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Resumen

RESUMEN

Taenia solium ocasiona la teniosis y la cisticercosis que son
enfermedades que prevalecen tanto en areas urbanas como rurales de
México. El diagnéstico inmunoldgico de la cisticercosis utilizado actualmente
por su alta especificidad y sensibilidad es la inmunoelectrotransferencia, a
través de este método se detectan anticuerpos especificos contra diferentes
glicoproteinas presentes en el cisticerco y que por sus pesos moleculares en
kilodaltones se denominan como: GP 50, GP 39-42, GP 24, GP 21, GP 18,
GP 14 y GP 13, siendo las mas frecuentemente reconocidas la GP 24 y la GP
39-42. En el presente trabajo se purificaron la GP 24 Y la GP 39-42 y se
identificaron los carbohidratos presentes en la fraccion glicano de cada una
de ellas.

Los resultados mostraron que las dos glicoproteinas GP 24 y GP 39-
42 tienen enlace proteina- fraccidon carbohidrato del tipo N-glicosidico y
que tienen los mismos carbohidratos pero en diferente proporcion:
manosa, N-acetil-D- glucosamina (GlcNAc) y galactosa en porcentajes de
9.7%, 4.8% y 3.7% y de 5.9%, 1.6% y 0.9% para cada glicoproteina
respectivamente. Este tipo de estructura se ha encontrado en otras
glicoproteinas purificadas por Lens culunaris como la lactotransferrina
humana y la IgG de mieloma humano. La estructura propuesta para las
dos glicoproteinas es del tipo biantenario y con un esqueleto interno en
comun con residuos de GlcNAc con enlaces 1-4 y manosa unida a dos
manosas mas con enlaces a1-3 y a1-6. R ‘

Llama la atencion que la GP24 esté mas glicosilada que la GP39-42
debido a que puede estar involucrada en mecanismos de evasion inmune
lo que ocasiona que‘ las dos glicoproteinas sigan ' mecanismos' de

modificacién postraduccional diferentes.
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T Introduccion

1. INTRODUCCION

Taenia solium es un céstodo, agente causal de la cisticercosis y la
teniosis. El estadio adulto de Taenia solium parasita al hombre, alojandose
en el intestino delgado, donde se desarrolla hasta producir proglétidos
gravidos que liberan huevos en las heces de los individuos teniasicos. Los
huevos al ser ingeridos por el hombre o el cerdo producen la cisticercosis, el
humano al ingerir carne de cerdo inadecuadamente cocida infectada con
cisticercos, se infecta con la tenia completando asi el ciclo de vida de Taenia
solium. En humanos la infecciéon por la larva o cisticerco se manifiesta
comunmente cuando el cisticerco o metacéstodo se aloja en el Sistema
nervioso central (SNC), ocasionando la neurocisticercosis (NC) que es una
importante causa de morbilidad y mortalidad humana, especialmente en
Ameérica Latina, en ciudades no islamicas de Asia y Africa?l.

El desarrollo de técnicas imagenoldgicas como la tomografia
computarizada (TC) y la resonancia magnetica nuclear (RMN), asi como el
uso de métodos inmunoldgicos, han hecho posible un diagnoéstico mas
certero de la NC. El diagnéstico inmunolégico utilizado actualmente por su
alta especificidad y sensibilidad es la inmunoelectrotransferencia (IET), esta
técnica detecta la presencia de anticuerpos anti-cisticerco en el paciente. Los
anticuerpos reconocen especificamente siete glicoproteinas (GPs) de los
siguientes pesos moleculares en kDa: GP50, GP39-42, GP24, GP21, GP18,
GP14 y GP13. Las GPs mas reconocidas por los anticuerpos de pacicntes
con sintomas neurologicos son la GP39-42 y la GP242, ‘ :

La localizacion y organizacidon de estas moléculas (GP39-42 y GP24) ‘

en el cisticerco no se conoce con exactitud, pero debido a que:

probablemente sean moléculas que estan muy expuestas al huésped, tal -

vez estén involucradas en algtin mecanismo de evasion inmune.
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En Schistosoma mansoni se han encontrado glicoproteinas con gran
cantidad de carbohidratos, que en estudios de inmunohistoquimica han
sido altamente refractarios a la reaccién con los anticuerpos3. En
Hymenolepis la expresion de residuos carbohidrato se ha relacionado con
la baja respuesta inmune del huésped y la evasion inmune del parasito* .
En la NC por Taenia solium, la larva o cisticerco puede sobrevivir por
periodos prolongados de tiempo y en un buen numero de casos la
enfermedad tiene un curso asintomatico, es posible que las glicoproteinas
desemperien algun papel dentro de los mecanismos de sobrevivencia que
utiliza el parasito en el huéspeds. i

El presente trabajo tiene como objetivo determinar los componenteé
carbohidrato de las glicoproteinas inmunodominantes GP24 y GP39-42 de

los cisticercos de Taenia solium.

2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 Taenia Solium. Biologia y morfologia.

Taenia solium es un gusano parasito del hombre y del cerdo,
pertenece al Phylum Platyhelminthes, Clase Cestoda, Subclase Eucestoda,
Orden Cyclophyllidae, Familia Taeniidae y Género Taenia. Su ciclo
biolégico comprende la forma adulta o tenia que tiene como hospedero
definitivo al hombre. La Taenia solium se adhiere al intestino delgado del
hombres, produciendo la teniosis y en ella se originan los huevos que se
transformaran en nuevos parasitos. Los huevos son liberados por el parasito
en la luz intestinal y salen en las heces del teniasico al medio ambiente

contaminandolo.
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Los huevos en el sistema digestivo son sometidos a la accion de los
jugos gastricos perdiendo sus membranas protectoras y liberandose la
oncosfera, que por movimientos amiboideos y con el uso de sus ganchos
cruzan la pared intestinal alcanzando el torrente sanguineo o linfatico. Al
continuar creciendo, las oncosferas se fijan a los tejidos de los huéspedes
alcanzando dimensiones en general de 0.5-1.0 cm, produciendo la
enfermedad denominada cisticercosis?.

Los cisticercos en el aparato digestivo son estimulados por los jugos
gastricos con lo cual el escolex sale del interior de su vejiga y se fija al
intestino delgado. El crecimiento de la forma adulta continta
desarrollandose, a partir del escélex fijo, formando un cuerpo segmentado
constituido por proglétidos. Completando asi el ciclo de vida de Taenia

solium (figura 1).

Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium: A) huésped definitivo, B) eliminacién de proglétidos llenos de
huevos, los cuales pueden ser ingeridos por el hombre C), o por el cerdo D) ocasionando la

cisticercosis, cuando el cisticerco se aloja en el SNC produce la neurocisticercosis
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“2.1.1. Latenia en estadio adulto.

, La forma adulta de T. solium, esta constituida por el escélex, cuello y
- ‘estrébilo: el primero esta formacdo por cuatro ventosas y un rostelo en donde
existe una doble corona de ganchos, la interna con 12 a 16 ganchos de 0.13-
0.16 mm y la externa, con igual numero de ganchos pero ligeramente mas -
pequeiios de 0.10-0.12 mm (figura 2a). El estrébilo que llega a medir de 3-7
metros, se encuentra inmediatamente después del cuello y esta constituido
por unidades repetidas llamadas proglotidos en diferentes estados de
desarrollo. Los mas cercanos al cuello son inmaduros, ya que aun no tienen
desarrollados los odrganos sexuales, continuando con los progloétidos
maduros que ya tienen desarrollados sus érganos sexuales, por ultimo se
encuentran los proglotidos gravidos, llenos de huevos. Cada proglotido
gravido mide de 0.5 a 2 cm y contiene aproximadamente 60,000 huevos. Se
cree en general, que cada individuo parasitado libera de 2 a 5 proglétidos 2 a
3 veces por semanas.

La tenia carece de boca y aparato digestivo, ademas -de “ser
hermafrodita. El aparato sexual masculino consiste en numerosos testiculos
dispersos pero conectados por medio de tubulos finos a un espermatoducto
enrollado, cuyo final se encuentra modificado para formar un “oérgano
muscular copulatorio llamado cirro. El espermatoducto llega al poro genital,
en el cual también desemboca la vagina, que es el conducto femenino que
recibe los espermatozoides y los conduce al receptaculo seminal que se
conecta con el oviducto (figura 2b). El ovario, libera los évulos hacia el
oviducto donde se lleva a cabo la fertilizacion. Finalmente, los huevos se
acurnulan en el Utero, que tiene una regién central a lo largo del proglétido
de la que salen de 7 a 12 ramas laterales, a cada lado del conducto uterino

"principal (figura 3)



Figura 2a. Micrografia electronica de
barrido del  escolex  de  Tisolium
{tomado de laclette et al; 1982}, v
ventosas, G: ganchos, R: rosteloy C:
cuello.

Figura 2b. llustracion esquematica de un
proglatido de Tt solium A: atrio genital, D:
ducto genital, O: ovario trilobulado, T:
testiculos, V:vaginay U: ttero.

Figura 3. Representacion esquemitica de proglotido de Taenia solium. U utero, PG poro
genital, RU ramas uterinas;.{tomado de aluja, a. et al. 1987).
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2.1.2. El huevo de Taenia solium.

Cuando se observan bajo el microscopio de luz los huevos son
esféricos tienen una apariencia radial y estan rodeados por una gruesa capa
de bloques embrioféricos (figura 4a). La capa mas externa del huevo es el
vitelio, pero es poco frecuente encontrar huevos atin cubiertos por el vitelio
en la materia fecal. La siguiente capa es la membrana embrioférica que tiene
apariencia de crateres y rodea al embridforo. La capa mas interna es la
membrana oncosferal; ésta es impermeable a las condiciones ambientales
externas, aunque se vuelve permeable cuando se pone en contacto con la
pancreatinina y permite que el embrién expuesto, pero en reposo, se active’.
La oncoslera (figura 4b) se llama también embrién hexacanto porque tiene

seis ganchos, pero se considera una larva al salir del huevo.

