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Resumen

La paramiosina o antigeno B de la Taenia solium (TPmy) es un
antigeno inmunodominante en la cisticercosis humana que inhibe 1la
cascada del complemento a través de una interaccién con el Clg.
Recientemente, se ha clonado y expresado el gen de esta proteina
y se ha mostrado gue el producto recombinante mantiene las
propiedadeé de la proteina natural. Asimismo, por técnicas de DNA
recombinante se ha mostrado que la unién con el Clg se lleva a
cabo a través del extremo amino-terminal de la TPmy. En el
presente trabajo de tesis se pretende responder la pregunta de si
cabria esperar un blogqueo del sitio activo de la TPmy por los
anticuerpos del huésped. Para ello se llevé a cabo la
localizacién de los epitopes para células B en la molécula del
antigeno B de la Taenia solium.

Se amplificaron tres regiones asi como la secuencia
codificadora total de la TPmy, por medio de PCR usando una clona
de cDNA como templado. El producto de PCR VW 2-1 codifica para el
tercio amino-terminal de la proteina, el producto VW 4-1 para el
tercio carboxilo-terminal y el VW 3-3 para el tercio central. Los
fragmentos se subclonaron en el plédsmido pRSET y se expresaron en
E. coli. Los péptidos recombinantes fueron purificados y puestos
a reaccionar en Western Blot con sueros humanos positivos a la
TPmy .

La proteina VW 4-1 fue reconocida por todos los sueros

mientras que las proteinas VW 3-3 y VW 2~1 fueron reconocidas

1



sdlo débilmente. Estos resultados sugieren que los anticuerpos
del huésped no bloguean el extremo amino terminal de 1la TPmy. En
este sentido son consistentes con el posible papel
inmunomodulador de la TPmy en la cisticercosis ya que el extremo
amino terminal podria quedar libre para interaccionar con el Cilg

e inhibir al complemento.



II. Introduccidn.

La cisticercosis es un problema econémico y de salud piblica
en algunos paises de Latinoamérica, Asia y Africa. En México
tiene gran importancia por dos razones principales: las pérdidas
econdémicas en industrias que procesan carne de cerdo y el costo
del diagnéstico, tratamiento e incapacitacién de los individuos
gue la contraen. Adem&s, alrededor del 1% de los mexicanos
presentan niveles detectables de anticuerpos anti-cisticerco; es
la principal causa de problemas neuroldgicos de origen
parasitario y puede ocasionar cuadros clinicos muy variados y
graves.

Esta enfermedad es causada por el establecimiento de 1la
forma larvaria, también conocida como cisticerco, de la T. solium
en los tejidos del hombre y del cerdo. La T. solium tiene por
huésped definitivo al ser humano y como intermediarioc al cerdo o
al hombre mismo. Por ello, la propagacidn de la cisticercosis

depende de la relacidn que el hombre establece con el cerdo.

1. Resumen Histérico

Existen documentos que muestran el conocimiento de la T.
solium desde los tiempos de Hipbcrates. Moisés dictd leyes
sanitarias para proteger a su pueblo de plagas de insectos y de

la carne de animales infectados con "piedras". Aristéfanes -en



una de sus comedias, entre los afios de 380-375 A.C.- describié
una estructura semejante al cisticerco asi como un método para
detectarlo en la lengua del cerdo (Aristéfanes, 1976).
Aristételes, en su libro "La Historia Animal", lo describe como
una enfermedad padecida por los cerdos; ademds, también describe
su distribucién en el cuerpo del animal, el efecto en los
mdsculos y un remedio para eliminarlo: el Triticum espelta, un
tipo de trigo (Aristételes, 1969).

El primer comunicado del pardsito en el humano es de
Paranoli, guien lo halldé en el cuerpo calloso de un hombre. En
1558, Gessner lo encontrd en la dura madre de un epiléptico
(Henneberg, 1912). En 1758, Lineo clasificd la T. solium junto
con otros ténidos; sin embargo, no se le diferencié de la T.
saginata hasta Goeze en 1782. La relacién entre el cisticerco y
la solitaria al parecer fue descrita por Beneden en 1853. Sin
embargb, fueron Kicknmeister en 1855 y Leuckart en 1856, quienes
identificaron a los cisticercos como larvas de T. solium y
demostraron el ciclo de vida (Henneberg, 1912). En 1933, Yoshino
confirmé que los cerdos después de ingerir huevecillos de T.
solium desarrollan la cisticercosis (Yoshino, 1933).

En 1862, el psiquiatra berlinés Griesinger, establecid cinco
clasificaciones diagnésticas: 1. casos asintomdticos, 2. casos
con ataques epilépticos sin otro tipo de disturbios; 3. casos con
epilepsia y cambios mentales, 4. casos con desdrdenes mentales

crénicos y 5. casos con sintomas como irritacién cerebral difusa



y torpor, pero sin desorden mental o epilepsia (Griesinger,
1872).

En Alemania, Henneberg informé una disminucidén de la
cisticercosis durante los Gltimos afios del siglo pasado y los
primeros del actual. Aparentemente, esta disminucién fue causada
por el mejoramiento en la inspeccidén de la carne y el
establecimiento de criaderos higiénicos de cerdos, debido al
pédnico de la gente hacia la triquinosis. La cisticercosis porcina
disminuyé de igual forma, siendo la reduccién tan significativa
que Henneberg asumié que la enfermedad se habia erradicado. Es
interesante hacer notar que la implementacién de medidas
sanitarias lograron erradicar la cisticercosis de Alemania
(Henneberg, 1912).

En 1909, Weinberg intenté por primera vez diagnosticar la
hidatidosis con el ensayo de fijacién de complemento, utilizando
un extracto de guiste hidatidico como antigeno (Henneberg, 1912).
En 1911, Moses usd un extracto acuoso de cisticercos como
antigeno para el diagnéstico de tres pacientes con cisticercosis
cutanea y uno con cisticercosis cerebral (Moses, 1911). En 1930,
se utilizé el liguido cefalorraquideo (LCR) con buenos resultados
por Pessca e Silveira (Pessoa e Silveira, 1930), mientras gue
Rothfeld desarrolld una prueba de inmunoprecipitacién (Rothfield,
1935). En 1940, Lange informd buenos resultados usando LCR de 24
pacientes neurocisticercosos (Langle, 1940). En México, la

primera prueba inmunoldgica para el diagnéstico de la



cisticercosis fue un ensayo de fijacién de complemento disefiada

por Nieto en 1956 (Nieto, 1956).

2. La cisticercosis en México

El primer informe de cisticercosis en México fue de José
Ramos en 1888 y se trataba de un caso de cisticercosis ocular
(Ramos, J. 1888). La primera descripciédn de neurocisticercosis
fue de Gémez-Izquierdo en 1901 y se tratd de una paciente con
trastornos mentales que ingresd al Hospital Psiquidtrico de
Orizaba, Veracruz (Gémez-Izquierdo, 1901). En 1935, Salazar
Viniegra envié cerebros gue provenian del Manicomio General a
Ochoterena, quien realizé estudios histopatolégicos en donde
encontré cisticercos intracraneanos (Ochoterena, 1935).
Posteriormente, otros autores: Rojo de la Vega, Ramirez Moreno y
Guevara Oropeza citado por Reyes y Beltran, informaron casos de
cisticercosis encefalitica (Reyes et al., 1967).

La gravedad del problema en México se documentd a raiz de la
fundacién del servicio de Neurocirugia en 1937 cuando se empezd a
registrar regularmente los casos de cisticercosis con cuadros de
hipertensién craneana (Nieto, 1982). Entre 1938 y 1944 Robles
intervino quirGrgicamente en 100 casos de supuesto tumor cerebral
y encontré 25 pacientgs con neurocisticercosis (Robles, 1944). En
1944, Mazzoti comunicé que de 2,000 andlisis

coproparasitoscépicos, 2% resulto positivo a T. solium (Mazzoti,



1944) . De 1944 a 1946, Costero encontrd que un 3.6 % de los
autopsias realizadas en el Hospital General de México tenian
neurocisticercosis (Costero, 1944; Costero, 1946). Cifras
similares han sido informadas por varios autores entre 1958 y
1972: Macias (Macias et al., 1958), Brisefio (Brisefio et al.,
1961), Zenteno (Zenteno-Alanis, 1966), Marquez (Marquez et al.,
1969), Flores (Flores et al., 1971) y Rabiela (Rabiela et al.,
1972). En 1979, se encontrd cisticercosis en el 3.2 % de las
autopsias llevadas a cabo en el Centro Médico Nacional (Rabiela
et al., 1979). A partir de entonces el interés hacia la
cisticercosis ha sido creciente, hasta llegar a la época actual
en gue existen al menos seis grupos de investigacién bisica y
otros tantos de investigacién clinica, involucrados en el estudio
de la cisticercosis. Como se verd a continuacién, las
contribuciones de los investigadores mexicanos al conocimiento de
la enfermedad, de la relacidn huésped-pardsito y de la biologia

del cisticerco han sido considerables.

3. Biologia de la T. solium

El ser humano es el Gnico huésped definitivo del gusano
adulto y es el responsable de la infeccién de los huéspedes
intermediarios humano o porcino (Figura 1). El ciclo de vida de
la T. solium se puede dividir en dos etapas; la primera ocurre en

el huésped intermediario y la segunda en el definitivo.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (tomado de Jeffrey et al., 1991).



Desarrollo en el huésped intermediario: La primera etapa se
inicia con la ingestidén de los huevecillos de T. solium por el
huésped intermediario. Los huevecillos presentan una serie de
envolturas protectoras gue capacitan al embrién para sobrevivir
en el medio ambiente (Laclette et al., 1982). Estas envolturas
han sido estudiadas por microscopia de luz o por microscopia
electrdnica de transmisidén y barrido (Figura 2). La capa més

externa, denominada vitelo, estd constituida por células que el

Figura 2. Micrografia electrénica de barrido de un huevecillo de Taenia solium. E:

embriéforo, G: ganchos oncosferales, O: oncosfera {(tomada de Laclette et al.,

1982).



gusano adulto aporta al sostenimiento del embridn. Debajo del
vitelo se encuentra el embridéforo formado por blogues proteicos
unidos entre si por un material cementante. Estos bloques le dan
la apariencia estriada al huevecillo y son sintetizados por una
capa celular sincicial que se encuentra debajo, las células
embrioforales. La siguiente envoltura es la membrana oncosferal,
que recubre a la oncosfera o embrién hexacanto qgue cuenta con un
complejo muscular gue acciona los tres pares de ganchos (Gemmel
et al., 1982).

Una vez que el huevecillo ha sido ingerido por el huésped
intermediario, las enzimas proteoliticas del estdmago e intestino
destruyen al embriéforc liberando al embrién (Silverman, 1954;
Laclette et al., 1982), el cual se activa y penetra la pared
intestinal del huésped. El embriéforo es digerido por el Aacido
clorhidrico, la pepsina gastrica y la tripsina intestinal. Al
destruirse el embridéforo, la oncosfera gueda Gnicamente envuelta
por la membrana oncosferal. La sefial gue produce la activacién
del embrién es un cambio en la permeabilidad de la membrana
oncosferal provocada por las sales biliares (Laclette et al.,
1982). La oncosfera activada atraviesa la mucosa intestinal por
la accién combinada de los ganchos gue desgarran el tejido y de
secreciones liticas que digieren la mucosa. Posteriormente, el
embrién alcanza los capilares sanguineos y linfaticos que 1lo
llevan a diferentes 6rganos, en donde se desarrolla hasta

convertirse en un cisticerco.
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Figura 3. Morfologia del cisticerco de Taenia solium. A) llustracién esquematica de
la larva entera y B) micrografia dptica de un corte de la pared vesicular. C: canal
espiral, Cc: célula formadora de canal, Cs: citones subtegumentales, Cn: canal, Ex:
escélex, M: microvellosidades, Mu: musculo, P: pared vestibular, Pv: pared

vesicular, Tg: tegumento y V: espacio vestibular.

11



El metacéstodo o cisticerco (Figura 3) es una vesicula
translicida, ovoide o circular, de 5 a 10 mm de di&metro con un
pequeifio gusano o escdlex metido hacia dentro (invaginado). El
escdlex invaginado tiene un rostelo con una doble hilera de
ganchos y cuatro ventosas, semejante al de la etapa adulta. La
vesicula estd llena de un fluido transparente gue contiene
proteinas del parasito y del huésped (Ambrosio Hernédndez, 1991).
La pared vesicular es un tejido sincicial cuya superficie externa
muestra un epitelioc cubierto de microvellosidades o microtricas

(Figura 4) conocido como tegumento (Ramirez-Bon et al.,1982).

Figura 4. Superficie externa de la pared vesicular de un cisticerco de Taenia soliurn
en la cual se pueden distinguir las microtricas (tomada de Ramirez-Bon et al.,
1982).
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El tegumento también es llamado citoplasma distal y se conecta
con los citones tegumentales a través de puentes citoplismicos
llamados procesos internunciales. Por debajo del tegumento se
encuentran varias capas de masculos lisos, bolsas de
almacenamiento de glucdgeno y grasas asi como un sistema
protonefridial constituido por varios tipos celulares tales como
las células flama y las células de los canales (Ramirez-Bon et
al., 1982). El cisticerco puede permanecer en los tejidos del
huésped intermediario durante un buen numero de afios (Dixon et
al., 1944; Dixon et al., 1961), rodeado por una capsula de tejido
conectivo. Cabe hacer notar gue el tegumento es el sitio de
contacto del pardsito con el huésped por lo que debe desempefiar
un papel central en el mantenimiento de la relacidén huésped-

parasito.

Desarrollo en el huésped definitivo: El ciclo de vida de la T.
solium se continGa cuando el humano consume carne infectada de
cerdo e ingiere uno o varios cisticercos wviables. La masticacién,
las sales biliares y las proteasas digestivas destruyen la pared
vesicular e inducen la salida o evaginacidén del escdlex
invaginado (Cafiedo et al., 1982). Una vez evaginado, el escdlex
se fija en la pared del yeyuno por medio de sus ventosas y
ganchos rostelares (Cafiedo et al., 1982). A partir de entonces el
escdlex comienza a crecer y diferenciarse hasta convertirse en un

gusano adulto.
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La tenia adulta mide entre 1.5 y 5 m de longitud y su
cuerpo esta formado por el escdlex, el cuello y el estrébilo
(Figura 1 y 5).El escbdlex o cabeza presenta cuatro ventosas y un
rostelo armado con una corona doble de ganchos, que posibilitan
su fijacidén a la mucosa intestinal. A continuacién del escélex se
encuentra el cuello, qgue es la regidén gue da origen al estrébilo
Yy que presenta una alta actividad mitética. Finalmente, el

estrébilo es una cadena de proglétidos gue se desarrcllan a

Figura 5. Micrografia electrénica de barrido del escélex de un cisticerco evaginado

de Taenia solium (cortesia del Dr, Juan Pedro Laclette).
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Figura 6. Representacion esquematica de un proglétido de Taenia sofium,
enfatizando al aparato reproductor. A: atrio genital, D: ducto genital, Ot: ovario

trilobulado, T: testiculos, U: Utero y Va: vagina.

partir del cuello. Cada proglétido posee genitales masculinos y
femeninos y su grado de diferenciacidn estd relacionado con la
posicién que ocupa en el estrébilo; los proglétidos més lejanos
al cuello y al escdlex son mads maduros gue los mas cercanos. Los
proglétidos maduros poseen varios cientos de testiculos y un
ovario trilobulado, por lo gue se piensa que se autofecunda para
producir hasta 50,000 huevecillos (Figura 6). Estos progldétidos

gravidos se liberan del estrébilo a un ritmo de cinco por dia,
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descargando cantidades enormes de huevecillos potencialmente
infectantes al medio ambiente. Los huevecillos pueden estar
maduros o inmaduros; los inmaduros pueden madurar en el medio
ambiente y permanecen viables e infectantes por semanas o meses
(Aluja et al., 1987). La contaminacidén de aguas alimentos con los
huevecillos es favorecida por el fecalismo al aire libre, el
hacinamiento y la falta de higiene. En general se acepta que los
huéspedes intermediarios se infectan por ingestidn de los
huevecillos gque contaminan alimentos y agua. Recientemente, se ha
encontrado gue la cohabitacién con un individuo teniasico aumenta
el riesgo de adquirir la cisticercosis, lo que significa que la
transmisién también ocurre directamente por un individuo
tenidsico (ver seccidén I.X epidemiologia; Diaz-Camacho et al.,

1989).

4. Patologia de la neurocisticercosis

La cisticercosis es la parasitosis mas comin en el cerebro y
también una de las causas de problemas neurolégicos més
frecuentes en México.

La neurocisticercosis tiene una gran variedad de
manifestaciones dependiendo del nfimero y localizacidén de los
cisticercos en el sistema nervioso central (SNC). Los parasitos
pueden alojarse en el espacio subaracnoideo, en los ventriculos y

en el parénquima cerebral. Los cisticercos parenquimatosos pueden
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afectar los hemisferios cerebrales, el tronco cerebral, el
cerebelo y la médula espinal. Ademds, la patologia gue produce el
cisticerco depende de otros factores tales como la reaccidn
inflamatoria que desencadena. La intensidad de la reaccidn
inflamatoria a su vez dependera de la respuesta inmunoldgica de
cada individuo y de la historia particular de cada pardsito en el
tejido. A pesar de lo anterior, en general se acepta que el 50 %
de los casos de cisticercosis cursan asintomdticos.

El tiempo medio de aparicidén de sintomas en la cisticercosis
humana es de 7 afos (Dixon y Hardgraves, 1944; Dixon y Lipscomb,
1961). Las manifestaciones neurolégicas mas frecuentes son:
crisis convulsivas, hipertensién intracraneal, sindrome de

 neurona motora superior y alteraciones del equilibrio y 1la
visién.

En los casos asintomdticos, los cisticercos generalmente se
localizan en el parénguima cerebral o el espacio subaracnoideo.
En cambio, en la neurocisticercosis sintomdtica los cisticercos
muestran reaccidén inflamatoria intensa. Conjuntamente, son
frecuentes las formas racemosas del cisticerco, que siempre se
encuentran en compartimientos liquidos tales como las cisternas
meningeas basales y las cavidades ventriculares. En las
cisternas, la capsula inflamatoria puede obstruir el paso del LCR
provocando hidrocefalia e hipertensién craneal.

Se ha intentado describir la evolucién natural de los
cisticercos en el SNC de acuerdo a las observaciones en pacientes

humanos. Primero se considera al cisticerco viable, vesicular,
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con membrana transparente y escdlex invaginado rodeado por una
reducida inflamacién. Posteriormente sigue la etapa vesicular-
coloidal, con una vesicula engrosada, fluido vesicular turbio y
rodeado de una cédpsula inflamatoria. Después empieza la etapa
granular nodular, con una vesicula reducida en tamafio y un fluido
vesicular semisélido y granujiento. Finalmente, se alcanza la
etapa calcificada; el parasito se convierte en un ndédulo
mineralizado sélido y rodeado por tejido conectivo denso. Se
desconocen los tiempos gque toma cada una de las etapas, sin
embargo, existen evidencias indirectas que sugieren que los

cisticercos pueden sobrevivir por décadas en el cerebro humano.

5. Epidemiologia de la cisticercosis humana

Sélo se cuenta con estimaciones de la frecuencia de la
cisticercosis en México y desgraciadamente no se ha evaluado 1la
prevalencia. Estudios serocepidemiolégicos recientes (Figura 7)
han mostrado una seropositividad del 1 al 3.5 % en la poblacién
abierta del pais (Larralde et al., 1992). Estos valores deben ser
tomados con cautela ya que sélo indican que los individuos
tuvieron contacto reciente con el parédsito y no necesariamente
gque estan infectados. El riesgo de contacto parece afectar a
todos aproximadamente igual, aunque se encontraron algunas
correlaciones significativas. Por ejemplo, el riesgo disminuye

ligeramente en los niveles socioecondmicos privilegiados y en
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Regionl [ ] 0.05-0.9%

Region 1 1.0-1.9%
Region N1 2.0-3.0%

. . 7,
Scroprevalencia nacional de 1.2%

Figura 7. Seropositividad hacia un extracto crudo de cisticercos en grupos etarios
de diferentes entidades federativas muestreadas durante 1987-1988 (tomado de
Larralde et al., 1992).
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individuos con mayor escolaridad. