d• una aol.uci6n de: hidrocl.oruro de quanidina 6 M (pH 7.5), EDTA 
25 aM y 2-aercaptoetanol. o. 0112 M (GuHCl./ME) • La auapens.i6n 
anterior fue prec.ipitada adic.ionando o.os vol.umene• de Ac.ido 
ac6t.ico 1 M y o.s vol.1,1aene• de etanol., aezcl.ada .invirt.iendo el. tubo 
repet.idaa vecea, enfr.iada a -20°c durante 10 a.in y centr.ifu9ada a 
7, ooo X9 durante 10 a.in a 4ºC. El. precip.itado obten.ido fue 
red.iauel.to en 7 al. de Gu.HCl./ME y vuel.to a prec.ip.itar como en el. 
paao anter.ior. El. prec.ip.itado fue nuevamente reauspend.ido con 
p.ipeta Paateur en s al. de GuHCl./ME y precip.itado como en el. paao 
anterior. Una vez •6• el. prec.ip.itado fue d.iauel.to en 3 al. de una 
aol.uc.i6n de Tr.ia-HCl. 10 mM (pH 7.5), EDTA 1 aM, NaCl. 0.3 M, SOS 1• 
(aaorti9uador para l.a uni6n del. RHA pol.i-A+) y prec.ip.itado con 2 
vol.uaenes d• etanol., aezcl.ado, enfriado y centr.ifuqado como en el. 
paao anterior. F.inal.mente, el. precipitado obten.ido (RHA total.) fue 
reauapendido en amort.i9uador de un.i6n y au concentraci6n 
detera.inada a 260 n• (Chirqw.in ~AJ.., 1979; Han~ AJ.., 1987; 
Macoonal.d ~ .ai., 1987) • 

.i.i) Obtenc.i6n de RHA Pol.i-A+: 
El. RNA total. obten.ido en •1 paao anter.ior y reauapend.ido en 

amort.iquador d• uni6n fue cal.entado a 70ºC durante s min y enfr.iado 
en hiel.o durante S m.in, antes de ser aometido a cromatoqraf 1a en 
una col.umna de 1.5 ml. de ol.iqo(dT) cel.ul.oaa, prev.iaaent• 
equil.ibrada con amort.iquador de uni6n. La col.umna fue entonce• 
l.avada con 3 vol.uaen•• de amort.iguador de uni6n para terminar d• 
el.u.ir •l. RNA no unido a l.a col.umna. El. RNA Pol..i-A+ fue el.u.ido con 
un vol.umen de Tr.is-HCl. 10 aM (pH 7.5), EDTA 1 mM y sos 0.1• 
(aaort.iguador de el.uci6n) y col.ectado como una aol.a rracc.i6n. Esta 
fracc.i6n fue precipitada con 90 ul. de NaCl. 1 M y 3 ml. de etanol. a 
-20°c toda l.a noche y centr.itu9ado a 7,ooo Xg durante 20 min a •ºc. 
El. prec.ip.itado anter.ior fue ].avado cu.idadoaaaente con 1 ml. d• 
etanol. frio, centrifu9ado a 7,ooo X9 durante 2 ain a 4ºC y ••cado 
a t/a aproximadamente 30 a.in. F.inal.mente, •l. RHA Pol..i-A+ fue 
d.iauel.to en 5-50 ul. de una aol.uci6n conten.iendo EDTA 1 aM (pH 7.5) 
y al.aacenado en al.1cuotaa a -7o0 c hasta au uso (Aviv y Leder, 1972; 
Tayl.or, 1979; Kedea, 1979; Jacobaon, 1987) • 

.ii.i) Traducci6n .in ~: 
• A 5 ul. de RHA Pol..i-A+ con una concentraci6n d• 0.10 mg/ml. se 

l.e ad.ic.ion6 un vol.umen igual. de una sol.uci6n que conten1a: KCl. 0.12 
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M, acetato d• pota•.io o.3 N (pH 7.2) • creat.ina ro•rato o.03 M, 
H•P•• 0.075 M (pH 7.2), mezc1a de L-amino6cido• 0.15 lllM (A, c. D. 
E, F, G, Hj J:, Je:, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, Y) y 15 uC.i de 
metionina 5 s (Am•r•h•• co.), ••1 como s u1 de 1isado d• 
ret.icu1oc:.itoa (tratado• previamente con nuc1easa para abatir •u RNA 
end&geno), creatina e.in••• 50 uq/•1 y hemina 0.02 lllN. La mezc1a 
anter.ior rue .incubada 1 h a 30°c. La reacc.i6n rue terminada 
ad.ic.ionando 2.5 u1 d• RNA•a 1 99/•1 (Pe1ham y Jack•on, 1976). La 
•1ntea.i• de 1• traducci6n rue eva1uada prec.ip.itando 5 u1 de 1• 
reacc.i6n con TCA al 12• y la cant.idad de rad.ioact.iv.idad .incorporada 
rue determ.inada •n un contador beta (Packard Tricarb 300 de Un.ited 
Packard T•chno1oqy). A1qunoa producto• de traducc.i6n rueron 
.incubado• con auero de conejo hiper.inmune ant.i-AqB (1:50) y 1o• 
co•plejoa ant19eno-anticuerpo fueron prec.ip.itadoa con 30 ul d• una 
ao1uc.i6n d• prote1na-A un.ida a aeraroaa 4B a1 so• en Pes. Lo• 
co•plejoa .in•une• precip.itadoa fueron lavado• con PBS, pH 7.4 Y 
•O••t.ido• a una PAGE-SDS •1 
12.s• (Pa1•iter, 1973). Lo• qele• fueron tratados para 
autorad.ioqrar1a con PPO al 20• en OMSO, d••h.idratado• y expue•to• 
a p1aca• de rayo• X a -7o0 c durante 2 d1a• (Laák•y y N.111•• 1975). 
F.ina1aente, 1a• placa• fueron revelad•• para ob••rvar •1 patr6n d• 
l•• prote1na• a1ntetizadaa por •1 RNA Po1.i-A+ del c.i•ticerco. 

iv) An6li•.i• t.ipo Northern: 
E1 RNA (1 u9 de RNA Po1.i-A+ y 10 uq de RNA tota1) fue aomet.ido 

a e1ectrofor••i• en un ge1 de a9aroaa e1 1• con rormaldeh.ido a1 6• 
y tran•fer.ido a meabrana• d• ny1on (Aaerahaa Corp). de acuerdo a 
1a• condic.ionea de•cr.ita• por e1 fabr.icante. A1 t6rmino d• 1a 
tranaferenci• 1• •••brana rue ••cada a temperatura aabient• y 
horneada por 2 h a eo0 c. La h.ibridaci6n •• 11ev6 a cabo a 42°C 
durante toda la noche en una •o1uc.i6n d• h.ibr.idaci6n para Northern 
(ap6ndice 4). Co•o •onda••• ut.ilizaron: un rra999nto d• un qen de 
act.ina (pAT5, 891 :r:r-XhoZ) y el. el fragmento de 1a re9.i6n 
cod.ir.icadora d• la c1ona de cONA de1 AqB. Lo• rraqmento• rueron 
aarcadoa con a-32P-dCTP por e1 m6todo de "Random pr.i•er" (Ameraham 
J:nt. pcl.). La• •e•branaa rueron 1avada• en una •oluc.i6n 
conteniendo ssc 0.1 X y sos 0.2• durante 30 •.in a 37°c, en 3 
ocaa.ion••· P.ina1 .. nte 1• .. abrana fue expue•t• a p1ac•• d• rayo• X 
en preaenc.ia de una pantal1a .intenair.icadora, durante 12 h a -7o0 c 
(Lehrach ~ A.1.·• 1977). 

V) S1nt••i• d• cDNA: 
La •1ntea.i• de 1• pr.i•era cadena de cONA. •• 1lev6 a cabo 

ut.11.izando 10 ug d• RNA Poli-A+ en un vo1u•en d• 40-120 u1. E1 RNA 
Pol.t-A• rue tratado con una aoluc.i6n de NeHqOH 0.1 M por 7 a.in a 
t/a, paaado ••t• t.ie•po fueron ad.icionadoa 25 u1 de agua 1.ibre de 
RNA••• y 11 u1 de 2-a•rcaptoetano1 0.7•, • .incubado 5 •in a t/a. La 
••zc1• rue co1ocada en hielo y ae 1• ad.icion6 en •l a.i9u.ient• 
orden: 1 ul (1 ug) de o1iqo(dT) 17_ 21 • 2 ul (25 U) de .inh.ib.idor de 
RNAaa de placenta huaana, 25 ul de aaort.iquador de pr.iaera cadena 
1ox (ap6ndic• 4), 5 u1 de 25 1BM dHTP'•• H2 o a un vo1umen f.ina1 .d• 
240 u1, 10 u1 (200U/u1) de tranacr.ipta•a rever•• mur.ina RNA•a H-

17 



(BRL) y 1o• componente• fueron mezc1ado• a 4ºC. En un tubo nuevo •• 
·co1ocaron 10 u1 d• la primera reacci6n y•• le adicionaron 1 uCi d• 
a-~2P-dCTP 400 ci/ mmo1; 10 Ci/ul), ••ta reacci6n fue denominada 
pi1oto. La• reaccione• anterior•• fueron incubadas 90 min a 37°c. 
La• reaccione• fueron terminada• adicion6ndolea 10 y 0.1 u1 de EDTA 
0.5 M, r••pectivamente y co1ocadaa en hi•1o. La reacci6n principal 
fue tratada con 250 ul d• feno1 y 1a fase acuosa fue precipitada 
adicionando1• un volumen i9ua1 de NH40Ac y 2 volQ111ene• de etano1, 
mezclada, con9e1ada en hielo ••co por 10 ain y centrifu9ada 15 ain 
a 4°C. El precipitado fue r••u•pendido en 100 ul de a9ua y vue1to 
a precipitar como ant••· La mezcla anterior, ae1 coao la reacci6n 
pi1oto fueron co1ocada• a -20°c haeta •u u.o. 

La •1nteeie de 1a ee9unda cadena del cDNA: El h1brido cDNA/RNA 
d•1 paeo anterior fue centrifu9ado 15 •in a 4°C y •1 precipitado 
obtenido 1avado con 500 ul d• etanol al 80• y ••cado a t/a. El 
precipitado fue re•u•pendido en 33.5 ul de agua, 5 u1 d• 
aaorti9uador 10X de ••gunda cadena (ap6ndic• 4), 2.5 ul de BSA (1 
ag/1111), 1 u1 de aeta-NAO+ 10 aM, 2 u1 d• dNTP'•• 1 u1 de RNA•a H (1 
U/ul), 1 ul de 1i9aea de .L.. --5&Sll.j., 2 ul d• DNA polimeraea X (10 
U/ul), 1 uci de a1fa 32P-dCTP y agua haata un vo1u111en de 50 ul. Lo• 
componente• fueron .. zclado• • incubado• 60 min a 15ºC y 60 111in a 
t/a. La mezcla d• reacci6n fue ca1entada 10 111in a 7o0 c, centri
fugada brevemente y co1ocada en hielo. A la aezc1a de reacci6n 
anterior •e 1e adicionaron 3.5 ul de T4 DNA po1imeraea (3 U/ul) y 
la mezcla incubada 10 min a 37°c. La reacci6n fue terminada 
adicionando 2 ul de EDTA o.5 M. una a11cuota de 5 u1 de la reacci6n 
fue retirada para ••r analizada poeterior111ente y e1 reato de 1a 
reacci6n tratada con 50 ul d• feno1/cloroformo. La fa•• acuoea 
obtenida fue precipitada como ya ee deacribi6 anteriormente y 
co1ocada a -20°c, haata •u ueo (Okayaaa y Berg, 1982; Gubler y 
Hoff111an, 1983; Saabrook ~ ..i .• 1989). 

vi) An61ieia de cDNA: 
La radiactividad total y la radioactividad incorporada fueron 

determinada• por precipitaci6n con TCA a1 10•, utilizando o.5 ul de 
aueetra de la primera y ee9unda cadena de 1a •1nteai• de cDNA. Loa 
taaaftoe de lo• producto• de 1a a1nt••i• del cDNA fueron ana1izadoa 
en un ge1 a1ca1ino de agaro•a al 1• (ap6ndice 4), uti1izando 
fra9111ento• de un DNA d•1 fago lambda digerido con Hind XXX y 
marcado• con a-32P-dCTP. Aproximadamente 100,000 epa fueron 
utilizada• por pozo (Okayaaa y Ber9, 1982; Gubler y Hoffaan, 1983; 
Saabrook ~AJ.., 1989). 

vii) Adici6n de Li9adore•: 
E1 cDNA con loe extremo• ra•uradoa fue deeconge1ado y 

centrifu9ado 15 111in a 4°c y e1 precipitado 1avado con etano1 a1 
eo•. E1 precipitado fue reau•p•ndido en 22 ul de agua, 3 u1 de 
amortiguador de 1i9aea 10X (ap6ndic• X), 3 u1 d• 1igador•• EcoRX 
con un •itio interno Not X (5'-AATTCGCGGCCGC-3, 1 u9/u1) y 2 ul de 
T4 DNA 1i9••a (2.7 U/ul), mezclado• incubado toda la noche a 1s0 c. 
La reacci6n fue terminada adicionando 2 ul de EDTA o.s M y tratada 
con 50 u1 de feno1/c1oroforao. La fa•• acuosa obtenida fue 
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precipitada por 1a adici6n de 0.1 vo1uaen d• acetato de •odio 2 M 
y 2 vo1uaen•• de etano1, ••zc1ado y conge1ado en hie1o aeco por 10 
ain, centrirugado 15 ain a 4°C. E1 precipitado obtenido rue 1avado 
con •tano1 a1 80• (Okayama y Berg, 1982; Gub1er y Hoffman, 1983; 
saabrook ~AJ. •• 1989). 

viii) Tratamiento con T4 po1inuc1e6tido cinaaa: 
E1 precipitado anterior rue diaue1to en 12 u1 de agua y 

poaterioraente •• 1• adicionaron 1.5 u1 de aaortiguador d• cinaaa 
(ap6ndic• 4) y 2 u1 de T4 po1inuc1e6tido cinaaa (5 U/u1). La reac
ci6n rue aezc1ada, centrirugada aoaent6neaaente • incubada por 30 
ain a 37°c. Deapu•• de eate tieapo 1a reacci6n rue mantenida en 
hie1o (Okaya•a y Berg, 1982; Gub1•r y Horraan, 1983; sambrook ~ 
AJ... 1989) • 

ix) S•1•cci6n d•1 taaafto de 1o• fragmento• de cDNA: 
La reacci6n d• 1a aezc1a anterior rue tratada con s u1 d• 

RNA•a en Tria-HC1 (pH 8), • incubada durante 10 ain a 37°c. La 
reacci6n fue cargada en un ge1 de agaroaa a1 1• en Tria-acetato 
(ap6ndic• 4) y ao .. tido a •1•ctroror••i• a 5 V/ca, haata que •1 
co1orante hab1a aigrado 1o aufient• para ••parar 1a aueatra (2-3 
ca). E1 ge1 rue teftido con bromuro de etidio por 15 ain y 
fotograriado en un tranai1u•inador de UV onda corta. Se uti1izaron 
aarcador•• de DNA coao rererencia para recortar 1oa tamafto• de cDNA 
••1•ccionado• (0.5-2 Kb y 2-7 Kb). 

Lo• fragmento• de ge1 conteniendo •1 cDNA rueron recortado• en 
4 a 5 pequeftoa rragaentoa y •1•ctroe1uido• con •1 aiateaa de 
e1uci6n GeneE1uter (XnVitroGen, Xnc) en un amortiguador d• 0.25X de 
Tria-acetato. A1 cDNA recuperado en un vo1uaen de 300-400 u1 •• 1• 
adicion6 1 u1 de tRNA (5 •g/•1) coao acarreador y toda 1a aezc1a 
rue tratada con 350 u1 de reno1/c1ororormo. La fa•• acuoaa obtenida 
fue precipitada con 0.5 vo1Qaen•• de NH40Ac 8 M y 2 vo10m•n•• de 
etano1, conge1ado en hie1o seco, centrirugado 15 min a 4°C y •1 
precipitado obtenido 1avado con 500 u1 de etano1 80• (Sambrook ~ 
AJ... 1989) • 

x) Ligaci6n con •1 vector: 
E1 precipitado de cDNA de1 paao anterior fue reauapendido en 

3 u1 de agua, 0.5 u1 de 10X aaortiguador de 1igaaa (ap6ndic• 4), 1 
u1 d• brazo• d• fago 1aabda (1 ug) d•afoarori1ado• .con roarataaa 
a1ca1ina inteatina1 (CXP) y 0.5 u1 d• T4 DNA 1igaaa (~.7 U/u1). • 
incubado• toda 1a noche a 4°c (Young y Davia, 1983; Huynh ~AJ. •• 
1985; saabrook ~AJ. •• 1989). 

xi) Eapacaaiento de1 cDNA+DNA f6gico: 
La reacci6n anterior fue adicionada a un extracto sonicado de 

ragoa (GXGA XX Go1d Packing extract de stratagene C1oning syat•••> 
aiguiendo 1a• inatruccion•• de 1a caaa coaercia1. Loa extracto• de 
ragoa fueron r6pidaaente deaconge1adoa entre 1o• dedos y 1oa DNAa 
1igadoa de 1a reacci6n anterior (fago• 1aabda gt10 y gt11 + 
inaertoa de cDNA) adicionado• inaediataaente (5u1 conteniendo 5 
ug), •incubado• por 2 ha t/a c22°c). La reacci6n de eapacaaiento 
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rue terminada adicionando 500 ul de SM (apéndice 4) y 20 ul de 
cl.ororormo. mezclada auavemente y centrirugada brevemente. El. 
aobrenadant• rue titulado en l.a bacteria hu6apad corraapondiente 
(Yl.090 r-. Yl.088 para l.ambda 9t11. C600 y C600 hfl.- para gtl.O 
(Young y Cavia. 1983; Huynh ll AJ..• 1985; JCretz ll AJ..• 1989; 
sambrook n AJ. •• 1989). 