Figura <4a. donde se observa huevo de Figura 4b. Se observa la oncosfera de
T.solium rodeado por una gruesa capa de T.solium rodeada por una gruesa capa de
bloques embrioforicos  visto  bajo el bloques embrioforicos vista por microscopio
microscopio de luz. electronico.

TRSE GOV
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2.1.3. El cisticerco.

Los cisticercos localizados en el cerebro humano muestran dos tipos
morfolégicos: celuloso y racemoso. El tipo celuloso es pequefio (0.3 a 1.5
cmy); tiene una vesicula esférica u ovalada blanca o amarillenta, con una
pared translicida a través de-la’cual se puede observar el escolex como
granulo sdlido excéntrico. Las. caracteristicas morfolégidas de los
cisticercos celulosos alojados: en los seres humanos y en los cerdos son
similares. El tipo celuloso es . mas frecuente en el humano y generalmente
esta separado del tejido del huésped por una capsula fina de colagenal®. El
cisticerco racemoso es una vesicula grande, redondeada o lobulada,
circunscrita por una pared delicada, o bien es similar a un racimo de uvas.
Los cisticercos de tipo racemoso son parasitos muy grandes, hasta de 10 a
12 cm, y pueden contener hasta 60 mL de fluidoll. Probablemente la
caracteristica mas importante del tipo racemoso es que en apariencia no
tiene escolex, aunque en algunos casos se pueden observar vestigios del

escolex en estudios histologicos12.

2. 2. Patogénesis y sintomatologia
2.2.1. Aspectos clinicos patolégicos

.La NC-es una enfermedad causada por la presencia de cisticercos de
Taenia 's‘oliuyni en el SNC. Los cisticercos localizados en el cerebro humano
'y'_pueden ser celuloso o racernoso, siendo el celuloso mas frecuente. La NC es

: una enfermedad compleja cuyas manifestaciones principales dependen del

T 'lnurnero Iocahzac:on, estado y tipo de parasitos.

10
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El grado de la reaccién inflamatoria inducida por el parasito y el estado
inmune del hospedero también son factores importantes?3.

La NC se ha clasificado como maligna y benignal!4 o como activa e
inactivalS, La clasificacion de Estafiol!4 se orienta al pronodstico del enfermo
y no depende del estado del cisticerco (vivo o calcificado). La de Sotelo!s
considera la enfermedad como activa cuando los parasitos estan vivos,
independientemente de las consecuencias que puedan ocasionar en el
hospedero, y como inactiva en los casos en que el cisticerco presenta
calcificaciones o fibrosis. El tipo benigno de la enfermedad generalmente se
vincula con cisticercos de tipo celuloso. En contraste, el cisticerco de tipo
racemoso ocasiona los casos mas peligrosos de la enfermedad.

La NC puede ser una enfermedad asintomatical® o presentar gran
variedad de signos y sintomas, esta enfermedad es causa de epilepsia de
aparicion tardia en 50 % de los pacientes!?. Las caracteristicas de las crisis
dependen de la localizacion de los parasitos en el parénquima cerebral,
mientras que su presencia depende de factores fisiopatolégicos no bien
conocidos!8. La hipertension endocraneal es otra de las complicaciones de la
NC y se encuentra en aproximadamente 23% de los casos. También se
presenta cefalea no debida a hipertension endocraneal, alteraciones del
estado mental y muy diversos signos y sintomas neurolégicos!?-2t, En fecha
reciente se informé que la NC puede ser causa de demencia, de modo similar
a la enfermedad de Alzheimer22. Ademas puede confundirse con otras
entidades clinicas como epilepsia idiopatica, lesiones neoplasicas cerebrales,
meningitis y cualesquiera otra causa de aumento en la presién intracraneal. ~
También debe tomarse en cuenta el diagnéstico diferencial con tuberculosis
{tuberculomas), coccidioidomicosis, criptococosis, neurosifilis, sarcoidosis y

otras parasitosis del SNC.
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2.3 Diagndstico

El diagnéstico de la NC es dificil debido a que los signos y sintomas de
este padecimiento son comunes a otros desordenes neurolégicos?3. En los
ultimos afnos, las técnicas imagenolégicas como la Tomografi a :

Computarizada (TC)?¢ y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) han"

mejorado significativamente el diagnéstico, pero su uso es costoso, ademas n

del limitado numero de sitios que cuentan con’ estos _equipos. om(

alternativa a las técnicas imagenolégicas, los métodos: mmunologlcos son Y

utiles para apoyar el diagndstico clinico de la NC. Fh . e

Desde principios de este siglo se han ‘emplea‘do “métodos
inmunolégicos para su diagnéstico. La técnica de fijacion del complemento
se estandarizé en Brasil en 191125, pero esta prueba era complicada,
ademas de inespecifica en suero, por lo que sélo podia usarse en LCR.
Después se usd la inmunoelectroforesis (IEF) técnica que se basa en la
separacion de los componentes protéicos de la mezcla antigénica segiin su
carga eléctrica y la reaccién posterior de ellos con anticuerpos especificos
en un medio semisdlido, de tal manera que por su tamafio estas
reacciones antigeno-anticuerpo precipitan haciéndose evidentes a simple
vista. Esta prueba permitié identificar al antigeno B como: el mas
frecuentemente reconocido por los anticuerpos de enfermos con ’Nc;ﬂsi‘n

embargo era poco sensible, por lo que no podia emplearse en'LQR‘y;Vsbéld’

detectaba anticuerpos séricos en el 44% de los enfermos con cisticercosis. | .

26,

ensayo :

'un;,

En. 1972, Engvall y Perlmann desarrollaron

vmmunoenzxmatlco (Enzyme Llnked Immuno Sorbent: Assay) ELISA basado

~en la’ captura de lo medlo d un antxgeno adsorbxdo a

- ”,,'una fase sohda. la P es ncxa d los ant" uerpos de la clase 1gG especificos

12
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contra el antigeno se detectaban después de incubar esta reaccién con un
anticuerpo anti inmunoglobulina-IgG acoplado a una enzima y
posteriormente con el sustrato para la enzima, que al hidrolizarse
desarrolla un color en los casos positivos2?. En el diagnéstico de la
cisticercosis por T. solium se utilizaron como antigenos, un extracto crudo
de cisticercos y el antigeno B purificado por Guerra y col?8. La sensibilidad
fue similar con ambos antigenos y la especificidad, al emplear como
controles muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) de enfermos
neurolégicos y sueros de individuos sanos, ambos antigenos permitian
definir claramente a los pacientes con NC. Sin embargo al emplearlo con -
muestras de poblaciones abiertas se identificafon ’diversasfreaccione‘s
cruzadas?9. : ‘ : )

El método mas utilizado para el'idiagnéstico de la vN.C"es‘Ala
inmunoelectrotransferencia (IET), 'estc vprocedi'fniento bpgrrmite ﬁuperar el
problema de la reactividad cruzada con otros parasitos sin afectar la
sensibilidad. La IET usa como,antig‘eno una fraccién enriquecida de
glicoproteinas que se obtiene al purificar un extracto crudo de cisticercos
por cromatografia de afinidad con la lectina Lens culinaris. Las
glicoproteinas obtenidas por  este procedimiento se separan por
electroforesis en poliacrilamida y se transfieren a membrana de
nitrocelulosa, la cual se corta en tiras de tres milimetros de ancho, para
posteriormente enfren_tarse a los anticuerpos de pacientes, los cuales
identifican especificamente a siete glicoproteinas: GPSO0, GP39-42, GP24,
GP21, GP18, GPl4 y GP13, siendo las mas r‘econocidas‘fpor‘ los
anticuerpos de pacientes y cerdos con cisticercosisv las }GP2‘4 y G939é42 2,

3130, (figura 5).

13
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kDa
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Figura 5. Diagnostico de cisticercosis por Inmunoelectrotransferencia (IET) controles negativos a y b, controles
positivos c-e donde se observa las glicoproteinas especificas.

2.4, Epidemiologia

La teniosis y la cisticercosis ocasionadaé pof” Taenia “solium son
enfermedades que prevalecen tanto- en areas: urbanas como rurales, en
estas ultimas se asocian a las practicas tradlcwnales de crlanza de cerdos,
malas condiciones sanitarias e hxglemcas:’2 33, En Mexxco, en un estudio
Hevado a cabo en autopsias en 1979, la NC fue causa de muerte en el 13%

de los casos34, En hospitales de neurologla_, 1% de os casos son

ocasionados por NC3S,
La contribucién de la c1st1cercosxs a las . tasas de morblhdad y
mortalidad son el resultado de la invasion del cxstxcerco al SNC, causando

frecuentemente casos de incapacidad fisica y en ocasiones la muerte.
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Los signos y sintdmas no son especificos, lo cual dificulta el diagnéstico,
,requii'iendo técnicas imagenoldgicas, asi como de ensayos inmunologicos
“‘que puedan apoyar el diagnéstico y puedan usarse también en estudios
epidemiolégicos13-15,

