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R E S U M E N 

La cisticercosis es una parasitosis causada por el cisticerco de Taenia so/ium que 
afecta al ser humano y al cerdo y es considerada un problema de salud pública y de 
economía ganadera en varios paises en vías de desarrollo. Debido a Ja diversidad 
sintomatológica de la neurocisticercosis humana, se han diseñado varios métodos 
inmunológicos de diagnóstico, entre ellos se encuentra Ja inmunoelectrotransferencia 
(JET) que 1mplea como antígeno una fracción enriquecida en glicoproteinas (GPs) del 
cisticerco y es 100% especifica y 98% sensible. Las GPs más frecuentemente 
reconocidas por los anticuerpos de los enfermos con neurocisticercosis son las GP50, 
GP42 y GP24. El proceso de purificación de Ja fracción de GPs, implica un enorme 
esfuerzo, consumo de tiempo y de reactivos considerable y las cantidades obtenidas son 
restringidas. La clonación y expresión de genes eucariotes en E co/i ha permitido 
obtener proteínas recombinantes útiles para el inmunodiagnóstico de diferentes 
parasitosis, por lo que se considera a esta tecnologia como una alternativa rápida, 
abundante, económica y especifica para la obtención de antigenos . 

El objetivo del presente trabajo fue identificar clonas de una biblioteca de cDNA 
de T. solium construida en J.gt11, que expresen a la GP42 como antígeno recombinante 
y evaluarlas frente a muestras de sueros y liquidas cefalorraquideos (LCR) de enfermos 
con neurocisticercosis. 

Se purificó la GP42 y se inmunizaron ratones. Los sueros se adsorbieron con 
extractos de E coli y se realizaron los tamizados de la biblioteca. Se obtuvieron siete 
clonas positivas (clonas 1,4,5,7,9, 12, 13). Se generaron lisógenos recombinantes con Jos 
fagos de estas clonas en E coli Y 1089 y se verificó Ja producción de las proteínas de 
fusión por JET con los extractos de bacterias lisadas y anticuerpos contra 13-
galactosidasa (13-gal). Las clonas 7, 12 y 13 expresaron proteínas de peso molecular 
mayor al de 13-gal en sobrenadantes y precipitados; mientras que en las clonas 1 y 9 las 
bandas observadas fueron menores a 13-gal. Se verificó por JET la antigenicidad de las 
proteinas de fusión con mezclas de sueros ó de LCR de enfermos con neurocisticercosis 
previamente adsorbidos. Las 7 clonas presentaron bandas que no fueron reconocidas 
por la clona Y, que es una clona infectada con el fago silvestre. Posteriormente se 
purificaron las proteínas de fusión de las clonas 7, 9, 12, 13 y se analizaron por JET 
empleando la mezcla de sueros; se observó una banda de 65 kDa. 

Se purificó el DNA de todas las clonas y se realizó Ja reacción en cadena de Ja 
polimerasa (PCR) con iniciadores de Gibco BRL y con otros sintetizados en la UNAM. 
Los tamaños de los insertos obtenidos con Jos primeros fueron de 90 a 360pb en las 
diferentes clonas y solo en Ja clona 5 se obtuvieron insertos de 90, 600 y 1 OOOpb con Jos 
segundos. Se intentó purificar Jos insertos de 360pb sin éxito, en cambio se purificó el 
inserto de 600pb de la clona 5, se marcó radioactivamente y se utilizó como sonda en 
un Southern blot utiiizando DNA de T. solium y de T. saginata digeridos con EcoRI y 
Hindlll, solo hibridó con su DNA homólogo. 



Por último, se secuenció el inserto de 600pb, se dedujo la secuencia de 
aminoácidos a partir de la secuencia de nucleótidos obtenida y se obtuvo una homología 
del 19.5% con un precursor de una GP del virus SVS, por Jo que no se consideró como 
significativa. 

Los resultados obtenidos en las JET con las proteinas de fusión y tos anticuerpos 
indican la obtención de clonas que sí expresan proteínas de T. so/ium. Sin embargo, los 
resultados obtenidos con el inserto de la clona 5 demuestran que el fragmento de 600pb 
no codifica ninguna proteína de T. solium. Una posible explicación a estos resultados 
contradictorios sería que el inserto de la clona 5 es un artefacto producido por la 
amplificación por PCR con iniciadores que contienen secuencias de reconocimiento por 
BamHI y Hindi!! adyacentes debido a que estas secuencias se encuentran muy cercanas 
en el DNA de Agt11, lo que permitiría el reconocimiento de los iniciadores en esta zona 
y la amplificación de un fragmento de DNA del mismo fago. 



INTRODUCCION 

1. GENERALIDADES 

La cisticercosis es una parasitosis causada por el metacéstodo de Taenia so/ium 
(Linnaeus, 1758) cuando se establece en el sistema nervioso central (SNC). el ojo, el 
músculo esquelético y el tejido subcutáneo tanto del hombre como del cerdo (Flisser, 
1988). 

La cisticercosis está ampliamente distribuida en países en vias de desarrollo 
donde predominan las malas condiciones higiénicas y una incipiente industria porcina, 
además de una deficiente educación para la salud. La cisticercosis es endémica en el 
sureste de Asia no islámico, Ja parte central y sur de Africa y en América Latina 
(Mahajan, 1982; Schenone y col., 1982). México y Brasil son los países más 
afectados del continente americano (Sarti, 1989). Las características de la 
enfermedad hacen que se considere un problema de salud pública debido al alto costo 
médico que implica el tratamiento de los enfermos con neurocisticercosis y un 
problema económico debido a las cuantiosas perdidas ocasionadas por el decomiso de 
la carne de cerdo infectada. 

1.1 CLASIFICACION 

Clasificación descrita por Ehlers, 1985 y 1986: 

Dolyopharyngiophora 
Neodermata 

Cestoda 
Eucestoda 

Cyclophyllidea 
Taeniidae 

Taenia 

1 

Taenia so/ium (Linnaeus, 1758) 



1.2 CICLO DE VIDA 

La Taenia so/ium es un helminto hermafrodita, cuyo estado adulto vive en el 
intestino delgado del ser humano, en donde logra sobrevivir hasta 20 años induciendo 
sintomatología mínima (Flisser, 1988). Tiene un cuerpo aplanado de color blanquecino 
que mide entre 1. 5 y 5m de largo, pudiendo alcanzar hasta 8m de longitud (Figura 1). 
El cuerpo del adulto se divide en tres regiones: el escólex, el cuello y el estróbilo. El 
escólex es piriforme y mide de 0.6 a 1 mm de diámetro (Figura 2); como órganos de 
fijación, presenta cuatro ventosas musculares de 0.5mm de diámetro y un rostelo 
formado por dos coronas concéntricas de 11 a 14 ganchos cada una. Estos ganchos 
pueden medir de 0.1 O a 0.16mm (Gemmell y col., 1983). El cuello es la región 
germinal poco diferenciada a partir de la cual se genera el estróbilo (Figura 2). El 
estróbilo, que constituye la mayor parte del cuerpo, está formado por una cadena de 
numerosos segmentos llamados proglótidos (Figura 1), cada uno de los cuales forman 
una unidad de reproducción; son de tres tipos: los inmaduros, que son los más 
cercanos al cuello y no poseen órganos sexuales diferenciados. Los maduros en los 
cuales ya se aprecia un ovario trilobulado y un promedio de 375 a 5 75 testículos 
(Figura 3) y finalmente se encuentran los proglótidos grávidos, que son los de mayor 
tamaño y miden de 5 a 20mm de largo y de 5 a 6mm de ancho. En éstos se observa 
un saco uterino central que presenta de 7 a 13 ramas l¡¡tcrales conteniendo hasta 
60,000 huevos cada uno (Gemmell y col .. 1983; Flisser y col .. 1991). 

Cuando el parásito ha alcanzado un tamaño promedio de 220cm de longitud 
(aproximadamente 3 o 4 meses después de la infección) se empiezan a desalojar uno 
o más proglótidos grávidos periódicamente junto con las heces (Gemmell y col., 
1983). En el ambiente los proglótidos se pueden desintegrar liberando a los huevos los 
cuales pueden ser ingeridos por el cerdo o el ser humano (Cheng, 1978). 

Los huevos de T. solium (Figura 4) miden de 30 a 40µm de diámetro, poseen 
varias envolturas: la rnás externa es el vitelo que generalmente se pierde en la heces; 
la siguiente es el embrióforo, formado por bloques de una proteína similar a la 
queratina (Treja, 1986) y unidos entre sí por una proteína cementante, los que dan a 
los huevos su aspecto radiado característico y la resistencia al medio. Finalmente se 
encuentra la membrana oncosferal que rodea a la oncosfera o embrión haxacanto 
(Laclette y col., 1982). La oncosfera está formada por un complejo sistema muscular 
que mueve a los tres pares de ganchos, posee un par de glándulas que ayudan a la 
penetración en la mucosa intestinal, así como un sistema nervioso primitivo·y células 
germinativas a partir de las cuales se desarrollará el siguiente estadio de desarrollo 
llamado cisticerco ó metacéstodo. 
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FIGURA 1. Estado adulto de Taenia so!ium (donada por la Dra. Ana Flisser). 



R 

FIGURA 2. Microscopía electrónica de barrido del escólex de Taenia so/ium. R: rostelo, 
V: ventosa, G: ganchos (Reproducida de Cañedo y col., 1982). 

·,-:".;..--, . ' -- '. '; 
~ ... . .. .._ .. . 

FIGURA 3. Fotografía de un proglótido maduro de Taenia solium. VD:vaso deferente, 
OV: ovario, Vit: vitelaria, T: testículos, V: vagina, PG: poro genital, U: útero, (donada 
por la P. de Biol. Laura Aguilar Vega) 
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El hombre y el cerdo adquieren cisticercosis por ingerir huevos de T. solium. La 
larva eclosiona estimulada por el bajo pH, los jugos gástricos y los intestinales 
(Silverman, 1954). En la primera fase de la eclosión, el cemento que une a los bloques 
del embrióforo se degrada por la acción de las enzimas proteolíticas estomacales 
estableciendo la comunicación de la oncosfera con el medio exterior (Laclette y col., 
1982). La oncosfera se libera de la membrana oncosferal por la acción de enzimas 
intestinales y con ayuda de sus ganchos y posiblemente por sus 
secreciones enzimáticas, penetra a través de la pared intestinal, se transporta a través 
de la circl!lación y se puede implantar principalmente en músculo esquelético, SNC, 
ojo y tejido subcutáneo, desarrollandose en metacéstodo ó cisticerco (Figura 5; 
Yoshino, 1933 a, b; Schenone y col., 1982). 

En 1933, Yoshino infectó a cerdos, alimentándolos con huevos de T. so/ium y 
después de establecerse la oncosfera y desarrollarse en cisticerco, encontró que éste 
medía de 1 a 4mm a los 20-30 días de la infección y de 6 a 9mm a los 60-70 días. En 
este tiempo, el escólex estaba completamente formado con su doble corona de 
ganchos y sus cuatro ventosas. Observó que medía de 8 a 1 5mm de los 177 a 325 
días después de la infección (Yoshino, 1933 a). 

El cisticerco de T. so/ium está formado por una vesícula ovalada y translúcida 
llena de fluído vesicular. Mide de O. 5 a 2cm de diámetro y en su interior se encuentra 
el escólex invaginado. El rostelo se forma entre los 40 y 50 días, y a los 60-70 días, 
el cisticerco tiene su cuello elongado enrrollado dentro del receptáculo, formando 
muchos pliegues que constituyen el canal espiral (Yoshino, 1933a). La superficie de 
la pared vesicular está cubierta de unas estructuras denominadas microtricas limitadas 
por la membrana plasmática la cual está cubierta por una capa de glicocalix (Ramírez­
Bon y col., 1982). Por debajo de la membrana plasmática, el tegumento se encuentra 
repleto de vesículas elipsoidales de diferentes tamaños; una banda protoplásmica 
continua limita al tegumento en la parte interna. Esta banda está sostenida por una 
membrana de tejido conectivo interrumpido por pliegues del sincicio conectando de 
esta forma al tegumento con los cuerpos celulares nucleados. A través de esta 
superficie ocurre el intercambio metabólico entre el hospedero intermediario y el 
parásito, ya que también carece de sistema digestivo (lumsden y col., 1982, Flisser, 
1994). 
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FIGURA 4. Micrografía electrónica de barrido de un huevo de Taenia solium. E: 
embrióforo, O: oncosfera, G: ganchos oncosferales (reproducida de Laclette y col., 

1982). 

FIGURA 5. Fotografía de metacéstodos de Taenia so/ium (donada por la Ora Ana 

Flisserl. 
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El cisticerco establecido en el sistema nervioso del ser humano, puede ser 
celuloso o racemoso. El tipo celulosa mide de 0.5 a 1.5cm, la vesícula puede ser 
esférica u ovalada, de color blanquecina o amarillenta. La pared vesicular es 
translúcida, a través de la cual se observa el escólex con 2pariencia de un gránulo 
sólido excéntrico. Estas características morfológicas se observan en cisticercos 
extirpados de cerebro o de músculo, tanto de seres humanos como de cerdos. Al ser 
separados del tejido del hospedero, es frecuente que se observe una cápsula delgada 
de colágena dentro de la cual el cisticerco permanece vivo ( Escobar, 1983; Aluja y 
col., 1987; Rabie la, y col., 1989). 

El cisticerco racemoso presenta una vesícula lobulada, lo que asemeja con un 
racimo de uvas, este tipo de cisticercos es el más grande, mide de 1 O a 20cm y en 
su interior puede contener hasta 60ml de fluido vesicular {Berman y col., 1981; Jung 
y col., 1981). El escólex es difícilmente observable y sólo se puede demostrar su 
presencia en algunos casos realizando cortes histológicos detallados casos (Berman 
y col., 1981; Rabiela y col., 1982; Escobar, 1983). 

Algunos estudios han revelado que ambos tipos de cisticercos pueden ca-existir 
en el mismo cerebro en un 9 a 13%. Sin embargo, el cisticerco celulosa es el más 
común (Rabiela y col., 1979 y 1982; Saquimux y Fernández, 1990). Recientemente 
Rabiela demostró la presencia de formas intermediarias bilobuladas, con el escólex 
visible claramente como en el cisticerco celulosa, lo que sugiere que el racemoso 
proviene del celulosa (Rabiela y col., 1982, 1985 y 1989). 

El ciclo de vida se completa cuando la carne mal cocida de un cerdo infectado 
es ingerida por el hombre. En el estómago, el cisticerco evagina por la acción de la 
tripsina, así como las sales biliares y se fija a la pared intestinal, desarrollándose 
progresivamente en una tenia adulta, infección conocida como teniasis (Cheng, 
1978; Flisser, 1988) (Figura 6). 

1.3 LA CISTICERCOSIS HUMANA 

La cisticercosis humana es variable, la que se trata con mayor frecuencia en 
México es la cisticercosis cerebral o neurocisticercosis, debido al establecimiento del 
metacéstodo en el parénquima, en el espacio subaracnoideo o en las cavidades 
ventriculares del SNC (Figura 7). La cisticercosis ocular se debe al establecimiento del 
parásito dentro del globo ocular o detras de la retina (Figura 8); menos frecuentes son 
los casos de cisticercosis subcutánea y muscular (Figura 9; Schenone y col., 1982; 
Zenteno-Alanis, 1982). 
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La neurocisticercosis humana es uno de los padecimientos de mayor importancia 
entre las parasitosis prevalentes en México. Por medio del analisis de casos de 
autopsia, se ha encontrado que alrededor del 2 % de los cadáveres tienen cisticercos 
en el cerebro (Mazzotti, 1944; Pérez-Tamayo y Flores, 1958; Briceño y col., 1961; 
Zenteno-Alanis, 1966; Rabiela y col., 1972; Martuscelli, 1975). El daño que produce 
el cisticerco al ser humano cuando se establece en el SNC es variable, ya que puede 
ser asintomático, pues se han reportado entre un 25 % y un 80% en hallazgos de 
autopsias (Albores y Altamirano, 1971; Rabiela y col., 1982) ó inducir una gran 
heterogeneidad sintomatológica, desde perturbaciones sensoriales o motoras leves 
hasta la presencia de crisis convulsivas y cefalea relacionadas con craneo hipertensivo 
e hidrocefalia (Zenteno-Alanis, 1982; Madraza y Flisser, 1992). 

La cisticercosis ocular, después de la cerebral, es la que más trastornos puede 
ocasionar al paciente, incluyendo ceguera (Puig-Solanes, 1974; Cardenas y col., 
1989). Los cisticercos localizados en el tejido subcutáneo y muscular, generalmente 
provocan trastornos ligeros o pasan desapercibidos (Zenteno-Alanis, 1982). 

1.4 TRATAMIENTO 

La neurocisticerosis humana se puede tratar por métodos quirúrgicos ó 
empleando drogas cestocidas. El uso de neurocirugía depende de la localización y 
características anatomopatológicas de los cisticercos; se emplea para reducir la 
hipertensión endocraneana ó para la extirpación de cisticercos intraventriculares 
(Escobedo y col., 1982; Escobedo, 1989). También se pueden administrar fármacos 
como: anticonvulsivos, analgésicos, esteroides, diuréticos y psicodrogas para controlar 
la sintomatología de los pacientes (Escobedo y col., 1982; Flisser, 1988). Un avance 
importante en el tratamiento de la cisticercosis son las drogas que atacan al parásito. 
Dos drogas cestocidas han sido de gran utilidad en el tratamiento de algunos casos 
de neurocisticercosis, así como de cisticercosis muscular y subcutánea: el 
praziquantel, una pirazin-isoquinoleína acetilada y el albendazol, un derivado 
benzimidazólico (Flisser, 1994). El praziquantel se ha utilizado ampliamente en 
esquistosomiasis humana, con alto porcentaje de eficacia (Pearson y Guerrant, 1983; 
Andrews, 1985). mientras que el albendazol es un antihelmíntico de amplio espectro 
que se usa en infecciones por céstodos y nemátodos intestinales (Pene y col., 1982). 
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FIGURA 6. Ciclo de vida de Taenia solium (reproducida de Aluja y col., 1987). 

9 



La primera droga utilizada para el tratamiento de la neurocisticercosis fue el 
praziquantel y años después el albendazol; algunos estudios toxicológicos y 
farmacocinéticos en seres humanos, indican que ambas drogas son de absorción 
rápida y no hay efectos tóxicos en general, ya que sólo en casos raros, la segunda 
llega a ser hepatotóxica (Leopold y col., 1978; Marriner y col., 1986; Frohberg, 1989). 
Estos medicamentos son eficientes contra los parásitos vivos localizados en el 
parénquima cerebral y en posición subaracnoidea (Sotelo y col., 1984; Vasconcelos 
y col., 1987; Escobedo, 1989). No se usan drogas cestocidas cuando el cisticerco 
se localiza en los ventrículos ó en el ojo (Flisser, 1988). La dosis precisa de ambas 
drogas no se ha definido todavía. El praziquantel generalmente se usa a 50mg/kg de 
peso corporal, tres veces al día durante 15 días (Sotelo y col., 1984 y 1985). El 
albendazol se administra a 15rng/kg durante 8 días (Escobedo y col., 1987; Alarcón 
y col., 1989; Sotelo y col., 1988 y 1989). La eficacia del tratamiento cestocida se 
mide por la reducción del número ó del tamaño de los cisticercos observados mediante 
técnicas de imagen, mejoramiento clínico y la desaparición de la dilatación ventricular 
(Sotelo y col., 1989). Cuando se presentan crisis convulsivas, las drogas 
antiepilépticas son el tratamiento adecuado. Generalmente, las calcificaciones se 
presentan en el parénquima del cerebro e indican que la infección se adquirió hace un 
largo tiempo. Las calcificaciones debidas a cisticercosis llegaron a ser visibles 
aproximadamente entre los 4 y 7 años después de la infección (Dixon y Lipscomb, 
1961; Flisser, 1994). Las calcificaciones también pueden aparecer después de una 
resolución espontánea del cisticerco, lo cual es más frecuente en niños y adolecentes 
que en adultos (Miller y col., 1983). 