xii) Titulaci6n de l.aa bibl.iotecaa de cCNA: 
Una col.onia de l.a bacteria hu6aped rue inocul.ada en 50 al de 

medio TB (ap6ndice 4) • • incubada toda l.a noche a 30°c. Laa 
bacteria• rueron centriru9adaa 10 min a 600 Xg y reauapendidaa 
gentil.mente en 119so4 10 mM a una concentracion de 00600- o. 5. 
Aproximadamente 200 ul. de bacteria• ruaron inrectadaa con 10 ul de 
aoluci6n de ra9oa diluida en SM (10-2 • 10-•.10-6 ) a 37°C. 
Po•terioraente. 3 al de agar rundido a una temperatura de 48°C. 
fueron ••zcl.ado• con la• bacteria• inrectadaa y •••bradaa en caja• 
de petri (100 .. ) conteniendo medio SOBM (apendic• 4) • incubada• 
toda l.a noche a 37ºC (Young y Davia. 1983; Huynh et al •• 1985; 
Kretz et al. •• 1989; sambrook et al •• 1989). La ericiencia y el 
t1tul.o de l.aa bibl.iotecaa •• determinaron con la• r6rmulaa 
pr•••ntadaa en •l. manual de empacamiento de CXCA XX Gold Packing 
extract (Strata9ene Clonin9 Syat•••>· 

xiii) Ampl.iricaci6n de bibl.iotecaa: 
La• bacter iaa a una concentraci6n 00600- o. 5. fueron inrectadaa 

en una relaci6n de 600 ul de bacteriaa/50. 000 rago• en medio 
l.1~uido y •••bradaa en cajaa de petri (150 .. ) • incubada• 6-8 h a 
37 e (8 caja• cada vez). Loa ragoa ruaron recuperado• d• l.a auper
ficie de l.•• cajaa de petri con 10 •l. de SM con a9itaci6n auave 
toda l.a noche a 4°C. La• auapenai6n de bacteri6ra9oa obtenida rue 
tratada con cl.ororor•o al. 5• total.. centrifugada a 500 Xg durante 
5 min y el. aobrenadante tranaferido a un tubo nuevo. El. aobrena
dante rue 9uardado en al.1cuotaa de 1 •l con cl.oroformo al. 3• a 4ºc 
o en DMSO al. 7• a -7o0 c. El. t1tul.o de l.aa bibl.iotecaa aapl.if icadaa 
rue determinado como •• deacribi6 arriba 
(Youn9 y Davia • 1983; Huynh ll Ü· • 1985; Kretz ~ AJ.. • 1989; 
sambrook ~ .i .• 1989). 

xiv) Tamizaje de l.aa bibl.ioteca•: 
Lo• tamizajea •• l.l.evar6n a cabo aigui•ndo l.a t6cnica de 

aenton and cavia (Benton y cavia, 1977; Kretz n AJ,., 1989). La• 
bacteria• ruaron inrectada• con l.oa ravo• corr••pondientea a 37ºc. 
en •edio liquido y poateriorment• •••bradaa en ••dio a6l.ido • 
incubad•• toda la noche a 37°c, haata l.a obtenci6n d• pl.acaa de 
l.iaia. Loa ra90• contenido• en l.aa pl.aca• fueron tranareridoa a 
papel de nitrocel.ul.oaa. El. CNA de l.oa ra9oa rue fijado a las 
membrana• por el. aiguient• procadi•iento: El. papel. de nitrocelul.oaa 
con loa ragoa fue tratado con una aol.uci6n conteniendo NaOH 0.5 M 
y N•Cl. 1.5 M por 5 min. Poateriormente la •••brana rue tranarerida 
a una aol.uci6n de Tria-HCl 1.5 M (pH 8) y Nacl. 1.5 M, por 5 min y 
rinal.mante la nitrocelul.oaa rue ••cada en un horno con vac1o a 
80°C, por 2 h (Benton y Cavia, 1977; Sambrook n AJ.., 1989). El. 
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o1igonuc1eótido AgB2 obtenido a partir de 1a secuencia parcia1 de 
amino6cidos obtenida de1 AgB, marcado con r-32P-dATP por e1 m6todo 
de 1a T4 po1inuc1eótido cinaaa, fue uti1izado como sonda (Sambrook 
ñ Al.·. 1989). La hibridación ae 11evó a cabo en ao1ución de 
hibridación para tamizaje con o1igonuc1eótido• (ap6ndice 4) a una 
temperatura de 37°C, durante toda l.a noche. Lo• fi1troa fueron 
1avadoa 2 vece• con 1a ao1ución de 1avado (6X ssc y o.1t SDS) por 
5 min cada vez a t/a y 3 vece• por 10 ain cada vez a 1a teaperatura 
a 1a que •e 11evó a cabo 1a hibridación. Fina1mente 1o• fi1troa, 
fueron expueato• a p1aca• de rayo• X (X-Olllat de ICodak) • en 
preaencia de una panta11• inten•ificadora durante toda 1• noche a 
-7o0 c (Young y cavia, 1983; Huynh ~Al. •• 1985; ICretz ~AJ. •• 1989; 
saabrook .asa AJ. •• 1989). 

Lo• DNA• de 1oa fago• poaitivoe obtenidos en 1os tamizajea, 
fueron ai•1adoe y l.o• fragmento• de 1aa c1onaa fueron 1iberado• 
uti1izando 1•• endonuc1eaaas de reatricción Eco RX y Not X 
(Saabrook .S. AJ. •• 1989). 

xv) Mapa• de reetricción de 1aa c1onaa: 
Aproxiaadaaente 1 ug de DNA de 1a• 2 c1ona• aia1ada• conte

niendo e1 fragmento de cDNA de 3.6 ICb (Saabrook .aS& Al.·• 1989), 
fueron caracterizados por digeatione• aenci11aa y dob1e• con 
diferente• endonuc1ea•a• de reatricción: (Baa HX, Bg1 XX, Hinc XX, 
Hind XXX, Sa1 x. P•t X, Xba X, Xho x. etc). La• condicione• para 
cada enzima, amortiguador, temperatura, aa1 coao 1a re1ación de 1 
unidad de enzima por ug de DNA fueron 1a• recomendada• por 1a caaa 
comercia1. 

xvi) Secuenciación de DNA: 
Lo• fragmento• de cDNA de 3.6 ICb obtenido• por digeatión con 

Eco RX fueron aubc1onadoa en e1 bacteriófago M13•p18 y 19. E1 DNA 
de cadena senci11a fue purificado a partir de 1a• part1cu1a• 
vira1e• de Ml.3 recoabinantea y uti1izada• como mo1de en 1a 
reacción de eecuencia. La reacción de aecuencia se 11evó a cabo por 
e1 a6todo de Sanger ut1i1izando e1 eetuche de 1a sequenaaa (United 
States Biocheaica1 Corp.). La• reaccione• fueron aoaetidas a 
e1ectroforeaia en un ge1 de 0.4mm de groaor compueato por 
acril.aaida a1 8t, bi• acri1aaida 0.4t, urea u1trapura 50t en 
Tria-Borato EDTA, a un vo1taje de 1,400 a 2,000 vo1tio• (35-40 aA) 
(Sanger .aS& AJ. •• 1977). Loa an61i•i• de aecuencia• del.o• fragmento• 
de DNA •e l.1evaron a cabo en coaputadora con 1• ayuda de 1o• 
prograaa• contenido• en e1 paquete PC/Gene de Xnte11igenetica, Xnc. 
y en e1 prograaa predict 7 ccarm•ne• .asa AJ.., 1989). 

xvii) Aap1ificación de1 DNA por reacción en cadena de 1a 
po1iaera•a (PCR): 

Doe o1igonuc1eótidoe eapec1fico• conteniendo e1 principio 
(poaicione• 238-255 con 1a adición de un sitio para 1a endonuc1eaaa 
Eco RX) y •1 fina1 (posicione• 2812-2829 con 1a adición de un •itio 
para 1a endonucl.eaaa Hind XXX) fueron aintetizadoe a partir de l.a 
eecuencia obtenida del. fragmento de DNA que codifica para el. AgB en 
un aintetizador de o1igonuc1eótido• (Bioaearch 8750) (Fig. 17). La 
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amp1ificaci6n de1 DNA que codifica para e1 AgB ae 11ev6 a cabo en 
100 u1 de reacci6n. La reacción conten1a 5 ng de 1a c1ona de AgB 
(3.6 Kb), 100 pmo1 de cada o1igonuc1e6tido, amortiguador de PCR 
(ap6ndice 4) y 2.5 U de Taq po1imeraaa. Deapu6a de un cic1o a 95°C, 
3 min; 40°c, 3 min; 72°c, 3 min y de 30 cic1os a 95°c, 1 min; so0 c, 
3 min; 72ºC, 3 min (Saabrook ~AJ.., 1989). Loa productos de 1a 
reacci6n fueron sometido• a un ge1 de agaroaa a1 1• en Tria-acetato 
(TAE) 1x. E1 fragmento amp1ificado (2.6 Kb) fue purificado por •1 
m6todo de Voge1atein y Gi11eapie, 1979. 

xviii) C1onaci6n de fragmento• d• PCR en e1 vector pMa1-c 
(New Eng1and BioLaba, 1991): 

Lo• extremo• d•1 DNA amp1ificado de 1a c1ona de AgB (2.6 Kb), 
fueron re11enadoa con K1enow (Sambrook ~ aJ.., 1989), y digerido 
con 1aa enzima• Eco RX/Hind XXX. E1 fragmento de DNA de 2.6 Kb de1 
AgB Eco RX/Hind XXX fue c1onado en •1 vector pMa1-c (ap6ndic• 2c), 
previamente digerido con Eco RX/Hind XXX y deafoafori1ado con CXP. 
La reacci6n de 1igaci6n •• 11ev6 a cabo con 50 ng de pMa1-c, 100 ng 
de1 fragmento DNA-AgB, amortiguador de Ligaaa sx, agua a 20 u1 y 1 
u1 de 1i9aaa (5 U/u1) a 15ºC toda 1a noche (Sambrook AS& AJ.., 1989). 
La ••zc1a de reacci6n fue ca1entada a 65°C por 5 ain y enfriada en 
hie1o. 

xix) Tranaforaaci6n bacteriana: 
Un precipitado de 50 m1 de bacteria• crecidas a una 0.0600-o.4 

a partir de un cu1tivo de toda 1• noche di1uido 1:100 de 1a cepa 
TG1, fueron hechas competente• por e1 m6todo de c1oruro de rubidio 
(Sambrook AS& AJ.., 1989). La• c61u1aa fueron reauspendidaa en 2 m1 
de 1a ao1uci6n TFB (ap6ndice 4). 

De 1a reacci6n d• 1igaci6n anterior aproximadamente 10 u1 fueron 
adicionado• a 100 u1 de c61u1aa competente• • incubada• por 30 min 
a 4°c. Pasado ese tiempo, 1aa c61u1aa recibieron un choque de ca1or 
a 42ºC por 2 ain y fueron aembradaa en LB a61ido (ap6ndice 4) 
conteniendo ampici1ina (100 ug/m1) • incubada• toda 1a noche a 
37°c. La• co1oniaa crecida• fueron reaembradaa en una caja 
conteniendo LB-ampici1ina 1a cua1 fue denominada coao maeatra y una 
caja conteniendo LB-ampici1ina, X-ga1 80 ug/m1 • XPTG o. 1 mM e 
incubada• a 37ºc, toda 1a noche. Laa c1onaa que perdieron •1 
fenotipo Lac fueron recuperada• de 1a caja maestra que no contiene 
X-9a1 ni XPTG (Ke11erman y ferenci, 1982; Yaniach-Perron AS& AJ.., 
1985; Guan ~AJ.., 1987; Nagai y Thogeraen, 1987; Maina AS& AJ.., 
1988; Sambrook §l& AJ.., 1989). 

xx) Purificaci6n de1 DNA p1aam1dico: 
se obtuvieron minipreparacion•• de DNA p1asm1dico a partir de 

diferentes c1onaa con fenotipo Lac-. E1 DNA fue digerido con 1aa 
enziaaa Eco RX/Hind XXX para conf iraar 1a preaencia de1 p16aaido 
correcto (Sambrook AS& AJ.., 1989). 

xxi) Producci6n de prote1na• de fuai6n: 
La• c1onaa de bacteria• conteniendo p16amidoa recombinantea 

fueron crecida• a una 00600- 0.4 en s m1 de LB-ampici1ina (100 
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u/al.). un ml. de aue•tra rue centri.rugado durante 2 ai.n y el. 
sobrenadante descartado. El. preci.pi.tado de bacteri.aa rue 
re•u•pendi.do en so ul. de amorti.guador de mue•tra para PAGE-SDS. La• 
bacteri.a• re•tante• fueron i.nduci.daa a produci.r l.a protef.na de 
fuai.6n con J:PTG a o. 3 mM e incubad•• durante 2 h. Pa•ado ea te 
ti.eapo otra al.1cuota de o.5 al. rue toaada y centri.fugada como 
ant••· El. preci.pi.tado de bacteri.a• rue reau•pendido en 100 ul. de 
aaorti.guador de aue•tra. La• aue•tra• fueron hervi.da• 3 min y 
aoaetida• a una PAGE-SDS coao ya •• aenci.on6 anteri.oraente 
(Kel.l.eraan y rerenci., 1982; Yani.•ch-Perron ll AJ.., 1985; Guan aso 
AJ.., ·1997; Nagai. y Thoger•en, 1987; llai.na ll Ü·, 1988; Saabrook aso 
AJ... 1989). 

xxi.i.) Puri.ricaci.6n de l.• protef.na de ru•i6n: 
La protef.na de ru•i.6n fue purifi.cada a parti.r de un cul.tivo de 

100 al. de bacteria•. La• bacteria• fueron centri.rugadaa a 600 Xg y 
el. preci.pi.tado de bacteri.a• re•u•pendi.do en 1 ml. de agua. La 
•u•penai.6n rue congel.ada a -7o0 c, •oni.cada 10 ••9 en 3 oca•i.one• a 
4°C y centri.fugada a 8, 100 Xg durante 10 mi.n. El. preci.pitado 
(cuerpo• da i.nc1u•i.6n) fue re•u•pendi.do en PBS pH 7.4 conteniendo 
EDTA 10 all, EGTA 10 all y PllSF 1 mM, y J.a •u•pen•i6n centri.fugada 
coao en el. pa•o anterior. Poateri.oraente, el. preci.pi.tado (cuerpo• 
de incl.u•i.6n) fue re•u•pendi.do en 5 al. de aaortiguador de ro•fato• 
pH 7.4 conteni.endo urea 6 11, NaCl. 0.5 11, 2-mercaptoetanol. 10 ldC, 
EDTA 10 all, EGTA 10 all y PllSF 1 all. La •uapen•i6n fue congel.ada a -
70°c y aonicada 10 ••9 en 3 oca•ione• a 4°c, centri.fugada a a,100 
Xg por 10 mi.n y el. •obrenadante obtenido dial.izado contra NaCJ. 0.3 
11 aaorti.guado con fo•fato• pH 7.4. EJ. •obrenadante fue nuevaaente 
centri.rugado y l.a prote1na de 
fu•i6n purificada por el. a6todo de l.a 
anterioraente. La prote1na unida a 
aaorti.guador de fo•fato• pH 7.4 
concentrada por ul.trafil.traci.6n. 

coJ.69ena pol.im6rica, descrito 
J.a co16gena fue el.uf.da con 
conteni.endo NaCJ. 0.5 11 y 

La protef.na de fu•i6n obtenida fue incubada con el. factor Xa 
en una rel.aci6n de 1:5 (concentraci6n) por 6-8 hora• a t/a en una 
aol.uci.6n de aaorti.guador de fo•fato• o Tri•-HCJ. 20 aM pH 8, 
conteni.endo NaCl. o. 35 11 y cacl.2 1all. Una vez terai.nada l.a reacci6n, 
J.a aezcl.a anteri.or fue dial.izada contra NaCJ. 0.3 11 aaorti.guado con 
fo•f ato• y pa•ada a trav6• de l.a col.uana de aail.o•a con un vol.uaen 
de cama de 5 ml.. La protef.na unida a J.a col.uana fue J.avada con 3 
vol.uaene• de NaCJ. 0.3 11 y 1 all EGTA aaorti.guado con ro.rato•, pH 
7.4. La protef.na uni.da a J.a col.uana fue el.u1da con una aol.uci.6n 
conteniendo aal.to•a 10 all en aaorti.guador de roafato•, pH 7. 4. 
Fraccione• de 3 al. fueron col.ectada• y au abaorbencia determinada 
a 280 nm. La protef.na no uni.da y J.a protef.na unida a l.a amil.oaa 
fueron dial.izad•• contra NaCl. o. 3 11 aaortiguado con foafatoa pH 7. 4 
y concentrada• por ul.trafi1traci6n uti.l.i.zando aeabranaa Pll<10. El. 
contenido de cada fracci.6n rue anal.i.zado en una PAGE-SDS (Kel.J.eraan 
y rerenci, 1982; Yani•ch-Perron ñ ..i., 1985; Guan aso ..i •• 1987; 
Nagai y Thoger•en, 1987; llai.na ñ Ü•, 1988; Sambrook aso AJ.., 
1989). 
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xxiii) An61i•i• tipo SOÜthern: 
E1 ONA gen6aico de %· •pJ.i,y• (10 ug) rue digerido con 

direrent•• •ndonuc1ea•a• de re•tricci6n (Bam HZ, Bg1 XX, Eco RX, 
Hind XXX, P•t X, Sa1 X, Xba X), •iguiendo 1a• condicione• 
recoaendada• por 1a ca•• coaercia1. E1 ONA digerido rue rraccionado 
por •J.ectrorore•i• en un 9•1 de agaroaa 1• en TAE a 0.15 V/ca. EJ. 
ONA rue vi•ua1izado con broauro de Etidio (1ug/u1) en un 
tranai1uainador de uv de onda corta y tran•rarido a una aeabrana de 
nitroce1u1o•a da acuerdo a1 ••todo deacrito por Southern (Saabrook 
~AJ.., 1989; Southern, 1975). La hibridaci6n •• 11ev6 a cabo a 
65°C durante toda 1a noche en una •o1uci6n de hibr idaci6n para 
southern (ap6ndice 4), utiJ.izando eJ. rra..,..nto d• 1a regi6n 
codiricadora d• 1a cfr.n• de cONA d•1 AgB obtenido por PCR coao 
•onda, -rcado con P-dCTP por e1 .. todo de "Randoa pri-r• 
(~r•haa Xnt. pc1.). La• .. abrana• ruaron 1avada• en una •o1uci6n 
conteniendo ssc 2X y sos 0.5• durante 5 ain cada vaz a t/a y 3 
vecea por 10 ain cada vaz a J.a taaperatura a 1a qua •• 11av6 a cabo 
J.a hibridaci6n. Fin•1••nta 1oa riJ.tro•, ruaron expuaatoa a p1aca• 
da rayo• X coao ya •• aenciono anterioraenta (Saabrook ~ AJ.., 
1989). 
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1. PURXFXCACXON DEL AgB. 
E1 ant1geno B rue purificado por •1 a6todo d• afinidad por 

co16gena como ae deacribi6 anterioraente (Lac1ett• ñ Al-a.. 1990). La 
figura 6 mueatra 1o• patronea e1•ctrofor6tico• d•1 extracto crudo 
(ECr) inicia1 preparado con inbibidor•• d• proteina•a•, de1 AgB 
puriricado y J.o• reaul.tado• de rET obtenido• uaando anticuerpo• 
anti-AgB. E1 extracto crudo obtenido en pr•••ncia de inhibidor•• 
esta roraado por maa d• 30 prote1naa diferente• con pe•o• 
aol.ecu1ar•• entre 10,000 y 200,000 (carril. 1). En contraate, e1 
materia1 e1u1do de J.a co16gena con NaC1 0.5 M preaenta una banda de 
aproximadamente 95 kDa que conatituye al.rededor del. 90• de 1a 
rracci6n (carri1 2). En J.a rET, 1os anticuerpo• anti-AgB, reconocen 
1• banda de 95 kDa en aaba• fraccion•• (carri1 5). Cabe mencionar 
que 1a banda de 95 kDa coincide con 1a migraci6n re1ativa 
caracter1atica de1 ant1geno B, previaaente reportada (Lac1ette ñ 
AJ.., 1989; Lacl.ette ~,&l.., 1990). En un experiaento t1pico •e 
obtuvieron 300 a 500 ug de prote1na cuando •• incubaron 30 m1 de 
ECr con 2 g d• col.6gena pol.ia6rica. 

2. SECUENCXA DE AMZNOACrDOs DEL AgB. 
La ••cuencia del. extreao amino teraina1 del. AgB puriricado no 

pudo ••r obtenida probab1eaent• debido a a1gQn tipo de b1oqueo 
qu1mico en el. extremo aaino, por l.o que •• intentaron div•r•o• 
tipo• d• hidr6J.iai• enzia6tica con •1 objeto d• obtener fragmento• 
a partir de 1o• cual.•• •• pudiera conaeguir ••cuencia• parcia1•• de 
aaino4cidoa. La dig••ti6n del. AgB (100 ug) con tripsina (2 ug) 
durante un minuto de incubaci6n gener6 do• p6ptidoa de 55 y 50 kDa 
vi•ibl.e• con tinci6n de Cooaaaaie. El. carril. 3 de 1a figura 7A, 
muestra el. patr6n de bandeo de J.a tripaina de tipo r uti1izada en 
1os •n•ayoa. 

Para confiraar que l.o• p6ptido• obtenido• por J.a dig••ti6n con 
tripaina provenían de1 AgB •• rea1izaron prueba• de rET con 
anticuerpos anti-AgB. como •• aueatra .en 1• figura 78, 1o• 
anticuerpo• anti-AgB reconocieron a l.a• banda• de 55 y 50 kDa, as1 
coao a otro p6ptido d• ta•afto aimi1ar al. d• 1a tripaina (carril. 4). 
Una vez encontrada• l.a• condicione• adecuada• para obtener 
fragmento• de1 AgB, 100 ug de AgB fueron digerido• con trip•ina 
durante un ainuto, reauel.to• en PAGE-SDS y tranaferido• a una 
•••brana de PVDF. La •••brana fue teftida con azu1 bri11ante de 
Cooaa••ie y 1aa banda• correapondient•• recortadas para ••r 
proc••ada• en un aecuenciador de aaino6cidoa. La figura 8A, au••tra 
J.o• 18 re•iduo• de aaino6cido• del. AgB obtenido• del. poJ.ip6ptido de 
55 kDa. De acuerdo al. experto en aecuenciaci6n, J.oa cromatograaa• 
d• 1• •ecuencia de aaino6cidos •ugieren que 1a poaici6n X, •• 
encuentra conatituida por un r••iduo de aerina. Ninguna hoao1og1a 
fue encontrada, cuando •ate po1ip6ptido d• 17 reaiduoa fue 
coaparado con otra• secuencia• de aaino6cido• de l.a ba•• de dato• 
svi••-Prot uaando •1 prograaa FSTPSCAlf, ba•ado en el. al.goritmo 
FASTP de Lipaan-P•ar•on (Lipman y Pear•on, 1985). 
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r~caura •· Purificación del AgB a partir de un extracto crudo de1 
ci•ticerco de :L.. solium. A: Gel de po1iacri1amida al 10t con SOS 
teftido con azul de Coomassie de 1: Extracto crudo de cisticerco, 2: 
Fracción unida a la co14gena polimérica en presencia de inhibidore• 
de prote.lnas, 3: Marcadores de peso molecular: fos:forilaaa B 
(93,000), BSA (66,000), ovoalbumina (45,000), anhidrasa carbónica 
(31,000). •= IET de la fracción unida a la co14gena polimérica 
incubada con suero normal de conejo (carril 4) y con suero anti-AgB 
(carril 5). 
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•~vusa 7. Di9eati6n tr~ptica del AgB de :t.a.. ao1ium. a: PAGE-SDS 10• 
teftido con azu1 bri11ant• de cooma••ie; 1: AgB di9erido con 
tripaina por 1 min, 2: Prote~naa marcadora• da bajo paao mo1ecu1ar 
(ver ri9Ur• 6), 3: Tripaina tipo x. a. XET del AgB di9erido con 
tripaina incubado con: 4: suero anti-A9B y 5: suero normal. da 
conejo. Loa anticuerpo• unido• ruaron reva1adoa con un ••9Undo 
anticuerpo anti-XgG da conejo conjugado con peroxidaaa. 



La secuencia QllDYD• fue seleccionada para diseftar una mezcla 
de oligonucle6tidos (Fig. 88), loa cuales fueron uti1izados como 
aonda para aislar el gen del AgB en 1as biblioteca• de cDNA de ~ 
aou.uw. 

3. CONSTRUccroN DE LAS ereLrOTECAS DE cDNA DE Ta•nia aolium. 
a) Purificaci6n del RNA Poli-A+. 

La purificaci6n del RNA total de cisticerco• y de1 RNA Po1i-A+ 
•• 11ev6 a cabo mediante procedimiento• convencional•• (Chirqwin ~ 
A.l,., 1979, Han~ A.l,., 1987, MacDonald ~AJ.., 1987) En la figura 
9 •• muestra una electroforesis en agarosa del RNA tota1 y RNA 
Poli-A+ de ~- solium. El RNA total fue purificado por el m6todo de 
guanidina y el RNA Poli-A+ por cromatograf1a de afinidad uaando una 
columna de o1igo(dT). En el carril 1, se mueatra un RNA purificado 
de h1gado de rat6n como control. se obaervan claramente la• banda• 
de loa RNA riboaomalea 185 y 28S. En e1 caso del RNA tota1 de ~ 
aoliym (carril 2) solo •• observa una banda de aproximadamente de 
2.8 kb en 1a poaici6n que corresponde a lo• RNA• riboaomale• 286 
(4.8 kb) y 18S (2.0 kb) en Eucariotea. Adem6a, la mayor cantidad de 
RNA Poli-A+ •• encuentra entre 1.5 a 7.0 kb, a diferencia de otros 
RNA eucariotea en donde la mayor1a ae encuentra entre 5 a 10 kb 
(Auaubel ~AJ.., 1987; sambrook ~AJ.., 1989). 

La caracterizaci6n de los diferente• lotea de RNA Poli-A+ 
obtenidos, ae 11ev6 a cabo por traducci6n J.n ~ en un aiatema 
libre de c61ula• y por hibridizaciones tipo Northern blot. En 1a 
figura 10 •e muestran loa producto• de traducci6n d•l RNA Poli-A+. 
Loa productos generados ae encuentran en un intervalo de 10,000 a 
200,000 kDa. Asimismo, para determinar si el menaajero del AgB 
hab1a sido traducido, los productos de traducci6n fueron inmuno
precipitadoa con anticuerpo• anti-AgB y analizado• en PAGE-SDS. 
Como ae muestra en el carril 2 (Fig. 10) •e obtuvo una banda de 90 
kDa que ea conaiatente con el peso molecu1ar del AgB. Ni.ngQn 
ant1geno fue precipitado por anticuerpo• norma1e• de conejo. E1 
Northern blot del RNA Poli-A+ del cisticerco hibri.dado contra un 
fragmento de o.s kb tBgl rr-xho r) del gen de acti.na pAT 6 de ~ 
•aliu• marcado con 3 %p (Campos~ AJ.., 1990) moatr6 una banda de 
aproximadamente 1. 5 kb. Este tamafto del tranacri.to de acti.na 
coincide con el reportado previamente (Campo•~ AJ.., 1990). Cabe 
mencionar que en loa gele• de agaroaa en lo• que ae corrieron 
mueatraa de1 RNA Poli-A+ del cisticerco, no ae observo ninguna 
degradaci6n. 

b) Preparaci.6n y caracteri.zaci6n del cDNA. 
Se uti.1i.zaron aproximadamente 10 ug de RNA Poli-A+ de 

ci.aticercoa de ~ •oliym; el objetivo era elaborar 500 ng de cDNA 
siguiendo el m6todo de Gluber y Hoffman (Fi.g. 11). La 
caracteri.zaci.6n del cDNA sintetizado (marcado con 32p) •• 11ev6 a 
cabo en geles alcalinos. La figura 12 muestra 1a autorradi.ograf1a 
de loa producto• de cDNA sintetizados en donde •• obaerva que el 
cDNA sintetizado ti.ene un intervalo de tamafto que va de 0.3 a 7.0 
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LSLQTQLQXLQllRDllLQ X- SERJ:NA 

• 
1) CAA/G-ATG-GAC/T-TAT/C-GAT/C-AA 

2) GTT/C-TAC-CTG/A-ATA/G-CTA/G-TT· 

r~911ra •· &a ••cuencia de 1oa 18 aminoAcidoa obtenida a partir de 
un rraqmento tr1ptico de SS kDa de1 AgB, y •• Secuencia de 
o1igonuc1e6tidoa di•eftados a partir de 1a secuencia d• aminoAcido• 
QMDYDN. 



r 
r 

1 

1 ¡ 

l 

r 

-c9.6kb 

c4.4 

28s > 

c2.4 
1 es., 

c1.4 

c0.3 

w~vura •· Purificación de1 RNA Po1i-A+ de1 cisticerco de 
~- •p1iym por e1 método de o1igo(dT). E1ectrofore•i• en un ge1 
deanatura1izante teftido con bromuro de Etidio de: 1: RNA tota1 
de h1gado de rat6n, 2: RNA tota1 de~- ao1iym, 3: RNA Po1i-A+, 
4: RNA Po1i-A++ y s: Marcador de Tamafto de 1o• RNA•. La• 
po•icionea de 1oa RNAs ribosoma1ea 285 1 185 son indicada• a 1a 
izquierda de1 ge1; 1oa auper1ndicea indican e1 namero de 
pa•ajea de1 RNA a través de 1a co1umna de o1igo(dT). 



1 2 3 -
....,. .. 93 kDa 
. ..:;;.~ -.. 66 

·' • c45 

- c31 

•i.vur• J.O. F1uorogra:f.f.a de un ge1 de po1iacri1amida con SDS 
mo•trando 1os productos generados en 1a traducci6n .in~ de1 RNA 
Po1i-A+ de ~- ao1ium. Los productos de traducci6n fueron marcado• 
radiactivamente con metionina 35s en un 1isado de reticu1ocito•. 1: 
Productos totaiea de 1a s.f.ntesis .in~. 2: Xnmunoprecipitaci6n 
de productos de traducci6n tota1es con un suero anti-AgB y 3: 
Marcadores de peso mo1ecu1ar marcados con 3 5 s (ver :figura 6). 
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Biltlioteca do 

cDNA 

•~vura 11. S1ntaaia de cDNA por e1 m6todo de raemp1azamiento da 1a 
aequnda cadena (Gub1ar y Hoffman, 1983). 



kb. N6tese l.a ausencia de productos de degradaci6n en l.a regi6n del. 
gel. por debajo de o. 3 kb. Los fragmentos de cDNA fueron l.igadoa con 
adaptadora• Eco R:I con un aitio interno Not x. Para l.a conatrucci6n 
de l.aa bibl.iotecas, el. cDNA fue fraccionado en gel.ea de agaroaa en 
doa pobl.acionea de fragmentos con tamaftos de o.5 a 2.0 kb y de 2.0 
a 7.0 kb. 

c) Conatrucci6n y caracterizaci6n de bib1iotecaa de cDNA. 
se prepararon ••i• diferente• bibl.iotecaa de cDNA. Por un 1ado 

se util.iz6 l.a pobl.aci6n total. de fragmento• (taaafto• de 0.3 a 7 kb) 
y por el. otro, ae prepararon bibl.iotecas con fragmentos de taaafto 
entre o.s a 2 kb y con fragmento• de 2 a 7 kb. Como vector•• ae 
uaaron 1ambda gt10 y/o 1aabda gt11 previamente digeridos con Eco R:I 
y tratado• con foafataaa al.cal.ina (Fig. 13). El. DNA 1igado fue 
eapacado .i.n ~ en l.aa cApsides de fagoa. Loa t1tul.os obtenido• 
para cada una de l.as bibl.iotecas se muestran en l.a tabl.a :I. 
Al.rededor del. 60 al. 70" de l.os fagos de toda• l.as bibl.ioteca• 
fueron fago• recoabinant••· La• bibl.iotecaa fueron ampl.ificadaa 
infectando bacteria• E· ~de l.a cepas Y1088 (l.aabda gt11) y C600 
(l.aabda gt10) en ••dio SOBM y aeabrada• en caja• de petri a 37°C 
durante 6 hora•. Loa fago• fueron col.ectados en aedio SM y l.a• 
bibl.iotecaa aapl.ificadaa y titul.ada• como ya •• deacribi6 en l.o• 
a6todos. Loa t1tul.os obtenidos para todas l.a• bibl.iotecaa 
aapl.ificadas conatruidaa en l.ambda qt10 y gt11, oacil.aron en el. 
interval.o de 2-4 X1010 y de 1-2 X101CT, respectivamente. 

'l'A9LA J:. T1tul.oa de l.aa bibl.ioteca• de cDNA de L.. apl.i,yw 
construidas en l.oa vectores l.aabda gt10 y gt11. 

Tipo de Bibl.ioteca Vector l.ambda T.ltul.o fagos/al. 

cDNA total. gt10 6 x106 
cDNA total. gt11 7 x107 

Fragmentos de: 
x107 o.s a 2 kb gt10 9 

2.0 a 7 kb gt10 4.5x107 

0.5 a 2 kb gt11 4.sx107 

2.0 a 7 kb gt11 3 x107 

&7 



1 2 3 

1 • 7.0kb 
;~ .;:,, • •4.3 

',·;~ 

' 
c2.3 
.... 2.0 

• c0.5 

•~vara ~•· Autorradi09rar1a de un qe1 a1ca1ino de agaroaa d• 1o• 
producto• de ia a1nte•i• de 1a primera y aequnda cadena de1 cDNA, 
aiquiendo e1 m6todo de Gub1er y Horrman, (1983). 1: Producto• de1 
cDNA de 1a primera cadena, 2: Producto• de1 cDNA de 1a ••gunda 
cadena y 3: DNA de rago 1ambda digerido con Hind XXX rue uaado como 
marcador de tamafto. Alaba• cadena• de1 cDNA ruaron marcada• 
radi~r,ctivament• con 32p. E1 DNA de1 ra90 1ambda ru• marcado 
con P uaando po1inuc1e6tido cina•a de1 ra90 T4. 

.·.I;· 
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1 2 3 4 5 6 7 

.. 23.1 kb 
• 9.4 
.. 6.6 

.. 4.3 

.. 2.3 

.. 2.0 

W:l.911ra 14. Gel de agarosa del. DNA de l.os fagos recombinantes 
aisl.ados en el tamizaje de l.as bibl.iotecas de lambda gt10, usando 
o1igonucl.e6tidos sintéticos disef'iados a partir de l.a secuencia 
QMDYDN del. AgB. Los insertos de los fagos fueron l.iberados por 
digestión con Eco RI. 1: Fago l.ambda gt10 (no recombinante), 2: 
C1ona del. grupo 1, 3: Cl.ona del. grupo 2, 4: Fago 1ambda gt10 (no 
recombinante), digerido con Eco RI, 5: clona del. grupo 1, digerida 
con Eco RI, 6: Cl.ona del grupo 2, digerida con Eco RI y 7: DNA de 
fago l.ambda digerido con Hind XII como marcador de tamaf'io de 
fragmentos. 
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•~9'&r• 15. Electroforesis en gel de agarosa de una clona completa 
del grupo 2 aislada en el tamizaje de las bibliotecas de lambda 
gtlO, usando o1igonucleótidos sintéticos diseñados a partir de 1a 
secuencia QMDYDN del AgB. Se muestran digestiones con diferentes 
endonuc1easas de restricción, 2: sin endonuc1easa, 3: Bam HI, 4: 
Hind III, 5: Sal I, 6: Pst I, 7: Pst I/Sal I, 8: Xba I, 9: Sal 
I/Bgl II, 10: Hinc II, 11: Bg1 II, 12: Bgl II/Hinc II, 13: Xho I y 
Lambda Hind III como marcador de tamaño de fragmentos en el carril 
1. 
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ENZIMAS QUE NO CORTAN EL GEN: Bam HJ:. Eco R::C. HindllC 0 KpnZ 
Not z. Pvu :c. Sma Z y Xho Z 

REGION CODIFICADORA: 2591 pb 

• SITIOS DE RESTRICCION: UNICOS 

•~Vl&r• 1•. Mapa de restricción de 1a c1ona de1 grupo 2 mostrada en 
1a figura 15. 
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4. TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA DE cDNA CON FRAGMENTOS DE TAMAfiO 
SELECCIONADO DE 2 A 7 kb EN LAMBDA gt10. 

Puesto que ae pretend1a conseguir c1onaa conteniendo 1a 
secuencia comp1eta de1 AqB, ae decidi6 uti1izar 1a bib1ioteca de 
fragmentos mayores a 2 kb. Adem4a, como se p1aneaba 11evar a cabo 
e1 tamizaje uti1izando sondas de DNA ae e1igi6 1a bib1ioteca 
construida en 1ambda gt10. Loa o1igonuc1e6tidoa diaeftado• a partir 
d• 1a secuencia QMDYDN obtenida por digeati6n parcia1 de AqB fueron 
uti1izadoa en e1 tamizaje. Se obtuvieron 6 c1onaa a partir de 
60,000 faqoa recombinantea ensayados. Fina1mente 4 c1onaa fueron 
eacoc;iidaa para au caracterizaci6n. 