En poblaciones rurales se han llevado a cabo varios estudios
epidemiolégicos para identificar factores de riesgo y estimar la prevalencia
de teniosis y cisticercosis36-41, En una comunidad del estado de Sinaloa se
evalué el tratamiento masivo con prazicuantel contra la teniosis, un ario
después de aplicado el tratamiento, no se reportaron casos de teniosis ni
de cisticercosis porcina42. En Morelos se evaluaron dos estrategias en dos
comunidades para tratar de controlar a T.solium, una comunidad recibié
tratamiento masivo con prazicuantel y otra recibié sélo educacion para la
salud. En la primera comunidad la teniosis se redujo en un 53%,
probablemente el efecto no fue mayor debido a que se utilizé la mitad de la
dosis de prazicuantel (5 en vez de 10 mg/kg de peso), esto por
recomendacién de la Organizacién Mundial de la Salud para evitar
aparicion de cuadro clinico compatible con NC de casos asintomaticos de
NC (debido a que se usa el mismo medicamento para combatir las dos
parasitésis), aun asi se generé un caso de NC. En la comunidad que
recibié educacién para la salud, la cisticercosis porcina se redujo del S al 2
%, ademas hubo cambios significativos en conocimientos de la teniosis-
cisticercosis y cambios en practicas (no dejar deambular libremente a los

cerdos y evitar el fecalismo al ras del suelo)*3.
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2.5, Glicoproteinas

Las glicoproteinas son biomoléculas que contienen una fraccion
carbohidrato unida mediante enlaces covalentes a una cadena polipeptidica.
Existen enlaces fraccion carbohidrato-proteina de dos tipos: cada tipo recibe
un nombre con base en el aminoacido a la cual el carbohidrato esta
enlazado. Las cadenas de oligosacaridos O-glicosidico estan unidas a las
proteinas por enlace covalente al oxigeno de un hidroxilo de las cadenas
laterales de serina {Ser) o treonina (Thr) que son los mas comunes (figura 6),
aunque recientemente se han identificado enlaces con hidroxilisina e

hidroxiprolina.

a) .
Fuc(a1-2)Gal(p1-4)GIcNA(p31-6) -~
Gal(p1-3)GalNAc(a1-3)— Ser/Thr

Fuc(a1-2)Gal({31-4)GIcNA(p1-6)

b)
Gal(p1-4) GIcNA(B1-6)

Gal(B1-3)GalNAc(a1-3)—Ser/Thr -
Gal(B1-4) GIcNA(B1-6) -

Figura 6. Algunos ejemplos de glicoproteinas con. enlace O-glicosidico;?u) sustancxa H del grupo
sanguineo de los porcinos y b) mucina bronquial de pacnentes con fibi :

En el otro tipo, las cadenas de ohgo : nen aces del txpo

N-glicosidico en el cual el carbohldrato se- une .alas’ protemascon el o

nitréogeno amidico de resxduos de asparagma (Asn) (ﬁgura 7.
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_a)

: bean(cv.1-2) Man(a1 8)

i : ‘ s Man(a1 6) N

‘Man(a1-2) Man(a1 -3) /Man(B1-4)GlcNAc([31-4) GlcNAc(31-N) —Asn
Man(a1 2 Man(a1-2) Man(ai1-3)

b) -
Man(a1-6) -
/Man(a1-6)\ FAREIER
Man(c1-3) y, Man(p1-4) GIcNAc(‘B1-4)'G!qNAg(B%N)"‘f;jAsn )
Man(ct1-3) SR RN T R

Figura 7. Ejemplos de enleces N-glicosidico: a) estructﬁra'vpresenté e'n lé’ unidad A de la tiroglobulina
de ternero y en la [gD humana. b) estructura presente en ovomuconde y cvalbumina de gallma y en la
1gM de mieloma humano. g L

La fraccion carbohidrato de las gllcoprotemas esta compuesta por

cuatro clases de monosacaridos: azlicares neutros, < ammo\ azucares,

azucares-urdnicos y acidos sialicos.

Azlcares neutros: D-galactosa, D-manosa, D}gluqc‘)s"a'.,_‘ _Lffucoéa; L- '

furano-arabinosa y D-xilosa.

Amino-aziicares: N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D
Azacares-urénicos: acido-D- glucoromco, acid g
Acidos sialicos: acido-N- acetxlneuramm -glicolilneuraminico,

acido-Ni,07-diacetilneuraminico*4. .

Los oligosacéridos se encuentran unidos a la parte proteica de una GP

por medio de dos tipos de enlaces: enlace N-glicosidico (Asn-enlace) o enlace

;Z\’ o~ (3 ‘,‘]' 17
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O-glicosidico. Las GPs puedeﬁ tener uno o la mezcla de ambos enlaces. Los
N-glicosidicos pue‘denv' clasificarse  como: alto contenido en manosa,
complejos u hibridos; a_ su vez los del tipo complejo se subdividen
dependiendo de sus ramificaciones en: biantenaria, triantenaria y

tetrantenaria (figura 8).

a) )
" Gal(p1-4) GleNAc(B1-2) Man(@1-6)
‘ /;Man([31-4)—~Rz
Gal(B1-4) GlcNAc(B1-2) Man(al-3) .

b)
Man(cx1-2) Man(u1-sL ‘ v
T : , ‘/Man(a1 6)
Man(a1-2) Man(ai-a) : Man(B1—4)‘—' R
Man(a1-2 Man(u1 2) Man(a1 3) ;
; ‘xi-rc);'f'», : o d)
‘ ‘;"GlcNAc(m -6) o Man(c.1-6)
i /Man(a1-6) “Wan(a1-6)
GIcNAC(B1-2) - : Man(a1-3)”
GIcNA(B1-4)Man(B1-4) R, GIcNAC(31-4)Man(B1-4)_ Ry
GIcNAc(B1-2) N
: Man(a1-3) GleNAC(B1-2)Man(a1-3)

GicNAc(p1-4) 7

Figura 8, Ejemplos de Oligosacaridos con enlace N-glicosidico: a) hibrida, biantenaria, b) alto’
contenido en manosa, triantenaria ¢) compleja, tetrantenaria y d) hibrida, triantenaria. R
GlcNAc(B1-4) GleNAc(B1-Asn), Ry GleNAc(B1-4)Fuc(a1-6)GIcNAc(B1-Asn.
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-2.5.1. Purificacion de glicoprotelnas

Los primero‘s repoftes de aislamiento y purificacion de glicoproteinas
datan de los 30’s, cuando se informé de la purificaciéon del colageno.
Después hay una gran cantidad de articulos que relatan los problemas
asociados a la purificacion de las glicoproteinas. Pero en general, las
estrategias de purificacion de glicoproteinas son las mismas aplicadas a las
proteinas no glicosiladas. En la purificacion de todas las glicoproteinas hay
que considerar el uso posterior que se le va a dar a ésta, si posee o no
actividad biolégica, enzimatica o catalitica; de ser asi, durante el proceso de
purificacion hay que controlar la temperatura, pH y evitar el ataque
proteolitico, asi como la eliminacién de moléculas contaminantes.

Con excepcion de las GPs extracelulares, el primer paso en la
purificacion de éstas es normalmente la extraccion de la GP de interés en
forma soluble. Este proceso usualmente involucra algtn tipo de
homogenizacioén de tejido, seguido de la eliminaciéon de material insoluble
por filtracidén o centrifugacién. Muchas GPs, son solubles en soluciones de
sales diluidas y pueden mantenerse en soluciéon a menos que algin

componente se desnaturalize4s.
2.5.2, Electroforesis de glicoproteinas.

La electroforesis separa las proteinas con base en su migracién en un
campo eléctrico. Por esto las proteinas son fraccionacdas sobre la base, tanto
de carga, como de masa. En una modificacién de la técnica estandar de
electroforesis se emplea el detergente dodecil sulfato de sodio (SDS) cargando
negativamente para sobrepasar la carga neta de las proteinas, de modo que
solo sean separadas con base en su masa. La electroforesis en SDS gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) se emplea para evaluar la pureza y para estimar
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la masa molecular de una proteina. El SDS tiene una larga cola hidrofébica
que se fija a las cadenas laterales hidrofébicas de los residuos de
aminoacidos de la cadena polipeptidica. Se fija en una proporcién de
aproximadamente una molécula de SDS por cada dos residuos de una
proteina tipica. Todos los complejos SDS-proteina estin muy cargados
negativamente.

Después de aplicar las muestras de proteina dentro del gel y de
aplicar un campo eléctrico, todos los complejos SDS-proteina se mueven
hacia el anodo. No obstante, su velocidad de migracién a través del gel es
inversamente proporcional al logaritmo de su masa molecular -cuanto
mayores sean las proteinas mayor resistencia encuentran y por
consiguiente migran con mas lentitud que las proteinas mas pequeiias-. El
patron de formacion de bandas de la proteina después de la electroforesis

se hace visible mediante una tincion#s,

2.5.3. Cromatografia de afinidad con lectinas paﬂrak aj[sla@iveﬁit‘o‘d:e' glbi?é:ppi‘i'@)teinas ,

Las lectinas fueron descubiertas en 1888 ci.xando se observd que las
semillas de la higuerilla (Ricinus communis) contenian ' sustancias que
aglutinaban los globulos rojos*s, Estas fueron llamadas lectinas alrededor de
1949. Las lectinas son proteinas de origen no inmune, algunas lectinas,
incluyendo a la concanavalina A, no contienen componente carbohidrato. La
habilidad de las lectinas para precipitar polisacaridos, glicoproteinas y
aglutinar células se debe a que sus carbohidratos contienen por lo menos
dos sitios de enlace4?, La variacion en su afinidad depende de los cambios en

el numero de subunidades y su combinacién.
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Mie‘ntras'qu;e las lectiﬁés{»so'n principalmente tetrameros, las subunidades
pueden ser idéntiéas y éo‘nibvinarse en diféféntes proporciones. La afinidad
de la léctiha por , ciertos carbohidratos y compuestos que contienen
carbohidratos ha sido aprovechada para usarse en el
aislamiento/ purificacion y caracterizacion de GPs48.