1.5 DIAGNOSTICO 

Debido a la heterogeneidad de la sintomatología de la neurocisticercosis en los 
seres humanos, el diagnóstico clínico es difícil de realizar, por lo que se han diseñado 
métodos muy diversos para el diagnóstico. Las pruebas inmunodiagnósticas y el uso 
de procedimientos de imagen apoyan el diagnóstico en los enfermos sintomáticos 
(Aluja y cols. 1987; Flisser, 1988). Actualmente se cuentan con métodos que 
permiten no solo identificar al parásito, sino también localizarlo con alta precisión, lo 
que permite diseñar estrategias de tratamiento médico ó quirúrgico (revisado en 
Correa y col., 1991). 

La cisticercosis subcutánea o muscular se determina mediante palpación, por 
biopsia de los nódulos ó en el material de autopsia donde se demuestra la presencia 
del parásito ( Puig-Solanes, 197 4). La cisticercosis ocular puede evidenciarse por medio 
del oftalmoscopio cuando el parásitos son viables ó reconocibles (Acha y Szifres, 
1986), pero se puede diagnosticar erróneamente debido a la reacción inflamatoria ó 
involución del parásito (Puig-Solanes, 1974) 
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FIGURA 7. Corte de los hemisferios cerebrales. se observan múltiples cisticercos 
(donada por el Dr. Juan E. Olvera). 

FIGURA 8. Ottalmocisticercosis (donada por el Dr. A. Martuscelli). 

FIGURA 9. Cisticercosis muscular (donada por el Dr. A. Martuscelli). 
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Los métodos de imagen son la tomografía computada (Rodríguez-Carbajal y col., 
1989) y la resonancia magnética, éstos son de elección para lograr un diagnóstico 
preciso de la neurocisticercosis (Aluja y col., 1987). Desafortunadamente estos 
métodos de diagnóstico son inaccesibles para la mayoría de la población en países en 
vías de desarrollo debido a su alto costo ó a su ausencia. 

Los métodos inmunológicos pueden ser empleados para la detección de casos 
individuales o para estudios epidemiológicos, siendo la sensibilidad más importante 
que la especificidad en el primer caso y lo opuesto para el segundo (Gemmell y col., 
1983). Se han utilizado diversas pruebas para la búsqueda de anticuerpos 
anticisticerco tanto en el suero como en el líquido cefalorraquídeo (LCRJ de Jos 
individuos con cisticercosis. Los exámenes inmunológicos en LCR permiten confirmar 
el diagnóstico clínico y de imagen (Alarcón de No ya y col., 1989). Sin embargo, no 
siempre es fácil la obtención de la muestra. 

La fijación de complemento se estandarizó en Brasil en 1911 (Mases, 1911 J y 
en México, esta técnica se empleó ampliamente desde 1948 cuando Nieto estudió a 
5000 enfermos psiquiátricos y obtuvo el 0.6% de positividad en LCR (Nieto, 1956). 
Los principales problemas de esta técnica son que Jos reactivos utilizados se deben 
estandarizar frecuentemente, y el ensayo no es específico para suero debido a la 
presencia de complemento intrínseco (Flisser, 1994). En 1975 se estandarizó la 
inmunoelectroforesis en sueros de pacientes con neurocisticercosis (Flisser y col., 
1979). También se han utilizado pruebas como la hemaglutinación pasiva, la 
inmunofluorescencia indirecta (González-Barranco y col., 1989) y la doble 
inmunodifusión (Flisser y col., 1975). Sin embargo, ninguno fue mejor que la fijación 
de complemento, hasta el advenimiento del ensayo inmunoenzimático, ELISA. Este 
último, es uno de Jos métodos más utilizados en Jos últimos años y tiene una 
sensibilidad del 75 % en suero, del 85 % en LCR y del 100% si se utilizan ambas 
muestras del mismo individuo (Espinoza y col., 1986). Sin embargo, por el uso de 
homogenados crudos de cisticercos o fluidos vesiculares, existen reacciones cruzadas 
con otras parasitosis por helmintos, especialmente con hidatidosis (Espinoza y col., 
1986; Olivo y col., 1988). Además los resultados obtenidos en ELISA son cualitativos, 
ya que no se ha encontrado ninguna correlación entre los valores de absorbencia con 
los aspectos clínicos del paciente (Flisser, 1 994). 

La inmunoelectrotransferencia (JET) es el método de diágnostico de uso más 
reciente y fué desarrollado por Tsang y col. en 1989. La IET es una técnica en Ja cual 
los antígenos del parásito se separan por su peso molecular, se transfieren a una 
membrana de nitrocelulosa (MNCJ y se usan para identificar anticuerpos en Ja muestra 
(suero, LCR ó saliva) del paciente. 
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La IET para la cisticercosis, emplea como antígenos glicoproteínas (GPs) de 
cisticercos de T. solíum purificadas por cromatografía de afinidad con lentil-lectina 
sefarosa. Originalmente se evaluaron 532 sueros y 46 LCR de enfermos con tres 
diferentes parasitosis confirmadas: Echinococcus granulosus, E. multilocu/aris y T. 
solium. Las muestras de los enfermos con cisticercosis reconocieron siete bandas 
específicas de GPs del parásito, estas bandas diagnósticas fueron registradas como: 
GP50, GP42, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13. Las letras GP denotan la naturaleza 
glicoprotéica de estos antígenos y !os n(1meros corresponden a su respectivo peso 
molecular, analizado en geles de poliacrilamida. Para el diagnóstico de la cisticercosis 
no es necesario que el enfermo reconozca las siete bandas, es suficiente que la 
muestra que va a ser analizada reaccione por lo menos con una de las siete bandas 
para ser considerada como positiva. Los valores se sensibilidad y especificidad 
obtenidos son de 98% y 100% respectivamente. De las siete GPs, se encontró que 
las más frecuentemente reconocidas son la GP50, la GP42 y la GP24 ((Tsang y col., 
1989; Feldman y col., 1990; Wilson y col., 1992; Díaz y col., 1992) 

La presencia de anticuerpos en los fluidos orgánicos no es demostración de la 
presencia del agente causal, sólo indica que el individuo ha estado en contacto con 
este u otro organismo de reacción cruzada. Debido a ésto, se han desarrollado \otros 
métodos que detectan antígenos del parásito. Correa y col. estandarizaron un ELISA 
para la deteción de antígenos que da una sensibilidad que oscila entre el 70% y 90%. 
Aunque la sensibilidad de la detección de antígenos es más baja que la obtenida en 
la detección de anticuerpos, los casos positivos podrían confirmar la presencia del 
parásito (Correa y col., 1991). 

Con respecto a los antígenos empleados para las pruebas inmunológicas, vale 
la pena señalar que en la mayoría de los estudios realizados se usan extractos totales 
de cisticercos extirpados de cerdos, presentandose reacciones cruzadas con otros 
parásitos, por la presencia de diversos componentes protéicos así como otras 
macromoléculas en estos extractos que pueden interferir o bloquear las reacciones 
antígeno-anticuerpo, ocasionando una disminución de la sensibilidad y especificidad 
de las pruebas (Aluja y col., 1987; Correa y col., 1991). El uso de las GPs del 
cisticerco de T. so!ium ha permitido disminuir considerablemente el problema de 
reacciones cruzadas, por lo que Plancarte y col. ( 1994), aislaron la GP24, que es una 
de las GPs más frecuentemente reconocidas por los anticuerpos de los enfermos y la 
evaluaron por ELISA e inrnunopunto, obteniendo una sensibilidad y especificidad del 
100% {Plancarte y col., 1994). Sin embargo, la purificación de las GPs se dificulta 
porque depende de la obtención de cisticercos de T. so/ium extirpados de la carne de 
cerdo infectada y porque el proceso tiene un bajo rendimiento. 
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2. CLONACION V EXPRESION DE GENES. 

La transferencia de información genética de células eucariotes a organismos 
procariotes por medio de la manipulación del DNA recombinante, ha facilitado la 
producción eficiente y controlada de proteínas seleccionadas, cuya obtención se 
dificulta por la baja concentración en la que se encuentran ó se obtiene, ó por el 
problema que representa conseguir los organismos de donde provienen (Cohen y col., 
1973; Harris, 1983). 

2.1. ANTECEDENTES 

Inicialmente los biólogos moleculares interesados en obtener las proteínas 
regulatorias procariotes, rearreglaron su síntesis para obtenerlas en grandes cantidades 
mediante un proceso que se llamó sobreproducción, expresión, o sobreexpresión. Las 
primeras técnicas se basaron en manipulaciones genéticas para seleccionar in vivo 
eventos de recombinación en los cuales insertaban el gen deseado dentro de un 
bacteriófago. Más tarde la tecnología del DNA recombinante se usó para crear fagos 
y plásmidos in vitro, lo cual aseguraba la síntesis de grandes cantidades de los 
productos de genes clonados (Ausubel y col., 1987). 

En la última década los principales avances en la tecnología de la clonación 
permitieron mejorar marcadamente la capacidad para construir bibliotecas que 
expresen las proteínas deseadas y para identificar clonas que codifican para cualquier 
producto de los genes deseados. Se han descrito muchos tipos de bibliotecas, 
vectores de expresión y métodos de tamizados, (Maniatis y col., 1989; Ausubel y 
col., 1987). 

2.2 EXPRESION RECOMBINANTE 

Un vector de exriresión ideal es aquel de fácil manipulación y que produce 
grandes cantidades de la proteína deseada entera, en su conformación nativa y en 
forma estable; lo que permitiría usar diversos reactivos para el tamizado de la 
biblioteca, incluyendo ligandos de receptores y anticuerpos monoclonales en contra 
de determinantes conformacionales, determinantes antigénicos glicosilados ó lipídicos. 
Desafortunadamente, tal vector no existe, por lo que la expresión recombinante de 
antígenos de parásitos debe tomar en cuenta diferentes criterios dependiendo de los 
intereses del investigador. Las bibliotecas de expresión se pueden construir usando 
DNA genómico ó el mRNA para obtener el DNA complementario (cDNA) como fuente 
de material genético. Las ventajes relativas de ambas fuentes de DNA se enlistan en 
el Cuadro l. 

14 



Los inveetigadores en el campo de la parasitología generalmente han usado 
anticuerpos para realizar el tamizado de bibliotecas de cDNA construidas en el 
bacteriófago Lambda gt11 (,\ gt11 lo sus variantes como Lambda Zap (A Zap; Coppel 
y col., 1993). 

2.2.1 Bibliotecas de DNA genómico. 

Las bibliotecas genómicas de expresión se construyen generalmente de DNA 
cortado o DNA que ha sido parcialmente digerido con DNAasa 1 y utilizan un vector 
de expresión. Sin embargo, la presencia de intrones interrumpen el marco de lectura 
de la secuencia codificadora, lo que ocasiona una terminación prematura de la 
traducción. Una de las ventajas de este tipo de bibliotecas es la presencia de 
diferentes secuencias, ya que todas las secuencias de una sóla copia están por lo 
general presentes en la biblioteca con una frecuencia igual. En contraste, en las 
bibliotecas de cDNA están representadas en proporción a la abundancia de las 
moléculas de RNA mensajero {mRNAl. Además las proteínas expresadas en diferentes 
estados del ciclo de vida estan presentes en la biblioteca genómica. Generalmente, 
estas bibliotecas se construyen con menores cantidades de material del parásito. 
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Cuadro l. Propiedades de las bibliotecas de expresión derivadas de diferentes fuentes 
de DNA. 

DNA 
PROPIEDADES cDNA GENOMICO 

Número de clonas requeridas Pocas Muchas 
para representar el genoma 
completo 

Interrupción de la expresión No Si 
por intrones 

Cantidad de DNA necesario Nada Poco 

Cantidad de mRNA necesario Mucho Nada 

Construcción de la Difícil Fácil 
biblioteca 

Frecuencia de clonas que Mayor Menor 
expresan proteínas 
abundantes 

Frecuencia de clonas que Menor Mayor 
expresan proteínas poco 
abundantes 

Contiene secuencias de No 
proteínas de todos los 
estados del ciclo de vida 
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2.2.2 Bibliotecas de cDNA. 

La construcción de las bibliotecas de cDNA es más romplicada que la de las 
bibliotecas genómicas por la dificultad que representa la obtención del mRNA, ya que 
es muy lábil. Sin embargo, una biblioteca de cDNA es mejor para realizar el tf.lmizado 
empleando anticuerpos, pues se pueden obtener más fácil que obtener la secuencia 
de aminoácidos de una proteína deseada para determinar las secuencias de iniciadores 
específicos necesarios para realizar el tamizado. Las secuencias de intrones no 
interfieren con la expresión y generalmente, se necesitan muy pocas clonas para 
realizar el tamizado e identificar el producto deseado. 

La biblioteca de cDNA representa a la población del mRNA y se construye a 
partir de mezclas de RNA poliadenilado (RNA poli-A) de los tejidos o tipos celulares en 
estudio (Huynh y col., 1985). Para la síntesis del cDNA se utiliza la enzima DNA 
polimerasa dependiente de RNA, comunmente conocida como transcriptasa reversa, 
y se puede obtener del retrovirus que causa la mieloblastosis en las aves. El RNA poli­
A se emplea como molde y como iniciador un oligonucleótido sintético que contiene 
varias timinas (Efstratiadis y col., 1976). El producto es un híbrido del mRNA y el 
cDNA; al adicionar la RNAasa H se producen "huecos" en el RNA originando los 
fragmentos de Okazaki que funcionan como iniciadores y permiten la síntesis de la 
segunda cadena de DNA, empleando la DNA polimerasa 1 (DNA poi 1) de E. coli 
(Maniatis y col., 1989). Los fragmentos de cDNA de doble cadena generados se 
tratan con la metilasa Eco RI y S-adenosil-metionina como fuente de grupos metilos, 
y de esta forma proteger los sitios de reconocimiento para Eco RI dentro del cDNA 
antes de la digestión con Eco RI. Posteriormente se realiza un breve tratamiento con 
DNA poi 1 que permite incrementar el número de moléculas de cDNA con extremos 
"rasurados" (Seeburg y col .. 1977). 

Los extremos del cDNA se fusionan con los oligonucleótidos sintéticos 
conocidos como ligandos, que tienen el sitio específico donde corta la enzima Eco RI, 
el exceso de ligandos se elimina a través de una columna A-50m Bio-Gel, después de 
haber digerido con la enzima ya que el exceso interfiere con la inserción del cDNA en 
el DNA del vector previamente digerido con Eco RI. La purificación a través de la 
columna también permite seleccionar los fragmentos de cDNA del tamaño deseado 
(Maniatis y col., 1989; Huynh y col .. 1985, Figura 10). 
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2.3. HOSPEDEROS Y VECTORES. 

2.3.1 Escherichía colí 

Uno de los organismos procariotes que más se estudió durante las decadas de 
1960 y 1970 fue E. co!i y se obtuvo un gran conocimiento de su biología. La 
tecnología actual del DNA r ecombinante, es una extensión de los análisis genéticos 
y bioquímicos realizados en ese tiempo. Aún antes del avance de la clonación y 
expresión molecular, se utilizaron cepas de E. co!í alteradas genéticamente para 
producir grandes cantidades de proteínas de interés científico. Cuando las técnicas de 
clonación se aplicaron, la mayoría de los científicos utilizaron a E. coli como 
hospedero de los diversos vectores. 

La bacteria hospedero posee dos características que la hacen ideal como 
sistema de expresión para muchos tipos de proteínas: es muy fácil de manipular y 
crece rápidamente en medios de bajo costo. Estas carcaterísticas, aunadas a la 
experiencia en la expresión de genes extraños, han establecido a E. colí como el lider 
de los organismos hospederos en la mayor parte de las aplicaciones científicas de 
expresión de genes. 

El cromosoma de E. coli es circular y tiene 3 millones de pares de bases (pb). 
Posee el operón de la lactosa (operón lac) , que está compuesto por tres genes 
estructurales (!acZ, lac Y v /acA) involucrados en la síntesis y degradación del azúcar 
de la leche, la lactosa, (4-0-B-ó-galactopiranosil-ó-glucosa, C12 H22 0 11 ). Entre ellos es 
de primordial importancia el gen /acZ que expresa a la proteína 13-galactosidasa (B­
gal), enzima que corta a la lactosa originando, por un lado, glucosa y por otro 
galactosa {Ptashne, 1986). A estos genes les precede en dos centros de control: el 
promotor y el opere.dar. El gen lacl que codifica para el represor Lac y cuando el 
represor se une al operador impide que la RNA polimerasa transcriba los genes 
adyacentes. Pero cuando un inductor como el isopropil-B-ó-tio-galactopiranósido (IPTG) 
que es un derivado semejante a la lactosa, se une al represor, modifica la estructura, 
de tal forma que el represor pierde la afinidad por el operador y se induce la síntesis 
de f3-gal {Lehninger, 1985). 

E. co!i también posee un mecanismo de protección para eliminar proteínas 
extrañas ó anormales: el gen Ion expresa a la proteasa Lon, cuyas síntesis aumenta 
con la síntesis de péptidos recombinantes. El uso de cepas Ion· puede disminuir la 
degradación de proteínas de fusión (Goff y Goldberg, 1985). 
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Existen algunas cepas de E. coli que son Ion·, como son las cepas RY1090 y 
RY1089. La cepa RY1089 se derivó de la cepa BNN103 por transformación con el 
plásmido pMC9. Contiene la mutación hlf 150 (alta frecuencia en lisogenia) , no lleva 
la supresión supF, lo cual la hace resistente a la lisis y carece de el operón lac. La 
expresión de proteínas extrañas está controlada por los altos niveles del represor Lac, 
producto del gen lacl expresado por el plásmido pMC9 (Young y Da vis, 1983a y b). 
Esta cepa se utiliza para la producción lisógenos de;\ gt11, los cuales crecen a 30ºC 
antes de ser inducidos a la fase lítica a 42ºC (Huynh y col., 1985). 

La cepa RY1090 se utiliza para el tamizado inmunológico de las bibliotecas y 
para la propagación de;\ gt11 y;\ 18-23 (Young y Davis, 1983a y b; Jendrisak •¡col., 
1987) y es similar a la cepa RY1090, excepto que carece de la mutación hit 150 y 
lleva la mutación supF , lo que permite la lisis de la célula. Por ser Ion· puede 
incrementar la estabilidad de los antígenos recombinantes para el tamizado por 
anticuerpos (Young y Davis, 1983a y b). 
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SINTES!S DE cDNA 
Cola de R:>li (A) 

'5' AAAAAA t.AAAA :3 1 m RNA 

• 1 AAAAAAAAAA Oligo(dT) . 
nnnr Iniciador transcriptasa reversa ¡- + - AAAAAAAAAA RNA asa H - -
TTTTTTT 

' AAAAAAAAAA DNA polimerasa I 
TTTTTTT 

t 
AAAAAAAAAA DNA Ligase 
TTTTTTT 

t 
AAAAAt.A T 7 DNA polimerasa 1 

!! rrr-1-:-1 

' ,! 
AAAAAAAGGAATTCC 1 ingandos E co RI ¡; GGAATTCC 
TTTTTTTCCAA TTGG ¡CCAATTGG 

1 
i'I DNA --RNA 
¡• 

FIGURA 1 O. Construcción de una biblioteca de cDNA {reproducida de Maizels y col., 
1991) 
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2.3.2 Bacteriófagos en E. colí 

Los bacteriófagos son eficientes co1110 vectores por el número de clonas 
generadas por microgramo de cDNA, que es varios órdenes de magnitud más alto que 
el encontrado para plásmidos. Además, los métodos empleados para manipular gran 
número de fagos y realizar el tamizado son 111ucho más fáciles (Young y Davis, 1983a 
y b). 