Para determinar e1 tamafto de 1os insertos en 1aa 4 c1onaa y 
ademas probar 1oa sitio• de 1igaci6n, se rea1izaron diqeation•• con 
Eco RI y Not I (aitioa contenidos en 1oa adaptador••>· Tambi6n, •• 
rea1izaron amp1ificacion•• de 1oa inserto• por PCR uti1izando como 
iniciadores, o1igonuc1e6tidoa diaeftados a partir de 1aa secuencia• 
que f1anquean e1 Qnico sitio Eco RI en 1ambda qt10. E1 an41iaia de 
1oa productos de PCR (reau1tados no mostrado•) y de 1a diqeati6n 
de1 DNA f6qico con Eco RI (Fig. 14) y Not I moatr6 que hab1a un 
grupo de c1onaa con inaertoa de 3.6 kb (2 c1onaa) y otro grupo con 
inserto• de 0.5 kb (2 c1onaa). 

5. MAPAS DE RESTRICCION. 
La figura 15 muestra un ge1 de agarosa en e1 que ae corrieron 

11tueatraa de un fragmento de 3. 6 kb deapu6a de aer tratado con 
a1qunaa endonuc1eaaaa en digestiones aenci11aa y dob1••. Por 
ejeap1o, digeationea con Bam HI, Eco RI y Hind III no produjeron 
ninqQn corte en 1oa inaertoa. A partir de reau1tadoa obtenido• en 
experimento• aimi1area se e1aboraron 1oa mapas de reatricci6n d• 
1o• inserto• de 1aa doa c1onaa de 3.6 kb (Fig. 16). Loa insertos 
produjeron mapas de restricci6n aimi1area, por 10 que 1oa 2 fueron 
aubc1onadoa en fagos M13mp 18 y 19 para au aecuenciaci6n. 

6. SECUENCIA DEL AqB. 
La• aecuencias nuc1eot1dicas de 1as 2 c1ona• de 3. 6 kb 

reau1taron id6nticaa (Fig. 17). E1 aná1isia computaciona1 moatr6 1a 
preaencia de un marco abierto de 1ectura que comienza en •1 cod6n 
ATG en 1a poaici6n marcada como 1 y que continua haata 1a poaici6n 
2591, donde ae encuentra e1 cod6n de terminaci6n TAG. La eatructura 
priaaria·y secundaria de 1a aecuencia de amino4cidoa deducida a 
partir de 1a secuencia nuc1eot1dica indic6 que 1a prote1na consiste 
de 863 amino4cidoa (Fiq. 17), con un peso mo1ecu1ar 98,579 y un 
punto iaoe16ctrico de 5.o. Estos reau1tadoa aon conaiatentea con 
1aa caracter1aticaa previamente descritas de1 AgB (peao mo1ecu1ar 
de 95,000 y punto iaoe16ctrico de 5.1 a 5.3). La aecuencia obtenida 
de1 p6ptido tr1ptico de1 AgB corresponde a 1aa poaicionea 238 a 256 
de 1a secuencia deducida a partir de1 CONA, con excepci6n de 1a 
poaici6n 246 en donde ae encontr6 una serina en 1uqar de q1utamina 
(Fig. 17). La identidad de 1a prote1na cddificada en e1 marco 
abierto ae 1ectura y e1 AgB, ae refuerza a1 comparar e1 contenido 
de aaJllho4cidoa reportado para e1 AgB con e1 deducido a partir d•1 

ªª 



- 236 CTCTCCAGCTTTTGA TCCCTCTGCAACGGTTTGTG 
TTCTTCCAATAGACTCGAACCGTGTATAACTTTCGAATTTTCCCTGTGACTGCTTTGACTAGGAAAGGAATTTTCTGAGCGGTCGCATTCAATTGAGAATC 
CGGTCCGTTTTCTGACTTTCGAATCTACTTCACGCACACAACCAATCCATTGCGCACGTGCCGTGATTCACCACAAAACGGGACCTATCAGAGACGAAGAC 

1 ADiTCTMATCACAICalCAAAATTTCTCGTACCATCATACGCGGGACTTCCCCAAGTACTGTTCGACTTGAGAGTCGCGTACGAGAACTGGAGGACCTGCT 
.. S E S M V K 1 S • 1 1 1 • G T S p S T V• L E S •V• EL E D L L~ 

101 CGATCTTGAGCGAGATGCTCGCGTCCGGGCTGAACGCAATGCCAACGAGATGAGCATTCAGCTGGACACCATGGCTGAACGTCTTGACGAATTGAGTGGTA 
D L E • D A • V • A E • N A N E M S 1 Q L D T M A E • L D E L S G ~ 

201 CTTCCTCTCAGACTCACGATGCTATTCGCCGTAAGGATATGGAGATCTCGAAGCTGCGCAAGGATCTGGAAAATGCCAACGCTGCTTTCGAAACTGCCGAG 
T S S Q 1 M D A 1 • • K D M E 1 S K L • K D L E N A N A A f E T A E 101 

301 GCCACTCTGCGCCGCAAACACAACACCATGATCTCCGAGATCTCCAGCGAGGTTGAGAATTTGCAGAAGCAGAAGGGCAGGGCAGAGAAGGACAAGAGCCA 
A T L • • K M N 1 M 1 S E 1 S S E V E M L Q K Q K G • A E K O K S Q 1§ 

401 GCTCATGCTTGAAATCGATUCGTTCTTGGTCAACTTGATGGCGCTTTAAAGGCCAAGGCCTCAGCGGAGAGCAAACTGGAGGGCTTGGACAGCCAGCTGA 
L M L E 1 D N V L G Q L D G A L K A 1: A S A E S 1: L E G L D S Q L 1M 

501 CGCGCTTGAAGGCGCTGACCGACGATCTTCAACGCCAAATGGCCGACGCTAACTCTGCCAAGTCGCGTTTGGCCGCAGAGAACTTCGAATTGGTTCGCGTA 
T • L 1: A L T D D L Q • Q M A D A M S A 1: S • L A A E M F E L V • V 202 

601 AATCAGGAGTATGAAGCACAAGTCGTCACCTTCTCTAAGACAAAGGCCGCTCTTGAAAGCCAGCTGGATGACCTTAAACGGGCCATGGATGAAGATGCACG 
M Q E Y E A Q V V T f S 1: T llC A AL ES Q L DO L C •A M DE DA •256 

701 CAATCGCCTAAGCCTTCAAACACAGTTGTCGAGTCTGCAAATGGACTACGACAACCTGCAAGCACGTTACGAGGAGGAAGCCGAGGCAGCCGGAAATCTGC 
MaLSLQTQLSSL9MQYQNLQA•YEEEAEAAGML 269 

801 GCAACCAAGTTGCCAAATTCAACGCCGATATGGCTGCCCTCAAGACCCGTCTTGAGAGAGAACTTATGGCCAAGACTGAAGAGTTTGAAGAACTCAAACGC 
•MGVAl:fMADMAALtc:T•LE•EL"AKTEE FEE LK•303 

901 AAGCTGACTGTTCGCATTACCGAGTTGGAGGATATGGCTGAACATGAGCGCACTCGTGCCAACAACCTGGAGAAGACCAAAGTTAAGCTGACTCTTGAGAT 
K L T V • l T E L E D M A E M E • T R A N N L E lt T lt V IC L T L E 1 337 

1001 CAAGGATCTACAGGCTGAGAACGAGGCGTTGGCAGCAGAGAATGGAGAGTTAACGCATCGGGCGAACGAGGCAGAGAATCTTGCCAATGAGCTGCAGCGTC 
lt D L Q A E M E A L A A E M G E L T H • A M E A E M L A M E L Q • 370 

1101 GAATAGACGAGATGACAGTGGAAATCAACACCCTCAACTCGGCCAACAGCGCTCTAGAGGCGGACAACATGCGCCTCAAGGGGCAGGTCGGTGACCTCACC 
• l D E .. 1 V E 1 • T L • s a .. s " L E a D • .. • L 1( G Q V G D L T 404 

1201 GACCGCATCGCCAATCTCGACCGCGAAAACCGCCAACTTGGCGATCAACTGAAGGAGACGAAATCAGCCCTGCGTGATGCGAATCGTCGACTGACCGATTT 
D • 1 A N L O • E M • D L G O Q L 1: E T K S A L • D A M R • L 1 D L 438 

1301 GGAGGCCCTGCGCAGTCAGTTGGAGGCAGAGCGTGACAACCTCGCCTCTGCTCTCCATGATGCTGAGGAGGCACTGAAGGAGATGGAAGCGAAGTACGTTG 
E A L • S Q L E A E • D N L A S A L M D A E E A L IC E M E A IC Y V 471 

1401 CCTCGCAGAACGCTCTT AATCACCTCAAGTCCGAGA TGGAACAACGTCTGCGTGAGAAGGACGAGGAACTGGAGAATCTGAGAAAGAGCACGACTCGCACG 
" s Q M " L .. M L " s E .. E Q • L • E lt D E E L E N L • K • T T • T sm 

1501 ATTGAGGAGTTGACAACCACCATCTCAGAGATGGAGGTTCGCTTCAAGTCGGATATGTCTCGTCTGAAGAAGAAGTACGAGGCGACAATCAGCGAGCTAGA 
1 E E L T T T 1 S E M E V R F IC S D " S • L IC IC IC Y E A T l S E L E 539 

1601 GGTGCAACTAGACGTGGCGAACAAGGCGAACGTCAACCTCAACCGCGAGAACAAAACCCTGGCTCAACGAGTTCAAGAGCTGCAGGCTGCGTTGGAGGACG 
V Q L D V " .. 1: " • V • L • • E .. 1( ' l A Q • V Q E L Q A A L E D sn 

1701 AGCGACGAGCTCGCGAAGCTGCAGAGAGCAACTTGCAGGTGAGCGAGCGCAAACGCATCGCCCTTGCTTCGGAAGTGGAAGAGATTCGCAGCCAACTGGAA 
E • • A • E A A E S N L Q V S E R IC • l A L A S E V E E 1 R S Q L E 606 

1801 CTCAGTGACCGCGCTCGCAAGAACGCCGAGTCCGAACTCAACGATGCCAATGGACGTATCTCGGAGCTCACCCTATCGGTCAACACTCTTACCAATGACAA 
L S D • A • 1: 11 A E S E l M D A M G R l S E L 1 L S V N T L T N O IC 640 

1901 ACGTCGACTTGAAGGCGATATTGGCGTCATGCAGGGCGATCTCGATGAGGCCGTCAATGCGCGCAAGGCTGCTGAGGATAGAGCTGACCGTCTGAACGCTG 
• R L E G O l G V M Q G O L D E A V M A • IC A A E D • A D • L M A 673 

2001 AGGTACTCCGCCTGGCTGATGAGCTGCGACAGGAACAAGAAAATTACAAGCGTGCTGAGACTCTGCGCAAGCAACTTGAGATCGAGATCCGTGAGATCACG 
E V L • L A D E L • Q E Q E N 'f IC R A E T L • lt Q L E 1 E 1 • E l T 707 

2101 GTCAAGTTGGAGGAGGCTGAGGCTTTCGCTACTCGTGAGGGTCGCCGTATGGTTCAAAAGCTCCAGAATCGGGTGAGGGAGCTTGAGGCGGACGTGGACGG 
V 1: L E E A E A f A T • E G R R M V Q 1C L Q • • V R E L E A D V D G 741 

2201 AGAAATTCGTCGCGCCAAGGAGGCCTTCGCCAACGCGCGCAAATACGAGCGTCAATTCAAGGAACTGCAGACACAGAGCGAGGATGATAAACGCATGATTT 
El ••AKEAfAMAalCYE•GFICELQTQSEDDK•Ml 774 

2301 TGGAGCTTCllGACCTGCTAGACAAGACTCAGATCAAGATGAAAGCCTACAAACGTCAGCTTGAGGAACAGGAAGAGGTGTCTCAGCTGACGATGAGCAAG 
L E L Q O L L O 1t T Q l lt M 1C A Y 1C • Q L E E Q E E V S Q L T M S lt 808 

2401 1ACCGTAAGGCGCAGCAACAGATTGAGGAGGCGGAACATCGTGCTGACATGGCGGAGAGGACGATCACCATTAAGAGGACAATTGGTGGACCCGGTTCCCG 
Y RICA Q Q Q l E E A EH• A O M A E• T 1 1 l lt • T l G G P G S •842 

2501 CGCCGTTTCGGTGGTTCGGGAGATCAACAGTGTCTCCCGTGGTAACCGter•ftCreera1'CAYCJW.TGTCCTCAAAAGGGCAGAAC1CGTGACTTTTTT 
AVSVV•EIMSVS•GMRATSI"- 863 

2601 TAGCCCTTTATCC /APP•Olll. o.as ltb 

CCTTTGTTCUTTCGCGTTTTTCTTCTCTCTTCCACCATCGTCGGTTCTTCCCCTTACCTGAACTGTTCCTGCCGCCACAGAAGACTCTAGGGTGTT11CT 
CTACCACTGCTACCACCTAAGCAGGTGGCTTCTTGCTTTCGACTGCGCAGTTTGCCCCACCTCTTCTCCCTATTTCAGTTTGCGTTTATTTGAATGTCTCT 
GCTGCCAACTCUTCAACACCACTGCCACCAACGCTGCCACTACCACTCTTGAGTTGTTATGTTTTATGTATTAGAAATGTTTCAGAAAAAA•AAAAA••a 

•~9'R'• ~7. Secuencia nuc1eot1dica (2591) y de aaino6cidoa d• 1a 
re9i6n codificadora de 1a c1ona d• cDNA d•1 A9B (863 
6ainoacidoa). E1 cocl6n de iniciaci6n (ATG), e1 de terainaci6n 
(TAG) , aa1 coao 1a re9i6n hom6109a a 1a aecuencia QMDYDN •• 
mueatran en 1•traa oscuras y subrayado•. La re9i6n uti1izada para 
diaeftar •1 o1i90 5 • (ba••• 238-255) y •1 01190 3 • (bases 2812-
2829), para aap1ificar 1a re9i6n codificadora, •• muestran en 
1•traa oacuraa. 
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cDNA (Tabl.a XX). Cabe hacer notar l.a ausencia total. de ciste1na• en 
l.a prote1na deducida, l.o que indica que el. pl.egamiento de ••ta 
prote1na no es mantenida por puentea diaul.furo. 

La figura 18 muestra el. an6l.i•i• de l.a ••cuencia deducida, 
••t• indica que al.rededor del. es• de l.a prote1na •• estructura en 
a-b61ica. Exceptuando l.oa XX r••iduo& en el. extremo amino terminal. 
y l.oa YY en el. carboxil.o terminal., l.a &ecuencia deducida pre•enta 
l.a• unidad•• repetitiva• de 7 y de 28 awino6cidos que &on 
caracter1•tica• de a-b61ic•• &uperenrrol.l.ada• (a-bel.ix coil.ed 
coil.) , tal.e• como l.a• de cadena• peaadaa de •io•ina, l.a• de 
para•io•ina y tropomioaina (Parry, 1975; Mcl.acbl.an, y Karn, 1982; 
Lanar~ •• 1986; Pbil.l.ipa n AJ.., 1986; Kagawa ~ •• 1989; 
Coben y Parry, 1990; Liwberger y McReynol.d&, 1990). Ad••6•, l.a 
auaencia de una aecuencia 11der para ••creci6n •• congruente con 
re&ul.tadoa de otro• an61isia computacional.e• (CArwenea n Ü•, 
1989) que &ugieren que no exiate ningQn dominio cl.arawente 
bidrof6bico (segOn •1 m6todo de Kyte • Dool.ittl.e, 1982), 
caracter1•ticoa de prote1naa d• membrana. En contra•t•, l.a 
secuencia deducida po••• grand•• dominio• bidrof11icoa a l.o l.argo 
de toda l.a wol.6cul.a (aegOn el. w6todo d• Janin, 1978 y d• Ewini, 
1985), reforzando 1• idea de que •• trata de una prote1na 
e•tructural.. Otro• re&ul.tadoa del. an41iai• de l.a ••cuencia deducida 
e• l.a presencia d• 2 •itio• potencial.•• de gl.ico&il.aci6n del. tipo 
unido a N "N-l.ink•d" (A•n-xxx-ser/Tbr) en l.o• reaiduos 556 y 788 
(Garnier n .i., 1978). 

El. fragmento total. de cDNA d• 3.6 kb tiene una compo•ici6n de 
ba••• de: A - 27•; T - 19•; G - 27.e• y c - 2s.6•. La figura 19 
mueatra l.a comparaci6n en el. u&o de codon•• entre dos gen•• de 
actina (Campo•~ •• 1990) y el. del. AgB, que &on l.o• tr•• gen•• 
de ~- agl.iym para l.oa cual.ea se tiene l.a &ecuencia compl.eta. La& 
preferencia• en el. uso de codon•• de l.aa actina• •on diferente• de 
l.aa preferencia• en el. AgB. 

7. HOMOLOGXA DEL AgB CON LAS PARAMXOSXNAS. 
En l.a figura 20 •• muestra una co•paraci6n de l.a secuencia de 

a•ino6cidos del. AgB con l.a• ••cuencia• d• l.a• otra• paraaio•ina• 
previa••nte reportada•: caenprhabditi• •l.•q•n• (Kagawa n Jl.l.. , 
1989), Dirpril.aria imaiti• (Li•b•rg•r y McReynol.ds, 1990), 
Scbiatpagma •anapni (Lacl.ette ~ AJ.., 1991) y Drp•ppbi1• 
••l.•ngqa•t•r (Vino•~ Jl.l.., 1992). El. AgB ti•n• una bomol.og1a del. 
75• con r••pecto a l.a paramiosina de IL,. wan•ani y d• un 32.5•, 
34.2•, 35.7• con l.a• para•io•inaa de k.o. al.•q•n•, Ra. i••iti• y Ra. 
mal.anpqaatar, reapectiva••nta. Como•• mencion6 arriba, toda• el.l.a• 
pre&entan unidad•• repetitiva• con a•inoAcidoa cargados en l.a• 
poaicione• • y f, y r••iduoa apol.ar•• en l.a• poaicionea a y d. Por 
eje•pl.o, en el. AgB, l.a l.eucina ocupa el. 47• de J.aa poaicione• d y 
el. 40• de l.a auma de l.as po&icionea a y d, en J.as unidad•• 
repetitiva• de 7/28 residuos. Adew6a, el. AgB contiene 21 l.eucina• 
en l.aa po•iciones 15 de l.aa 29 unidades repetitiva• de 28 ra&iduo&. 
Ad••••, l.o• reaiduo• de l.eucina y de 4cido gl.ut6•ico, con&tituyen 
•1 51.s• de l.oa 163 r••iduoa conaervados en toda• l.a• paramio•ina& 
(Fig. 21). 
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Codlln 

TAT Tyr 
TAC Tyr 
TAA ---
TAG ---

CAT His 
CAC His 
CAA Gln 
CAG Gin 

AAT Asn 
AAC Asn 
AAA Lys 
AAG Lys 

GAT Asp 
GAC Asp 
GAA Glu 
GAG Glu 

Codon 

TGT Cys 
TGC cys 
TGA ---
TGG Trp 

CGT Arq 
CGC Arq 
CGA Arg 
CGG Arg 

AGT ser 
AGC Ser 
AGA Arg 
AGG Arq 

GGT Gly 
GGC Gly 
GGA Gly 
GGG Gly 

pATS pAT6 Agl (Tl'llyl Codon pATS pAT6 Agl (TPlly) 

( 11 0.3' ( 21 0.5\ ( ll o.u m Piie ( ll 0.31 - - ( 51 0.5\ 
(141 3." (131 3.5\ ( 11 o.u TTC Piie (121 3.2\ - - (101 1.0\ 
( 11 -- - - ( 01 O.O\ TTA IAu ( 01 O.O\ - - 1 2¡ o.2\ . 
1 01 o.o\ - - ( 11 0.1' TTG 1Au ( 3) 0.1\ - - (17) 1. 7\ 

( 21 0.5\ - - ( 61 0.6\ CTT Leu ( l) O.ll - - (25) 2.6\ 
( 71 1.9\ - - ( 71 o. 7\ CTC Leu (15) 4.0\ - - (21) 2.H 
( 11 o.u - - (251 2.6\ CTA Leu ( 11 0.3\ ( 01 º·°' ( 91 0.9\ 
(12) 3.2\ - - (271 2.8\ CTG Leu ( 8) 2.1\ ( 9) 2.4\ (39) 4.1\ 

( 1) O.Jl - - (21) 2.2\ ATT lle < 11 o.ll ( 2) 0.5\ (H) 1.4\ 
1 81 2.n - - (34) 3.5\ ATC lle 1241 6.4' (23) 6.1' (21) 2.2\ 
( 3) o.n l 2) 0.5\ (14) 1.4\ 
(16) 4.l\ (17) 4.5l (46) 4.8\ 

ATA lle ( 11 O.l\ - - ( 2) 0.2\ 
ATG Met (161 4.l\ - - (24) . 2.5~ 

( 71 1.9\ ( 91 2.n 1211 2.n GTT Val ( 4) 1.1\ - - (14) 1.4\ 
(14) 3. 7\ (12) 3.2' (31) 3.2l 
111 2.n ( 6) 1.6' (40) 4.2' 

GTC Val ( 8) 2.1\ - - (12) 1.2\ 
GTA Vil ( 31 0.8\ ( 21 0.5\ ( J) o.)\ 

(201 5.3' (22) 5.9\ (13) •• 7l GTG Vil ( 9) 2.4\ (10) 2. 7\ (10) l. O\ 

pAT5 pAT6 AgB (TPllyl Codon pAT5 pAT6 AgB (TPlly) 

( O) O.Ol - - ( 4) 0.4\ 
( 5) 1.3' - - ( 2) 0.2' 
( O) O.O\ - - ( 31 o.ll 
( 4) l.U - - ( 01 O.Ol 

TCT Ser ( 7) l.9l - - (11) 1.1\ 
TCC Ser ( 81 2.1\ ( 91 2.4\ (121 1.2\ 
TCA Ser 1 31 o.n ( 2) 0.5\ ( 8) 0.8\ 
TCG Ser ( 4) 1.1\ - - (111 l. l\ 

(131 3.5\ (14) 3." (28) 2.9\ 
( 5) l.ll ( 4) 1.1' (39) 4.1\ 
( 01 O.O\ - - (11) 1.1\ 
1 01 o.o\ - - ( 6) 0.6' 

CCT Pro 1 81 2.n ( 61 1.6\ ( 1) 0.1\ 
ccc Pro ( 6) 1.6\ ( 81 2.1\ ( 31 0.3\ 
CCA Pro ( 4) 1.1\ - - ( 2) 0.2\ 
CCG Pro ( lJ o.l\ - - ( 2) 0.2\ 

( O) O.O\ - - ( 6) 0.6\ 
( 5) 1.3' - - (111 l.B\ 
( O) O.O\ - - ( 4) o.o 
( OI O.O\ - - ( 4) 0.4\ 

ACT Thr 1 a¡ 2.n - - (17) l. 7\ 
ACC Thr (11) 2.9\ - - (17) l. 7\ 
ACA Thr ( 2) 0.5\ - - ( 9) 0.9\ 
ACG Thr 1 3) o.n - - ( 9) 0.9\ 

(151 4.0\ (16) 4.Jl 1 8) o.n 
(14) 3.7' (12) 3.2\ ( 7) o. 7\ 
( O) O.O\ ( 3) o.n ( 8) 0.8\ 
< 21 o.st ( O) º·º' 1 11 o. n 

GCT Ala ( 8) 2.1\ - - (JJ) J.4' 
GCC Ali ( 7) 1.9\ l 1) 2.n (34) 3.5\ 
GCA Ala ( 5) 1.3' ( 4) 1.1' (15) 1.5\ 
GCG Ala ( 7) 1.9\ - - (19) 1.9\ 

rlpra 11. Caparaci6n del uso de codones en 101 3 genes 
secuenciados di ta. ISll.iill: AgB--TPlly y los genes de actina pAT 5 y 
pAT 6 (Cupos lt ll·, 1990). Los núero1 entre () indican el nútro 
de veces que se encuentra el cod6n en la secuencia de DNA del gen. 
Los nllleros con el t indican el uso de cada uno de los codones en 
la secuencia del DNA del gen. Los guiones indican igualdad en el 
uso de codon11. 
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•.ivura ao. A1ineamiento de 1a secuencia de ominoAcido• da: 
AgB-TPmy con paramioainaa de otros invertebrado• (Q. m•1•nqqa•t•r, 
~- •1•q•n•, Q. itmpitia, ~· monaoni) • E1 o1ineomianto tomo en cuanta 
1o ••t.ructuro de unidades repetitivo• d• 7 /28 oa.inoAc.ido• 
coractar1•t.ico de 1oa prote1noa formadora• da a-h61.ica. La• 
po•.ic.iona• conaervodoa •• representan como punto•. 
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•A9'1Z'• as.. Hi•t09rama de1 nO••ro d• aainoacido• car9ado•, apo1araa, 
neutro• y de 1eucina• · en cada una de ·1a• 7 poaicione• de J.a 
••tructura da rapetici6n d• 7 amino6cido• da 1a ••cuancia d• 
aaino6cido• da 1a TPay. 



La• propi.edade• ha•ta aquS. aenci.onad••• a•S. coao l.a i.denti.dad 
inmunol.6gi.ca reportada anterioraente (Lacl.ette. ñ -AJ..• 1991) 
demue•tran que el. AgB e• l.• paramio•ina de~- •ol.iu• (TPay). En 
con•ecuenci.a, a partir d• aquS. ambos t6rmi.noa (A9B y TPllly) •e 
uti.l.i.zarAn indi.•ti.ntaaente. 

~alt1a zz. cowparaci.6n de l.• coapo•i.ci.6n de aai.noAci.do• del. 
antS.9eno a nati.vo y de l.a •ecuenci.a de aai.no6ci.do• deducida de l.a 
•ecuenci.a del. cDNA de l.a TPay. 

Codi90 AA mol.ea -A9B* TPay 

A Al.a 11.9 11.3 
R Ar9 9.7 9.9 
e Cy• - o.o 
G Gl.y 2.7 2.4 
H Hi.a 0.7 1.0 
X J:l.e 2.7 3.7 
L LeU 12.7 12.0 
IC LY• 7.2 6.6 
M Met 2.2 2.6 
F Phe 0.7 1.0 
p Pro o.o 0.4 
s Ser 5.2 6.1 
T Thr 5.2 5.3 
w Trp - o.o 
y Tyr 0.7 1.0 
V Val. 3.5 4.2 
N A•n 6.0 
D A•p 6.3 

A•X 12.58 12.3 
Q Gl.n 6.0 
E Gl.u 13.0 

Gl.x 22.0 19.0 

Dato•: 

- No deterai.nado 
•Tomado de Guerra ñ AJ. •• 1982. 
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B. CONSTRUCCXON DEL PLASMXDO RECOMBXNANTE PARA EXPRESXON DE 
PARAMXOSXNA RECOMBXNANTE RTPJlly. 

El. rraqmanto da cDNA qua codifica para l.a TPmy rua ampl.iricado 
por PCR util.izando como mol.da al. DNA fAgico da una cl.ona da 3.6 Kb 
y como iniciador•• a do• ol.igonucl.a6tidoa conteniendo el. principio 
y rinal. da l.a secuencia codiricadora del. gen (Fig. 17). La adici6n 
da J.oa aitioa para l.aa endonucl.aaaa• Eco RX(extraao 5')/Hind XXX 
(axtraao 3 •) en l.o• ol.igonucl.a6tidos, parmitio au digaati6n con l.•• 
mi•••• andonucl.e••••· Coao vector ae util.iz6 pMal.-c previamente 
digerido con Eco RX/Hind XXX. En pMal.-c al. producto racombinanta •• 
axpraaa como prota.l.na de ruai6n con una prota.l.na que se una a 
mal.toaa. Eata rracci6n qua •• una a mal.toa• permita l.a puriricaci6n 
por afinidad. da l.a prota.l.na da fuai6n en una col.umna da amil.oaa. 
Poatariormanta, l.a prota.l.na recombinanta puada ••r l.ibarada por 
digaati6n con factor xa, qua •• una eataraaa a6rica qua reconoce 
una aacuancia da cuatro aminoAcidoa (il.a-gl.u-gl.i-arg) qua unan al.a 
prota.l.na recoabinanta con l.a qua aa una a aal.toaa (ver l.oa datal.l.•• 
del. vector en al. ap6ndica 3). Para racil.itar l.a l.igaci6n del. 
fragmento en al. pl.Aaaido pMal.-c, a J.oa ol.igonucl.a6tidoa qua •• 
uaaron da iniciador••• se l.aa adicion6 una aacuancia con aitioa 
para Eco RX en el. extremo 5° a Hind XXX en al. 3°. El. fragmento da 
2.6 kb obtenido en l.a PCR fue tratado con Kl.anow y poatarioraanta 
digerido con Eco RX/Hind XXX y l.igado a pMal.-c (Fig. 22). Daapu6a 
da l.a tranaformaci6n de l.aa bacteria• con al. pl.Aaaido recombinanta, 
••i• cl.onaa sal.accionada• al. azar. fueron crecida• en cul.tivoa 
l..l.quidoa a inducida• a axpreaar l.a prota.l.na da fuai6n con XPTG. 

9. EXPRESXON Y PURXFXCACXON DE LA TPay RECOMBXNANTE. 
Para determinar si l.aa cl.onaa •al.accionada• expresaban una 

prota.l.na con un paao mol.acul.ar consiatanta con l.a prota.l.na da 
ruai6n (140,500 - 98,5 TPay + 42,000 MBP), ••real.izaron PAGE-SDS 
da extractos crudo• da l.aa bacteria• tranaforaantaa, obtenida• 
anta• y daapu6s da l.a inducci6n con XPTG. Da asta manara •• 
obtuvieron do• cl.onas (Vd2-14 y Vd2-15) qua axpraaaban granda• 
cantidad•• da l.a prota.1.na racombinante. En l.a figura 23 •• auaatra 
al. anAl.iaia por PAGE-SDS de l.aa fraccione• obtenidas durante l.a 
axpraai6n y purificaci6n de la TPay racombinanta uaando la cl.ona 
Vd2-l.4. 

En primer l.ugar, •• ancontr6 qua l.a cl.ona Vd2-14 axpraaaba una 
prota.l.na da 140 kDa (qua conatituya al.rededor del. 40• da la 
prota.l.na total bacteriana). al. aar inducida con XPTG. Esta prota.l.na 
da 140,000, aa obtan.l.a en l.a rracci6n corraapondianta a l.oa cuerpo• 
de incl.uai6n bacteriano•. en l.oa qua coaQnaanta •• acuaul.an l.aa 
prota.l.naa racombinantaa axpraaada• en al.toa nivel.••· Para 
aol.ubil.izar l.a prota.l.na da l.oa cuerpo• da incl.uai6n rua nacaaario 
util.izar urea 6 M y otro• agente• diaociantaa. Deapu6• da dial.izar 
l.a rracci6n en contra da un amortiguador da foafatoa. pH 7. 4 
conteniendo NaCl. 0.3 M •• real.izaron anaayoa da puriricaci6n por 
afinidad a una col.umna de amil.oaa, para aprovechar l.a propiedad da 
unir•• a aal.toaa en l.a prota.l.na da fuai6n. Daaarortunadaaanta. l.a 
prota.l.na da ruai6n no ara retenida en l.a col.uana da amil.oaa, l.o 
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•t.vura aa. Repre•entaci.6n aaqueúti.ca de 1a con•trucci.6n para 
expre•i.6n de1 rragaento de DNA que codi.rica a ia paraaioai.na de ~. 
wpi i.M•· E1 fragaento de 2. 6 kb ru• i.naertado en ioa •i.ti.o• Eco 
RJ:/Hi.nd J:J:J: de1 gen waiz (que expre•• ia MBP) , en ei vector 
pia•a1dico pMa1 (New Engiand BioLab•, aeveriy, MA). 
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r~Vl&Z'• 23. Expresión de 1a Paramiosina de X- so1ium: aná1isis por 
PAGE-SDS (tinción de Coomassie). Prote1nas ce1u1ares tota1es de E· 
~transformada con e1 p14smido recombinante Vd2-14 no inducidas 
(1), e inducidas (2) a expresar 1a prote1na de fusión MBP-TPmy, 
carri1 3: Sobrenadante de una extracción en urea de 1as cé1u1as de 
E. ~. transformadas con Vd2-14 e inducidas a expresar KBP-TPmy, 
4: Fracción unida a 1a co1ágena, 5: Digestión de 1a fracción 
anterior (KBP-TPmy) con 1a proteinasa sérica factor xa, 6: Fracción 
no unida a 1a co1umna de ami1osa después de 1a digestión de 1a MBP
TPllly con factor xa y 7: Marcadores de peso mo1ecu1ar, rango menor 
(ver figura 6) • 



cual indica que la arinidad da la MBP hacia la malto•a ea arectada 
en la protalna da ru•i6n. En contra•t•, la arinidad de la TPmy por 
co16gena peraiti6 la puriricaci6n da la protalna de ru•i6n por 
afinidad a co16gana. En al carril 5 da la rigura 23 •• mua•tra que 
la dig••ti6n de la protalna de ru•i6n con factor Xa produce do• 
p6ptido•: da 98.5 kDa (con•iatenta con al peao aolecular da la 
TPay) y de 42 kDa (conaiatante con •1 peao ao1ecu1ar de la MBP) • A1 
pa•ar ••ta rracci6n por una co1uana da amilo•a, 1a protelna da 42 
kDa fue retenida, lo cual peraite obtener la protalna da 98.5 kDa 
rasonab1eaenta pura. El hacho da qua 1a protaS.na de 42 kDa •• 
retenida por 1a coluana da amilo•a indica que la propiedad da 1a 
MBP de unir•• a la aaltoaa •• recupera al eacindirae de la proteS.na 
de ru•i6n. 

Para daterainar •i 1a prota1na da rusi6n y al p6ptido 
reco•binanta de 98. 5 kDa •on inmuno16gicaaenta id6ntico• a 1a 
TPay/ACJB, •• realisaron prueba• da XET u•ando anticuerpo• anti-AgB 
(FiCJ. 24). Lo• anticuerpo• da un •uero hiperinauna anti-AgB 
reconocen tanto a 1a protalna de 140 kDa1 coao a otras banda• de 
aenor pe•o aolecular raau1tado de 1a da9radaci6n da 1a protelna da 
ru•i6n. E1 •uaro anti-ACJB taabi6n raconoci6 la banda da 98. 5 kDa en 
la fracci6n digerida con factor Xa y a 1a protelna puriricada por 
afinidad a co169ana. En contra•ta, un auaro noraal da conejo no 
reconoci6 ninguna banda en 1o• extracto• de bacteria• expre•ando 1a 
protelna de fu•i6n. Similaraenta, a1 •uaro anti-ACJB no reconoci6 
nin9una protalna en loa axtractoa da bacteria• no inducida• con 
XPTG qua contenlan el p16aaido no racoabinanta. E•toa re•u1tado• 
deaua•tran que la TPay recombinante mantiene tanto 1a• 
caracter1•tica• funcional•• como 1a• inmuno16gica• de 1a TPay 
natura1. 

La cantidad de protelna purificada por la combinaci6n da 
croaatografla• de afinidad con col69ena po1ia6rica (2 gr) y aailo•a 
(5 a1) fue da 1-2 mg a partir de un cultivo da bacterias de 100 a1. 

10. NUMERO DE COPXAS DEL GEN DE TPay EN EL GENOMA DE Taania 
•p1iy•. 

Para obtener un ••timado del nQmaro da copia• del gen da 1a 
TPay en al genoma de ~ aoli,um, •• realizaron enaayoa tipo 
Southarn. Siete lote• da 10 ug de DNA 9an6mico de ciaticarcoa 
fueron digerido• con diferentes enzima• de ra•triccion (Eco RX, B•• 
HX, Xba X, P•t X, Hind XXX, Sal X, BCJ1 XX). Cada uno da 1oa lotea 
di9erido• fue •o•atido a alactrororeai• en agaroaa al 1~ (Fig. 25A) 
y tranaferido• a •ambranaa de nitroca1u1oaa. Laa aaabranaa fueron 
hibridada• con al rragaanto que contiene la regi6n codifica1~ra 
completa da la TPay obtenido por PCR (2.6 kb), aarcado con a- P
dCTP. La autorradiografla, moatr6 patronea de 1, 2 6 3 banda• da 
diferente• tamafto• en cada uno de 1oa lotea de DNA gan6mico (Fig. 
258), 1o cual au9iara qua exista una aola copia da aste gen. El DNA 
de 1aabda 9t10 no recoabinante marcado con 32P-dCTP, no hibrid6 con 
el DNA del ci•ticerco. 
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•~vura 34. Expresi6n de la Paramiosina de ~- solium: análisis por 
imaunoelectrotransferencia. Prote1nas celulares totales de 
JI:. ~ transformada con el plásmido recombinante Vd2-14 no 
inducidas (1), e inducidas (2) a expresar la prote1na de fusi6n 
MBP-TPmy, carril 3: Sobrenadante de una extracci6n en urea de las 
c61ulas de JI:. ~. transformadas con Vd2-14 e inducidas a expresar 
MBP-TPllly, 4 : Fracci6n unida a la colágena, 5: Diqesti6n de la 
fracci6n anterior (MBP-TPmy) con la proteinasa sérica factor Xa, 6: 
Fracci6n no unida a la columna de amilosa después de la diqesti6n 
de la MBP-TPmy con factor Xa. Todos los carriles fueron incubado• 
con suero anti-TPmy (AqB). Loa anticuerpos unidos fueron revelado• 
con un sequndo anticuerpo anti-IqG de conejo conjugado con 
peroxidasa. 
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:r:l.9'1ra 25. Análisis tipo southern de muestras de 10 ug de DNA 
genomico de .'.l'....._ sol.ium: A. Electroforesis en gel. de agarosa del. DNA 
digerido con diferentes endonucl.easas de restricción: 1: Pst X, 2: 
Bgl. IX, 3: Sal. X, 4: Eco RI, 5: Xba X, 6: Hind XII, 7: Bam HI, B: 
Lambda/Hind XII. B. Igual. que A pero transferido a una membrana de 
nitrocel.ul.osa e hibridado ccn una sonda de l.a región codificadora 
completa de l.a TPmy. 
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11.- DETEIUIXNACXON DEL TAltAAO DEL RNA MENSAJERO DE LA TPay. 
Para datarainar a1 taaafto da1 aanaajaro qua coclirica para 1a 

TPay, aa raa1ia6 un an61iai• tipo Nortbarn. Un 1ota da 10 u9 da RNA 
tota1 da ~ • 0 1:1.Ull rue aoaetido a e1actrororaai• en un 9e1 de 
a9aroaa a1 1• en preaancia de roraa1debido. E1 RNA rue tranarerido 
a una aaabrana da nitroca1u1oaa a hibridado con a1 rra99ento que 
contiena 1a re9i6n codiricadff.ª coap1ata da 1a TPay obtenido por 
PCR (2.6 kb), aarcado con a- P-dCTP. La autorradi09rar1a, aoatr6 
una ao1a banda con un taaafto da aproxiaadaaente 3.9 Kb (Fi9. 26). 
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ri.vura 2•. Anál.isis tipo Northern de 10 ug de RNA total. de ~ 
ag1ium hibridado con una sonda de J.a región codificadora compl.eta 
da 1a cl.ona de cDNA de l.a TPmy. El. tamafto del. mensajero para J.a 
TPmy fue determinado util.izando un RNA escal.era de 1a casa BRL. 
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La purificaci6n del. AgB •• real.iz6 por medio de una 

cromat09rar!.a da afinidad utilizando col.6gana pol.ia6rica •iguiendo 
a1 procediaiento d••crito anteriormente (Lac1atte ~&J. •• 1990). 
Lo• intentos para ••cuenciar al. extremo amino termina1 de1 AgB 
ai•1ado re•u1taron in:rructuo•o• por l.o qua •• decidi6 obtener una 
••cuencia parcia1 de a1guna otra regi6n de 1a prota!.na. Para 109rar 
••to •1 AgB fue digerido parcia1mante con trip•ina, 1o qua ganar6 
tr•• po1ip6ptido• da aproxiaadamanta 55, 50 y 25 kDa. Lo• p6ptido• 
de 55 y 50 kDa :ruaron purificado• y •o .. tido• a •acuanciaci6n. E1 
p6ptido de 25 kDa no ru• uti1izado debido a •u movi1idad •imil.ar a 
1a trip•ina, 10 cua1 aumentaba •1 rie•go de contaainacione• con 1a 
enzima. 

La ••cuancia LSLQTQLQXLQMDYDNLQ ••obtuvo a partir d•1 p6ptido 
da 55 kDa1, en donde l.a po•ici6n aarcada coao a fu6 incierta aunque 
•1 r••iduo ••• probab1• era ••rina. La ••cuancia da aaino6cido• 
deducida a partir da 1a ••cuancia nuc1eot!.dica de 1a c1ona da cDNA 
da AgB d• 3.6 Kb, con:rira6 1a ••cuancia anterior con axcepci6n da 
una ••rina en 1ugar de una g1utaaina, corr••pondient• a 1a po•ici6n 
246 de 1a ••cuencia deducida (Fig. 17). Pu••to qua 1a secuencia 
nuc1eot1dica d•1 cDNA fu6 conriraada en do• c1ona• independiente• 
•ecuenciada• en 1a• do• direccione•. •• conc1uy6 que se trataba de 
un error en 1a ••cuenciaci6n da1 p6ptido. 

La secuencia QMDYDN fu6 ••l.eccionada porque l.oa aaino6cido• 
•on codificado• por un nQmero pequafto da codon••• 1o qua permita 
cubrir toda• 1a• poaibl.•• ••cuencia• nuc1eot1dica• en 1a mezc1a da 
ol.igonucl.e6tido• •int6tico•. La aazc1a de o1igonucl.e6tido• fue 
utilizada como sonda para el. tamizaj• de l.a• bib1ioteca• d• cDNA. 

La con•trucci6n de biblioteca• da cDNA •• inici6 con l.a 
purificaci6n d• RNA total. da ci•ticarco•. El. RNA total. purificado 
pr•••nt6 un patr6n diferente a otro• RNA• de aucariotea en 1o• qua 
aparecen do• banda• correspondiente• a 1o• fragmentos 28S (4.8 kb) 
y 18S (2.0 kb) del. RNA ribo•oma1. E1 RNA de%..&. •pl.iyw pr•••nta •61o 
una banda da aproximadamente 2. 8 kb en 1a regi6n que corresponda al. 
RNA ribo•omal. 18S. E•ta obaarvaci6n coincide con otro• ••tudioa 
rea1izado• en varia• e•pacia• de ao•caa, protozoario• y en •1 
trew6todo :L.. man•oni en donde •1 RNA que corra•pond• a1 28S 
contiene un corte •nick" juato en 1a parte ••dia d•1 RNA, 1o qua 
roape 1a ao16cu1a en do• part•• ca•i igua1•• (Harry ~&J. •• 1985). 
se ha •ugerido qua ••te corta •• debido a una ••cuencia de DNA no 
ribo•omal. insertado en e1 gen 28S qua •• •1iminada durante •u 
proce•amiento. E1 corte no parece afectar 1• capacidad da1 RNA 28S 
cortado, para en•aab1ar•• con 1a• prote!.na• d•1 ribosoma. 

El. RNA Po1i-A• ai•1ado en 1a co1umna de o1igo(dT) aoatr6 una 
predominancia de materia1 con taaafto entre 1. o y 4. o kb, a 
diferencia da otro• organi•mo• eucariot•• en donde l.a mayor!.a •• 
encuentra antr• s-10 kb (Auaubel. ~ ~ •• 1987, sawbrook ~&J. •• 
1989). E1 RNA Po1i-A• fu6 u•ado para •intatizar cDNA por a1 a6todo 
de Gub1ar y Hoffman (Fig. 11). E•t• m6todo •e modific6 en vario• 
pa•o•, •iendo 1o• •6• iaportanta•: 1) U•o de tran•cripta•a rever•• 
•in actividad de RNA•• H- 1o qua re•u1ta en un a1to rendiaiento da 
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producto• comp1atoa copiados a partir da1 RNA Po1i-A+, 2) Uao da 
1iCJadores o adaptadoras con dob1• sitio da reatricci6n Eco RX 
externo y Not X interno, evitando e1 paso de meti1aci6n y corte con 
endonuc1aa•a• y 3) Modificaci6n de 1a• condicione• para 1a 1i9aci6n 
da 1o• vectores a1 cDNA (ver aecci6n :t:t:t.2.c.x). Esta• 
lllodificaciona• mejoran aubatancia1mente 1a eficiencia de c1onaci6n 
da1 cDNA, aumentan •1 tamafto proaedio da 1oa fraC)11lentos de cDNA y 
faci1itan 1a poatarior aubc1onaci6n da 1o• fraqaantos. 

E1 uao d• a-32P-dCTP en 1a •S.ntaai• d•1 cDNA, paraiti6 
ca1cu1ar •1 randi•i•nto d• cDNA unido a 1o• adaptadoras (500 n9) a 
partir d• 10 UCJ da RNA Po1i-A+. Se prepararon ••i• bib1iotacaa en 
faCJO 1aabda 9t10 y CJt11 (doa da pob1aci6n tota1 da fracpaantoa, y 
cuatro da fragmento• da taaafto ••1•ccionado) qua produjeron tS.tu1oa 
a1tos. La conatrucci6n d• 6ataa bib1iotaca• paraite no ao1o •1 
ai•1aaiento da1 CJ•n deacrito en 1a praaant• t••i•, aino qua 
conatituye un va1io•o racurao para c1onar, caracterizar y manipu1ar 
otra• protei.na• axpraaada• por •1 ciaticarco. cabe hacer notar, que 
1a• bib1iotacaa reportada• aquS. aon 1aa priaera• descritas para :C.... 
•p1,i,y•. 

E1 taaizaja da 1a bib1ioteca, de fra99anto• da 2-7 kb en 1aabda 
9t10, uaando como •onda 1a aazc1a de o1iCJonuc1a6tidoa que codifican 
1a secuencia parcia1 da1 A9B, reau1t6 en •1 aia1amianto de 6 
c1onaa. Las aacuanciaa de dos c1ona• de 3. 6 kb reau1taron id6ntica• 
y contienen un aarco abierto da 1•ctura qua codifica para una 
protei.na de 863 aaino6cidoa con un peao ao1acu1ar de 98.579 kDa. E1 
an61i•i• por coaputadora da 1a aacuancia d• aaino6cidos indic6 qua 
•• trata de una paraaioaina (~a9awa ~ ai., 1989, Mac1ach1an ~ 
Jll.., 1982). La identidad inmuno169ica da1 ACJB con 1a paraaioaina ya 
habS.a •ido encontrada en anaayoa da XET enfrentando un antiauero 
anti-A9B contra una paramioaina racoabinanta de1 aa_ mansgn! 
(Lac1ette, ~Al.·• 1990). E•ta aecuencia •• 1a tercera aecuencia 
coap1eta reportada da 9anea de t6nido•, daapu6• d• 1a deacripci6n 
da doa CJ•ne• de actinas (Caapoa, ~Al.·• 1989). 

E1 an61i•i• da 1a• aacuanciaa da aaino6cidoa indica qua e1 
ACJB da ~ so1iµm tiene una hoao1oqS.a da1 75- con 1a paraaio•ina da 
~ ••n•pni. Eata hoao109i.a diaainuya a ••no• de 35- cuando •• 
coapara con paramioainaa de n•m6todoa y da 1a ~ ••1apgqaatar. 

La paraaioaina •• una proteS.na aatructura1 auy interaaanta ya 
qua au secuencia •• conaarva •61o en 1a• caracterS.aticaa 
fiaicoquS.micaa qua aantienen BU aatructura de a-h61ica 
auperanrro11ada. La aayori.a da 1a• auatituciona• invo1ucran caabio• 
consarvativoa, ea decir cambio• por aaino6cido• con propiedad•• 
fiaicoquS.mica• parecida•. Ad•m6s, 1a aatructura de 1a protaS.na 
favorece a cierto• aaino6cido• como 1a 1eucina qua tiene una cadena 
1atera1 hidrof6bica que e•tabi1iza 1a interacci6n d• 1a• do• 
cadena• da a1fa h61ice en •1 di.mero d• 1a protai.na (cierre "zippar" 
d• 1eucina&). Recientemente•• ha deacrito que 1a hamo y hetero
diaerizaci6n producida por 1o• cierra• d• 1eucina en vario• 
factora• de tran•cripci6n permiten au uni6n cooperativa con •1 DNA 
(Wi11iam ~AJ.., 1988; Buach y Saaaona-corai, 1990; Jonea, 1990; 
Frank•1 y Kim, 1991). 
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Lo• extremo• amino y carboxil.o terminal. da l.a TPmy no •• 
encuentran tan conservado• como e1 reato de 1a mo16cul.a, l.o que 
sugiere 1a ausencia de una preai6n ae1ectiva en ••ta parte de 1a 
mo1•cul.a, en contrapoaici6n a 1a regi6n de a-he1ice que mantiene 
1•• unidad•• repetitiva• de 7/28 r••iduoa. 

E1 uao de codon•• en l.oa tres genes caracterizados de :.l:.a. 
•ol.ium mue•tra direrenciaa con respecto a l.a prererencia en •1 uao 
de codonea obaervada en genes de actinaa, a peaar de que •• trata 
d• doa prote1.naa de tejido muacul.ar. Se requiere conocer 1a 
aecuencia de mAa gene• para determinar el. uao y l.a prererencia 
gl.oba1 de codonea en ••t• parAaito. La inrormaci6n •obre el. uao de 
codon•• •• int•r••ant• ya que permite predecir el. probabl.e marco de 
1•ctura de aecuenciaa nuevas, ademA• d• que racil.ita el. diaefto de 
ol.i9onuc1e6tidoa para div•r•o• uaoa. 

Lo• experimentos de expreai6n y puriricaci6n de 1a paramioaina 
recombinante rueron muy exitoaoa, como ya •• mencion6 en l.a aecci6n 
d• reaul.tadoa. Este 6xito •• debe en parte a l.o• vector•• de 
expreai6n ••1•ccionadoa, a•1 como a1 gran deaarrol.l.o de 1a gen•tica 
bacteriana que poaib.i.1.i.ta disponer de hu6apede• 6ptimoa para 1a 
expreai6n de l.oa 9en•• extraftoa. 

En 1a actua1idad exiaten tr•• el.a••• de vector•• de expr••i6n 
en bacteria•: l.o• fago• derivados de 1ambda (como el. 9t11 y •1 
gt22), 1o• ra96mido• (como l.o• l.ambda ZAP r y rr) y 1o• pl.Aamido• 
(como el. pMal., e1 pREST, l.o• pURa, y l.o• pDS/pQE). Eata 01tima 
el.a•• de vector•• ha •ido muy deaarrol.l.ada y •• di.apone de un gran 
nOmero de variantes. La• principal.e• caract•r1•ticaa de 1oa 
vectore• pl.aam1.dicoa util.izado• para expreai6n aon: a) un promotor 
bacteriano ruerte que pueda aer regul.ado en l.a tranacripci6n y b) 
un ericient• aitio de uni6n a riboaoma• para l.a buena traducc.i.6n 
del. gen de int•r••· Loa promotor•• mA• uaado• en eato• vector•• aon 
1o• PL/Pa del. ra90 l.ambda que •• re9ul.an por cambio• de 
temperatura, el. promotor hibrido trp-l.ac que •• induce con XPTG, y 
el. promotor del. bacteriofa90 T7 que •• induce por l.a presencia de 
1a T7 pol.imeraaa. Otras caracter1atica• 6ti1•• d• l.oa vector•• de 
expreai6n incl.uyen secuencia• acceaoriaa d• DNA que codirican 
p6ptidoa ••ftal. para inducir l.a aecreci6n de l.a prote1.na tal. como l.a 
••cuencia ••ftal. del. gen de foafataaa al.cal.ina bacteriana (pho A). 
Tambi•n, l.aa aecuenciaa de DNA que codirican pol.1meroa de hiatidina 
o prote1.naa que •• unen a auatratoa (como l.a prote1.na que ae une a 
mal.toaa, l.a beta-gal.actoaidaaa o l.a gl.utati6n-s-tranaferaaa), 
rac.i.1.i.tan l.a puriricaci6n de l.a prote1.na d• ruai6n. Final.mente, l.a 
introducc.i.6n de aecuenciaa que permiten l.a l.iberac.i.6n del. p6ptido 
de inter6• a partir de l.a prote1.na de fuai6n, •on de uao comQn en 
l.oa pl.6amidoa de expreai6n. Eate •• el. caao de l.a enterocinaaa y el. 
factor xa (Sambrook ~.&.l......&. 1989, Murrel.l.a y Robert•, 1989). 

Loa nivel.•• de expresi6n en ••toa •iatamaa var1.an entre el. 1 
y el. 30- de l.a prote1.na total. en l.a c6l.ul.a bacteriana, l.ogr6ndoae 
obtener haata 10-20 mg de prote1.na racombinante/l.itro de cul.tivo 
bacteriano tranarormado. El. potencial. de ••to• vectores en 1a 
producci6n de prote1.naa paraaitariaa •• enorme. 
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La figura 22 aueatra 1a estructura de1 p1A•mido recoabinante 
para 1a expresi6n de TPmy recombinante. La regi6n codificadora d•1 
cDNA de 1a TPmy •• ruaion6 a1 carb0xi1o teraina1 de 1a prota1na que 
une a ma1tosa (MBP), a trav6• de1 p6ptido i1e-g1u-g1y-arg, que•• 
1a secuencia reconocida por a1 factor xa. AdemAs, 1a axpresi6n de 
1a prota1na da fuai6n •• regu1ada por e1 promotor trp-1ac, 10 que 
paraita 1a producci6n de grand•• cantidad•• da prota1na de fu•i6n. 

Los a1to• niva1•• de expresi6n de prota1na• racoabinant•• en 
bacteria•, rracuenteaanta raau1tan en 1a foraaci6n de gr6nu1o• 
dan•o• 11amado• cuerpo• de inc1uai6n en 1o• cua1•• 1a c61u1a 
bacteriana acuau1a 1a prote1na axtrafta. Bato• gr6nu1o•, en 1o• qua 
•• encuentra 1a prote1na recombinant• en roraa in•o1ub1a, pueden 
••r inicia1aanta aia1ado• de1 reato de1 aataria1 bacteriano. 
Po•teriormenta, •on •o1ubi1izado• uti1izando agente• 
da•natura1izante• coao a1 hidroc1oruro de guanidina, 1a urea, SDS, 
Trit6n x-100, Tween-20, 2-aercaptoatano1, •o1ucion•• a1ca1ina•, 
acatonitri1o o propano1. Fina1aente, ••tos agente• aon a1iainado• 
por di61i•i• o di1uci6n para peraitir a1 correcto p1egaaianto da 1a 
prote1na. Cabe mencionar que cada prote1na, por •u• propiedad•• 
intr1n•ecas, ta1•• coao puentes diau1ruro, d• hidrEM,Jano y otro• 
factor•• que componen aua aatructura primaria, ••cundaria y 
cuaternaria, •• conaidara un caao particu1ar por 1o qua •• requiere 
probar diferente• ••trategia• de purificaci6n. La purificaci6n d• 
1a TPay recoabinant• no fu6 1a axcepci6n y 1oa a1to• niva1•• de 
axpr••ión reau1taron en 1a rormaci6n da cuerpo• da inc1uai6n en a1 
citop1asma bacteriano. E1 eap1ao d• aaortiguadora• coaune• ta1•• 
como PBS y Tria con •a1a• como NaC1, KC1, no ao1ubi1izaron a 1a 
prote1na de rusi6n, por 10 qua agente• como 1a urea 6 M, 2-
marcaptoatano1 10 aM, NaC1 o. 5 M fueron uti1izadoa para au 
•o1ubi1izaci6n. La di61i•i• en amortiguador de foafato• conteniendo 
NaC1 o. 5M resu1t6 en una renatura1izaci6n de 1a prote1na de fu•i6n. 
se ua6 una concentraci6n de NaC1 0.5 M, debido a que 1a TPay •• 
aantiene ao1ub1e y ••tab1• a esta concentraci6n, •in embargo, 1o• 
ensayo• de uni6n a co16gana ruaron rea1izado• en una concentraci6n 
da NaC1 0.3 M. 

E1 an61i•i• de 1a prota1na retenida en 1a co16gana aoatr6 que 
1a prote1na da fu•i6n conatitu1a un 40• d• 1a prota1na tota1 en 1a 
fracci6n. La dige•ti6n con a1 factor Xa, paraiti6 1a ••paraci6n de 
1a prota1na de fu•i6n. Una segunda croaatograf1a a trav6a d• 
aai1o•a, da 1a prote1na de fuai6n digerida con a1 factor Xa 
peraiti6 1a purif icaci6n de1 doainio de1 AgB. E1 randiaiento para 
1a TPay recombinant• fu6 de 1-3 ag a partir de un cu1tivo de 100 a1 
da bacteria• conteniendo •1 p16aaido racoabinanta. La TPay 
recoabinante mo•tr6 caracter1•tica• id6nticaa a 1a prota1na natura1 
(TPay). 

E1 patr6n obtenido en 1o• an61i•i• tipo southern indican que 
1a TPay exi•ta como una copia Qnica en •1 genoma de :l'...a. •Q1iyw. Por 
otro 1ado 1a TPay •• una prota1na ra1ativaaente abundante en 1o• 
tejido• de1 ciaticerco, pr•••nta no a61o en •1 •'1•cu1o •ino taabi6n 
en 1o• citonas taguaanta1•• y en •1 taguaanto. Lo• raau1tadoa de1 
taaizaje d• 1a• bib1iotecaa da cDNA •o•traron qua a1redador da1 1 
• d• 1o• mensajero• tota1e• de1 ciaticerco son RNAa da TPay, 1o 
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cua1 augiere que 1• tranacripci6n de eate gen es regu1ada por un 
proaotor ruerte y que •u traducci6n a prote1na ae 11eva a cabo por 
un tranacrito muy eatab1e y faci1 de traducir. 

E1 an61iaia tipo Northern mueatra un RNA menaajero de 3.9 Kb 
que concuerda con •1 tamafto d• 1a prote1na de 1a TPIDy, aa1 como con 
•1 IUIA aen•ajero de 4. 1 ya reportado para 1a paramioaina de L. 
aapwpni (Groaaman ~&J.., 1990). 

La auaencia de una aecuencia 1ider para aecreci6n en 1a 
aecuencia de amino6cido• de 1a TPIDy no parece eatar de acuerdo con 
1a natura1eza aecretoria propueata para e1 AgB (Lac1ette ~&J.., 
1987). Por otro 1ado, exiate evidencia de que 1a paraaioaina de1 a.._ 
mapagn1 (SPay) •• 1oca1iza aaociada a 1•• vea1cu1aa tegumenta1•• 
(Matauaoto ~AJ.., 1988), por 1o que tambi6n •• ha propueato que •• 
aecretada. Aaiaiaao •• ha reportado que 1a SPay y 1a TPay aon 
g1icoprote1naa (Guerra, et a1 1982; Pearce .i. &l.., 1986). Eato 
augi•r• que 1• TPay pudiera tener una funci6n en e1 teguaento 
adeaA• de •u funci6n coao prote1na eatructura1 de1 aQacu1o. 

Loa dato• anteriores hacen aurgir una aerie de pre9untaa: 
¿Ea poaib1• que una prote1na auacu1ar pueda ser aecretada? ¿Coao •• 
g1icoai1ada y tranaportada a1 tequaento? ¿Por qu6 •• 1a prote1na 
inaunodoainant• en 1a ciaticercoaia huaana •i 1a• prote1naa 
eatructura1e• aon en genera1 pobreaente inmunog6nicaa? ¿cua1 •• au 
funci6n en 1a re1aci6n hu6aped-par6aito?. Para reaponder a 1•• do• 
primer•• pregunta• •• puede proponer que 1a TPay enviada •1 
tegumento podr1a preaentar a1gunaa modif icacion•• poat
traducciona1ea; por ejemp1o, 1a pob1aci6n de mo16cu1a• de TPay que 
•era enviada a1 tegumento •• priaero g1icoai1ada. Taabi6n ea 
poaib1e que 1oa p1atyhe1minte• poaean mecaniaaoa de aecreci6n 
diatintoa a 1os conocido• en otro• organiamoa. En cuanto a au 
inmunodoainancia, una de 1aa poaib1ea exp1icacionea ea 1• propia 
variabi1idad en 1a aecuencia d• 1•• paramioainaa, que 9enerar1a 
ep1topea de secuencia no preaentea en vertebrado• inc1uao en 
prote1naa eatructura1aente re1acionada• como 1• aioaina y 1• 
tropoaioaina. Eata hip6t••i• parece corroborar•• por 1• ob•ervaci6n 
de que en otra• paraaitoaia de humanos 1a paraaioaina •• e1 
ant1geno inmunodoainante (Pearce, ~ •• 1986; Grandea ~&l....... 
1989). 

Uno de 1o• ••pecto• de aayor inter•• acerca de 1a TPay tiene 
que ver con au propiedad de unir•• a co16gena y de inhibir 1a 
caacada d•1 coap1emento. A19unoa reau1tado• reciente• deaue•tran 
que 1• TPay •• un potente inhibidor de1 C1, que •• e1 pri-r 
coaponent• de 1a caacada. Aparenteaente, 1a inhibici6n •• 11eva a 
cabo a trav•• de una uni6n con e1 C1q que •• una prote1na 
au1tim6rica con una regi6n con estructura tridimenaiona1 aimi1ar a 
1• co16gena (Lac1ette, ~AJ.., 1992). E• po•ib1• que una prote1na 
eatructura1 haya adquirido una nueva funci6n durante 1a adaptaci6n 
de 1o• he1aintos a 1a vida parasitaria. si este •• e1 caao, •• 
tratar1a de un ejeap1o Qnico en e1 que una prote1na eatructura1 
provee una preadaptaci6n para •1 modo de vida paraaitario. 

A1gunaa d• 1a• prote1naa c1onadaa y caracterizada• d• gu•ano• 
parA•itoa aon prote1naa de aGacu1o con eatructura de a-h•1ice 
auperenrro11ada coao 1a paraaioaina. Toda• eataa prote1naa han aido 

38 



antiauero• de pacient••· La paraaio•ina •• un ant1geno dominante 
que adea6a conriere un niv•1 aigniricativo de protecci6n en 1a 
eaquiato•omiaai• murina, por 10 que •• h• convertido en uno de 1o• 
principa1•• candidato• para vacunaci6n en contra de 1a 
eaquiatoaoaiaai• (Lanar, a &J.., 1986; P•arce, a &J.., 1986 Y 
1988). La paraaioaina taabi6n ha •ido deacrita coao ant1geno 
inmunodominant• en varia• ri1aria•i• (Grand•a a &J.., 1989), por 10 
que •• trata de un inaun6geno proainente de 1o• par6aito• 
he1aintoa. 

A1guna• droga• aint6tic•• coao •1 Praziquante1 han •ido 
uti1izada con 6xito en e1 trataaiento de 1a ci•ticercoai• y 
eaquiatoaoaiaai• (Pav1ovaki a &J.., 1978; Gro11, 1982; Andreva, 
1985; P1i•••ra &J.., 1989; Eacobedo, 1989; sandova1, 1989; Wi11••• 
1992). Otro• ••tudio• han •o•trado que •1 Praziquant•1 b1oqu•• 
runcione• vita1•• de1 paraaito, y ravor•c• un ainergiaao entre 1• 
reapueata inaune d•1 hu6apad y 1• quiaioterap1a en contra de1 
par6aito (Brind1•y y Sher, 1987; P1i•••r a &J.., 1989). E1 diaponer 
de 1• TPmy recoabinante no• peraitira determinar por enaayo• d• 
vacunaci6n •i ••t• ao16cu1• ao1a •• capaz de inducir inaunidad 
protectora, as1 coao eatudiar •1 •inergiamo entre •1 erecto de1 
Prazicuante1 y 1a reapueata inaun• en e1 mode1o de ciaticerco•i• 
aurina. 

Recienteaente, •• h• reportado que 1a TPmy y otra• 
paraaioainas d• vario• invertebrado• •• unen a co16gena • inhiben 
1a runci6n d•1 coap1•••nto a tr•v•• d• una inhibici6n eapac1ric• d• 
au priaer componente •1 C1, po•ib1•m•nt• ••diada por una uni6n d• 
TPmy con c1q (•ubcoaponante de1 C1), e1 cua1 ••una mo16cu1a con 
una regi6n aiai1ar a 1• co16gena (Lac1ette, a &J.., 1992). con b••• 
en eataa obaervacion•• •• ha augerido que 1•• paramioainaa pueden 
jugar un papa1 inaunomodu1ador en 1• reapueata de1 hu6aped 
(Lac1ette, ~&J.., 1992). E• concebib1• que una inaunizaci6n previa 
hacia ••t• prote1na p•raita •1 hu6apad humano o porcino b1oquear 1a 
acci6n inhibitoria d• 1• TPmy y deatruir •1 ciaticerco. A1guno• 
ant1genoa recoabinant•• han •ido exitoaaaente uaado• •n •1 
deaarro11o de ••todo• ••pec1ricoa de inaunodiagn6atico en varia• 
enr•ra•dad•• paraaitaria• (Voge1 a &J.., 1988; M011•r ~&J.., 1989; 
He .. ing• y McManua, 1991). La diaponibi1idad d• TPmy recoabinant• 
abre 1•• puerta• para que •• inveatigue 1• po•ibi1idad de 
uti1izar1a en •1 dia9n6atico de 1• ci•ticercoai• huaana y porcina. 
Actua1aente •• •ata inveatigando 1a coapoaici6n epit6pica d• 1a 
TPmy con 1a id•• de encontrar ep1tope• que •••n ••p•c1ricoa de1 
ciaticerco de %..&. aq1iyw. Para e11o •• han preparado conatruccionea 
que permiten 1a expreai6n de p6ptido• parcia1ea de 1a TPay que 
•eran eva1uado• con auaro• de paciente• con ciaticercoai•. E1 
prop6aito •• inveati9ar ai exiate un rragaento de 1a TPmy que poaea 
ep1topea que •••n reconocido• por 1a .. yor1a de 1o• paciente• y que 
no pre••nten reacci6n cruzada con aueroa de otra• paraaito•i• por 
h•1•intoa. La poaibi1idad de producir cantidad•• pr6cticament• 
i1iaitada• de TPmy reaue1v• otro• prob1•--• que nor .. 1mente 1iaitan 
•1 dia9n6•tico de 1•• enreraedad•• paraaitaria•, como 1a ••caaez d• 
aateria1 anti96nico que impide 1a ••tandarizaci6n d• método• 
diagn6•ticoa. 
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La ev.idenc.ia prev.ia .ind.ica que en l.a• .inrecc.ion•• por ta6n.ido• 
•• produce una reapue•ta .inaune humoral. al.tamente protectora (ver 
.introducci6n, ••cci6n 4) hacia una inrecc.i6n aubaecuente (.inmun.idad 
concom.itante). Esto aug.ier• que•• po•ibl.e el. deaarrol.l.o d• una 
vacuna contra l.a c.i•ticerco•.i• por %&. ap.l.i,yw. La• b.ibl..iotecaa 
deaarrol.l.ada• •n e•t• trabajo •on un recur•o val.io•o para conae9u.ir 
.l.a• cant.idad•• nec••aria• de prote1na• para•.itar.ia• que ••an 
candi.dato• para .l.a vacunaci6n. Por ejempl.o, el. d.i•poner del. 9en 
cl.onado de .l.a TPay no• perm.it.ira real..isar eatud.io• d• vacunac.i6n 
con .l.a TPmy recoab.inante, en •l. aodel.o mur.ino de c.i•ticerco•.i• por 
%&. cra••i.c•p•. Ad••••· •• t.ienen pl.aneado• al.9UnO• e•tud.io• de 
caracterizacJ.6n d.ir.19.ido• a l.ocal.isar, a nive.l. mol.ecul.ar, .l.a• 
reg.ion•• reaponaabl.•• de l.a .interacc.i6n con l.a col.69ena y el. C1q. 
E•ta J.nrormaci6n aer1a de gran ut.il.idad para el. d•aarrol.l.o de una 
vacuna, pueato que pera.itirf.a ut.il.izar Qnicamente l.o• dom.in.lo• de 
.l.a mo.l.6cul.a que .interaccionan con el. C1q, excl.uyendo l.o• dom.in.ioa 
••• J.naunog•n.icoa • para d.i••inu.ir l.a• reacc.ion•• al.6r9.ica• no 
d•••adaa. Reaul.tado• prel..im.inar•• de experimento• u•ando rragaentoa 
de TPay recoabinante, han moatrado que todo• l.o• rragmento• d• l.a 
mol.6cu1a tienen l.a propiedad de unir•• a l.a col.Agena pero aol.amente 
•l. tercio de.l. amino terminal. tiene l.a prop.iedad de unir•• al. C1q y 
de inh.ibir e.l. compl.e•ento. 

El. trabajo aqu1 d••crito conatituye uno d• l.oa primero• 
earuerzoa en l.a conatrucci6n de b.ibl.ioteca• de cDNA d•l. ciaticerco 
de %&. aol.i,ua y en •l. aial.amiento, caracteriza.c.i6n y expre•i6n d• 
gen•• de ta6n.idoa. Ad••••• l.a .inte9raci6n y apl.icaci6n de di.ver••• 
aetodol.og1a• inmunol.69icaa • bioqu1mica• y d• DNA recombinant• 
util.izada• aquf., permitir6n aumentar nueatra comprenai6n de .l.a 
re1aci6n hu6apad-ci•ticerco. 
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1. TAXONOMXA DE ~- wg1iUW• 
Lo• gu•ano• de1 Phy1ua P1atyhe1a:lnth•• •on gu•ano• ace1oaado•, 

de cuerpo ap1anado, •:l-trf.a b:l1atera1 y con org6no• ya organ:laado• 
en •i•teaa• (Margu1i• y Schwartz, 1976). Lo• hay de vida 1ibre, 
com•n•a1e• y par6•ito•; ••conocen a1rededor de 1!5,000 ••p•ci••· E1 
Phy1ua P1atyhe1aint•• •• encuentra dividido en ocho c1a•••= 
TUrbe11arida, Teanocepha1oidea, Monog•nea, A•pidoqa•trea, 
Treaatoda, Didyaozoidea, Ce•todaria y C6•toda. 

C1a•ificaci6n taxon6aica de ~- ag1iua: 

Reino: 
subreino: 
Phy1ua: 
C1a•e: 
orden: 
superraai1ia: 
Faai1ia: 
G6nero: 
Eapecie: 
Etapa 1arvaria: 

Aniaa1ia 
Metaaoa 
P1atyhe1aintea 
C6•toda 
Cyc1ophy11idea 
Taenoiid•a 
Taenidae 
Taenia 
wo1iua 
Ci•ticerco 

2. DESCRXPCXON DE LOS VECTORES. 

a) Le•!t4a 9t2.0: 
Laabda gt10 •• un aiwabro de 1a faai1ia de 1o• vector•• de 

in•erci6n, tiene un taaafto de aproximadamente 43 kb. E1 1aabda 9t10 
contiene u~ Qnico •itio EcoRX 1oc:a1izado dentro de 1a re9i6n d•1 
gen ex, dentro de1 cua1 •• pueden in••rtar fra99ento• de DNA 
extrafto hasta de 7.6 kb. E1 gen ex codifica para •1 repr••or de 1o• 
gen•• que producen 1a 1i•i• de 1a c61u1a bacteriana. Lo• fa90• que 
11evan un 9en funciona1 d• ex, como 1o• fa9oa •i1v••tr••• foraan 
p1aca• turbia• aobr• aucha• cepa• de ~- s¡ql.J.. Por •1 contrario, •i 
•1 9en ex •• encuentra interruapido o inactivado, 9enerara 
bacteri6fago• (cX-) que forman p1acaa c1araw. 