Los oligosacaridos de las GPs tienen diferentes funciones que han
sido recientemente estudiadas34, ademas debido a la gran variedad de
estructuras de los oligosacaridos se hace necesario el poder purificarlos y
analizarlos para entender mejor su funcién. Un. método ampliamente
usado en la separacion y analisis de. carbohidratos ha sido la
C.romatograﬁa de Afinidad con Lectinas (CAL), la cual facilita la separacion
de glicopéptidos u oligosacaridos de mezclas complejas a través de una
columna de sefarosa con alguna lectina inmobilizada. A diferencia de otras
técnicas la separacién de GPs u oligosacaridos por CAL no sélo se basa en
la separaciéon por peso o carga del glicopéptido, sino que la separacion
depende de las interacciones especificas de la lectina inmovilizada con los
carbohidratos de las GPs, las diferentes lectinas reconocen caracteristicas
estructurales de los oligosacaridos, lo cual hace posible que sean usadas
en investigacion, y si es posible realizar inferencias acerca de la estructura
del oligosacarido. Sin embargo es importante subrayar que conclusiones
definitivas con respecto a la estructura del oligosacarido no pueden ser
obtenidas so6lo de la interaccion del - oligosacarido con lectinas
inmovilizadas, sino que este analisis debe complementarse con algun otro
meétodo analitico comb la . Cromatografia-Gas-Liquido (CGL),
Cromatografia-Liquida de .Alta Resolucién o la Espectofotometria de

masas, etc.
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- -2.5.4. Interacciones de la lectina Lens culinaris con oligosacaridos.

Esta lectina tiene alta afinidad por oligosacaridos con enlace N-
glicosidico y tiene una afinidad mayor por los glicopéptidos que posen
residuos de GlcNAc, seguidos por-los de galactosa y manosa. La Lens
culinaris inmobilizada en una columna puede discriminar entre los
isomeros de oligosacaridos N-glicosidicos con estructura biantenaria y
triantenaria; so6lo los oligosacaridos que contienen residuos de GlcNAc y
manosa con enlace {f1-4) unida a dos residuos de manosa con enlaces (a1-3)
y (a1-8) con estructura biantenaria son los que se unen a la lectina%4 45, La
Lens culinaris puede también interaccionar con oligosacaridos libres que no
se encuentran unidos a ninguna proteina, pero no puede interaccionar con

los carbohidratos, si estos han sufrido una previa reduccion%4, 45,
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- 2.5.5. Analisis de carbohidratos por cromatografia Gas-liquido (CGL)

La cromatografia es un proceso de rnigracién diferencial en el cual
los componentes de una mezcla son transportados por una fase movil,
gaseosa y retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede
ser liquido o un sélido. De acuerdo a la naturaleza de las fases
involucradas y a los mecanismos de separacién, la cromatografia de gases

se divide en:

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO (PARTICION})

CROMATOGRAF{A <

DE GASES
CROMATOGRAFIA GAS-SOLIDO
(ADSORCION)

En la cromatografia de gases, la fase movil es un gas (regularmente
helio) y la estacionaria es un sélido. La particion se lleva a cabo entre una
fase estacionaria liquida que cubre a un sélido inerte, como silica, vidrio,
etc. y el gas que transporta el soluto., Cuando se introduce la sustancia a
analizar en la corriente del gas, ésta se volatiliza por la elevada
temperatura y de esta manera es transportada por el gas a lo largo de la
columna donde se distribuye entre las fases sélida y liquida. Este proceso‘
de particién o reparto entre ambas fases esta definido como el "factor de
capacidad K" determinado bien sea por la cantidad o por el tiempo de:
residencia de la sustancia en cuestién entre las fases respectivas. Mientijas i
mayor tiempo pase el soluto en la fase estacionaria, mayor sera el valor de .

"K " y por lo tanto, mayor el tiempo de retencion, por lo que el valor de "K"
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dependera del soluto, la cantidad y la composicion de la fase liquida, la
temperatura y la velocidad de flujo del gas. Cuando los componentes salen
individualmente de la columna, pasan a través del detector, el cual indica
la cantidad de cada uno de ellos. Las sefiales del detector pasan a través
de un amplificador o electréometro que estd conectado a un aparato
automatico que grafica la sefial, esta grafica resultante es el
cromatograma, el cual se emplea para determinar la identidad y
concentraciéon de cada uno de los componentes. El detector generalmente
emite una senal proporcional a la concentracién del soluto en el gas
transportador cuando éste sale de la columna de manera que el
cromatograma para cada producto aparece como un pico en forma de

campana a un determinado tiempo.

La aplicacién de la CGL para el analisis de monosacaridos requiere
la preliminar hidrolisis parcial o total del oligosacarido. El uso del analisis
de metilacién en la determinacion de la estructura del los oligosacaridos es
uno de los mas usados, se basa en la conversién de los hidroxilo libres de
los carbohidratos en grupos O-metilo, mediante metilacién y la posterior
hidrélisis acida rompe los enlaces glucosidicos adicionando un grupo
oxidrilo donde anteriormente se encontraba el enlace. La hidrélisis total se
emplea generalmente para la determinaciéon y cuantificacion de los
carbohidratos presentes en una glicoproteina4?. La CGL emplea el método
de los derivados O-metilglucésidos (derivados de los carbohidratos

correspondientes), mediante las siguientes reacciones (figura 9).
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Figura 9. Reaccién de metandlisis, la cual primero convierte los hidroxilos libres en grupos metilo, para
posteriormente por hidrélisis con metanol-HCl producir los monomeros parcialmente metilados

correspondientes a cada azucar. El analisis posterior de los derivados metilglucésidos puede ser llevado a
cahn nar GLC a esnectrametria de masas.
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2.5.1. Funciones d: los 6Iigosacéridos en las glicoproteinas.

’ En las ultimas décadas el estudio de la bioquimica de las glicoproteinas

“ha tomado gran importancia debido a las funciones que estas

biomoléculas cumplen en diferentes organismos:

Estabilizan la ~ conformacion tridimensional de las proteinas
biologicamente activas, protegen la cadena polipeptidica contra el

ataque proteolitico de las enzimas, actuando como escudo.

Son parcialmente responsables de la antigenicidad y reactividad de los
anticuerpos dirigidos contra las glicoproteinas. De esta manera puede

comprenderse cémo las glicoproteinas modulan el reconocimiento

. inmune -por parte del hospedero y por consiguiente tener un papei«

importante en el mecanismo de evasion inmune.

* Los oligosacaridos de la superficie celular controlan la pexjmeabi‘l'idadfde .

la membrana y consecuentemente intervienen en -la regulacién -del
metabolismo y division celulares y la sola modificacién de su estructura
o distribucién en la superficie celular puede ocasionar alteraciones

metabdlicas.

Pueden funcionar como receptores para hormonas, proteinas y

microorganismos como: virus, hongos, bacterias y parasitos*6.

Dado que los céstodos carecen de sistema digestivo, el tegumento del

céstodo se ha adaptado para rendir una serie de funciones; las cuales

incluyen, protecciéon contra enzimas (proteasas principalmente) digestivas

y respuesta inmune del hospedero. También, el tegumento provee una

superficie metabdlicamente activa a través de la cual hay absorcion de

nutrientes y eliminacion de productos de desecho. En general el tegumento

puede describirse como una epidermis sincitial compuesta por dos capas
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citoplasmicas: una exterior o distal, anucleada y otra regién proximal que
contiene células nucleadas. La distal esta delimitada por la membrana
plasmatica, la cual esta formada por un modelo de "mosaico fluido”,
constituido por proteinas, glicoproteinas y lipoproteinas, embebidas en
una bicapa de lipidos (figura 10). Azucares y lipidos asociados a proteinas
integrales forman la capa externa o glicocalix50. El analisis de la superficie
tegumentaria de gusanos adultos y metacéstodos se ha limitado a un
restringido numero de especies, y generalmente revela una compleja
organizacion de macromoléculas, algunas exhiben actividad enzimatica,

con pesos moleculares desde 10,000 hasta 200,000 Da5!.

Cadenas de oligosacaridos

_» -
Glicolipido e .
. .4

Glicocalix

88

Glicoproteina

CITOPLASMA

Figura. 10. Diagrama de la organizacion molecular del tegumento y membrana plasmatica (basada
en el modelo de mosaico fluide de Singer & Nicolson). Las porciones carbohidrato de las
glicoproteinas de membrana y los glicolipidos estan expuestas en la fase externa de la membrana,
formando parte del glicocalix.{tomado de J.D. Smyth and D.P. Mc Manus).
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En el cisticerco de Taenia solium se l‘ién,realizado algunos estudios
bioquimicos que demuestran la pr'ese,ncié de porfirinas en el fluido
vesicular, predominantemente coproporfirina y porfirina pentacarboxilada,
que hacen que el parasito emita fluorescencia roja intensa al ser expuesto
a luz UV de onda larga5253, También se ha demostrado la presencia de
colagenaS4, colinesterasasS y otras proteasas56, asi como de colesterol,
glucégeno, glicoproteinasS?: 88 y antigeno B o paramiosina y la miosina.

También componentes del hospedero (como inmunoglobulinas y
seroalbumina) han sido identificadas en la superficie de varias especiesS®.
El céstodo adulto no es en realidad permeable a particulas coloidales y
sustancias de alto peso molecular, aunque recientemente se ha
demostrado el proceso de endocitosis en el adulto de Schistocephalus
solidus 'y en Hymenolepis nana 69.