Uno de los bacteriófago que más se ha utilizado para construir vectores ha sido 
el bacteriófago A. Su genoma contiene multiples sitios para muchas enzimas de 
restricción lo que resulta muy útil para la clonación de genes. Además, estos sitios 
se localizan en regiones del genoma esenciales para el crecimiento lítico de los virus. 
El genoma del fago A es un molecula de DNA de doble cadena de 50Kb 
aproximadamente. Las partículas fágicas llevan el DNA como una molécula lineal de 
doble cadena con extremos complementarios de una sola cadena de 12 
nucleótidos(extremos cohesivos cos). Rápidamente, después de entrar a la bacteria 
estos extremos son sellados por la DNA ligasa del hospedero para generar moléculas 
de DNA circular, que sirven como molde para la transcripción durante la fase temprana 
de la infección. Durante esta fase, se pueden seguir dos vías de replicación: 

En la fase lítica, en la cual el DNA viral se replica muchas veces, un gran 
número de genes son expresados. La progenie de partículas fágicas se ensamblan y 
las células eventualmente se lisan, liberando nuevas partículas infecciosas. Durante 
esta fase se expresan dos genes cuyos productos son las proteínas S y R. Mutraciones 
en el gen s impiden la lisis, permitiendo el ensamblaje de las partículas para continuar 
durante un largo periódo. Las partículas intracelulares acumuladas se liberan por la lisis 
de las células con cloroformo. Por lo tanto, la mayoría de los vectores llevan una 
mutación s· 

En la fase lisogénica, el genoma del bacteriófago se integra en el DNA de la 
bacteria por recombinación sitio-específico, por lo que se replica y es transmitido a la 
progenie bacteriana como cualquier otro gen cromosoma! (profago). Durante la 
lisogenia, un solo gen del bacteriófago es expresado: el gen el, el cual codifica para 
el represor. Con la comprensión del operón Lac, simultáneamente se desarrolló la de 
la regulación de los genes de A , ya que se encontró que ambos estaban controlados 
por represores. En los lisógenos, el represor prácticamente reprime a todos los genes 
del profago requeridos para la llevar acabo la fase lítica (Ptashne, 1986). 

Se han generado diversos vectores a partir de A, entre los que se encuentran 
A gt1 O y A gt11. La combinación estándar vector/hospedero es el bacteriófago A gt11-
E. coli cepa RY 1090 (Young and Da vis, 1983a y b). 
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2.3.2.1 A gt11. 

El bacteriofago A gt11 (Young and Davis, 1983a y b), es un vector de inserción 
diseñado para permitir la expresión de genes clonados. El DNA cromosomal de A gt11 
es de 43, 700pb y se observa en la Figura 11 en forma lineal como se encuentra en 
partículas fágicas. El genoma se puede cerrar durante la infección a través de el 
apareamiento de los extremos cohesivos cos. Este vector usualmente se utiliza para 
realizar tamizados inmunológicos. 

El genotipo de,\ gt11 es: 

A /ac5 •shnd/11,\ 2-3 sr/A 3" clts857 sr/A 4º nin 5 sr/A 5º Sam 1 OO. 

/ac5 indica que el gen de ~-ga (lacZ) se insertó en el genoma del fago y sólo 
contiene un sitio único que es reconocido por la enzima Eco RI, localizado a 53pb 
antes del codón de termino de lacZ. Por lo tanto, el cDNA extraño se inserta en este 
sitio único, obteniendo una proteína fusionada a ~-gal no funcional de 114 kDa. 

clts857 indica una mutación sensible a la temperatura en el gen del represor 
del fago, lo que significa que el fago sólo producirá placas de lisis en la bacteria 
hospedera cuando se crezca a la temperatura permisible de 42ºC . 

•shnd/11,\ 2-3 y nin 5 son deleciones de regiones no esenciales del cromosoma, 
por lo que se pueden ligar en el vector insertos de DNA extraño hasta de 7.2kb. 

Sam 100 denota la presencia de una mutación ambar en el gen S. Esto inhibe 
la lisis en células hospederas normales (ó que carecen del supresor supF, como la cepa 
RY1089), permitiendo la acumulación intracelular de las proteínas recombinantes. En 
los hospederos que tienen la mutación supF (cepa RY 1090), el fago causará lisis 
permitiendo la propagación del bacteriofago (Maizels y col., 1991). 

2.3.2.2 Otros fagos 

Se han descrito numerosas variantes de fagos vectores incluyendo A amp3 que 
es un derivado de A gt11 el cual lleva un inserto de 1. 7kb que contiene el gen de ~­
lactamasa confiriendo resistencia a ampicilina. Aún cuando se reduce la capacidad de 
clonación a 5.5kb con la presencia de este inserto, la resistencia a ampicilina simplifica 
considerablemente la selección de los lisógenos (Kemp y col., 1983). 
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El vector,\ gt22 (Promega Corporation, Madison, Wl) es un derivado de,\ gt11 
con un sitio múltiple de clonación sintético que contiene sítios únicos para Not!, Xbal, 
Sal/ y EcoRI. Esto permite la clonación unidireccional del cDNA y teóricamente se 
incrementa dos veces la expresión de clonas en la biblioteca, porque todos los insertos 
son clonados en la dirección correcta para la expresión. 

Los vectores,\ Zap y ,\ Zap 11 (Short y col., 1988). son bacteriófagos ,\ que 
contienen la secuencia del fagémido pBluescript. Los insertos se clonan dentro de un 
sitio múltiple de clonación de este íagémido y pueden ser expresados como proteínas 
de fusión con 15-gal con la inducción de IPTG. El fagémido se puede cortar del fago 
,\ y empaquetarse en partlculas fágicas como M 13 in vivo superinfectando lisógenos 
E. co!i con el fago ayudador parecido a M 13, el cual provee funciones genéticas no 
presentes en ,\ Zap. Este fago parecido a M13, se puede usar para infectar E. co/i 
dando células transformadas con el inserto clonado en el plásmido pBlusecript. Este 
sistema elimina algunos problemas durante la subclonación de los vectores,\ , pero 
la expresión de las protínas de fusión es baja y variable. 

2.3.3 Plásmidos en E. coli 

Recientemente se han descrito numerosos vectores de expresión basados en 
plásmidos, en los cuales la secuencia extraña se expresa como polipéptido fusionado 
a secuencias del vector que se unen con alta afinidad a otra proteína. Los productos 
de expresión se pueden purificar rápidamente en grandes cantidades. Algunos 
ejemplos incluyen : 

La serie de vectores pGEX (Pharmacia, Piscataway, N.J.) que permiten insertar 
genes en la región carboxilo terminal de la proteína glutatión-S-transferasa de 
Schistosoma japonicum. Los tres vectores pGEX-1, pGEX-2 y pGEX-3, permiten la 
subclonación de insertos EcoRI, BamHI y Sall e cualquiera de los tres marcos de 
lectura abiertos. La proteína de fusión se purifica por la adsorción a glutatión-agarosa. 
El vector pGEX-2, tiene un sitio sintético donde corta la trombina y pGEX-3 un sitio 
donde corta el Factor Xa, ambos localizados entre la glutatión-S-transferasa y la 
proteína insertada. Posteriormente se corta y se purifica la proteína de interés a través 
de una columna de afinidad (Smith y Johnson, 1988). 

El plásmido pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) cuya proteína de interés 
se fusiona al extremo carboxilo terminal de Ja proteína que se une a maltosa, Ja cual 
tiene afinidad por Ja amilosa, por Jo que se puede purificar con una resina de ami\osa 
y eluirse con amilosa soluble. Una de las desventajas es la problemática de las 
técnicas de manipulación requeridas para realizar el tamizado de bibliotecas grandes. 
El proceso idoneo es clonar en ,\ gt11 y una vez seleccionada(s) \a(s) clona(s) de 
expresión, subclonar en pGEX ó pMal u otros plásmidos (Coppel y col., 1993). 
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2.3.4 Vectores en eucariotes 

Los vectores de expresión en eucariotes ofrecen mayores ventajas para 
identificar clonas que expresen secuencias de interés (Hyde, 1993). Las células de 
mamíferos se usan frecuentemente como hospederos para ta expresión de genes 
obtenidos de eucariotes superiores porque las señales para la síntesis, procesamiento 
y secreción de estas proteínas son reconocidas. Muchos virus que infectan células de 
mamífero se han utilizado para crear vectores de expresión. Algunos ejemplos son: el 
virus del papiloma bovino (BPV), el virus SV40, el virus Epstein-Barr (EPV) y el virus 
de Vaccinia (Ausubel y col., 1987). En el Cuadro ti se describen algunos sistemas de 
expresión en células de mamífero y los niveles de expresión. 

Los sistemas de expresión virales tiene ciertas limitaciones. En primer lugar está 
el tamaño de tas secuencias insertadas, ya que si es muy larga, no se realizará et 
empaquetamiento dentro del genoma viral (el tamaño máximo de IGs insertos para 
SV40 y retrovirus son 2.5 kb y 6 kb, respectivamente) y/o pueden estar sujetos a un 
rearregto durante la propagación del virus. La segunda limitación es el efecto 
citopático sobre algunas células hospederas, lo cual limita ta expresión a periódos 
cortos. La tercera es la variabilidad en la expresión de genes que depende de múltiples 
parámetros, que no han sido bien estudiados pero que dependen de la traducción, el 
procesamiento y la modificación de la proteína resultante. Por lo que hay una gran 
variabilidad en el éxito de cualquier inserto de DNA (Ausubel y col., 1987). 
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Cuadro 11. Usos de diferentes sistemas de expresión en células de mamífero. 

, LINEA CELULAR VECTOR CANTIDADES DE uso 
PROTEINAS 

OBTENIDAS lug/mll 

Células de chango 

CV1 Expresión de 
cos Virus SV40 1-10 protefnas nativas y 

mutadas. 

Fibroblastos murinos 

C127 Altos niveles de 
BPV 1-5 proteína constitutiva. 

3T3 Transferencia de 
Retro virus 0.1-0.5 genes a animales. 

Otras células 

Células de primate Altos niveles de 
Virus de Vaccinia 1 expresión de protefna 

constitutiva. 

Clonación y 
EBV Sin determinar expresión. 

25 



i R 
"'~ "' 

':i 
~ o 

~~~~ 
Sl _.!0:;;~º"'2 "1 .... "' ~~ 

M ,......ncnc.o tD tON...-ian,..._ 
~~ ~ "' .-,o,.._"" a> WaJr-')...., ... 

~~~~¡;¡~~ dd :i:"' ==~~ ii ~~~~~ ~~=z 5 X 
~2 E - ~V~E =-;~-g=== -g ~ 2 ; :i e ::i e o o :i :J ::i :> o E 

5.~~~~ :iit&:&:ct .D .. ·- ni " . [t4.r_r.ggg Í "':l' "';¿ o. )'(U')X:OJ X m 

I~ li \11\lfl~ \W_ ~ \ \ Y!Uft 
s!OO:l - e·- c1857(nln5J 

,lgl 11 J lac Z <i- X 

FIGURA 11. Mapa del vector A gt11. La dirección de la transcripción está indicada por 
la flecha horizontal y la secuencia del sitio único para EcoRI para la clonación de 
fragmentos extraños se indica con la flecha vertical. 
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3. APLICACION DE LA INGENIERIA GENETICA AL ESTUDIO DE LOS 
PARASITOS 

Las infecciones parasitarias son uno de los principales problemas de salud en 
varios países tropicales; algunas infecciones afectan a los seres humanos directamente 
y otras causan pérdidas en la industria ganadera de los países, por lo que se ha 
invertido un gran esfuerzo en buscar proteínas que permitan el diagnóstico preciso del 
agente causal y, en el mejor de los casos, que protejan a los individuos y que 
confieran inmunidad. Las proteínas puras que se necesitan para el desarrollo de 
vacunas y para reactivos diagnósticos no se pueden obtener en cantidades suficientes 
del agente patógeno, sin embargo, la clonación y expresión de genes en E. co/i, 
proveen una fuente abundante de antígenos. Las proteínas fusionadas, por ejemplo a 
15-gal, parecen ser más estables que cuando se expresan sin haber sido fusionadas a 
proteínas del vector (Scherf y col., 1990). 

3.1 PARASITOS PROTOZOARIOS 

La enfermedad de Chagas es un problema importante de salud y es endémico 
en América Latina: alrededor de 18 millones de individuos están infectados con 
Trypanosoma cruzi, su agente causal. Los métodos de diagnóstico basados en la 
detección del parásito, a pesar de su alta especificidad, son relativamente ineficientes, 
pues en muchos casos los resultados son falsos negativos. Los métodos basados en 
la detección de la respuesta inmune del hospedero en contra del parásito, tiene baja 
especificidad, ya que existen reacciones cruzadas con T. range/i, leshmaniasis 
tegumental y visceral, sífilis y toxoplasmosis por el uso de extractos crudos ó 
parcialmente purificados de T. cruzi como fuente de antígeno (Krieger y col., 1992). 

En años recientes, el uso de antígenos recombinantes ha provisto un nuevo 
reactivo para el inmunodiagnóstico de la enfermedad de Chagas. Se han clonado 
varios genes de T. cruzi y algunos de ellos se han utilizado para el diagnóstico 
(Affranchino y col., 1989; Levin y col., 1989; Almeida y col., 1990; Zingales y col., 
1990; Krieger y col., 1992). Por ejemplo, Krieger y col., en 1992 describieron dos 
antígenos recombinantes expresados en E. coli utilizando como vector a A gt11; se 
empleó una mezcla de sueros humanos positivos para la enfermedad de Chagas para 
realizar el tamizado de la biblioteca de cDNA. Los antígenos recombinantes 
identificados se usaron para la detección de T. cruzi por medio de IET y ELISA. Los 
resultados indican que los antígenos recombinantes fueron útiles y dieron mejores 
resultados cuando se mezclaron que cuando se usaron por separado, y además que 
al eliminar la porción de 15-gal, aumentó la especificidad. 
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Recientemente se ha abordado el estudio de Gardia /amblia mediante la 
tecnología del DNA recombinante. A través del uso de bibliotecas de expresión, se han 
obtenido clonas de cDNA que codifican para porciones peptídicas de proteínas de G. 
lamblia de 33 kDa denominadas giardinas { Alonso, 1987; Baker y col., 1988; 
Aggarwal y Nash, 1989). También se ha informado de la clonación y expresión de 
clonas de cDNA de G. lamblia, que expresan epítopos reconocidos por sueros de 
enfermos giardiásicos, así corno por sueros de ratones y conejos obtenidos en contra 
de proteínas del parásito. La proteína de fusión de una de las clonas positivas se 
analizó por IET obteniendo una proteína de 140 kDa que fue reconocida por los sueros 
de enfermos. La secuencia de nucleótidos del inserto que codificó para esta proteína 
permitió deducir una secuencia de aminoácidos altamente hidrofílicos, lo que sugiere 
que este péptido corresponda a una región expuesta de un antígeno de superficie 
(Coral, 1990). 

3.2 PARASITOS ASOUELMINTOS 

Se han realizado numerosos estudios sobre antígenos clonados del nernátodo 
Onchocerca volvulus. En 1990 el grupo de Lobos construyó una biblioteca de 
expresion de cDNA utilizando rnRNA obtenido de hembras de O. volvulus, y el fago 
A gt11 corno vector. La biblioteca se tamizó con anticuerpos de pacientes con 
oncocercosis. Se caracterizó una clona de cDNA (Ag 16) que corresponde a un 
antígeno de bajo peso molecular del parásito. Esta clona codifica para una secuencia 
de 152 aminoácidos de un péptido señal hidrofóbico que contiene tres dominios 
hidrofílicos y cuatro sitios potenciales de glicosilación. El antígeno recombianate Ag 16 
reaccionó fuertemente por IET cuando se emplearon mezclas de sueros de enfermos 
con oncocercosis y de igual forma cuando se emplearon muestras individuales de los 
mismos sueros, y no reaccionó con las mezclas de sueros obtenidos de enfermos con 
otros nernátodos (Lobos y col., 1990). 

En ese mismo año se informó de la clonación, expresión y determinación de la 
estructura primaria de un antígeno de superficie presente en microfilarias de O. 
vo/vulus. La biblioteca de expresión de cDNA se elaboró en A gtl 1, usando el rnRNA 
de hembras adultas. La clona obtenida expresa un antígeno de 18 kDa. Este antígeno 
es importante en la regulación inmune y en la patogénesis de la oncocercosis, por 
encontrarse en contacto con el hospedero, funcionando corno blanco para la respuesta 
inmune (Dinman y Scott 1990). 

Posteriormente se empleó una mezcla de antígenos recombinantes de O. 
volvulus en un ELISA para evitar los problemas asociados con la heterogeneidad de 
la respuesta inmune y de esta forma incrementar la sensibilidad del inmunodiagnóstico. 
Las clonas de cDNA expresadas en A gtl 1, que codifican para antígenos de O. 
vo/vu/us, se seleccionaron con base en su especificidad hacia este parásito y 
posteriormente se subclonaron en el sistema de expresión y purificación de proteínas 
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pMal-p (New England Biolabs, Beverly, MA). La mezcla de tres antígenos 
recombinantes mostró una sensibilidad de 96% y 100% de especificidad en EL\SA, 
comparada con 99% de sensibilidad y 59% de especificidad cuando se emplea 
extracto crudo de O. vo/vu/us (Bradley y col., 1993). 

3.3 PARASITOS PLATELMINTOS 

Fascio!a hepatica y Schistosoma mansoni son de los parásitos más estudiados 
en el grupo de los tremátodos. Se han usado modelos animales para llevar a cabo 
ensayos de vacunación contra esquistosomiasis humana obteniendo niveles de 
protección que van desde 20% hasta 80% (James y Sher, 1990). Se han realizado 
varios intentos para obtener proteínas inmunogénicas recombinantes (Col ley y Col ley, 
1989), actualmente existen varios antígenos que son buenos candidatos para 
vacunas. Un ejemplo es la enzima glutatión S-transferasa (GST; Smith y col., 1986; 
Balloul y col., 1987). Se propuso a la GST de F. hepatica (FhGST) como posible 
candidato para la vacunación de ovejas infectadas con este parásito ya que se ha 
observado que induce altos niveles de inmunidad al desafío de la infección con este 
parásito (Sexton y col., 1990) y en ratones desafiados con S. mansoni (Hillyer y col., 
1979). Una forma de obtener grandes cantidades de esta enzima fue por medio de la 
producción de antígenos recombinantes. Se construyó una biblioteca de cDNA en J\ 
gt11 empleando el mRNA obtenido del estado adulto de F. hepatica aislado de hígado 
de bovino y en el tamizado se emplearon anticuerpos contra FhGST de conejo. Se 
obtuvo una clona positiva cuyo inserto se amplificó por medio de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). El producto de PCR se secuenció y se obtuvo una 
secuencia de 7 48 pb. La secuencia de aminoácidos deducida se comparó con las 
secuencias de GST conocidas y se obtuvo una alta homología con la GST de 26 kDa 
tanto de S. mansoni como de S. japonicum (Muro y col., 1993). Esta homología 
correlaciona con la observación de que se desarrollan anticuerpos de reacción cruzada 
con FhGST en ratones infectados con S. mansoni. Además, se ha observado la GTS 
de S. mansoni y de S. japonicum confiere altos niveles de inmunidad en animales 
experimentales, en contra de estas parasitosis {Ba\loul y col., 1987; Capron y col., 
1990). Por lo que se propone a la enzima GST como un candidato para vacuna contras 
infecciones por F. hepatica y S. mansoni (Hil\yer y col., 1992). 

En la clase Cestoda existen varios parásitos de importancia medica. Una de las 
enfermedades zoonóticas conocidas como letales para el hombre es la hidatidosis 
alveolar causada por el metacéstodo de Echinococcus mu/tilocu/aris. Los síntomas de 
esta enfermedad frecuentemente se confunden con el carcinoma hepático. El uso de 
extractos totales de parásitos para realizar el inmunodiagnóstico da reacciones 
cruzadas con otras parasitosis. Hemmings y McManus ( 1989), reportaron la 
construcción de una biblioteca de cDNA en J\ gt11 empleando el mRNA de 
protoescó\ices de E. multi/ocularis; para realizar el tamizado de la biblioteca se 
utilizaron sueros de seres humanos con hidatidosis alveolar confirmada, previamente 

29 



adsorbidos para eliminar reacciones cruzadas con anticuerpos contra E. co/i presentes 
en estos sueros. Se aislaron varias clonas, pero sólo dos de ellas, la EM4 y la 11/3, 
fueron caracterizadas (Hemmings y McManus, 1989). Los péptidos de fusión de estas 
clonas se purificaron y se determinó, tanto por IET como por ELISA, su potencial como 
reactivos para el inmunodiagnóstico de la hidatidosis alveolar (Hemmings y McManus, 
1991). 

En 1984, Bowtell y colaboradores, expresaron antígenos de Taenia 
taeniaeformis en E. coli. Para ésto construyeron una biblioteca de cDNA utilizando al 
fago A Amp3 como vector. El cDNA se preparó con el mRNA de metacéstodos de 28 
días. Se empleó suero hiperinmune de conejo para tamizar la biblioteca y, de esta 
forma, detectar los antígenos del parásito expresados y codificados en E. coli 
lisogénica. Se seleccionaron cuatro clonas que reaccionaron fuertemente con los 
anticuerpos al analizarlas por IET, se observó que codifican para tres antígenos 
parasitarios inmunológicamente distintos (Bowtell y col., 1984). 

Posteriormente se estudió la vacunación contra la infección en ratas por T. 
taeniaeformis usando otras proteínas recombinantes, ya que las proteíans obtenidas 
en la primera biblioteca, a pesar de ser reconocidas por los anticuerpos en contra de 
antígenos de los estados del metacéstodo y la oncosfera, no tuvieron efecto protector 
en ratones vacunados; debido a que ambos estados de este parásito contienen 
antígenos dominantes específicos (Ita y col., 1991 ), Para identificar antígenos 
protectores específicos de la oncosfera, se construyó una biblioteca de cDNA a partir 
del mRNA de oncosferas en el fago A gt11 (Johnson y col., 1989) y se empleó como 
sonda un suero de conejo anti-oncosfera. Se identificaron cinco familias de antígenos, 
y una de éstas, la número 1 mostró un fuerte efecto protector en ratas. Se caracterizó 
un antígeno de la familia número 1, de 21 kDa y se identificó como una proteína 
oncosferal protectora. Posteriormente se subclonaron varias clonas de la familia 
número 1 (clonas 18, 21, 49 y 53) en el vector de expresión pGEX-1 y se emplaron 
para vacunar ratas. Todas las ratas vacunadas mostraron una fuerte resistencia a la 
infección. El porcentaje de protección se determinó por la reducción del número 
rnetacéstodos enquistados y el número total de metacéstodos y fué aproximadamente 
de 95% y 91% respectivamente. (Ita y col., 1991). 

En 1990 se describió por primera vez la construcción de dos bibliotecas de 
cDNA de Taenia solium, generadas en A gt11 y E. coli. Se identificaron cuatro clonas 
que expresan proteínas de fusión que eran reconocidas por un suero polivalente 
dirigido contra el antígeno inmunodorninante conocido corno antígeno B. Se produjeron 
lisógenos de las clonas y los peptidos de fusión con ~-gal se encontraban en un 
rango entre 135 kDa y 150 kDa. Por IET se demostró que estas proteínas 
recornbinantes reaccionaron con una mezcla de sueros de enfermos con cisticercosis, 
por lo que propusieron la purificación del antígeno recombinante y su empleo en 
ensayos de rutina para el diagnóstico de la cisticercosis (McManus y col., l990). Sin 
embargo, hasta la fecha, no se ha informado de la realización de este propósito. 
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En 1992 se informó de la caracterización del gen que codifica para el antígeno 
B de T. so/ium. A partir de un fragmento de 55 kDa obtenido por la digestión del 
antígeno B con tripsina, se obtuvo una secuencia de 18 aminoácidos, de los cuales se 
escogieron los aminoácidos OMDYDN para diseñar los oligonucleótidos que se 
utilizaron como sonda para tamizar la biblioteca de cDNA del cisticerco T. so/ium. Se 
aisló una clona con un inserto de 3.6 Kb, se secuenció y la secuencia de aminoácidos 
deducida a partir de la de los nucleótidos tuvo 75 % de homología con la secuencia de 
la paramiosina de S. mansoni; la proteína recombinante sí fué reconocida por 
anticuerpos en contra del antígeno B (Landa, 1992). Entre las características que tiene 
el antígeno B está la de inhibir el complemento (Laclette y col., 1992), por lo que el 
disponer del antígeno B como proteína recombinante permitirá determinar por ensayos 
de vacunación si esta molécula es capaz de inducir inmunidad protectora (Landa, 
1992). 

Estos y otros ejemplos en los cuales se han utilizado antígenos recombinantes 
obtenidos a partir de bibliotecas de expresión de cDNA elaboradas en vectores como 
A gt11, para el dignóstico y en el mejor de los casos, para protejer, son enlistados en 
el Cuadro !11. 
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Cuadro 111. Ejemplos de algunos antígenos clonados en parasitología 

PARA SITO ANTIGENOS VECTOR BIBLIOTECA RE 

Trypanosoma FRA y CRA .. gt11 cDNA Kríeger y col., 
cruzi 1992. 

Garáia lamblia Gíardína de .. gt11 e O NA Nash y col., 
33k0a y Ag de 1989; Coral, 

65kDa 1990 

Sarcocystis pSM/1.5 y 5.7 ,\ Zap cDNA Eschenbacher 
muris y col., 1993 

leishmania ..!1·3B .. gt11 cDNA Handman y 
majar col., 1993 

Fasciola FhGST A gt11 cDNA Híllyer y col., 
hepatíca y Ag12 kDa 1992 

Schistosoma 31/32 kDa A gt11 cDNA Klínkert y col., 
mansoni 1987 

21.7kDa A gt11 cDNA Francís, 1992 

S. japonicum GST 26 kDa A gt11 e O NA Muro y col., 
1993 

Echinococcus EM2-EM4 A gtl 1 cDNA Hemmíngs y 
mullilocularis EM4·11/3 McManus, 

1989, 1991 

Taenia TA1070kDa A Zap cDNA Bowtell y col., 
taeniaeformis 1984 

Onchocerca Ag 16, 18 kDa .. gt11 cDNA Lobos y col., 
volvulus y Ov-16 pCG808fv cDNA 1990, 1991 

Ov 103 A gt11 cDNA Lustígman y 
col., 1992 

Mezcla, A gt11 y pMal cDNA Bradley y col., 
OVMBP 10, 11 1993 

y 29 

BmM5·14 A gt11 cDNA Chandrashekar 
Brugia malayi y col., 1994 

Dictyocaulus DvGST3·14 A Zap cDNA Schníder, 
viviparus 1993 



HIPOTESIS 

Una alternativa para facilitar el diagnóstico de cisticercosis debida a Taenia 
solium es utilizar antígenos puros que eviten reacciones cruzadas con otras parasitosis 
que se presentan cuando se emplean extractos totales como antígenos. 

1. Se pueden producir anticuerpos dirigidos contra las glicoproteínas (GP) de Taenia 
solium a través de la inmunización de ratones con la banda de nitrocelulosa que 
corresponda a la GP deseada. 

2. Es posible obtener clonas recombinantes que expresen GPs ya que la fracción 
protéica es la que tiene la actividad antigénica. 

3. Los anticuerpos contra alguna GP pueden ser utilizados como sonda para tamizar 
la biblioteca de cDNA de Taenia solium y obtener clonas que expresen a la GP de 
interés. 

4. La obtención de clonas recombinantes permite caracterizar la fracción protéica de 
la GP de interés. 



OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Identificar clonas de una biblioteca de cDNA de Taenia so!ium que expresen a 
la GP42 y evaluarlas frente a muestras de sueros y líquidos cefalorraquídeos de 
enfermos con neurocisticercosis. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

- Producir anticuerpos contra la GP42. 
- Tamizar una biblioteca de cDNA. 
- Determinar si las clonas expresan a la GP42. 
- Caracterizar molecularmente a las clonas antigénicas. 



MATERIALES Y METODOS 

El diseño experimental de este trabajo se muestra en la figura 12. 
Las bibliotecas de cDNA utilizadas en este trabajo, fueron construidas por el Dr. 

Abraham Landa del Instituto de Investigaciones Biomédicas en 1991 quien las donó 
al laboratorio de la Dra. Ana Flisser. Las bibibliotecas de cDNA se construyeron en los 
vectores de expresión¡\ gt1 O y;\ gt11 (Landa, A. 1992). Entre el 60 y 70 % de los 
fagos de ambas bibliotecas fueron recombinantes y los títulos obtenidos para cada 
una de las bibliotecas fueron: 

Cuadro IV. Tamaños de las bibliotecas 
·-

TIPO DE BIBLIOTECA VECTOR E. coli copa TITULO FAGOS/mi 

cDNA TOTAL A gt11 y 1090 6 X 10~ 

cDNA TOTAL A gt10 C600 7 X 1 O~ 

La fracción enriquecida de glicoprotefnas (LLGP) con la que se prepararon los 
anticuerpos para el tamizado de la biblioteca de cDNA fué donada por el M. en C. 
Agustín Plancarte del laboratorio de la Ora Ana Flisser, quien siguió el método descrito 
por Tsang y col. ( 1989) para su obtención. 

1. OBTENCION DE SUEROS HIPERINMUNES Anti GP42 

1.1 Electrotransferencia de la LLGP 

La separación de las proteínas presentes en la fracción LLGP se realizó por 
medio de electroforesis en geles preparativos de poliacrilamida con dodecil sulfato de 
sodio (PAGE-SDS) al 11 %, de acuerdo con el método descrito por Tsang y col., 
( 1989). Se colocaron 150µg de LLGP, previamente mezcladas con la solución 
desnaturalizante (Studier, 1973), y se hirvieron durante 5min. También se colocaron 
en los carriles laterales marcadores de peso molecular altos preteñidos (Bio-Rad). 
que incluían a íS-gal para tener la referencia del peso como testigo. La electroforesis 
se realizó a 30mA durante 2h a 4ºC y al finalizar, les proteínas separadas en el gel se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (MNC) con tamaño de poro de O. 2µm 
(Schleicher & Schuell). La transferencia se realizó en una cámara (ldea-Scientific) con 
1 amper durante 1 h, siguiendo el método de Tsang y col. (1989). 
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1.2 Inmunización de ratones 

La MNC se incubó con una solución para teñir proteínas (Auro-Dye forte, 
Amersham Lile Sci.), durante 2h, con agitación constante. Se lavaron con varios 
cambios de agua destilada, se secó la MNC al aire y se cortó la banda que 
correspondía a la GP42. La banda se cortó en pequeños trozos y se colocó en un 
tubo eppendorf. Se pulverizó la MNC sugún el método descrito por Abou-Zeid en 
1987. Se adicionó 0.5ml de dimetil su\fóxido DMSO (Baker), se agitó constantemente 
hasta que se pulverizió completamente la nitrocelulosa. Se mantuvo a temperatura 
ambiente durante 1 h. Se adicionó 0.5ml del amortiguador de carbonatos (NaHC0 3 , 

2mM; Na 2C03 , 1 mM; Baker) lentam8nte, con agitación constante. Se centrifugó a 
10,000 rpm durante 5min, se decantó y se adicionó al precipitado 1 mi de la solución 
amortiguadora salina amortiguada con fosfatos 0.01 M, NaCI 0.15M, pH 7 .2 (PBS), 
para lavar la nitrocelulosa; se repitieron 4 veces los lavados. El precipitado se disolvió 
con O. 5ml de adyuvante completo de Freund y se dividió en 5 partes. Se inmunizaron 
5 ratones de la cepa Balb/c con 0.1 mi a cada uno. Las inmunizaciones se realizaron 
cada 7 días por vía intramuscular durante 4 semanas. Posteriormente se inmunizaron 
en dos ocasiones por vía intraperitonea\ sin adyuvante a intervalos de 15 días. Se 
obtuvo la sangre de los ratones a través de la laguna post-orbital en tres ocasiones. 

1.3 Comprobación de la producción de anticuerpos 

Se realizó una \ET como en el paso 1 .1, la MNC se corlú longitudinalmente en 
tiras de 3mm de grosor, sin el carril de los pesos moleculares. Las tiras se incubaron 
durante toda la noche a 4ºC con agitación constante en una solución bloqueadora que 
contenía leche descremada al 5 % preparada en PBS con Tween 20 al 0.05 % (PBS-T). 
Al día siguiente se lavaron 3 veces con PBS-T y 2 veces con PBS; cada lavado fué de 
5min. Cada tira se incubó con un suero de ratón antes ó después de la inmunización 
di\uído 1: 100, durante 1 h, con agitación constante y a temperatura ambiente. 
Posteriormente se lavaron y se incubaron con un segundo anticuerpo anti lgG de ratón 
acoplado a fosfatasa alcalina diluído 1: 1,000 en las mismas condiciones que el primer 
anticuerpo. Se lavaron, se adicionó el sustrato, que consiste de cloruro de azul de 
nitrotetrazo\io (NBT) y fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil (BCIP) ambos de Gibco, 
BRL. Cuando las bandas fueron visibles se detuvo la reacción lavando las tiras con 
agua destilada (Maniatis y col., 1989). 
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2. ADSORCION DE SUEROS CON EXTRACTOS BACTERIANOS 

Con la finalidad de eliminar los anticuerpDs anti E. coli presentes en los LCR y 
sueros de pacientes con cisticercosis, así como en los de ratones hiperinmunes, se 
adsorbieron los sueros y LCR con extractos de bacterias E. coli Y 1090 infectadas con 
el fago;\ gt11 silvestre. 

El extracto se obtuvo infectando 300µ1 de bacterias E. coli Y1090 crecidas 
durante toda la noche, con 5 x 104 fagos ;\ gt11. Se incubaron a temperatura 
ambiente durante 15min y se sembraron en cajas de Petri ( 150mm) con medio Luria 
Bertain. Este medio contiene Bacto-triptona (Difco) al 1 %, Saeto-extracto de levadura 
(Difco) al 0.5%, NaCI (Baker) al 1 % y Bacto-Agar {Bioxón) al 1.5% (LB-agar), se 
esteriliza en autoclave y cuando la temperatura alcanza 42ºC, se adicionan 1 OOµg/ml 
de ampicilina, (las cajas se pueden almacenar a 4ºC durante dos semanas y antes de 
utilizarlas se colocan a 37ºC durante 1 h para eliminar residuos líquidos). Las cajas 
sembradas se incubaron a 42ºC de 2 a 3h hasta que las placas formadoras de lisis (pfl) 
fueron visibles. Sobre las cajas se colocaron MNC circulares con poro de 0.2µm 
(Schleicher & Schuell), previamente sumergidas en lsopropil-í.1-ó-tio-galactopiranósido 
(IPTG) 1 OmM y se incubaron de 2 a 3h a 42ºC. Después se colocaron las cajas a 4ºC 
durante 1 Omin y se quitaron las MNC cuidadosamente. Estas MNC se incubaron con 
la solución bloqueadora durante 1 h a temperatura ambiente ó toda la noche a 4ºC. 
Se agregaron 4ml de suero dilufdo 1: 100 por cada 2 MNC y se incubaron durante 4h 
a temperatura ambiente, se separaron las MNC y se colocó un segundo grupo de éstas 
(Maniatis y col., 1989) 

Se realizaron IET empleando como antígenos al extracto de E. coli Y1090 
infectadas con el fago;\ gt11 silvestre así como a la LLGP. Se utilizó la mezcla de 
los sueros de ratón y las mezclas de los sueros y LCR de enfermos con cisticercosis 
pre y postadsorbidos, para comprobar la eliminación de proteínas de reacción cruzada 
y para verificar la reactividad de los sueros y LCR. 
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FIGURA 12. Diagrama de flujo del diseño experimental. 
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3. TITULACION Y AMPLIFICACION DE LA BIBLIOTECA 

Para titular la biblioteca de cDNA se inoculó una colonia de E. co/i Y 1090 en 
50rnl de medio LB, (que es el mismo medio que LB-agar, pero sin agar), se incubó toda 
la noche a 30ºC. Se centrifugó a 3,500 rpm durante 1 Omin. El precipitado de bacterias 
se resuspendió en MgS04 1 OrnM a una concentración de 00600 = O. 5. 
Aproximadamente 200µ1 de bacterias se infectaron con 1 OµI una solución de fagos 
diluídos 10·2

, 10·4
, 10·5 ó 10·ª, en el amortiguador de almacenamiento que contiene 

NaCI 0.1 M, MgCl 2.6H20, Tris 0.05M, pH 7 y gelatina al 0.01 % (SM); a 37ºC. 
Posteriormente, a la mezcla de bacterias y fagos se adicionaron 3ml de top-agar a 
48ºC, en el que el agar del LB-agar se reemplaza por O. 75g/1 de agarosa (Sigma, 
Chemical Co.), se mezclaron y se sembraron en cajas de Petri con LB-agar, se 
incubaron a 37ºC toda la noche (Young y Davis, 1983; Huynh y col., 1985). Al día 
siguiente se contaron las pfl y se determinó el número total según la fórmula: 

# de placas contadas == pfl/ml 
dilución utilizada / mi 

Para amplificar la biblioteca se usó una alícuota de 600µ1 de las bacterias 
preparadas. Se infectaron con 5 x 104 fagos en medio líquido y se sembraron en cajas 

de Petri con LB-agar, se incubaron de 6 a 8h a 37ºC. Los fagos se recuperaron de la 
superficie de las cajas de Petri adicionando 1 Oml de SM, se colocaron en agitación 
constante toda la noche a 4ºC. Se recuperaron los 10ml de SM, se le adicionó 
cloroformo al 5% concentración final, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 5min. El 
sobrenadante se trasfirió a un tubo limpio y se almacenó a 4ºC en alícuotas de 1 mi 
con cloroformo al 3% (Young y Davis, 1983; Huynh y col., 1985). El título de las 
bibliotecas amplificadas se determinó como se describe arriba. 