E1 1aabcla gt10 con o •in fra99ento de DNA extrafto, puede 
empacar•• en •u• cAp•id••· La• bib1ioteca• con•truf.da• en 1aabda 
gt10 con•i•t•n de una aeac1a de bacteri6ra9oa recoabinante• y no 
recoabinant••· E•to• do• bacteri&rago•, como ya •• aencion6 
anteriormente pueden ••r di•tinguib1e• fenotf.picaaente por •u 
habi1:ldad de foraar p1aca• c1ara• (recoabinante•) o turbia• (no 
recoabinant••>. La proporci6n de p1acaa recoabinant•• en e•a• 
b:lb1iotecae pueden ••r :lncr-ntada•, •eabrando e1 fago en una cepa 
de &· S&A.l.J.. que 11eva una autaci6n hf1-. E•to •• po•ib1e debido a 
que e1 gen cXX de1 bacteri6fago e• un act:lvador de 1a •f.nte•i• de 
el:. La e•tabi1idad de1 producto de1 gen cXJ: e•t6 determinada por •1 
producto de1 gen hf1 y cXXX de 1a bacteria. Por 1o que una autac:l6n 
en e1 gen hf1A incre-nta 1a eatabi1idad de1 producto de1 gen cXX, 
rewu1tando en un incremento de1 producto d•1 9en ex y por 1o tanto 
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una a1ta frecuencia de 1i•ogenizaci6n. E1 crecimiento d• 1o• 
bacteri6fago• que 11evan un gen cX intacto •• •uprimido por 1•• 
cepa• de B· S<Ql.J. que 11evan una autaci6n hr1-, en contra•t• con •1 
creciaiento de rago• recoabinant•• que no pueden •intetizar •1 
producto de1 gen ex (Au•ube1 ~&J.., 1987; Sambrook ~&J.., 1989). 

b) ........ 9~S.S.: 
E1 1ambda gt11 •• un vector de expre•i6n con un taaafto de 

aproxiaadamente d• 43.7 kd que contiene una copia de1 gen Lac Z de 
E· J&QJ.J., con un •itio Onico Eco RX 1oca1izado a 53 kb hacia •1 
extreao 5 1 d•1 cod6n de terainaci6n d•1 gen LacZ. E•t• rago puede 
aceptar rragaentoa de DNA extrafto de ha•ta 7.2 kb en •1 •itio Eco 
RZ. Lo• rragaento• con ••cuencia• codiricador•• que aantienen un 
marco de 1ectura y orient:aci6n adecuada• •on expre••doa coao 
prote1na• de ru•i6n con 1a enzi•a 8-ga1acto•ida•a. rrecuenteaente, 
1a• prote1na• de ru•i6n retienen 1o• ep1topea antig6nico• por 1o 
que pueden ••r detectado• con anticuerpo• ••p•c1rico• dirigido• 
hacia 1a prote1na natura1. 

E1 1ambda gt11 codirica para un repre•or ••n•ib1• a 1a 
te•peratura (cXt•857) y contiene una mutaci6n 6abar (Saa 100) en •1 
gen de 1i•i•. Por ••o puede roraar p1aca• •obre bacteria• B· S<Ql.J. 
que 11evan •1 •upre•or A•bar (•upF) y puede taabi6n dar e1evado• 
1i•6g•no• a temperatura• a 1a• cua1•• e1 repre•or •• activo. 
U•ua1mente, 1o• bacteri6rago• •on p1aqueado• a 42°C •obre una cepa 
de &. g~ Y1090 (genotipo re1evante: hd•R, •upr, d1ac, dl.on, 
pMC9). Deapu6• de 4 hora•, l.a• p1aca• •on cambiadas a 37°c y 
cubierta• con un ril.tro de NC ••t6ril. i•pregnado con XPTG. La 
te•p•ratura de 42ºC inactiva •1 repre•or 1ac y el. XPTG induce 1a 
expr••i6n de 1a prote1na de ru•i6n. Deapu6a d• varia• hora• de 
incubaci6n a 37°C, 1oa ti1tro• •on incubado• con anticuerpo• que 
reconocen a1 ant1geno de inter6• y 1•• c1ona• que producen 1o• 
ant1genoa aon detectada• por ••dio de pruebas bioqu1mica• o 
radioqu1mica•. 

c) Yeator•• p11AL CpMa1-a/pMa1-p): 
Lo• vector•• pMal. han •ido di••ftado• para l.a expr••i6n y raci1 

puriticaci6n de prote1n•• de ru•i6n. Lo• vector•• contienen el. 
pro•otor Pta que peraite tran•cribir un gen h1brido co•pue•to por 
1o• gene• ma~E-l.acz. Ad•••• contiene e1 gen 1acX que codirica para 
e1 repre•or de 1ac, •1 cua1 apaga l.a tran•cr.ipci6n de Ptac ha•ta que 
XPTG e• adicionado. La interrupci6n de1 9en 1acZ por in•erto•, 
per•it• 1a direrenciaci6n por co1or azu1 (no recoabinant••> o 
b1anco (reco•binant••> en un ••dio conteniendo X-ga1. La regi6n de1 
enlazador "poly1ink•r" contiene un •itio Eco RX y un •itio Stu X 
para in•ertar ••cuencia• coditicadora• que •• expr••an como 
prote1na• de ru•i6n con •1 gen de ma1E. Exi•t•n otro• •itio• para 
endonuc1eaaa• de r••tricci6n en 1a regi6n del. en1azador para una 
raci1 •anipu1aci6n de l.o• rragaento• in••rtado•. E•to• vector•• 
ta•bi6n inc1uyen una ••cuencia que codirica para •1 •itio de 
reconoci•iento de una proteina•a ••rica factor Xa 
(Zl•-G1u-Gly-Arg), l.o cua1 per•ite 1iberar •1 p6ptido de inter•• a 
partir de 1a prote1na de fu•i6n. E1 vector pMa1-c contiene una 
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de1eci6n de 1a aecuencia ••fta1 d•1 gen de aa1E, por 1o que 1a 
prote1na de ruai6n •• acuau1a en a1 citop1a• .. da 1a bacteria. E1 
pMa1-p •i contiene 1a aecuancia aafta1 de1 gen aa1E, 1o qua permite 
qua 1a prote1na de ruai6n puada aar tranaportada a 1a regi6n 
parip16amica d• 1a bacteria. Eata 1l1tiaa propiedad permite una 
r&ci1 recuparaci6n de 1a prote1na racoabinanta. 

E1 gen d• intar6• •• inaartado dentro da1 gen aa1E, que 
codirica para 1• prote1na que una aa1toaa (llBP), 10 qua reau1ta en 
1a axpreai6n da una prota1na de ruai6n con MBP. E1 uao da un 
proaotor ruart• (Ptac> y 1•• ••ft•1•• da inicio da 1a r•p1icaci6n de 
MBP paraiten axpraaar grand•• cantidad•• da 1a prote1na de ruai6n. 
La uni6n da MBP a 1• prota1na de ruai6n permita 1a puriricaci6n de 
••ta por croaat09rar1a da arinidad en una co1uana da aai1oaa. E1 
sitio de reconociaiento d• 1a protain••• ractor Xa permite cortar 
1a prote1na de ínter•• después da au puriricaci6n. 

3. PARAMJ:OSJ:NA. 
La paraaioaina •• una prota1na aatructura1 que rorma e1 nQc1eo 

da 1o• ri1a111ento• grueao• •n 1o• a1lacu1o• da invertebrado•. La 
paraaioaina axi•t• coao un d1aaro auparenro11ado, eatabi1izado por 
una interacci6n hidror6bica entra aua doa cadena• (McLach1an y 
Karn, 1982; cohan y Parry, 1986; Kagawa ñ &J.., 1989). se ha 
propueato que 1a paramioaina interacciona con 1a aioaina y conai90 
misma por 1as carga• da auparricia de una aanara ana16qa a 1a 
•ioaina, paraitiando mantener 1a contracci6n auacu1ar ain 9aato de 
energ1a, caractar1atica de 1o• a1lacu1o• da invertebrado• (McLach1an 
y Karn, 1982; Cohan ñ &).., 1987). Toda• 1•• paraaioainaa coaparten 
una aatructura aiai1ar caractar1atica de una a-h61ice 
auperenrro11ada. La a-h61ica •• ori9ina por 1a preaencia de 
unidad•• repetitiva• da 7 a111ino6cidoa cargado• y apo1araa. 
Particu1araant• importantes son 1•• poaiciona• da 1oa aaino&cidoa 
apo1ar••· qua rorman una cinta hidror6bica entre 1•• do• cadena• de 
1a paraaioaina induciendo au aaociaci6n. En 1aa otra• poaicionea 
co111Qnaanta aparecen aaino&cidoa cargado• qua •• encuentran 
expuaataa hacia •1 ••dio acuoao. 

La paraaioaina •• 1a principa1 prote1na reconocida por auaros 
de ratone• vacunado• con extracto• ao1ub1•• de a. manaqni (Lanar ñ 
&J... 1986). Ad••A• •• ha obaervado que 1• paraaioaina dada 
intrad6r111ica111ent• con •1 baci1o ca1111ette-Guerin (BCG) prote9e a 1o• 
ratone• contra 1a inrecci6n por cercariaa de a ... n•qni (Pearc• ñ 
Al.·, 1988). Eatudioa aiai1ar•• a 1oa ante• aencionadoa taabi6n, han 
daaoatrado que 1a paraaioaina ••uno d• 1o• principa1•• inaun6qeno• 
en inreccion•• cauaadaa por ri1aria• (Grand•• ñ &J.., 1989). En 1a 
actua1idad a1gunoa gen•• d• paramioaina de diveraoa organiaao• 
par&aitoa han •ido c1onadoa y caracterizado• (Kagawa ñ Al.·• 1989; 
Grand•• ñ .il.l_., 1989; Lac1ett• ñ Al.·• 1991). 
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•• llllD2:08, a.oaor2:GUaDOll-,, 80LUC2:Dll98. 

• .. Ao •• LurAa-aertaaA (La) 
Bacto-triptona •••••••••••••••••• 10 9r 
Extracto de 1evadura •••••••••••• 5 9r 
NaC1 •••••••••••••••••••••••••••• 10 9r 

... Ao aoa 
aacto-triptona •••••••••••••••••• 20 9r 
Extracto 1evadura •••••••••••• 5 9r 
NaC1. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • o. 5 9r 

M9S04.7H20 •• concentraci6n rina1 •• 10 mM 
KCL ••••••••• concentraci6n rina1 •• 2.5 mM 

... Ao oa14o T•rrACAoo (Ta) 
NaC1.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5 9r 
Bactotriptona ••••••••••••••••••• 10 9r 
M9so4 .7H20 concentraci6n rina1 •• 10 mM 
Ma1toaa •••• concentraci6n rina1 •• 0.2 • 

... Ao -NaC1.. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5. B 9r 
M9S04.7H20•••••••••••••••••••••• 2 9r 
1 M de Tria-HC1 (pH 7.5) •••••••• 50 •1 
Ge1atina a1 2• •••••••••••••••••• 5 a1 

Diaue1va 1o• coaponentea, ajuate e1 pH a 7.0. Arare 1a 
ao1uci6n a 1 L con aqua d••ioniaada y eateri1iae por autoc1ave por 
20 ain a 15 1b/aq en un cic1o 1~quido. Para aedio a61ido adicione 
bacto-a9ar o avaro•• a una concentraci6n rina1 d• 1.5• y para top
a9ar a9aroaa a una concentraci6n rina1 de 0.75• 

Laa ao1ucionea de "9++ y K+ aon eateri1iaada• por ri1traci6n 
a trav6a de ri1tro• de 0.22 ua y poeterioraente adicionada• juato 
deapu6a de 1a eateri1iaci6n de1 medio por autoc1ave. Loa aedioa 
pueden eer a1aacenedoe a temperatura aabiente. 

La aa1toaa, un inductor de1 v•n (1aabB) que codirica para •1 
receptor da1 bacteri6ra90 Laabda, •• uti1iaada a1 0.02• en 1o• 
cu1tivoe. La •o1uci6n de -1toaa e• preparada a1 20• y eateri1iaada 
por ri1traci6n. 

80LUC2:0ll98 D• •zaaZD2:S&C2:0ll 
a) Northern para 100 •1 
Foraaaida deaioniaada •••••••••••• 50 
Denhardt'• sox ••••••••••••••••••• B 
SDS a1 20• ,. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 
EDTA O • 5 M. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O • 4 
Aaortiquador de roaratoa pH 7.4, 
1. 2 .............................. 10 
ssc 2ox... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5 
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(0.2•> 
(2all) 

(120aM) 
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~) So1ución para southern y Tamizaja• 
ssc 2ox •••••••••••••••••••••••.•• 1so 
D•nhardt'• sox ••••••••••••••••••• so 
SDS 20•••••••••••••••••••••••••••12.S 

•OLUCZOll ••e aoa CSL) 

para soo a1 
m1 (6X) 
m1 (SOX) 
m1 (O.S•) 

NaC1 ••••••••••••••••••••••••••••• 175 9r (3M) 
Citrato da Na3 .a2 o ••••••••••••••• ea 9r (0.3 M) 

Aju•tar •1 pH a 7.0. 

•OLUCZOll D• D ........... •o• co.• L) 
Fico11 400 •••••••••••••••••••••• s 9r 
Po1ivini1pirro1idona •••••••••••• 5 9r 
BSA (Fracción V) •••••••••••••••• 5 9r 

Di•ua1va 1o• coaponante•, ri1tre y guarde en a11cuota• da de 
2s •1 a -ao0 c. 

Ant•• d• •u uti1izaci6n a 1•• •o1ucione• de hibridizaci6n •• 
1e• adicionó DNA de ••peraa de Sa1aón, praviaaent• da•natura1izado 
a 1ooºC/5 ain a una concentración de 100 u9/a1. 

Lo• tieapo• y concentración da 1• •onda• uti1izad•• rueron: 
Sonda• de o1iqonuc1e6tido•······ 1-2 pa/•1 por 1-3 h. 
Sonda• de DNA ••••••••••••••••••• 1-2 nq/•1 toda 1• noche. 

La• teaperatura• de hibridizaci6n rueron: 
Sonda• de o1i9onuc1eotido•··· Ta- 2(#A+-T)+ 4(-G+#C)- 5 9rado• 
sonda• de DNA •••••••••••••••• 65°C. 

AllOa'S'ZGU.aDOll D• ••z..m caDm ªºª 
500 alC Tri•.HC1, pH 7.6 
750 alC ICC1 
100 alC M9C12 

5 aM e•peraidina (opciona1). 

AllOa'S'ZGU&DOll D8 ... UllDa caDm &OS 
500 alC Tri•.HC1, pH 7.6 

1000 alC ICC1 
50 alC l119C1z 

100 alC •u1rato de aaonio 
50 u9/a1 de BSA (Fracción V). 

AllOa'S'ZGU.aDOll D8 LZea8& SOS 
60 alC Tri•.HC1, pH 7.6 
60 alC MgC1z 

500 alC NaC1 
10 alC DTT 
60 alC a-.. rcaptoetano1 

1 ag/a1 BSA (Fracción V) opciona1. 
10 aM e•peraidina. 
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NIOll,Z.V.aDOll D• cz..aaa 10 • 
500 ... Tria.HCL, pH 7.5 
100 _.. MgC12 

10 ... EDTA 

AllOll'Z8V.aDOll D• LZCIA9A (YmC'S'Oa) 
500 ... Tria.HCL, pH 8 
70 _.. MgC12 
10 - DTT 

AllOa'Z8vaDOa D• .ca 
200 - (NH4)2S04 
700 mll Tria pH 8.8 

20 - llgCl.2 
1 mg/al. BSA (Fracci6n V) 
1 • Tri.t6n 

AllOll'Z8vaDOa D• ,.. 1Z 
100 - RbCl. 

45 - MnC12.4 H20 
50 - CaC12.2 H20 
10 _.. MES 

•mL as.cas.z110 D• aeaao.a AL 1• 
1. Preparaci6n de ao1uci.onea: 

a.ort~9Q&4or •• aueatra: 
50 _.. NaOH 

1 ... EDTA 
2.5• Fico11 400 

.025• verde de broaocre•ol. en H2o . 

.a.ort~911&4or •• e1eatrorore•~• (1 L). 
30 mll NaOH 

1 m11 EDTA 

2.- Diao1ver hirviendo 1 gr de agaro•a en 100 •1 de: NaC1 10 .... 
EDTA 1 JllM. 

3.- Vaciar e1 gel. en un aparato de e1ectrororeai.a, eaperar haata 
que aol.idi.rique. 

4.- Suaergi.r el. ge1 aproxiaadaaente 30 ai.n en aaortiguador de 
el.ectrororeaia. 

5.- Adicionar l.a• aue•tra aanteniendo una rel.aci.6n de 1 ui de 
cDNA por cada 6 ul. de aaorti.cauador de aueatra. 

6.- correr 1a el.eotrororeai.• a 20-40 vol.ta. haata tlU9 •l. 
col.orante ha recorrido 1/2-3/4 del. 991.. 

7.- Lavar e1 ge1 en TCA al. 10• por 15 ai.n. 
e.- Lavar e1 gel. breveaente en agua deati.l.ada. 
9.- Secar e1 gal. aobre papel. Whataan 3 IDI con un ••cador de 
9•1.•• (no uaar cal.or) o bien a teaperatura ambiente tocia 1a 
noche. 
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10.- Exponer e1 9e1 • p1aca• d• rayo• x-oaat de Xodak. 

Nota: Para 1a rea1izaci6n de ••t• protoco1o, ••tAndare• de DNA 
de tamafto conocido marcado• con 32P •on indi•pen•ab1•• 

G8L D• 'ftlZ8-AC8'S'A-..O ('1'&8) AL .1.• 
1.- Preparaci6n de •o1ucione•: 

aaor~~vuador de au••~ra C••>· 
o.2s• Asu1 de broaoreno1 
15 • Fico11 400 en H 2 o 

•reparao~6• de ~ soa e.a. L> 
Tri• baae ••••••••••••••••••••• 242 gr 
Acido ac6tico g1acia1 ••••••••• 51.7 •1 
EDTA (0.5 N, pH 8) ••••••••.••• 100 a1 

2.- Di•o1ver hirviendo 1 gr de agaro•a en 100 •1 de TAE 1X (0.04 
N Tria-acetato•; 0.001 N EDTA). 

3.- Vaciar 1• agaro•a en e1 aparato de e1ectrorore•i• y e•perar 
a que •o1idirique. 

4.- suaergir e1 ge1 en aaortiguador de TAE 1x. 
5.- Adicionar 1a• aue•tra• d• DNA, 9U•rdando una re1aci6n d• 

1 u1 de aue•tra por cada 6 u1 de aaortiguador de aue•tra. 
6.- correr 1• e1ectrorore•i• a 5 vo1t•/ca, h••t• que e1 

co1orante ha ai9rado 1/4, 1/2 o 3/4 de1 9e1, •890n e1 ca•o. 
7.- E1 ge1 e• teftido con broauro de etidio (0.5 ug/a1) di•ue1to 

en agua de•ti1ada, por 15 ain y vi•ua1izado en un 
tran•i1uainador de UV de onda 1arga. Tomar rotograr~a 
(opciona1). 

a.- Para ia recuperaci6n de rragaento• de DNA, recorte con un 
bi•tur~, 1a banda d•1 DNA de inter6•, toaando coao rererencia 
1o• aarcadore• de DNA. 

Nota: No exponga deaa•iado e1 DNA a 1a 1uz UV, debido a que 
1a uv hace corte• •nick•• en e1 DNA. 
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