El cisticerco o metacéstodo, sin embargo, parece mas permeable a
sustancias de alto peso molecular, dado que macromoléculas del
hospedero y del parasito estan presentes en el fluido del cisticercos!. Todas
estas propiecdades del tegumento le confieren propiedades privilegiadas en
la interfase huésped-parasito, que son féybfébles para el desarrollo del
parasito. :

En el tegumento de Schistosoma mansoni se han detectado

glicoproteinas con altas cantidades de carbohidrato en todos los estadios -

del parasito, ademas en un estudio histoquimico con lectinas en el mismo

parasito se revelaron residuos carbohidrato altamente refractarios al

enlace con los anticuerpos lo que hace pensar en un probable mecanismo ..

de evasion inmuneS2. Es probable que la fraccién carbohidrato ‘de las:’

glicoproteinas tenga un papel importante en el mecanismo de evasién

inmune porque al estar en contacto estrecho con el huésped evitan'la:: =

actividad de las proteasas, ademas de ser las moléculas mas expuéstas al.

sistema inmune del hospedero. Por lo cual decidimos purificar la GP 24 y
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- GP.-89-42 ‘de’ los: cisticercos de T. solium y caracterizar la fraccién

carbohidrato de cada una de estas glicoproteinas inmunodominantes.
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3. PROBLEMA

Los antigenos inmunodominantes GP24 y GP39-42 estan
constituidos por una fraccién glicano y no existe una caracterizacion de
estas importantes moléculas, el analisis de sus carbohidratos permitira
ampliar el conocimiento de estos componentes paraSitarios.

4. OBJETIVO

Purificar las glxcoprotemas GP24 y GP39 42 de los cisticercos de T.

solium y caracterizar sus carbohxdratos
4.1. Objetivos particulares.

¢ Obtener la fraccién enrlquecxda en: glxcoprotemas (FEG) de c15tlcercos

de Taenia solium.

e Purificar de FEG la GP24 y GP39- 42 .
e Determinar los diversos tlpOS de azucares de GP24 y GP39 42

5. HIPOTESIS
Al purificar a las GP24 y GP39- 42 caractenzar y cuantlﬁcar sus

fragmentos glicanos nos permitira conocer los dwersos carbohidratos que

forman parte de estas glicoproteinas.
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6. METODOLOGIA
6.1. Preparacion del Extracto Crudo de Cisticercos

Treinta gramos de cisticercos de Taenia solium diseccionados del
musculo esquelético de cerdos se homogenizaron en un. Politron
(kinematica gmbh brinkmann instruments) con amoftiguadbr' Hepes
0.05M, Sacarosa 0.025M, EDTA 0.002M pH=7. 2 Y el mhxbxdor de
proteasas Fenil metil sulfonil fluoruro (FMSF) 0. OOSM en relacmn 1: 5 p/v.
El homogenado se dejé en agitacion constante: durante toda Ia noche a’
4°C, al dia siguiente se centrifugé a 40,000 g durante 30 min. Los
sobrenadantes (sn 1) se recuperaron y el prec1p1tado volvxo a’solubilizarse
bajo las mismas condiciones. o -

Los sobrenadantes se ultracentrxfugaron a 250 OOO g durante 2 hr.
Se recuperaron los sobrenadantes (sn 2) y se determmo la concentracién
de proteinas por el método de Lowry usando albumina sérica bovina como

estandar®? (anexo 1)

6.2. Obtencion de la fraccion enriquecida en glicoproteinas (FEG) por

cromatografia de afinidad

Los sobrenadantes (sn 2) recuperados de la ultracentrifugacién se
pasaron por una columna de 15 cm de longitud por 1 cm de diametro

interno con Sefarosa 4B acoplada con la lectina Lens culinaris (Sigma

Chem., St Louxs, MO), prev1amente equlhbrada con. Trls-NaCl (trls 0. OSM S

NaCl 0.2M) pH 8 0 La rnatrxz de gel contema aproxxmadamente 8 mg/ ml

de lectma
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“ Las fracclones se colectaron aun ﬂu_;o de 5.5 ml por minuto, todas

las fraccxones se leyeron en un espectrofotometro a 280 nm. El material no
refemdo pornla lectma Lens culmans fue eltido con tris O. 05M, NacCl 0.2M
pH— 8. O hasta que la densndad optxca fue menor de 0.01, posteriormente
' las ghcoprotemas que se adsorbieron a la lectina (FEG) Lens culinaris
fueron eluidas, adicionando el amortxguador trls 0.05M, NaCl 0.2M-a-
metilmandsido 0.2M. Lo
Todas las fracciones - obtenidas eri’ ‘él ségundo pico de la
cromatografia se juntaron para formar lavFEG La FEG se dializé contra

PBS (anexo 2) (cuatro cambios de 4 L cada uno) y se concentré por
ultrafiltracién con membrana con un corte de peso molecular de 10 kDa
hasta aproximadamente 4 ml, usando un 51stema de presion Amicon
(Amicon Division, W. R. Grace. Co.) (ﬁgura 11)

HOMOGENIZADO DE CISTICERCOS
DE Taenia solium.

“4— Centrifugacién 40,000 g

[ i FALLA DE ORIGEN

PRECIPITADO SOBRENADANTE (Sn 1)

<4——— Centrifugacion 250,000 g

] - I

PRECIPITADO SOBRENADANTE  (Sn 2)

¢ cromatografia de afinidad
con Lens culinaris

FRACCION ENRIQUECIDA EN
GLICOPROTEINAS (FEG)

Figura 11. Esquema para la obtencién de la fraccién enriquecida en glicoproteinas (FEG) a partir de
cisticercos de Taenia solium.

32




Metodologia

6.3 Obtencion de la GP24 y GP39-42 de la FEG por electroforesis y

electroelucion.

La electroforesis vertical de la FEG se realizé en geles por gradiente
de poliacrilamida del 5-22.5%, (anexo 3) de acuerdo al método descrito por
Tsang y col.2 (Hoefer Scientific Instruments SE 600) con placas de vidrio
de 18 cm x 8.3 cm y un grosor de 0.75 mm. La proteina se mezclé en
relacién 1:2 v/v con el amortiguador para muestras de geles de acrilamida
(AMGA) (anexo 4)

Se utilizaron 10 pl de marcadores de pesos moleculares comerciales
(anexo 5) que correspondian a los siguientes pesos moleculares: miosina
cadena H (200 KDa), fosforilasa B (97.4 KDa), albumina sérica bovina (67
KDa), ovalbumina (43 KDa), anhidrasa carbénica (29 KDa), - beta-
lactoglobulina (18.4 KDa) y lisozima (14.3 KDa). L T

La electroforesis se realizé aplicando una corriente de 40 mA‘pér gel 8
durante 1.5 hr (Transphor/Electrophoresis hsi Hoefer) un gei se tifié con’ -
acetato de sodio 4M y otro se transfirié6 a nitrocelulosa. Al térmiho de-la .
electroforesis un gel se lavd con agua bidestilada por 5 minutos y se realizé
tincidon negativa con una solucion dé acetato de sodio 4Mé4 para visualizar
las bandas correspondientes de 24 y 39-42 KDa, éstas se cortaron con una
navaja de bisturi y se guardaron en tubos cénicos con agua destilada.

Las tiras de acrilamida conteniendo a la GP24 y a la GP39-42 (por
separado) se sometieron a electroelucion® en una camara para
electroeluciéon submarina (HE 99 Hoefer Scientific Instruments) . con un
amortiguador interno de electroelucién tris-base 0.2M, acetato de sodio 0-2, -
M, DSS 1% y DTT 10 mM pH= 7.4 (1 ml/0.1 g de gel). Las tirasb de’
acrilamida con este amortiguador se colocaron en una membrana 'tubu’laxy'
de dialisis con un diametro de 10 mm con un corte de peso molecuiaf de

3,500 Da. El amortiguador externo fue tris-base S0mM, acetato de sodio
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50mM y DSS 0.1%. La electroelucion se realizé 'a 4°C con una corriente
constante de 100 V por 4 h. o e

Posteriormente se eliminé la acrilamida y cada membrana se dializé
contra un volumen de 2 L de agua bidestilada (tres cambios de 40 minutos
cada uno}. Cada glicoproteina en solucién se concentré por ultrafiltracion
(usando el mismo equipo y condiciones anteriormente sefnaladas) hasta un
volumen aproximado de 1 ml. Posteriormente se tomd una alicuota de 15
ul para determinar la concentracion de proteinas por Lowry y 50 ug de
cada GP se emplearon para analizar su pureza por geles de poliacrilamida
(PAGE) mediante la tincidén de azul de coomassie (anexo 6).

Las glicoproteinas se congelaron a -70°C por 15 minutos. Bio-freezer
(Forma Scientific), para después someterse a liofilizacion durante 4.5 hren
un liofilizador (Freeze dyer 3 LABCONCO). Al término de la electroforesis el
otro gel se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Protran BA83) en
una camara para electrotransferencia (Bio-rad Trans-blot cell) aplicando
una corriente de 1A durante lhr a 4°C. Para posteriormente evaluar los
blots con los controles de sueros de pacientes negativos y positivos a

cisticercosis (anexo 7).

6.4. Obtencion de anticuerpos policlonales de conejo anti-GP24 y anti-GP39-
42,

Para obtener anticuerpos especificos anti-GP24 y anti-GP39-42 se
inmunizaron dos conejos de acuerdo a un protocolo establecido. La
inmunizacion (IZ) se realizdo por via subcutanea (VS) usando adyuvante
completo de Freund (ACF) en dilucién 1:1 con la GP. El ler refuerzo se
realiz6 también por VS usando adyuvante incdmpleto de Freund (AIF) en
dilucién 1:1 con la GP. El 2° refuerzo se realizd pbr via intramuscular sin

adyuvante. Se tomé una muestra de sangre en la IZ y en cada refuerzo
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para monitorear la produccmn de antlcuerpos por ELISA (anexo 8). Por

ultimo, cada conejo fue sacnﬁcado y st ngrado a blanco hasta el dia 35

después de la 1Z.

Concentracion. | Inmunizacion | 1er refuerzo | 2° refuerzo a
GP de antigeno | v i alos 15 dias los 30 dias
24 ‘1'mg/ml=" | 500 ul de 500 ul de | S00 pl de GP
T GP +500ul | GP+ 500 por VI
de ACF por pl de AIF
VS _por VS
39-42 1 mg/ml 500 ul de 500 ul de | 500 ul de GP
GP + 500 pl | GP + 500 por VI
de ACF por ul de AIF
Vs por VS

Los sueros de conejos anti-GP 24 y anti-GP 39-42 se evaluaron por IET
contra FEG para analizar el reconocimiento de GP 24 y GP 39-42 (anexo -
7). =

6.5. ‘Cyro_rh'atdg"r»a_,ﬂa GanL’fql‘J_idO‘(CG‘L)

e 6.5;;1 Reacéiéﬁ de r.r:iéijilzac‘:ion, Rt

~.Para la CGL se usé inositol como estandar interno y se,tfaté de la
misma manera que a cada glicoproteina, Por separadd 100 p:g'dé GP'é4 y
GP 39-42 liofilizada y 10 g inositol (cada uno se- traté por separado) se les
adicionaron 200 1l de metanol-HCl 0.5M por 24 h a 80°C. Las muestras i
estaban dentro de tubos de vidrio cubiertos con teflon dentro de un bano
de hielo. Una vez pasadas las 24 hr esta solucién’ acxda se neutrahzo con-
solucion de carbonato de plata 0.1M hasta un pH=6.5." ‘ ‘
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6;‘5.2'React:fén/ dreﬂ N-re-acetilacion.

Una vez neutralizada la solucién se adicionaron (dentro del mismo
tubo) 10 nl de anhidrido acético. Esta reaccién se mantuvo durante toda la
noche a temperatura ambiente, Al dia siguiente esta solucién se centrifugd
a 2000g por 5 minutos y se colecto el sobrenadante.

Al sobrenadante conteniendo los derivados trimetilsililados se le
adiciond 20 ul de bis-sililtrifluoroacetamida (BSTFA) en presencia de 10 pl
de piridina y se dejé con agitaciéon por 2 hr a temperatura ambiente. En
este paso final se obtienen los derivados metilglucdsidos trimetilsililados
(MGTS) en solucion.

Se inyectaron 20 pl de MGTS al cromatografo y se usé una columna
capilar de 25 x 0.35mm con 5% de silicon OV 210, (Applied Science Lab.,
Buffalo, NY,USA), en un cx;omatégrafo de gas Varian (Orsay, France)
equipado con un detector de flama e inyector de vidrio solido; el cual
utilizé gas helio como vector a una presion de 0.6 Bar y el intervalo de
temperatura programado fue de 150°C a 250°C con incrementos de 3°C

por minuto, como describe Zanetta y Montreuil66. 67
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7. RESULTADOS

- 740 O:bte.r';i‘éiéh‘fdeﬂla FEG por cromatografia de afinidad

[ La ,colu'rhn‘a ‘de la lectina Lens culinaris, tenia una capacidad de
retencion (de acuerdo con el provedor) de 3 mg de proteina por ml de gel de
sefarosa hidratada; la columna que se empleo tenia un volumen de 25 ml
por lo tanto, la capacidad de retencién era de 75 mg de proteina. La FEG
se obtuvo a partir de la fracciéon 8Sn 2 por cromatografia de afinidad con
Lens culinaris, eluyendo con o-metilmanosido 0.2M. En todas las
cromatografias realizadas, se mantuvo el mismo patrén de corrimiento.
Todas las fracciones se leyeron en el espectrofotémetro a 280 nm. Para las
proteinas que no fueron retenidas por la columna de Lens culinaris-
sefarosa 4B la lectura fue hasta de 1.2 nm, pero al bajar a cero y adicionar
el amortiguador de elusion Tris-NaCl-¢-metilmanédsido 0.2M, para
recuperar las glicoproteinas retenidas por la columna (FEG), la lectura fue -
de 0.6 (Grafica 1).

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4
1
0 b0ttt ttesageesteng” Meeey.
0 10 20 30 40

Fraccion

Abs a 280 nm

Grafica 1. Se observa el cromatograma de la purificacién de FEG con la lectina
Lens culinaris. Las fracciones de la 30 a 40 corresponden a la FEG.
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: fmaImente 0.039 g de la FEG. Tomando en cu by

Resultados

Al final de todo el procedlmlento de purmcamon de la 'FEG se obtiene un
1 575 g y obteniendo
: "“de15759y131g
i como la protelna total después de Ia cromatografla se obtiene una’ recuperacuén
. del 83% (tabla 2). ‘ .

rendimienlo de 247 %, partiendo de Ia proteina tota

proteina total {previo ala : : [
cromatografia con lentil- Fraceién Volumen Concentracion -| Proteina obt
lectina) mg/ml I

ey

Proteinas 55 mt 2328 e  >1.23>9
no retenidas ;. :

90 ml (17.50 mg /ml) = 1.575 g FEG 6ml 65 - |- . 0039g

Tabla 2. Muestra el porcentaje de rendimiento de FEG

Una vez obtenida la FEG 114 pg de esta fu ron. sometndos a electroforésis

f osterlormente se realizé la

en geles de gradlente de pollacnlamlda d"‘I 522
,_Iosa para observar el
se:lograran visualizar las
glicoproteinas: GP50, GP39‘42 GP24 GP21 GP18 GP14yGP13(flgura 12).
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abcde f gh

kDa

50
39-42
24

21
18
14

Figura 12. Inmunoelectrotransferencia de anticuerpos anti-cisticerco de pacientes con controles

negativos {a y b) y positivos (c-h} para verificar el reconocimiento especifico de los anticuerpos -

contra la FEG.

7.2. Obtencion de la GP24 y GP39-42 de la FEG por electroforesis y

electroelucion.

Se analizd la pureza de la GP 24 y GP 39-42 por electroforesis en PAGE-
SDS. Se colocaron 300 pg por carril de FEG y 50 pg por carril de GP 24 y
GP 39-42 y posteriormente se tiii6 el gel con azul de coomassie para
visualizar las bandas de glicoproteinas purificadas y se observa una alta

pureza de cada una de las glicoproteinas (figura 13).
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- . iili — GP 3942

Figura 13. Electroforesis en PAGE-SDS del 5-22.5% a) fraccion LL-GP b) GP 39-42
purificada y c) GP 24,

7.3 Reconocimiento de GP 24 y GP 39-42 por anticuerpos policlonales.

Se analiz6 el reconocimiento de la GP24 y la GP39-42 por los
anticuerpos policlonales de conejo por IET. En el carril b se enfrentaron
anticuerpos anti-GP 24 y en el carril ¢ anticuer;ﬁd; é‘hti-GP 39-42 los dos
contra la FEG y se puede observar un reconocirrii'é‘nto.cruzado entre las

dos glicoproteinas (figura 14).
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kDa a

GP 39-42  —»

GP 24 —

g.

Figura 14. Inmunoelectrotransferencia de control negativo previo a inmunizacion a),
anticuerpos anti-GP 24 b} y anticuerpos anti-GP 39-42 c). Los tres se enfrentaron
contra FEG.

7.4 Cromatografia gas-liquido

La purificacién por Lens culinaris y el analisis por CGL de ‘la GP 24 - '

y GP39-42 indican que las dos GPs tienen enlaces proteina-fraccién s

glicano del tipo N-glicosidico y los carbohidratos presentes en diferente -
proporcién son: manosa, N-acetil-glucosamina (GlcNac) y galactosa, ﬁo
obstante la manosa se encuentra en proporcién mayor en las dos ‘GPs,
indicando que estas GPs poseen estructuras ricas en manosa. Ademas se
observa que GP 24 se encuentra mas glicosilada que la GP 39-42.

No se encontrd ac N-acetilneuraminico. fucosa y ac. sialico que se

han encontrado en otras glicoproteinas eucariontes (tabla 3).
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"GP 3942

“Manosa: S 59

GleNac - 16

Galbact‘osé S R N2 S 0.'9__3

Total 18.3 o183

Tabla 3. Porcentaje de carbohidratos M/M de las glicoprotcin&is in‘munéldominbul:nes GP39-42 y. '
GP24 de cisticercos de Taenia solium. No se encontré ac N-acetilneuraminico. fucosa o ac. sialico. .

La Lens culinaris tiene afinidad por glicoproteinas que pos’,ee‘n enlécgﬁ ‘
proteina-fraccion carbohidrato del tipo N-glicosidicd y que ademas poseeﬂ :
GIcNAc, manosa y galactosa. Del andalisis obtenido por la CGL y la aﬁnidad
de Lens culinaris se proponen las siguientes estructuras para la porcién
glicano de la GP 24 (figura 15) y GP 39-42 (figura 16).

Gal(B1-4)Man({a1-2)Man(a 1-3) )
\/Man(B1 -4)}GlcNAc(B1-4)GIcNAc(f1-4) —Asn

Gal(31-4)Man(a1-2)Man(a 1-6)

Figura 15, Estructura propuesta para la GP 24 donde se muestra el enlace N-glicosidico y el enlace
manosa (1-4) unido por dos residuos de manosa con enlaces Man(a 1-3) y Man(a 1-6}.
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. Man(al-3)\
/Man(D14)GIcNAc(B1-4r Asn

Ga{ff1-4)IMan(a1-6)

Figura 16. Estructurn propuesta para la GP 24 donde sc muestra el enlace N-glicosidico y ¢l enlace
manosa (}1-4) unido por dos residuos de manosa con ¢nlaces Man(a 1-3) y Man{a 1-6).

8. DISCUSION

La cisticercosis por Taenia solium cs una importante causa de enfermedad
neurolégica en muchas ciudades de América Latina y Asia. Recientemente:
ha sido descrita como una enfermedad emergente en ciudades
desarrolladas a causa de inmigrantes infectados con la forma adulta de
Taenia solium lo cual puede producir nuevos casos de cisticercosis
humana en paises donde esta enfermedad no es endémica®8-

El alto costo de la TAC y la RMN ha hecho necesaria la purificacion y
caracterizacion de componentes antigénicos de las glicoproteinas del
cisticerco, para llegar a establecer un diagndstico mas accesible e igual de
especifico que la IET. Ademas de que los antigenos de membrana son
estudiados en varios parasitos debido a que tienen importantes funciones
como la absorcion de nutrientes, climinaciéon de desechos y mecanismos
de evasion inmune3+.62,

Con el objetivo de determinar y caracterizar los carbohidratos
presentes en la GP24 y GP39-42, estos antigenos inmunodominantes se
purificaron de la FEG, se sometieron a.electroforesis para determinar su
pureza y finalmente se liofilizaron para posteriormente analizar sus

carbohidratos por CGL.
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Hay una estrecha relacion bioquimica e inmunolégica entre GP24 y
GP39-42 como lo muestra el analisis de carbohidratos y la IET donde se
observa reacciéon cruzada de los anticuerpos producidos contra cada una

de las dos glicoproteinas, lo que sugiere la presencia de epitopos

compartidos. Los resultados del analisis de carbohidratos muestran que

las dos glicoproteinas contienen los mismos carbohidratos pero en
diferente proporcién: manosa, N-acetil-D-glucosamina y galactosa en
porcentajes de: 9.7%, 4.8% y 3.7% para GP 24 y de 5.9%, 1.6% y 0.9%
para GP 39-42. Comparando los porcentajes de carbohidratos de las dos
glicoproteinas, llama la atencién que la GP24 esté mas glicosilada que la -
GP39-42 probablemente debido a que la GP24 se encuentra mas expiiésté :
al huésped y probablemente esté involucrada en mecanismos de ev_a'siérj
inmune lo que ocasiona que las dos GPs sigan mecani“s_rhos: de v

modificaciones postraduccionales diferentes.

La Lens culinaris es una lectina que posee alta aﬁmdad por re51duos

carbohidrato de GluNAc, que puede enlazarse a oligosacaridos con enlace‘

N-glicosidico con estructura biantenaria. Los oligosacéridos que contlenen L

residuos de GluNAc y manosa con enlace (§1-4) unida a dos resxduos de o
manosa con enlaces (a1-3) y (@1-6) con estructura blantenarla son los que se :
unen a la lectina. Este tipo de estructura se ha encontrado en otras :

glicoproteinas purificadas por Lens culunaris como la lactotransfe_rrmaj ;

humana, la IgG de mieloma humano®®.
La glicosilaciéon de las proteinas es un proceso postra

ocasiona gran polimorfismo en la estructura de los ohgosacandos que‘f

estan formando parte de una glxcoprotema Debldo a que 1d secuencxacxon‘

de los carbohidratos en las glxcoprotemas

genéticamente se ha comphcado su purlﬁcacmn y anahsls, ademas casi
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* Conclusiones

todas las glicoproteinas ‘revelan polimorﬁsmd asociado a ‘las diferentes
estructuras en sus residuos carbohidrato, fenémeno denominado como

“rmicroheterogeneidad”s?. Es comprensible que los oligosacaridos
presenten una gran variedad de estructuras atn teniendo la misma
secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, en ovomucoide que contiene un
solo sitio de glicosilacion, Fournet? ha caracterizado mas de 25 diferentes
estructuras de oligosacarido para la misma glicoproteina y Vliegenthart et
al’l, han descrito 30 diferentes oligosacaridos en la glicoproteina de Tam y
Horsfall, la cual exhibe por lo menos cinco sitios de glicosilacion. Debido a
que el proceso de glicosilacion es llevado a cabo por glicosiltransferasas
especificas, que son producto de una conservacion evolutiva, los procesos
de conformacioén en la estructura de un glicano naciente son un campo
abierto a la investigacién de bioquimica comparativa y filogenia de la
genética de las glicosiltransferasas, que junto con los estudios de
histoquimica para detectar los diferentes residuos carbohidrato en el
parasito y la inmunohistoquimica para la localizacion de la GP24 y GP 39-
42 en el cisticerco nos ayudaran a comprender la funcidén que desemperan
estos antigenos y tener un mayor conocimiento de la relacion hospederd-

parasito.

9. CONCLUSIONES

» El reconocimiento cruzado de los antxcuerpos contra GP 24 y GP 39 42,

asi como la estrecha relacxo bloqulmlca entre las dos, ‘sugiere la

presencia de epitopos compartxdos. S
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Perspectivas

s Las dos glicoproteinas  GP 24 y GP 39-42 tienen enlace proteina-
fraccion carbohidrato del tipo N-glicosidico, poseen los mismos
carbohidratos pero en diferente proporcién:. manosa, N-acetil-D-
glucosamina y galactosa en porcenfajes de: 9.7%, 4.8% y 3.7% y de

5.9%, 1.6% y 0.9% para cada glicoproteina_ fespgctivamente.

.= La estructura propuesta para las ‘dos gllcoprotemas es del tlpo

biantenario y con un esqueleto mtemo en c

un con . esxduos de .
GlcNAc con enlaces (B1-4) y manosa umd r ‘
(01 3)y(a1 6) ¥

“s - Estos resultados abren un amplio campo de mvestxgacx n: en blologxa:

“molecular (para poder mejorar el dxagnostlco), a51 como en; la .
histoquimica e inmunchistoquimica, para ayudarnos a comprender

aspectos de la relacién hospedero-parasito.

10. PERSPECTIVAS.

* Realizar histoquimica para la localizacién de residuos carbohldrato en.

1¢ ct nas con

los tres estadios ’dverl’;_parasxto, usando dlferent‘

especificidad pz _diferentes residuos carbohidrato;

‘molecular,
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Perspectivas

» Hacer In'm‘unohistoqui»micba para la localizacién de los antigenos
" _inmunodominantes GP24 .y GP39-42, a través de la produccién de

anticuerpos contra cada una de las glicoproteinas.
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11. ANEXOS
11.1 Anexo 1. Cuantificacién de proteinas Lowry.

Estandar de albtimina sérica bovina (BSA): 1 mg/ml

- Tube Concentracién de BSA mg/ml
S : 0.500

0.2500

0.1250

0.0625

0.0313

0.0156

0.0078

0.0039

Aoolulolalslwlnla

NOTA: los tubos de la curva estandar, el blanco y la muestra deben '

contener 1 ml de PBS (anexo 2).

Reactivos: Solucion de Lowry:

1. carbonato de sodio anhidro al 2% en . RO
hidréxido de sodio 0.1M 6 O.1N.........cocvvvinrmecrnennnnns T STN 9.8 ml
2. tartrato de sodio y potasio al 2%........... Cerbeeensisraeenie 01 ml.

= Agregar a cada tubo 4 ml de la solucién de Lowry y agitar bien." ‘

= Incubar durante 10 min. a temperatura ambiente.

e et v e
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e 'Agrcgaf répidamente'y con agitacion: 0.4 ml de una solucion 1:1 del
- reactivo'de Fbrlin-Ciocalteu y agua destilada.

' o Incubar 30 min. a temperatura ambiente y leer en el espectrofotémetro
a _600 nm. (la reaccién es estable durante 1 hr).

11.2 Aneko 2. Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS).

’ ‘VVSolué::iénA S

‘ i fosfato de sodio monobisico monohidratado (NaH2PO4 + HzO) 0 01

Aforar a 1L con agua destilada.

Solucién B

» fosfato de sodio dxbasxco dodecahldratado (NaaHPO4 + 12H20) 0 01

_* cloruro de ‘sodio (NaCl) 0:15 Munooreeeeereereessicrneene L 1052 g

"‘,'Aforar a 1 2L con agua destilada.

. : Combmar la soluclon A con la B y esterilizar,

Nota: sl se requlere usar tween agregar 3ml de tween 20 por cada 1000m| de PBS
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11.3 Anexo 3. Sistema de geles en gradiente de acrilamida del 5% al 22.5%.

Se emplean:

* Una camara para 10 geles de 0.75 mm de grosor (multicaster HSI, SE

600 SERIES).

= 20 vidrios de 18 x 8cm (Pharmacia Biotech SE 6402).
* 40 separadores de 2 x 8 x 0.75cm (Pharmacia Biotech SE 6419-275).
= Cinta de sellado para geles de 1.5 pulgadas (Gibco-BRL 11032-018).

La camara preparada con las placas de vidrio para los geles, se

conecta a un sistema que consta de una bomba peristaltica LKB BROMMA
12,000 (VARIOPERPEX) y de unos vasos conectores marcadores de

gradiente (HSI,SG SERIES). Se preparan las soluciones correspondientes y

se hacen pasar por dicho sistema.

Soluciones S % 22.5%
agua destilada 30.88 ml -
Tris 12.99 ml
acrilamida al 40%- 6.4§ ml
bisacrilamida al 1%
Temed 0.810ml
Persulfato de amonio 0.800 ml
Volumen total 51.97 ml

El lote de 10 geles preparados al mismb;_vfie‘r'n‘pp se deja

toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente la ca
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desmonta y los geles se almacenan a 4°C ‘en’.un' rec1pxente con agua
destilada hasta su uso ;

NOTA: los geles prepafaaés' pox: este sistema tienen una vigencia de 8 dias.
Reactivos:

= tris 4x. 205 6 g de Tns-base en 1 L Ajustar a pH 9.18 con acndo

clorhxdnco concentrado o

B 1acrilamida al 40%-bisacrilaxﬁida al 1%. Pesar 40 g de acrilamida y 1 g '

"nde blsacrllamxda, disolver ‘en’ agua destllada, aforar a 100 ml y ﬁltrar en

'membrana de 451m, almacenar a 4°C aislada de la luz, Esta solucxon

sélo dura 3 meses. Se recomienda prepararla un dia antes de su uso.