4. TAMIZADO DE LAS BIBLIOTECAS 

4.1 Tamizado con anticuerpos 

Con el fin de seleccionar clonas que expresen a la GP42 parcial o totalmente, 
se realizó el tamizado de la biblioteca de cDNA construida en A gt11, empleando los 
anticuerpos producidos en ratón. Como se desconocía la abundancia relativa del 
mRNA de esta GP, se realizó el tamizado de 200,000 a 300,000 placas formadoras 
de lisis en promedio (20-30 cajas de Petri de 150mm con 10,000 fagos cada una; 
Maizels y col., 1991). 
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Se infectaron 300µ1 de E. co/i Y1090 con 1 x 104 fagos en medio líquido 
durante 30min a 37ºC, se adicionaron 6ml de top-agar, se mezclaron y se sembraron 
en cajas de Petri con LB-agar. Se incubaron a 42ºC durante 4h, después se colocó 
sobre las cajas MNC circulares previamente humedecidas con IPTG 1 OmM y se 
incubaron a la misma temperatura durante 3h más. Antes de quitar las MNC se 
marcaron asimétricamente con puntos de tinta china para orientarlas posteriormente. 
Las MNC se lavaron tres veces durante 15min con Tris-base 50mM pH 8 (Sigma, 
Chemical Co.). NaCI 150mM (Baker) y Tween 20 0.3% (TBS-Tween). 

Las MNC se incubaron en la solución bloqueadora a 4ºC toda la noche y con 
agitación constante, se lavaron tres veces durante 5min con TBS-Tween 20 al 0.05% 
y cada lavado fue de 5min. Se adicionó el primer anticuerpo diluido 1: 100 durante 2h 
con agitación constante, a temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces con TBS-Tween 
durante 1 Omin cada vez y por último un lavado con TBS durante 1 Omin. Se incubaron 
con el segundo anticuerpo diluido 1: 1,000, durante 2h, a temperatura ambiente y con 
agitación constante. Se repitieron los lavados y la reacción se reveló después de 
adicionar el sustrato. 

Para comprobar la reactividad de cada clona positiva se realizaron un segundo 
y un tercer tamizado. Para ésto se obtuvieron las placas de fagos positivas con la 
parte ancha de una pipeta Pasteur y se colocó cada una en 1 mi de SM, se 
amplificaron, se titularon y se realizó el segundo tamizado similar al primero, utilizando 
1 x 103 fagos en cajas de 90mm. 

El tercer tamizado se realizó siguiendo el método descrito por Cougle y col., 
(1991). Se emplearon 200µ1 de E. co/i Y1090 y se mezclaron con 6ml de top-agar, 
se sembraron en una caja de Petri con LB-agar, la caja se incubó a 42ºC durante 3h. 
Después se tomaron los fagos colocados en una placa de posos para ELISA, con un 
replicador de colonias (Sigma, Chemical Co.), se colocaron sobre la caja de Petri donde 
se crecieron las bacterias, durante 20seg para permitir que los fagos las infectaran 
y la caja se incubó a 42ºC durante 3h. Se continuó con el procedimiento descrito para 
el tamizado primario. (Young y Davis, 1983; Huynh y col.,'1985). 

4.2 Tamizado con la sonda radioactiva 

Se emplearon E. coli cepa C600: SupE44, thi"1. leuB6, lacY1, tona21, L­
(rk + mk +) mcrA", mcrs+. La biblioteca de T. so/ium que se utilizó, fué construida 
en,\ gt1 O. Se infectaron 300µ1 de bacterias con 1 x 104 fagos a 37ºC se sembraron 
en cajas de Petri con LB-agar, se incubaron a 37ºC durante toda la noche. Las cajas 
se colocaron a 4ºC una hora, en lugar de las MNC se usaron membranas de nylon 
Hybond (MNH; Amersham Life Sci.) que se colocaron sobre las cajas durante 1 Omin, 
ésto se hizo por duplicado. Se marcaron asimétricamente y se retiraron las MNH de 
las cajas; el DNA se fijó con una solución desnaturalizante de NaOH 0.5M adicionado 
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con NaCI 1.5M, durante 10min y se transfirieron a una solución neutralizante de Tris­
HCI 1.5M (pH 8) y NaCI 1.5M, durante 1 Ornin, se dejaron secar a temperatura 
ambiente y finalmente se fijó el DNA impregnado en las MNH, empleando 1,200 
µJoules de luz ultravioleta (UV) en una cámara de irradiación (Stratagen). 

Las MNH se colocaron a 65ºC durante 3h con agitación constante en solución 
de prehibridación que contiene 6X de SSC {SSC 20X: NaCI 3M, citrato de Na3 .H 20 
0.3M, pH 7.0); 5X solución de Denhardt's [(Sol. de Denhardt's 50X: 5gr de ficoll 400 
(Pharmacia), 5gr de polivinilpirrolidona (Sigma, Chemical Co.), 5gr de albúmina sérica 
bovina (Sigma, Chemical Co.)J. SDS al 0.5% y DNA de esperma de salmón 100µg/ml 
previamente hervido durante 2min y puesto en hielo inmediatamente. Posteriormente 
se adicionó a la solución de prehibridación la sonda marcada radioactivamente (ver 
sección 11 ), previamente hervida durante 2min y colocada en hielo y se llevó a cabo 
la hibridación a 65ºC durante 3h con agitación constante. 

Las MNH se lavaron tres veces durante 1 Omin con la solución SSC 2X y SOS 
al 0.5% a 65ºC, se secaron a temperatura ambiente, se cubrieron con una envoltura 
autoadherible transparente y se expusieron con placas fotográficas (X-Omat, Kodak), 
en presencia de una pantalla amplificadora durante toda la noche a -70ºC (Young y 
Davis, 1983; Huynh y col., 1985; Sambrook y cols, 1989). 

5. GENERACION DE LISOGENOS RECOMBINANTES 

Para la generación de lisógenos recombinantes, se empleó E. coli cepa Y1089, 
Cada una de las siete clonas positivas y con la testigo negativa se picaron con un 
palillo esterilizado, se le asignó un número y se sembró en cajas con LB-agar (Grupo 
A). Con el mismo palillo se volvió a sembrar en otra caja de LB-agar, en la misma 
posición y numeración que a la primera {Grupo 8). Esto se realizó con 25 clonas 
aproxiamdamente. Las cajas del grupo A y B se incubaron toda la noche a 42ºC y a 
32ºC respectivamente. El experimento se repitió hasta obtener clonas que crecieron 
exclusivamente a 32ºC, las cuales son lisogénicas, ya que el fago insertado lisa a las 
bacterias al crecer a 42ºC pero no a 32ºC (Young y Davis, 1983; Huynh y col., 1985). 

6. SINTESIS DE LAS PROTEINAS DE FUSION 

6.1 Crecimiento de las clonas lisogénicas e inducción de B-gal 

Las clonas lisogénicas seleccionadas se crecieron en 1 Oml del medio LB-amp 
con agitación constante durante toda la noche a 30ºC. Estos cultivos se diluyeron 
1 :50 con LB fresco y se incubaron a la misma temperatura durante aproximadamente 
dos horas, hasta obtener una absorbancia de 0.2 a 0.3 a 580nm, lo que corresponde 
a la fase logarítmica de crecimiento (Young y Davis, 1983; Huynh y col., 1"985). 
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Para inducir la síntesis de !!-gal, y por consiguiente la proteína de fusión, al 
cultivo se les adicionó el inductor JPTG {Sigma, Chemical Co.) a una concentración 
final de 1 OmM y se colocó lo más rápido posible a 42ºC durante 15min con agitación 
constante lo que permite inhibir al represor para que la RNA polimerasa inicie la 
transcripción del gen que codifica a 15-gal. Después de este tiempo se transfirió el 
cultivo a 38ºC durante 2h sin permitir que disminuyera la temperatura. En este estado 
los lisógenos se lisan algunas veces, aún cuando la cepa Y 1089 contiene la mutación 
que causa lisis defectiva {S 100) en,\ gt11 {Huynh y col., 1985). 

6.2 lisis celular. 

Para la obtención del paquete celular, el cultivo se centrifugó a 3500 rpm 
durante 15min a 4ºC. Para lisar a las celulas, el precipitado obtenido se congeló a -
70ºC y se descongeló a 4ºC, se adicionó lisozima {Sigma, Chemical Co.) a una 
concentración final de 25pg/µI y se incubó a 4ºC durante 30min. La lisozima se 
preparó en Tris-base 1 OmM (Sigma, Chemical Co.). NaCI 50mM previamente 
esterilizado por autoclave (TBS). Posteriormente se adicionó 1 mi de TBS suplementado 
con ácido etilen-dinitrotetra-acético {EDT A, Merck) 2mM y el inhibidor de proteasas 
parahidroximercuribenzoato {PHMB, Sigma, Chemical Co.) y parametilsulfoxido (PMSF, 
Sigma, Chemical Co.). ambos a una concentración final 1 mM. El precipitado se 
congeló y descongeló una vez más y se adicionó DNAasa (Sigma, Chemical Co.) a 
1ug/ml y se incubó a temperatura ambiente durante 30min. Se centrifugó a 10,000 
rpm durante 5min y el precipitado se disolvió en 1 mi de TBS {Young y Davis, 1983; 
Huynh y col., 1985). 

6.3 Purificación de las proteínas de fusión 

Las proteínas de fusión se purificaron de Jos precipitados de algunas clonas 
positivas. Las proteínas se precipitaron con sulfato de amonio concentrado {Merck) 
durante 24h a 4ºC con agitación constante y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 
1 Omin a 4ºC. El precipitado se disolvió en PBS y se dializó en un tubo (Spectrapor) 
durante 72h con cambios de PBS cada 24h. La muestra dializada se centrifugó a 
7,000 rprn durante 15 mina 4ºC, el precipitado se disolvió en Tris-HCI 0.5M pH 7.4 
EDTA 0.05M y PMSF 0.00 1 M frío y se llevó a una concentración de 4mg/ml con Tris­
HCI 0.5M, NaCI 0.05M y Nonidet-40 (Sigma, Chemical Co.) al 0.01 % (TBS). Se pasó 
a través de una columna de inmunoafindad ProtoSorb lacZ (Promega) de anticuerpos 
contra 15-gal a 4ºC. La proteína se eluyó con 3ml de la solución amortiguadora de 
NaC03 0.1 M y Na 2C03 0.1 M y un último lavado con 1 mi de TBS. La proteína se 
concentró utilizando vacío y una columna de ultra filtración lnmersible CX30 {Millipore). 
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7. IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION 

7. 1 Identificación con tinción de plata 

La purificación de las proteínas de fusión se verificó mediante la electroforesis 
realizada como en la sección 1 .1. El gel se preparó al 7 .5 % y se analizaron 1 Oµg de 
la clona negativa y de la clona 7. Después de la electroforesis el gel se tiñó con nitrato 
de plata, para lo cual se realizó lo siguiente: el gel se incubó durante 2h con 100ml 
de ditiotreitol (DTT; Sigma, Chemical Co.) al 25% diluído en etanol al 50% con 
agitación constante. se lavó durante 1 h con agua destilada con agitación constante. 
Se incubó durante 1 min con tiosulfato de sodio pentahidratado (Baker} a una 
concentración de 200µg/ml y después el gel se lavó tres veces durante 20seg cada 
una. El gel se incubó durante 30min con nitrato de plata (Baker) Bmg/ml, hidróxido 
de amonio (Baker) al 0.4% e hidróxido de amonio (Baker) al 0.01 %. Se hicieron cinco 
lavados de 5min cada uno con agua destilada y después el gel se incubó durante 
30min con ácido cítrico (Bake) al 0.025 %, formaldehído (Baker) al 0.015 % y 
tiosulfato de sodio pentahidratado a una concentración de 13µg/ml. Finalmente el gel 
se lavó durante 10min con metano! (Baker} al 50% y ácido acético al 5%. 

7.2 Identificación por IET 

Para la identificación de las proteínas de fusión se analizaron los precipitados, 
los sobrenadantes de las clonas lisogénicas y las proteínas de fusión purificadas en 
geles de poliacrilamida al 7 .5 % por IET (como se describió en la sección 1 .1}. Una de 
las MNC completa se incubó con suero de ratón anti-13-gal, como primer anticuerpo, 
diluído 1 :500 (Sigma, Chemical Co.) y anticuerpos contra lgG de ratón acoplados a 
fosfatasa alcalina diluídos 1: 1,000, como segundo anticuerpo. Otra de las MNC se 
incubó con una mezcla de sueros de pacientes con cisticercosis comprobada, diluída 
1: 100; una última MNC se incubó con la mezcla de LCR positivos, diluída 1: 1 O; ambas 
mezclas fueron previamente adsorbidas según se describió en la sección 2. Como 
segundo anticuerpo de estas dos últimas MNC se utilizaron anticuerpos contra lgG 
humana producidos en cabra, acoplados a fosfatasa alcalina diluídos 1: 1,000. Todas 
las MNC se revelaron con NBT y BCIP. 
Las proteínas purificadas de las clonas 7. 9. 12. 13 y la negativa, se analizaron por 
IET y se emplearon como anticuerpos, la mezcla adsorbida de sueros de enfermos con 
cisticercosis. 
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8. PURIFICACION DEL DNA DE LOS FAGOS RECOMBINANTES 

Se infectaron en medio líquido 300µ1 de E. co/i Y1090 con 5 X 108 fagos que 
resultaron positivos en el tamizado, durante 30min a 37ºC. Se adicionaron 6ml de top­
agar, se mezclaron, se sembraron en cajas de Petri con LB-Agar y se incubaron a 37ºC 
toda la noche. Se adicionó a cada caja de Petri 1 Oml de SM y se agitaron durante 2h 
a temperatura ambiente, se recuperó el volumen de SM, se adicionaron 5µ1 de 
cloroformo (Merck) y se centrifugó a 3,000 rpm durante 1 Omin a 4ºC. Esto se repitió 
tres veces. Al sobrenadante se le adicionó NaCI al 10% y polietilen glicol 8,000 
(Sigma, Chemical Ca.) al 10% concentración final, se agitaron durante 4h a 4ºC y se 
centrifugaron a 10,000 rpm durante 20min a 4ºC. El precipitado se resuspendió con 
500µ1 del amortiguador Tris-HCI 10mM pH 7.5, MgCl2 y 13-mercaptoetanol (Bio-Rad) 
1 mM. Se adicionaron 50µ1 de DNAasa 1 (Sigma, Chemical Co.) y RNAasa (Sigma, 
Chemical Ca.) a una concentración de 1 Omg/ml y se incubó a 37ºC durante 30min, 
El DNA se extrajo con fenal-cloroformo y se precipitó con NaOAc (Baker) 0.3M 
concentración final y 2 volumenes de etanol al 100% toda la noche a -20ºC, se 
centrifugó a 14,000 rpm durante 15min y el precipitado se lavó dos veces con etanol 
al 70% frío. Finalmente se secó y se resuspendió en 50µ1 del amortiguador Tris-HCJ 
10mM pH 7.6 y EDTA 1mM pH 8 (TE; Maniatis y col.,1989). 

9.0 OBTENCION DEL INSERTO DE cDNA DE LOS FAGOS RECOMBINANTES 

9.1 Obtención con la enzima de restricción EcoRI 

Con la finalidad de obtener los insertos de cDNA de los fagos recombinantes 
seleccionados, el DNA de éstos se digirió con la enzima de restricción EcoRI (BRL), 
que reconoce la secuencia G-AA TTC. Las condiciones empleadas para la digestión 
con esta enzima corresponden a las recomendadas por la casa comercial. La 
concentración de la enzima fue de una unidad (U) por 1µg de DNA digerido. 

En un tubo eppendorf se agregó 1µg de DNA, 2µ1 de la solución amortiguadora 
de Ja enzima: NaCI 100mM, Tris-HCI 50mM, MgCI 10mM, DTT 1mM; agua destilada 
en el volumen necesario para completar 25µ1 y por último 1 U/µg de la enzima. Se 
incubó a 37ºC y la reacción se detuvo calentando a 65ºC durante 1 Omin. Para 
comprobar la digestión, la mezcla se corrió a 0.15 voltios/cm en un gel de agarosa de 
bajo punto de fusión (Sigma, Chemical Co.) al 1 % con el amortiguador de corrida Tris­
acetato 1 X [la solución concentrada 50X contiene 242g/I de Tris-base, 51. 7ml/J de 
ácido acético glacial (Merck) y 100ml de EDTA 0.5M pH 8(TAE)J. El gel se tiñó con 
bromuro de etidio (Sigma, Chemical Ca.) a una concentración de 0.5µg/ml. El DNA se 
visualizó con la ayuda de un transiluminador (Hoeffer) de UV de onda corta (Maniatis 
y col.,1989). 
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9.2 Obtención por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se emplearon dos clases de iniciadores específicos para,\ gt11 (Cuadro V, Figura 
13), los primeros fueron de 23 nucleótidos (Gibco-BRL), los segundos se sintetizaron 
en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM) y fueron donados por el Dr. 
Juan Pedro Laclette. De estos últimos, el iniciador 5' de 28 nucleótidos, contiene las 
secuencias de reconocimiento de las enzimas Pstl y EcoRI, y el iniciador 3' de 29 
nucleótidos, las secuencias para BamHI y Hindlll. 

La reacción de amplificación del DNA de las clonas positivas se llevó a cabo con 
ambos pares de iniciadores, en 100µ1 de reacción que contenía amortiguador de 
amplificación para la enzima Taq polimerasa: Tris-HCI 25mM pH 9.0, MgCl 2 6mM, KCI 
50mM, 0.1 rng/ml albúmina sérica bovina, libre de nucleasas (BSA; Perkin-Elmer), 
mezcla de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP) 100mM (Perkin-Elmer), 30pmol de 
los iniciadores 5' y 3', 1 Ong de DNA, adicionando el volumen necesario de agua 
destilada y esterilizada para tener los 100µ1. La reacción se desnaturalizó durante 
5min a 94ºC y se colocó inmediatamente en hielo, después se centrifugó durante 
1 Oseg a 14,000 rpm y se adicionaron 2.5 U de Taq polimerasa (Perkin-Elmer); este 
volumen se cubrió con 100µ1 de aceite mineral (Sigma, Chemical Co.). La reacción de 
amplificación se realizó en un termociclador Perkin-Elmer durante 25 ciclos, cada uno 
de los cuales comprendió 1 min a 95ºC, 2 min a 50ºC y 3 min a 72ºC con una 
amplificación final de 1 Omin a 72ºC ( Maizels y col., 1991). Como testigo negativo se 
preparó otra reacción pero sin adicionar DNA. 

Diez µI de cada reacción se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 
al 1 % en TAE y como marcador de peso molecular se utilizó DNA del plásmido 
pUCBM21 digerido con Hpall y DNA de pUCBM21 digerido con Dral y Hindlll 
(Boehringer Mannheim). Se cortó la banda del producto identificada con luz UV y se 
purificó el DNA por el método de Vogelstein y Gillespie ( 1979) empleando el estuche 
de polvo de vidrio: se fragmentó el gel y se disolvió la agarosa con Nal 2ml por gramo 
de gel y se incubó a 55ºC durante 1 O min. Se adicionó 2µ1 de la suspensión de polvo 
de vidrio por 1µg de DNA a eluir y se agitó en el vortex, se incubó a 4ºC durante 1 h 
y se centrifugó durante 30seg a 14,000 rpm, se decantó el sobrenadante y se 
adicionó al precipitado 500µ1 de la solución de lavado del mismo estuche. Se 
centrifugó durante 30seg a 14,000 rpm y se decantó el sobrenadante, este lavado se 
repitió dos veces más. El precipitado se secó con vacío y se resuspendió con 20µ1 de 
Tris-HCI 10mM pH 7.6 y EDTA 1mM pH 8. Se incubó a 37ºC durante 30min para 
solubilizar el DNA y se centrifugó 1 min a 14,000 rpm antes de tomar la alícuota de 
DNA. El volumen restante se almacenó a -20ºC. 
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Cuadro V. Secuencia de los iniciadores. 

Iniciad ore 5' 3' 
s 

5' Pstl EcoRI 3' 5' BarnHI Hindlll 3' 

UNAM GGCTGCAGAATTCGACTCCTGGAGCCC GGGGATCCAAGCTTGGTAGCGACCGGCG 
G e 

Gibco ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG CAGACCAACTGGTAATGGTAGCG 

a. 
5'- ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG·3' 

A 3' -CCCCTAACCACCGCTGCTGAGGACCTCGGGCAGTCATAGCCGCCTT AAG 5' 

b. 

5 '· GGCTGCAGAA TTCGACTCCTGGAGCCCG-3' ..____. 
Pstl EcoRI 

5'-CAGACCAACTGGT AA TGGTAGCG·3' 

EcoRI 

A 3' ·ACTGTGGTCTGGTTGACCA TT ACCATCGCTGGCCGCGAGTCGACCTT AAG-5 

5'-GGGGATCCAAGCTTGGTAGCGACCGGCGC-3' EcoRI 
~ 1---+ 

BamHI Hindlll 

Figura 13. Secuencias de los iniciadores. al. Secuencias de los iniciadores 5' y b). 
secuencias de los iniciadores 3'. La región de complementaridad de los iniciadores de 
Gibco BRL se observa en la parte superior de la secuencia de A gt11 (secuencia 
resaltada), y los de la UNAM en la parte inferior. Las secuencias subrayadas indican 
los sitios de corte de las enzimas de restricción. 
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10. MARCAJE RADIOACTIVO DEL INSERTO DE cDNA 

10.1 Método de "random priming" 

Para llevar a cabo el tamizado de las bibliotecas y el Southern blot, el inserto de 
cDNA de la clona positiva se marcó radioactivamente con ATP a-32 P. Se mezclaron 
2µ1 del amortigador de marcaje: Tris-HCI 0.5M pH 7.2, MgS0 4 0.1 M, DTT 1 mM, BSA 
500g/ml, 5ng del DNA del inserto purificado (2µ1), previamente desnaturalizado a 94ºC 
durante 2min y colocado en hielo inmediatamente, 1µ1 de dGTP 1mM, 1µ1 de dTTP 
1 mM, 1µ1 de dCTP 1 mM y 1 OµI de dATP a-32P (Amersham Life Sci., 1 O uCi/µI), 2µ1 de 
agua destilada y 1µ1 de enzima Klenow (New England Bio-Labs; 10 U/µI). La mezcla 
se incubó a 37ºC durante 30min y se colocó a 65ºC durante 1 Omin para detener la 
reacción. Los nucleótidos no incorporados se separaron a través de una columna de 
Sepharosa 4B (Amersham Life Sci.) (Feinberg y Vogelstein 1983 y 1984) 

10.2 Método de marcaje en un extremo (con polinucleótido cinasa) 

La reacción se realizó con los inicidores 5' y 3'sintetizados en la UNAM. El 
volumen de la reacción fue de 25µ1 en total y contenía 1O.5pmol del iniciador 5' ó 3'. 
7µ1 a-35 S ATP (Amersham Life Sci., 3,000 Ci/mmol, 5 mCi/ml), 13.5µ1 de agua 
destilada, 1µ1 de enzima T4 polinucleótido cinasa (New England Bio-Labs; 10 U/µI) y 
2.5µ1 del amortiguador para T4 polinucleótido-cinasa 10X (500mM Tris-HCI, pH 7.6, 
MgCl 2 1 OOmM, DTT 50mM). La mezcla se incubó a 37ºC durante 30min y se transfirió 
a 95ºC durante 5min para detener la reacción, se centrifugó brevemente a temperatura 
ambiente y se almacenó a -20ºC (Rigby y col., 1977). 

11. TRANSFERENCIA DE DNA A MEMBRANA DE NYLON (SOUTHERN 
BLOT} 

El DNA de Taenia solium y Taenia saginata (5µg) se digirió con las 
endonucleasas de restricción Hindlll y EcoRI, siguiendo las instrucciones de la casa 
comercial (BRU. Se realizó la electroforesis del DNA a 0.15 V/cm en un gel de 
agarosa al 1 % en TAE con bromuro de etidio (Sigma, Chemical Co.) a una 
concentración de O. 5µg/ml. El marcador de peso molecular fue DNA de A digerido con 
Hindlll (Boehringer Mannheim). El DNA se visualizó en un transiluminador (Hoeffer) de 
UV de onda corta. Para llevar a cabo la transferencia, se siguió el método descrito por 
Southern ( 1975). el gel se trató con la solución desnaturalizante (NaOH 0.5M y NaCI 
1.5M) durante 45min y después de lavar con agua destilada, se colocó en la solución 
neutralizante (Tris-HCI 1 .5M pH 8 y NaCI 1. 5M) durante 45min, haciendo un cambio 
a los 30min. La transferencia a MNH se realizó durante 16h en SSC 20X, la MNH se 
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lavó con SSC 2X y el DNA transferido se fijó con 1,200 µJoules de luz UV en la 
cámara de irradiación (Stratagen). La hibridación se llevó a cabo a 65ºC durante toda 
la noche con el inserto de la clona positiva previamente marcado con ATP a-32 P. La 
MNH se lavó tres veces con SSC 2X y SDS 0.5% durante 10min cada lavado, a la 
misma temperatura de hibridación y se expuso la MNH con una placa fotográfica 
(Sambrook y col., 1989). 

12. SECUENCIACION DEL INSERTO 

Para conocer la secuencia del inserto se siguió el método de inhibición del 
crecimiento de la cadena por dideoxinucleótidos (Sanger y Coulson, 1977), empleando 
el estuche de secuenciación comercial CircumVent (New Englad Biolabs). En un tubo 
de microfuga se colocaron 20ng de DNA templado de doble cadena, 1.2pmol del 
iniciador marcado con u- 35 S ATP, 1.5µ1 del amortiguador de secuenciación para 
CircumVent 1 OX (Tris-HCI 200mM pH 7 .5, MgCl 2 50mM, NaCI 250mM), 1µ1 de la 
solución de Tritón X-100, 30X y se adicionó agua destilada y esterilizada hasta 
obtener un volumen final de 14µ1. Se adicionaron 2 U de Vent (DNA) polimerasa, se 
mezclaron y se agregaron 3.2µ1 de esta mezcla a cada tubo con los dideoxinucleótidos 
marcados, la reacción se cubrió con 100µ1 de aceite mineral y se colocó en el 
termociclador durante 22 ciclos; cada ciclo comprendió de 30seg a 94ºC, 30seg a 
53ºC y 30seg a 72ºC. La reacción se paró adicionando 4ml de una solución de 
formamida 95%, EDTA 20mM, azul de bromofenol 0.05% y xilencianol 0.05% (Sears, 
1992). La reacción se desnaturalizó a 92ºC durante 2min, se colocó en hielo y se 
separó por electroforesis en geles de poliacrilamida-urea al 4% durante 2 y 4 h a 
1,400 volts y en geles al 6% durante 4 y 6 ha 1,400 volts (Sanger y col., 1977). Se 
leyó la secuencia nucleotídica obtenida y se analizó con el programa de computadora 
contenido en el paquete PC/Gene (lntelligenetics, lnc; Carmenes y col., 1989). 
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RESULTADOS 

1. OBTENCION DE SUEROS HIPERINMUNES 

Se inmunizaron dos grupos de cinco ratones cada uno (A y B), con la banda 
correspondiente a la GP42. En la Figura 14a se observa la fracción de LLGP del 
cisticerco de Taenia solium trasferida a una MNC y teñida con Auro-dye forte 
(Amersham Life Sci.) y se indica la banda correspondiente a la GP42 que se utilizó 
para inmunizar a Jos ratones. Como se podrá ver la banda es doble y correspondía a 
42 y 43 kDa. se decidió inmunizar a los ratones con ambas bandas para asegurar que 
la GP42 fuera una de las dos. 

Después de inmunizar durante seis semanas se obtuvieron los sueros 
hiperinmunes del grupo A y los del grupo B que se inmunizaron una semana después. 
Antes de ser empleados para tamizar la biblioteca de cDNA, se valoró la presencia de 
anticuerpos por IET tanto en los sueros de ratones antes de la inmunización como en 
los sueros de los ratones hiperinmunes, empleando como antígeno la LLGP. Los sueros 
de ratones no inmunizados no reaccionaron con ninguna de las glicoproteínas. La 
figura 14b muestra que los sueros de los grupos A y B reaccionaron con las bandas 
de 42 y 43 kDa, como la respuesta fue similar se juntaron todos los sueros excepto 
un suero del grupo A, en el que se observó una banda adicional de 16 kDa (suero 1 A). 

2. ADSORCION DE SUEROS 

Los sueros de ratones inmunizados, así como los sueros y LCR de enfermos 
con cisticercosis y de individuos sanos se incubaron con un extracto de bacterias 
infectadas con el fago A gt11 para adsorber los anticuerpos contra E. coli y de esta 
forma disminuir las reacciones cruzadas. Para comprobar si la adsorción fue completa 
se hizo una IET utilizando como antígeno a un extracto de bacterias. Como se observa 
en la figura 15 con la adsorción se eliminó gran parte de los anticuerpos de reacción 
cruzada presentes los sueros de ratón ( 15a) y en las mezclas de sueros y de LCR 
positivos de enfermos con neurocisticercosis, ( 15b). Después de la primera adsorción 
se observó una reducción de anticuerpos en las mezclas de sueros y de LCR y cuando 
se realizó una segunda adsorción, sí se eliminaron más anticuerpos de reacción 
cruzada (Figura 15b). 

Para descartar la posibilidad de que el proceso de adsorción interfiriera con Ja 
reactividad de las muestras adsorbidas, se realizó una JET empleando como antígeno 
a la LLGP. No se alteró la actvidad de anticuerpos en las mezclas de sueros y de LCR, 
ya que reconocieron de igual forma a las GPs tanto las mezclas sin adsorber como 
las adsorbidas (Figura 16). 
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FIGURA 14(a). Transferencia de la fracción de LLGP. Fracción de LLGP de cisticercos 
de Taenia so/ium, separadas en un gel de poliacrilamida, transferida a una MNC 
y teñida con Auro-dye forte (Amersham Life Sci.). La flecha indica las bandas 
que se recortaron para inmunizar ratones de la cepa Balb/c. Los pesos 
moleculares se encuentran a la izquierda. 

(b). Comprobación de la producción de anticuerpos contra GPs.Tiras de 
nitrocelulosa procesadas por IET de la fracción de LLGP incubadas con sueros 
de ratones después de la última inmunización. En el suero 1 A se ob.serva una 
banda adicional de 16 kDa. 
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FIGURA 15. Pruebas de inespecificidad de sueros hiperinmunes contra proteínas de 
E. coli. Tiras de nitrocelulosa procesadas por IET de un extracto de bacterias 
infectadas con A gt11 silvestre e incubadas con: 

a) Mezcla de sueros de ratones inmunizados sin adsorber (S-ADS) y adsorbidos 
(ADS), para verificar la eliminación de los anticuerpos contra E. coli de reacción 

cruzada. 

b) Mezclas de sueros (S) y de LCR (L) de enfermos con neurocisticercosis. Se 
analizaron antes (S/ADS) y después de la primera (1° ADS) y la segunda (2a 
ADS) adsorción. Estas muestras se analizaron por duplicado. 
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3. TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA CON ANTICUERPOS 

Después de amplificar la biblioteca de cDNA total de cisticercos de T. solium 
construida en .A gt11, se tituló y se obtuvieron 9 X 109 placas formadoras de lisis/mi 
{pfl). La biblioteca se tamizó por un lado, con la mezcla de sueros de ratón de los 
grupos A y B y por otro, con el suero 1 A (Figura 17a); ambos a una dilución 1: 1 OO. 
Como testigos negativos la biblioteca se tamizó con sueros de ratones sin inmunizar 
y sin incubar con ningún suero así como tamizando con fagos silvestres con {Figura 
17b). En el primer tamizado se obtuvieron 17 clonas positivas con la mezcla de sueros 
anti GP42 y 6 clonas con el suero 1 A. Las clonas positivas se analizaron en un 
segundo tamizado y se observó que las clonas obtenidas con el suero 1 A también 
reaccionaban con la mezcla de sueros y viceversa. En el tercer tamizado se analizaron 
8 clonas que resultaror positivas en el segundo, de las cuales 7 fueron positivas con 
ambas muestras: clonas 1, 4, 5, 7, 9, 12 y 13, y una fue negativa: clona 2. 
Tambien se analizó una clona infectada con el fago silvestre como testigo negativo: 
clona Y (Figura 18). 

4. TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA CON LA SONDA RADIOACTIVA 

Para el tamizado con la sonda radioactiva se utilizó la biblioteca que se 
construyó en ¡\ gt 1 O, cuyo título fue de 6 X 108 pfl/ml y como sonda se empleó el 
inserto de la clona 5, que fue el único que se pudo purificar por su tamaño. Este 
tamizado se realizó con el propósito de obtener clonas con un inserto mayor y de esta 
forma facilitar la subclonación para realizar la secuencia. Se realizó el primer tamizado 
y se obtuvo una clona positiva. Sin embargo, cuando se purificó esta clona y se 
amplificó para realizar el segundo tamizado, no hubo señal positiva. 

5. OBTENCION DE PROTEINAS DE FUSION DE LAS CLONAS LISOGENICAS Y SU 
IDENTIFICACION POR IET 

Los fagos de las clonas que resultaron positivas en el tamizado con 
anticuerpos se emplearon para infectar bacterias E. coli cepa Y1089. Esta cepa tiene 
una mutación que les impide ser lisadas, esta característica permite obtener a las 
proteínas de fusión a partir de un extracto de bacterias y analizarlos por electroforesis. 
Después de realizar la infección con las siete clonas positivas y una negativa {Y, que 
es la cepa Y1089 infectada con A gt11 silvestre). se realizaron numerosas 
subclonaciones hasta confirmar la lisogenia, ésto es, que crecieran a 32ºC, pero no a 
42ºC. Se indujo la síntesis de la enzima fS-gal con IPTG en estas clonas lisogénicas y 
por lo tanto la de la proteína de fusión, las bacterias se lisaron y se obtuvieron tanto 
sobrenadan tes como precipitados. Estas fracciones se analizaron por IET para verificar 
la producción de proteínas de fusión y su reactividad con anticuerpos. 
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FIGURA 16. Prueba de especificidad de sueros y LCR después de la adsorción. Tiras 
de nitrocelulosa procesadas por IET con la fracción de LLGP e incubadas con 
las mezclas de sueros (SJ y de LCR {l) de enfermos con neurocisticercosis antes 
{S/ADS) y después de la primera {1º ADS) y segunda (2a ADS) adsorción. Estas 
muestras se analizaron por duplicado. 
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FIGURA 17. Primer tamizado de la biblioteca de cDNA de Taenia so!ium. a). MNC que 
muestran algunas de las clonas positivas (flechas) obtenidas cuando se emplearon 
sueros de ratón inmunizados con la GP42 diluídos 1: 1 OO. Como testigos negativos 
(b) se emplearon: suero de ratones sin inmunizar (izquierda), sólo el segundo 
anticuerpo (centro) y fagos silvestres (derecha). 
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FIGURA 18. Tercer tamizado. Se analizaron ocho clonas positivas obtenidas en el 
segundo tamizado: a). MNC incubada con la mezcla de sueros anti GP42. b).MNC 
incubada con el suero 1 A. c). Distribución de las clonas analizadas por triplicado: en 
las columnas A, B, C, D, E, F y G se colocaron por triplicado las clonas 1, 2, 4, 5, 7, 
9 y 1 2 respectivamente. En las filas 1, 5 y 6 se colocaron las clonas 9 (por duplicado), 
Y {testigo negativo) y 13 respectivamente. 
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En la figura 19 se observa una IET de fracciones de sobrenadantes y 
precipitados de las clonas positivas y de la negativa así como de una muestra de 15-gal 
como testigo positivo de la reacción; la JET se incubó con anticuerpos de ratón 
específicos contra 15-gal. En los sobrenadantes y en los precipitados de las clonas 
positivas se observaron bandas de 145 y 160 kDa, pesos moleculares -mayores a 116 
kDa que corresponde al peso molecular de 15-gal; también se presentaron bandas de 
45, 30, 16 y 14 kDa que reaccionaron con estos anticuerpos. En la clona negativa las 
bandas observadas son de 100, 90, 70 y 60 kDa y no se observan bandas de peso 
molecular mayor al de 15-gal (Cuadro VI). 

Después de confirmar la presencia de bandas con pesos moleculares mayores 
que el de 15-gal en las clonas lisogénicas positivas, se verificó si estas bandas, que 
eran reconocidas por anticuerpos anti 15-gal, también lo eran por las mezclas de sueros 
y LCR de enfermos con neurocisticercosis ya que se quería comprobar si la expresión 
de estas proteínas en E. coli no alteraba el reconocimiento por parte de los 
anticuerpos presentes en la infección natural. Para esto, se realizaron 2 IET con los 
sobrenadantes de las clonas positivas y la negativa y las MNC se incubaron con la 
mezcla de sueros ó con la mezcla de LCR, ambas previamente adsorbidas. Cuando se 
empleó la mezcla de sueros, el rango de pesos moleculares de las bandas era de 205 
kDa a 14 kDa aproximadamente (Figura 20). Al analizar las bandas de las clonas 
positivas se observó una zona muy densa entre los 156 y 80 kDa que no se presentó 
en la clona negativa. Otras bandas específicas de la mayoría de las clonas positivas 
fueron las de 65, 45, 28 y 14 kDa, estas bandas no se observan en la clona negativa. 
Llama la atención el patrón de bandas de las clonas 4, 5 y 7 ya que comparten todas 
las bandas,lo que sugiere que se tratar de la misma clona. La banda de 49 kDa se 
encontró en todas las clonas positivas y en la negativa, por lo que no es específica 
(Cuadro VII). 

Cuando se empleó la mezcla de LCR positivos previamente adsorbida, se 
obtuvieron menos bandas que con la mezcla de sueros. En la clona 1 hubo una zona 
que abarcó de los 116 kDa a los 85 kDa aproximadamente y bandas de 35 y 29 kDa. 
En las clonas 4, 5 y 7 se presentó una zona intensa comprendida entre los 20 5 y 80 
kDa, que no se observó en la clona negativa y el patrón de bandas también se 
mantuvo muy semejante al obtenido con la mezcla de sueros. Aún cuando en las 
clonas 9 y 13 no se observaron banda mayores a 15-gal, sí se presentaron bandas de 
16 y 6 kDa en la clona 9, que no se presentaron en la clona negativa. En esta misma 
clona se presentó la banda de 49 kDa que también se observó en la mezcla de los 
sueros. A diferencia de todas las clonas positivas, en la clona Y (negativa) no se 
presentó ninguna banda (Figura 21, Cuadro VIII). 
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Las proteínas de fusión de las clonas Y (testigo negativo), 7, 9, 12 y 13 se 
purificaron, empleando una columna de inmunoafinidad de anticuerpos contra !?,-gal. 
Las proteínas purificadas de las dos primeras clonas se analizaron en un gel de 
poliacrilamida teñido con plata; en la clona 7 se observó una banda de 65 kDa que no 
se presentó en la clona negativa Y, aún cuando ambas clonas comparten otras bandas 
de diferentes pesos moleculares (Figura 22a). Las proteínas purificadas se analizaron 
por IET, empleando la mezcla de sueros positivos usada. Se observó una banda de 65 
kDa aproximadamente en las clonas positivas, mientras que en la clona negativa esta 
banda no estuvo presente (Figura 22b, Cuadro IX). 
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FIGURA 19. Análisis de la producción de proteínas de fusión. IET con los 
sobrenadantes (S. ) y precipitados (P ¡ de cinco clonas positivas (13, 12, 9, 7 y 1 ), 
la clona negativa (clona infectada con el fago silvestre; Neg) y como testigo positivo 
13-gal comercial, incubada con suero de ratón anti 13-gal diluído 1: 1 OO. Los números 
superiores indican el número de la clona. Los pesos moleculares de la derecha indican 
los pesos de las bandas obtenidas. 
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FIGURA 20. Reconocimiento de las proteínas de fusión por sueros de enfermos con 
neurocisticercosis. IET realizada con los sobrenadantes de las clonas positivas 
y de la negativa (Y), así como con la fracción de LLGP como testigo positivo. 
Como fuente de anticuerpos se empleó la mezcla de sueros de enfermos con 
neurocisticercosis, previamente adsorbida, diluída 1: 1 OO. Los números 
superiores indican el número de cada clona analizada. 
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FIGURA 21. Reconocimiento de las proteínas de fusión por LCR de enfermos con 
neurocisticercosis. /ET con los sobrenadantes de las clonas positivas y de la negativa 
(Y), así como la fracción de LLGP como testigo positivo. Se empleó la mezcla de LCR 
de enfermos con neurocisticercosis, previamente adsorbida, diluída 1: 1 OO. Los 
números superiores indican el número de cada clona. Los pesos moleculares de la 
derecha indican los pesos de las bandas obtenidas. 
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FIGURA 22 (a). Gel de poliacrilarnida teñido con plata. Se analizaron las proteínas de 
fusión purificadas de la clona positiva 7 y de la negativa (Y). Una muestra de 15-gal 
también se corrió corno testigo positivo. 

(b). Reconocimiento de las proteínas de fusión purificadas por los sueros de 
enfermos con neurocisticercosis. IET con las proteínas de fusión purificadas de 
las clonas 9, 12, 13 y Y (clona negativa). Se utilizó la mezcla de sueros de 
enfermos con neurocisticercosis, previamente adsorbida, diluída 1: 1 OO. Los 
números superiores indican el número de cada clona. Unicamente s.e observa 
una banda específica. 
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CUADRO VI. PRINCIPALES BANDAS OBTENIDAS EN LA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 
DE LAS CLONAS POSITIVAS EMPLEANDO ANTICUERPOS ANTI ll-GAL. 

CLONA B A N D A s ( ' No. 
160 145 116 110 100 90 70 60 45 30 16 14 

1 s s s 

7 S, p p s, p 

9 s s S,P s, p 

12 S, P S, P s 

13 s p S, p s 
y s s s s s 

¡indica que la banda se observo en el sobrenadante. 
P indica que la banda se observó en el precipitado. 

CUADRO VII. PRINCIPALES BANDAS OBTENIDAS EN LA INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

DE LAS CLONAS POSITIVAS EMPLEANDO UNA MEZCLA DESUEROS DE ENFERMOS CON CISTICERCOSIS. 

BANDA c L o N A No. 
JkDal 

1 4 5 7 9 12 13 y 

180 + 

160 + 

156·80 + + + + + + 

140 + 

76 + + 

74 + + 

70 + + + 

65 + + + + + 

60 + + + 

49 + + + + + + + + 

45 + + + T + 

43 + + + + + + 

40 + 

30 + 

28 + + + + + 

25 + + 

18 + 

14 + + + + 
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CUADRO VIII. PRINCIPALES BANDAS OBTENIDAS EN LA INMUNOELECTROTRANSFE­
RENCIA DE LAS CLONAS POSITIVAS EMPLEANDO UNA MEZCLA DE LCR DE ENFERMOS 
CON CISTICERCOSIS. 

BANDA 

1 

c L o N A No. 
(kDa) 

1 1 1 1 1 1 
1 4 5 7 9 12 13 

205-80 + "' "' 
116-85 + 

76 

49 + 

35 + 

30 + + + + + 

29 + 

19 + + 

16 + + 

6 + 

CUADRO IX. BANDAS OBTENIDAS AL EMPLEAR LAS PROTEINAS DE FUSION 

PURIFICADAS DE LAS CLONAS POSITIVAS 

CLONA IET EMPLEANDO SUEROS DE GEL DE POLIACRILAMIDA 
No. ENFERMOS CON TEÑIDO CON PLATA lkDal 

CISTICERCOSIS (kDal 

7 65 49, 65, 70, 75 

12 65 NO 

13 65 NO 

y 49, 70, 75 

NO= NO DETERMINADAS 
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En el Cuadro X se resumen todos los datos de los pesos moleculares de las 
proteínas recombinantes para T. solium, como se podrá ver, cuando se emplearon 
anticuerpos anti G-gal, las bandas específicas son de 45 kDa para las clonas 1, 12 y 
13 y de 145 kDa para las clonas 12 y 13, así como la de 160 kDa para la clona 13. 
La banda de 45 kDa, sigue siendo específica cuando se empleó la mezcla de sueros, 
pues se presenta en las clonas 4, 5, 7, 9 y 12. La banda de 65 kDa se observa en 
varias clonas positivas al emplear la mezcla de sueros de enfermos con 
neurocisticercosis y cuando se purifican las proteínas de fusión a través de la columna 
de afinidad acoplada a anticuerpos anti G-gal. La zona intensa que podría comprender 
varias bandas, se observa sólo en las clonas positivas cuando se emplearon las 
mezclas de sueros ó de LCR de enfermos con neurocisticercosis. 

6. OBTENCION DE LOS INSERTOS DE cDNA DE LAS CLONAS POSITIVAS. 

El DNA de los fagos de las siete clonas positivas y el de la clona negativa se 
purificó y después se digirió con la enzima de restricción EcoRI. Por éste método no 
fue posible determinar el tamaño de los insertos cuando se analizaron en un gel de 
agarosa al 1 %, por lo que fue necesario realizar la PCR, empleando dos tipos de 
iniciadores (Figura 13): los primeros de Gibco BRL que fueron de 23 nucleótidos y los 
segundos se construyeron en la UNAM. Estos últimos se utilizaron para que al 
amplificar los insertos, éstos llevaran los sitios de reconocimiento de las enzimas Pstl 
y EcoRI en el extremo 5' y BamHI y Hindlll en el extremo 3', porque se pretendía 
subclonar en el fago M 13 para secuenciar. Cuando se emplearon los primeros 
iniciadores, los insertos obtenidos fueron de 90, 190 y 360 pb (Figura 23a, Cuadro 
XI); cuando se utiliZéiron los segundos, sólo fue posible determinar el tamaño del 
inserto en la clona 5, obteniendo una banda de 1000 pb, otra de 600 pb y la más 
pequeña de 190 pb en la misma clona (Figura 23b, Cuadro XI). 

7. SOUTHERN BLOT 

La digestión del DNA, tanto de Taenia solium como de Taenia saginata, fue 
completa con las dos enzimas de restricción usadas, (EcoRI y Hindlll ) (Figura 24a). 
En los resultados obtenidos de la hibridación del DNA, empleando como sonda el 
inserto de la clona positiva 5, sólo reaccionó con el DNA del inserto purificado de la 
clona 5 (carril 9, Figura 24b). 
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FIGURA 23 (a). Productos de PCR de las clonas positivas y la negativa, empleando los 
iniciadores de Gibco BRL. El testigo positivo (C) fue un inserto amplificado de 
500 pb. Los números superiores indican el número de las clonas analizadas. El 
marcador de pesos moleculares fue DNA de pUCBM 21 digerido con Hpall, 
Hindll y Oral. 

(b) Producto de PCR de la clona 5, empleando los iniciadores sintetizados en la 
UNAM. El marcador de pesos moleculares fue DNA de;\ digerido con Hindlll y 
EcoRI (carril 1); productos de PCR de la clona 5, donde se observan tres 
bandas: la de 1000 pb muy tenue, de 600 y de 190 pb (carriles 3 y 4); un 
testigo de 320 pb (carril 5). 
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FIGURA 24 (a). Electroforesis en gel de agarosa. Se analizaron 5 µg de DNA de Taenia 
so/ium digerido con las endonucleasas de restricción EcoRI y Hindlll (carriles 
3 y 4) y 5µg DNA de Taenia saginata digerido con las rnismas enzimas (carriles 
6 y 7). Como marcador de pesos moleculares se ve el DNA de ;\ digerido con 
Hindlll (carril 1) y DNA del inserto purificado de la clona 5 (carril 9). 

(b). Southern blot del DNA De T. so/ium. y de T. saginata. La disposición de 
las muestras es la misma que en la figura 24a. Se hibridó con la sonda del 
inserto de la clona 5 !carril 9, como testigo positivo) que es claramente visible. 
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CUADRO X. TAMAÑOS DE LAS PROTEINAS DE FUSION APARENTEMENTE ESPECIFICAS PARA 
Taenia solium 

L:J ANTICUERPOS SUEROS DE ENFERMOS LCR DE ENFERMOS PROT.DE 
CONTRA 13-GAL CON CISTICERCOSIS CON CISTICERCOSIS FUSION 

lkDa) lkDa) lkDa) PURIFI-
. 

CADAS 

1 156 70 60 116-85 35 29 

4 156-80 65 205-80 30 19 
45 

5 " 156-80 65 205-80 30 19 
45 

7 145 156-80 65 205-80 19 16 65 
45 

9 3) 156-80 70 60 'X3 65 
45 6 

12 145 45 156-80 65 30 19 16 65 
45 

13 160 45 160 65 30 65 

CUADRO XI. TAMAÑOS DE LOS INSERTOS DE LAS CLONAS AMPLIFICADOS POR PCR. 

CLONA INICIADORES DE Gl8CO BRL INICIADORES DE LA UNAM 
No. 

1 360 

4 360 190 90 

5 90 1000 600 190 

7 360 

9 190 

12 190 

13 190 

y 90 
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8. SECUENCIA DEL INSERTO 

Para conocer la secuencia de nucléotidos del inserto de 600 pb de la clona 5, 
se utilizaron los iniciadores marcados en un extremo con la enzima polinucleótido 
cinasa con 32P y la reacción se llevó a cabo por el método de Sanger, empleando un 
estuche de CircumVent. En la secuencia se presentaron numerosas dobles estructuras, 
lo que impidió leer completamente la secuencia de este inserto, aún cuando se usaron 
tanto el iniciador 5' como el 3' rara secuenciar. 

Con ambos iniciadores se obtuvieron secuencias parciales del inserto. La 
secuencia obtenida con el iniciador 5' se utilizó para deducir la secuencia de 
aminoácidos en sus tres fases. Se realizó la búsqueda de homologías con otras 
proteínas, cuyas secuencias se encuentran almacenadas en el programa PC-Gene. La 
secuencia parcial de nucleótidos y de aminoácidos del inserto de la clona 5 se muestra 
en la figura 25. Aún cuando la secuencia de aminoácidos empleada sólo incluía 40 
aminoácidos en un marco de lectura abierto, al realizar la búsqueda, se encontró 
homología con un precursor de una glicoproteína de fusión del virus SV5 (VGLF-SV5). 
De un marcador de 320 puntos, se obtuvo el 19.5% de homologfa. Por fo tanto, se 
consideró que esta homología no era significativa. 

TTGCTGGCAGGTGCCGGGGCATTAGGTGCAGCTATCTCGTTTAGTTCGNNNACGCTGGNN 60 
LLAGAGALGRAISFSSXTLX 

AAAGATATTATCACCGGGGTATTTATTCAGTTTGAGAACGGTTGCACACTGGTGATTTCG 120 
KDllTGVFIOXENGCTLVIS 

TGACTATCGGGCCGTTGACCGGCACAGTGGAACGGACTGTCGATTCGCTCCGTAGGCGTA 180 
·LSGR-PAQWNGLSIRSVGV 

CGGCGGTACCGGGGCCTATCACATCATTCCGTGGTCTNGGTGAACCACCTTTGCA 235 
R R Y R G l S H H S V V X V N H L C 

Figura 25. Secuencia parcial de nucleótidos y de aminoácidos del inserto d.e la clona 
5. Los aminoácidos subrayados corresponden a la región de homología. 
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D I S C U S I O N 

Uno de los principales problemas prácticos de la parasitologla es el diagnóstico 
preciso, considerando que generalmente es de gran importancia determinar el agente 
patológico para definir el tratamiento. Se han descrito numerosas técnicas inmunológica 
que diagnostican con exactitud diversas parasitosis. Sin embargo, para llevar a cabo tal 
procedimiento es necesario contar con proteínas antigénicas de preferencia puras. cuya 
obtención se dificulta por los procedimientos convencionales, o bien, porque las 
cantidades obtenidas son mínimas ó los parásitos necesarios para obtenerlas son 
difíciles de conseguir. Algunas veces el inmunodiagnóstico emplea extractos totales del 
parásito, lo que ocasiona reac.:ciones cruzadas con otros parásitos. 

Una de las aplicaciones más exitosas de la tecnología del DNA recombinante es 
la clonación de antígenos de parásitos para la producción de proteínas puras en 
cantidades suficientes. En el Cuadro 111 se describen algunos ejemplos de proteínas de 
parásitos que han sido clonadas y evaluadas como antígenos y que han dado altos 
porcentajes de sensibilidad y especificidad. 

Para el inmunodiagnóstico de la cisticercosis se han descrito numerosas técnicas 
(Flisser y Larralde, 1986; Flisser, 1994), entre las que se encuentran el ELISA (Espinoza 
y col., 1986) y la IET (Tsang y col., 1989). Esta última emplea una fracción enriquecida 
de glicoproteínas (LLGP) del cisticerco de Taenia solium y tiene una sensibilidad 
cercana al 98% y una especificidnd del 100%. Las GPs más frecuentemente reconocidas 
por las muestras de los enfermos con cisticercosis son la GPSO, la GP42 y la GP24 
(Tsang y col., 1989; Feldman y col., 1990; Díaz y col., 1992). Plancarte y colaboradores 
(1994), purificaron la GP24 utilizando la técnica de electroelución y obtuvieron 100% de 
especificidad y sensibilidad al evaluar la GP24 pura con la técnica de inmunopunto con 
muestras de enfermos con neurocisticercosis. Sin embargo, el proceso de purificación 
de la GP24, así corno el de la obtención de la fracción de la LLGP, implica un enorme 
esfuerzo, consumo cosiderable de tiempo y de reactivos y las cantidades obtenidas son 
restringidas. Además, para su obtención es necesario contar con carne de cerdo 
infectada con cisticercos, cuya obtención es cada vez más problemática. 

Asi corno en otras parasitosis se ha optado por buscar una vía alternativa de 
obtención de antígenos por medio de la clonación y expresión de genes en organismos 
procariotes como E coli (Coppel y col., 1993), para el caso de la cisticercosis se 
procedió a identificar las clonas de una biblioteca de cDNA de Taenia solium que 
expresaran a la GP42 para utilizarla en el inrnunodiagnóstico de la cisticercosis humana, 
pues corno se mencionó es una de las GPs más frecuentemente reconocidas por las 
muestras de enfermos con cisticercosis. 
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Una duda que surge cuando se considera la clonación y expresión de 
glicoprotelnas en sistemas procariotes es que con esta metodología no se lleva a cabo 
el proceso de glicosilación por que las bacterias carecen de organelos como el aparato 
de Golgi, donde se realiza este proceso. Sin embargo, al eliminar la porción de 
carbohidratos de las siete GPs del cisticerco con diferentes tratamientos como por 
ejemplo el peryodato y analizar su antigenicidad, Plancarte demostró que la parte 
protéica era la reconocida por Jos sueros de los enfermos con cisticercosis (comunicación 
personal). Por otro lado, Hyon y colaboradores (1993) informaron la caracterización de 
las GPs digeridas con diferentes enzimas y tratamientos químicos y los resultados 
obtenidos, al igual que los de Plancarte, sugieren que la actividad antigénica depende 
de la parte protéica y no de los carbohidratos. Por otro lado, se realizó una traducción 
e inmunoprecipitación in vitro con el mRNA de T. solium con un suero de conejo anti 
GP24 y se obtuvo una banda que reaccionó con este suero (García-Domínguez, 
comunicación personal). 

Handman y colaboradores (1993) reportaron la construcción de una biblioteca 
genómica de expresión en ,\ gt11 empleando DNA de promastigotes de Leishmania 
major. Se identificaron dos clonas positivas que fueron secuenciadas. La secuencia 
nucleotidica de estas clonas confirmó que se trataba de proteínas con sitios para la 
g/icosi/ación. Estas clonas fueron reconocidas por anticuerpos de conejo en contra de las 
GPs, lo que demuestra que se pueden obtener proteínas recombinantes con actividad 
antigénica aún sin Ja porción glicosídica. 

Para obtener proteínas recombinantes de T. so/ium se utilizó una biblioteca de 
cDNA construida a partir del mRNA de cisticercos de T. so/ium en >. gt11, que inc/uia 
a los mRNA de todos Jos tamarios (Landa, 1992). Las ventajas de uiilizar el mRNA para 
la construcción de bibliotecas es que se descarta la posibilidad de obtener proteínas 
extrañas por la presencia de intrones, ya que en los organismos procariotes no se lleva 
a cabo las modificaciones del ANA tales como el "splacing", además el uso de mRNA 
garantiza Ja obtención de proteinas producidas normalmente en ese estadio de vida del 
parásito. Para realizar el tamizado de esta biblioteca se ubtuvieron anticuerpos en contra 
de la GP42 mediante la inmunización de ratones cepa Balb/c con la banda 
correspondiente a la GP42, cortada de una membrana de nitocelu/osa (MNC) a Ja cual 
se habían transferido las proteínas de la fracción LLGP, ya que se ha reportado que los 
antisueros dirigidos en contra de material desnaturalizado, son más adecuados para el 
tamizado de las proteínas de fusión que no se encuentran en su conformación nativa, 
y los determinantes lineales predominan en los antígenos (Maizels y col., 1991). Por la 
proximidad de la banda de 42 kDa con una de 43 kDa, y con el propósito de asegurar 
que una de las dos corresponda a Ja inmunodominante GP42, se cortaron ambas bandas 
juntas. Cuando se analizó la producción de anticuerpos se observó que reconocían las 
bandas de 42 y 43 kDa. El suero del ratón 1 A, además de presentar las dos bandas, 
también reconoció un antígeno de 16 kDa; como todos los ratones fueron inmunizados 
con el mismo fragmento de nitrocelulosa, esta diferencia se debe relacionar con la 
respuesta inmune particular del ratón en cuestión. 
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Una vez obtenidos los anticuerpos contra GP42 y eliminados los anticuerpos de 
reacción cruzada con E colt; que impedían definir claramente la banda o bandas 
especificas de T. solium por la inespecificidad debida a los anticuerpos de reacción 
cruzada, se realizó el primer tamizado, en el cual se obtuvieron varias clonas positivas. 
Estas clonas se utilizaron para realizar el segundo tamizado, obteniendo ocho clonas 
positivas (cinco de las cuales se obtuvieron con la mezcla de sueros de ratones y tres 
con el suero 1 A). Sin embargo, se consideró conveniente confirmar la positividad de las 
mismas con un tercer tamizado, con el cual siete continuaron positivas. Cabe mencior,ar 
que todas las clonas reaccionaron igual con ambos sueros (mezcla y 1 A). A partir de 
ésto, las clonas y los sueros se trataron indistintamente, ya que no hubo diferencias en 
el reconocimiento de antlgenos aún con el suero 1 A flUe reconoció una banda de 16 kDa 
adicional. 

Coppel y colaboradores ( 1993) han informado que pueden existir clonas falsas 
positivas cuando se utiliza el segundo anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina. Sin 
embargo, este sistema es aproximadamente 10 veces más sensible que el sistema de 
peroxidasa (Mierendorl y col., 1987). La detección de clonas basada en el sistema de 
fosfatasa alcalina es más rápido, sensible y menos costoso que los sistemas de 
detección basados en radioactividad, además, permite la localización exacta de las 
placas de lisis en la MNC que al utilizar la marca radioactiva. Como testigo negativo se 
incluyó en el tamizado primario una MNC como las otras que contenía la biblioteca de 
cDNA, pero que no se incubó con los sueros de ratones anti GPs, sino únicamente con 
el segundo anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina. No se observó reacción con las 
clonas de la biblioteca, lo que demuestra la limpieza del sistema de revelado. Otro testigo 
negativo fue una MNC incubada con sueros de ratones sin inmunizar; en este caso hubo 
reacción inespecifica que indica que los anticuerpos contra E. colino se eliminaron 
completamente, sin embargo, no se observó ninguna clona positiva. Ambos testigos 
apoyan que la positividad de las clonas es real. A pesar de que se ha informado que el 
uso de anticuerpos monoclonales provee mejores resultados para tamizar las bibliotecas 
de cDNA en lo que se refiere a reacción inespecífica, es más frecuente el uso de 
anticuerpos policlonales ya que se tiene la ventaja de reconocer más de un epitopo de 
la proteína de interés, lo que permite tener mayor posibilidad de identificar una clona 
positiva (Maizels y col., 1991 ). 

Después de obtener las clonas positivas en el tercer tamizado se procedió a 
verificar si realmente estas clonas expresaban proteínas de fusión, por lo que se 
infectaron bacterias E.coli cepa Y1089 y después de numerosos intentos, se lograron 
obtener clonas lisogénicas. Aún cuando las bacterias se crecieron en un medio que 
contenía maltosa que induce en las bacterias la expresión de un receptor para el fago 
(Huynh y col., 1985), lo que facilita en teoría la obtención de clonas lisogénicas, Sin 
embargo, no todas las bacterias se infectaban, quizá porque no había una relación 
proporcional entre bacterias y fagos; después de estandarizar esta relación fué posible 
obtener clonas que realmente estaban infectadas, lo que se demostró cuando las clonas 
solo crecieron a 32ºC y no a 42ºC. 
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Se realizó una IET con los sobrenadantes y precipitados de las clonas positivas 
empleando anticuerpos contra B-gal para ver en qué fracción se encontraban las 
proteínas de fusión. Se identificaron más bandas en los sobrenadantes que en los 
precipitados, lo que indica que hay más proteínas de fusión solubles y las bandas que 
están en ambas fracciones podrían deberse a que algunas bacterias no se lisaron 
completamente. Con base en estos resultados se decidió utilizar los sobrenadantes en 
los experimentos subsecuentes. 

Algunos autores han recomendado el uso de electroforesis en geles de 
poliacrilamida para el análisis de las proteínas de fusión (Huynh y col., 1985; Silhavy y 
Beckwith, 1985; Hemmings y McManus, 1989), pues como solo hay pocas proteínas de 
la bacteria que tienen peso molecular mayor al de B-gal, al encontrar una probablemente 
sea la enzima unida a la proteína recombinante (Silhavy y Beckwith, 1985). En este 
trabajo se realizó además la técnica de IET con las clonas positivas y anticuerpos contra 
B-gal para comprobar que la banda de peso mayor a 116 kDa realmente es la enzima 
unida a una proteína de fusión. 

Aunque el peso molecular de B-gal es de 116 kDa se observaron bandas de peso 
molecular menor, probablemente esto se deba a que las proteínas de fusión se 
fragmentaron ó se degradaron por su gran tamaño, aún cuando se utilizaron inhibidores 
de proteasas y la cepa de bacterias empleada para la expresión de la proteína de fusión 
es deficiente en la proteasa Lon, que es una de las proteasas responsables de la baja 
estabilidad de proteínas extrañas o anormales en E co/i(Goldberg y St. John, 1976; Goff 
y Goldberg, 1985). Por otro lado, Appel y colaboradores (1965) informaron la existencia 
de múltiples formas de peso molecular menor al de B-gal, entre ellas de 34s y 16s, las 
cuales se pueden agregar entre si y se encuentran cuando el cultivo celular es inducido 
con IPTG, a diferencia del cultivo sin inducir, en el cual sólo aparece la banda de 34s. 
Graven y colaboradores (1964) informaron que B-gal está compuesta de varios tipos de 
subunidades qulmicamente diferentes, por lo que posteriormente se propuso que las 
diferentes formas obtenidas podrían ser moléculas de B-gal con diferentes proporciones 
de los diferentes péptidos (Appel y col., 1965). La presencia de las bandas de 60 y 90 
kDa que se observan aún en la clona negativa podrían corresponder a las diferentes 
formas de B-gal que se han descrito, por lo que son reconocidas por anticuerpos contra 
B-gal. 

Antes de comprobar si las proteínas de fusión expresadas por las clonas positivas 
eran reconocidas por los anticuerpos presentes en sueros y LCR de enfermos con 
cisticercosis, se adsorbieron los anticuerpos contra E coli ya que las proteinas de fusión 
fueron tamizadas in situ, o sea en presencia de los demás productos bacterianos, por lo 
que fue necesario eliminar estos anticuerpos antes de realizar el tamizado. Se ha 
informado que existen altos niveles de anticuerpos en contra de B-gal y otros 
componentes de E co/i en sueros humanos, pues como es una bacteria presente en la 
mayoría de los mamíferos, el sistema inmune la reconoce y crea una respuesta inmune 
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(Sthal y col., 1984; Knobloch y col., 1987). Después de la segunda adsorción sí fue 
posible eliminar más anticuerpos de reacción cruzada que aquellos eliminados en la 
primera, por lo que se realizaron dos adsorciones antes de ser empleados para realizar 
la IET. También se demostró que el proceso de adsorción no alteró la actividad de los 
anticuerpos contra de las GPs, ya que reaccionaron con igual intensidad antes y 
después de la adsorción, demostrando que es un método seguro que permite eliminar 
anticuerpos de reacción cruzada sin interferir con la actividad antigénica de los 
anticuerpos. Sin embargo, en el proceso de adsorción se invierte tiempo por lo que es 
mejor o te er las protei as de fusió puras para realizar estudios epidemiológicos. 

Se realizó la IET con los sobrenadantes de las clonas positivas y se empleó la 
mezcla adsorbida de sueros de enfermos con cisticercosis, se observaron bandas 
mayores a 116 kDa. En algunas clonas se observó una zona intensa comprendida entre 
los 156 y 80 kDa, que no se encontraba en la clona negativa. Esto llamó la atención ya 
que podría tratarse de una o varias bandas comprendidas en esta región, con una fuerte 
actividad antigénica, o bien, que estas clonas sobreexpresaran a las proteínas de fusión 
lo que da un barrido por exceso de muestra ya que se colocaron las mismas 
concentraciones para cada clona. Otra posible explicación del por qué hay proteínas que 
dan una señal muy fuerte en Ja JET, podría ser que se tratara de genes que codifican 
para proteínas altamente repetidas. Se ha propuesto la existencia de genes que codifican 
para proteínas altamente repetidas en Plasmodium falciparum y Leishmania detectadas 
por inmunoensayo y se observa que dan una señal fuerte (Kemp y col., 1987; Adam y 
col., 1988 y Stanley y col., 1990). Estas proteínas son comunes en los organismos 
superiores e incluyen proteínas tan diversas como la colágena (Bornstein y Sage, 1980), 
la superfamilia de las inmunoglobulinas y la ANA polimerasa 11 (Jackson y Tjian, 1988). 

En algunas clonas se observa un patrón de bandeo igual, como son las clonas 4, 
5 y 7 lo que indica que estas clonas puedieran ser las mismas, pues al purificar las 
clonas positivas obtenidas en el primer tamizado, estas se amplificaron, dando origen a 
numerosas clonas derivadas de las primeras y al ser analizadas en el segundo tamizado, 
se obtuvieron como positivas. Con estas clonas se realizó el tercer tamizado, en el que 
se confirmó la positividad y por lo tanto la factibilidad de que se derivaran de la misma 
clona. Laurent y col., han informado de Ja clonación de genes del esporozoito de Eimeria 
acervulina, se obtuvieron tres clonas positivas y se secuenciaron, al analizar la secuencia 
nucleotídica se observó que todas tenian la misma secuencia, lo que indica que si es 
posible obtener varias subclonas positivas que codifican para el mismo péptido (Laurent 
y col., 1993). 

Existen bandas que son específicas para las clonas positivas ya que no se 
observan en E coli Y1089 infectada con A gt11 silvestre. Además de la zona 
comprendida entre íos 156 y 80 kDa, estan las bandas de 65 y 45 kDa que solo se 
encontraron en las clonas positivas, mientras que la banda de 49 kDa se encontró en el 
testigo negativo. Considerando que la banda más grande es de 156 kDa, y como el 
péptido de T. so/ium debe estar fusionado a B-gal completa (116 kDa), se esperaría tener 
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un péptido de aproximadamente 40 kDa. En el caso de las clonas con bandas menores 
es difícil predecir el tamaño del péptido ya que no se sabe exactamente donde ocurrió 
el fraccionamiento de la proteína de fusión o bien, si están fusionadas a alguna de las 
diferentes formas de B-gal. 

Cuando se utilizó la mezcla adsorbida de LCR de enfermos con neurocisticercosis, 
la diminución de bandas inespecíficas fue considerable, es más, en la clona negativa no 
se observó ninguna banda. Esta disminución de bandas inespecíficas demuestra que el 
LCR es un sistema más limpio que el suero, pues, como se ha informado en los trabajos 
de inmunodiagnóstico de la cisticercosis humana con ELISA, tiene una sensibilidad de 
95% cuando se utiliza el LCR y del 85% con suero y el LCR tiene menor concentración 
de proteínas y células que el suero, aún en enfermos con neurocisticercosis (Espinoza 
y col., 1986). 

También con LCR las clonas 1, 4, 5 y 7 presentaron la zona intensa comprendida 
entre los 205 y los 80 kDa que se observó en la IET de las clonas positivas empleando 
la mezcla adsorbida de sueros de enfermos con cisticercosis. Como se observa en el 
Cuadro IX hay varias bandas que no se presentaron en el testigo negativo, por lo que 
podrían considerarse como especificas. Sin embargo, no es posible deducir su tamaño 
probablemente porque hay un exceso de esta proteína de fusión debido a una sobre­
expresión. Al usar LCR se vieron en general menos bandas, incluyendo la banda de 49 
kDa, que es inespecífica. El hecho de que el sistema de LCR sea más limpio usando 
proteínas de fusión, sugiere que se podría realizar el inmunodiagnóstico de la 
cisticercosis humana con él. 

La purificación de las proteínas de fusión a través de la columna de afinidad 
produjo cantidades muy pequeñas de éstas, por lo que para visualizarlas fue necesario 
teñir el gel con nitrato de plata, ya que con azul de Coomassie no fue posible observar 
bandas. Al analizar el gel teñido con plata, se observaron varias bandas tanto en la clona 
positiva como en la negativa. La presencia de bandas similares podría deberse a que 
B-gal se está fraccionando ó presentando en sus diferentes formas y, como fueron 
purificadas a través de la columna acoplada a anticuerpos contra B-gal, estas bandas 
también se purificaron. En la clona 7 se observó una banda de 65 kDa que no estaba 
presente en el testigo negativo, para comprobar que esta banda de 65 kDa era 
reconocida por los anticuerpos contra el cisticerco, se analizaron por IET las proteínas 
de fusión purificadas, empleando la mezcla adsorbida de sueros de enfermos con 
citicercosis. La banda de 65 kDa fue reconocida por estos anticuerpos, lo que indica que 
esta proteína es un producto de expresión fusionado a B-gal y que podría ser utilizada 
para el diagnóstico de la cisticercosis humana. 

No fue posible obtener el tamaño de los insertos de DNA de T. so/ium por medio 
de la digestión con la enzima EcoRI. La explicacion más factible es que se produjo un 
daño en el sitio de clonación durante la construcción de la biblioteca. Esto ha sido 
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reportado por Handman y col. cuando se intentó purificar el inserto de sus clonas 
positivas de una biblioteca de cDNA de Leishmania, utilizando la enzima EcoRI. Además 
se observó que la secuencia de esos insertos que codificaban para epitopos de GPs 
contenían sitios internos de EcoRI, lo que originaba fragmentos de 700 y 300pb (Dinman 
y Scott, 1990; Rodriguez-Pérez y col., 1992; Handman y col,. 1993). Por otro lado, en 
otra biblioteca de cDNA de T. solium tampoco fue posible extraer los insertos (E. Garcia­
Zepeda, comunicación personal), sugiriendo que esta metodologia puede conllevar 
importantes problemas técnicos. 

Al realizar la PCR con los iniciadores comerciales específicos para A. gt11 Gibco 
BRL, se obtuvieron bandas desde 90pb, este tamaño indica que no hay inserto, pues 
corresponde a la banda obtenida en la clona negativa, que aunque no tiene inserto, los 
sitios de unión de los iniciadores en el molde se encuentran separados originando una 
banda de 87pb aproximadamente durante la amplificación (Maizels y col., 1991 ). El 
inserto de 190pb se observó en las clonas 4, 9, 12 y 13, mientras que el de 360pb se 
presentó en las clonas 4 y 7. El hecho de que se presenten varios insertos en una sola 
clona sugiere que existen sitios internos de reconocimiento para EcoRI, ya que los 
iniciadores contienen esta secuencia, por lo que se esperaría un reconocimiento de esta 
secuencia y su amplificación, o bien, que hubieran dos poblaciones de fagos diferentes, 
con insertos diferentes. Tomando en cuenta que la banda obtenida en la clona negativa 
es de 90p, entonces el tamaño original del inserto de la banda de 360pb en las clonas 
1, 4 y 7, seria de 270pb. Este inserto estaría codificando para un péptido de 9.9 kDa y 
si comparamos el peso molecular del péptido obtenido en varias clonas después de la 
purificación de las proteínas de fusión, éste es de 65 kDa, dato que no correlaciona con 
lo esperado. Sin embargo, no se puede predecir el tamaño del peptido de T. solium, 
porque no se conoce el tamaño del fragmento de B-gal al que está unido. 

La presencia de los insertos de 190 y 360pb en las clonas 4, 5 y 7 confirman el 
hecho de que se traten de clonas derivadas de la misma clona positiva a partir del 
segundo tamizado, por lo que el patrón de bandeo durante la IET es muy similar. En la 
clona 5 solo se obtuvo un inserto de 90pb que estaría indicando que no existe inserto. 
Sin embargo, al utilizar los iniciadores sintetizados en la UNAM, se obtienen tres insertos 
de 190, 600 y 1 OOOpb, probablemente esta clona también tiene sitios internos para EcoRI 
y probablemente las condiciones utilizadas parc:i. realizar la PCR con los iniciadores de 
Gibco no fueron óptimas para amplificar estos insertos, sin embargo, con los iniciadores 
de la UNAM sí fue posible. Como los insertos de 190pb siempre se perdían durante la 
purificación por ser pequeños, el inserto de 600pb de la clona 5 fue el que mejor se 

·purificó, por lo que se decidió secuenciarlo, además de utilizarlo corno sonda para 
realizar el tamizado de la biblioteca de T. soúi.lm construida en A. gt10 y para el Southern 
blot. Cuando se realizó el tamizado de la biblioteca para obtener clonas que tuvieran un 
inserto más grande, no se obtuvieron clonas positivas que hibridaran con este inserto. 
Estos resultados y los obtenidos en el Southern blot, en donde no se observó ninguna 
señal que indicara que dentro del genoma total de T. so/ium se encontraba este inserto, 
sugieren que el inserto purificado podría ser una amplificación del DNA del fago, ya que 
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las secuencias reconocidas por BamHI y Hindlll, localizadas en el inicaiador 3' sintetizado 
en la UNAM, se encuentran muy cercanas en el genoma del fago, por lo que se 
esperaría una amplificación de un inserto del él. Entonces el inserto de 190pb podrla 
contener la secuencia de DNA de Taenia so/ium, sin embargo, dado el pequeño tamaño 
de este inserto no fue posible purificarlo. 

A pesar de que no hubo reconocimiento de la sonda con el DNA total en el 
Southern blot, en el testigo positivo que es el mismo inserto purificado. se observan tres 
bandas, una menor a los 600pb, otra de 600pb y una más de 1 OOOpb. A pesar de que 
para este ensayo se purificó la banda de 600pb cortándola del gel de agarosa, y por lo 
tanto no deberla estar contaminada con ninguna otra, aparecen tres bandas lo que 
sugiere que el inserto pudría estar agregado y como la electroforesis se realizó en un gel 
de agarosa largo, ésto le permitió separarse completamente demostrando que había tres 
bandas. 

La secuencia se realizó por el método de Circumvent, en el que se utiliza la PCR. 
Sólo se obtuvo una secuencia parcial de nucleótidos debido a que se presentaron 
numerosas dobles estructuras que impedían leer correctamente la secuencia. A pesar 
de que se utilizaron condiciones desnaturafizantes en el gel, no fue posible evitar la 
form¡:¡ción de estas estructuras. Probablemente, como se realizó la PCR, no sólo se 
amplificó el inserto de 600pb, sino también los de 190 y 1 OOOpb, por lo que se 
presentaron las dobles estructuras, pues como se observó en el Southern blot, aparecen 
tres bandas en en el inserto que hibridan con el mismo inserto purificado y marcado 
radioactivamente. 

En este trabajo se muestran íos esfuerzos iniciales dirigidos a clonar secuencias 
codificadoras de GPs del cisticerco de T. so/ium. Las clonas obtenidas y expresadas en 
E co/iparecen mantener su reactividad como antígenos, ya que fueron reconocidas por 
anticuerpos presentes en los sueros y LCR de enfermos con neurocisticercosis. Sin 
embargo, por haber empleado un inserto que probablemente sólo era DNA del fago, no 
se encontró una correlación entre los datos obtenidos con las IET y los de la PCR, 
Southern blot y secuenciación. Por lo que se sugiere para un trabajo posterior, 
caracterizar y subclonar los insertos de 360pb y de 190pb para poder afirmar ó negar 
en definitiva la clonación de la GP42. Por último, es importante señalar que la tecnología 
def DNA recombinante es una herramienta muy útil en el campo de la parasitología ya 
que con ella es posible obtener proteínas recombinantes con actividad inmunológica. 
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