~ » temed. 2501l y 1.8 ml de agua destilada.

= persulfato de amonio. 25 mg y 3 ml de agua destilada.

Gel superior (concentrador).

= acrilamida al 12%-Bisacrilamida al 1.2%..........c........ TN 2 ml

= amortiguador del gel superior...........ccoeveecnviincniiinannes vieveeerseenn2 ml,
=otemed.. s TS 6ul

« aguadestilada.............c.col

= persulfato de amonio...........coceeviiiinininiinen S04

persulfato de amonio. Preparado en el momento de su uso 25 mg y 3 ml

de agua destilada.
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amortiguador del gel superior. Disolver 2 62 ¢g e"I‘RIS 1
destilada, ajustar a pH = 6.14 con acxdo sulfunc 2M y aforar a 100 ml

temed. 250 11l de TEMED y 1.8 ml de,ag‘ ad

Aforar a 1L con agua destllada Para su‘uso se colocan 495 ml de SACS y
se adicionan .5 ml de SDS al 10%

Solucié‘n amortiguadora de la cémara inferior {Stock 4x)

205. 6 g de TRIS base se disuelven en 750 ml de agua destilada, se ajusta a

; pH 9 18 con acido clorhldnco concentrado y se afora a 1L.

" Solucién de trabajo 1x -

Tomar 500 ml del stock 4x‘y'aforar a 2 L con agua destilada.

11.4 Anexo 4. Amortlguador para muestras de geles de acrilamida (AMGA) o

coctail.

= dodecil sulfato de s0dio (SDS)......c.ccvviiiiniiniiiiriimiiiiieiiiiiinen. 0.1g.
LI 3 0 3 7 - O RPPRPRL e vrereeteeacetttesteteneretetsaetreartorersrrnns 7.4 mg.
= glicerol..iiiiiiiiiiiiinii s e RN 1.0 ml.
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k Aforar a 10 ml con.TRIS HCI 0.05 M y adicionar una pizca de azul de

bromofenol ﬁltrar" »or membrana de 45 pm y almacenar en alicuotas a -

O°C hasta su us

‘ 11.5}Ahéxov “at(on‘&é pesos moleculares pretefiidos.

; ; El rango de peso molecular es de 14,300-200,000 Da y se
reconstxtuyen ‘con 500 pul de DTT (Dithiothreitol) 1 mM. y se almacenan en
A“‘allcuotasa -20°C. hasta su uso. :
Los pesos moleculares pretefiidos se emplean - sélo co:r‘r‘ld"»‘hycli_'-ra'rn»ieh'tgs.
cualitativas para determinar el tamafio aproximado ‘de la pyr(otéin‘a_
analizada. ' )

Los pesos moleculares reales de las proteinas no modificadas, estan
reportados en la literatura y los pesos moleculares aparen.tes que

presentan las proteinas preteftidas son los siguientes:

Proteina Peso molecular Peso molecular
reportado (Da) aparente (Da)
Lisozima 14,300 15,350
Beta-lactoglobulina 18,400 : 18,850
anhidrasa carbénica 29,000 »
Ovoalbimina 43,000
albiimina sérica
bovina 68,000
Fosforilasa B 97,000
miosina (cadena H) 200,000
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11.6 Anexo 6. Tincion para geles de acrilamida con azul de coomassie.

= metanol al SO0%......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 454 ml.
» azul de coomassie........ccociiiiiiiiiiiiiirineiniine. Creereereseineieenans 1.25 g.

* dcido acético al 7%............... creresanarashesesiiiion i . 46,0 ml,

1. Mezclar los reactivos y agitar. hasta homogemzar perfectamente Flltrar

para remover cualquier materxal msoluble antes de su uso.

2. Colocar el gel en un recipiente y cubrirlo totalmente con el colorante, al
menos por 3 hr a temperatura ambiente 6 30 min. con calentamiento.

El tiempo requerido depende del grosor ¥ la concentracion del gel.

3. Desteriir el gel con acido acético al 10% aplicando calor y realizar varios
cambios, hasta obtener bandas teriidas de color azul contra el fondo

transparente del gel.

11.7 Anexo 7. Evaluacién de blots

1. Colocar las placas para incubacion de los sueros sobre un agitador de
vaivén. Cada carril requiere un volumen de 500ul.
2. Preparar leche descremada al 5% en PBS-tween20 al 0.3%.
3. Hacer las diluciones de sueros (positivos, negativos'y problemas) en la '
solucioén de leche anterior.
Suero de humano dilucién 1:100
Suero de conejo dilucién - 1:250.
4. Colocar las tiras de blot en cada suero ya d11u1do e mcubar 1 hr a tem

amb. con agitacion constante.
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10.

11.

Desechar la leche y lavar con un volumen de 500ul 3 veces por 5 min
cada uno con PBS-tween 20 al .03%.
Preparar la dilucién del 2° anticuerpo o conjugado acoplado a
peroxidasa en PBS-tween 20 al 0.3% y adicionar S00ul por carril
anti-IgG(cadena gama) humana dilucién 1:500
anti-IgG conejo (molécula completa) dilucion 1:250.
Desechar el 2° anticuerpo y lavar como en paso S.
Lavar dos veces mas por 5 minutos cada una con PBS sin tween.
Preparar el sustrato para peroxidasa con diaminobencidinal® (DAB) a
partir de la solucion stock y adicionar 500ul por carril. '
Incubar hasta aparicion de bandas color café (aproximadamente 10-15
min.)
Detener la reaccion con agua destilada y lavar 3 veces con agua

destilada.

Sustrato para peroxidasa con diaminobencidinal

No de tiras de blot PBS Perdxido de Solucién stock
hidrégeno al 30% de DAB
10 Sml 0.5pul ~50ul
20 10ml 1ul 100ul
40 20ml! 2ul . 200ul

Solucién stock de DAB

e diaminobencidina

Mezclar con 10ml de PBS sin tween y_égi'tar hasta completa disolucién,

almacenar en alicuotas de 100pul protegid'a'sid‘c lv;}‘ luz a'-20°C.
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11.8 Anexo 8. ELISA para determinar titulo de anticuerpos de conejos
inmunizados.

Se emplean placas de fondo plano de 96 pozos tipo Immunolon 1

Dynatech.

1. El antigeno (extracto crudo de cisticercos) se diluye 1:400 con la
solucion amortiguadora de carbonatos pH= 9.6. Se adicionan 100l
por pozo de esta dilucién. ' B '

2. Se incuba la placa por toda la noche a 4°C. p

3. Se elimina la solucién y se lava con 200p1 por pozo 3 veces por S

min con PBS-tween. . ; L o
4, Se realizan diluciones consecutwas (en ,la mls ‘p_'la'(‘:a) del ‘stero de
cada conejo por separado 1: 100, 1:200; 1: 00 ete L
5. Se incuba la placa por 30 min a 37°C
6. se repite el paso 3. R

7. Se prepara el 2° anticuerpo o conjugado con’ peroxldasa en dxluc10n

1:250 y se adicionan 100ul por pozo :
8. repetir el paso 5.

9. Repetir el paso 3.

‘con hldrocloruro de orto-
Mantener la placa en
oscuridad. ;

11. Detener la reaccxon con cid sulfurxco HzSO4 1M (5 ml de HzSO4

en 100ml de agua desnlada
12. Leer la placa a 492 r}m. g
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Reactivos para ELISA

Soluciéon amortiguadora de carbonatos pH=9.6

e carbonato de sodio anhidro 0.003 M............ccoeeiiiiiiininininne. 0.159g.
e carbonato dcido de sodio 0.069 M.........cc.oooiiiiiiiiiinieninninnnn. 0.293g.
e azida de 50dio 0.0061 M...........ociiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiireriinriensaenn 0.020g.

Pesar y disolver todos los reactivos en 30ml de agua destilada y aforar a
50ml con agua destilada, filtrar por membrana de 0.20pum y almacenar
a 4°C.

Solucién amortiguadora de fosfatos

e cloruro de sodio 0.015 M..........coeiviieiiniininiiineeninai. [PTOT Gl 168,
o fosfato de potasio dibasico 0.0014 M.................... erieesaeees .0.4g.
o fosfato de sodio dibdsico 0.02 M..........c..cieeleiiviitiieneiniessondinng. .5.8g.

Pesar y disolver todos los reactivos, adicionar 6ml de tween 20 en
1000ml de agua destilada y aforar a 2000ml con agua destilada; filtrar

por membrana de 0.20pm y almacenar a 4°C.

Sustrato de OPD para peroxidasa

e hidrocloruro de orto-fenilendiamina (OPD).....................0. 0.004g.
e soluciéon amortiguadora de citratos!*) pH=4.5...............ccenu0n 10ml.

e peroxido de hidrogeno al 30%........cccocviiiiininiiiiniiiiiininiane 4ul.

e et s e @ S S0
T UAraN
TT;‘".‘L\ { ‘T'\I
sintald e

FALLA DE ORIGEN
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{*) Preparar de la siguiente manera:
Solucién A
o dcido Citrico 0.1 M.......coviiuiiininirineinrrerstersnisssiesrsncsesrens 2l1g.

Solucién B . )
e citrato de sodio 0.1M...........civiviinieneniianinn. teeesesives e 29 .4g. .

Tomar 25.5ml de la solucién A, mezclarlos con 24.5ml de la solucién:

B y aforar a 100ml. Filtrar por membrana de 0.20pm'y almacenar a
4°C.
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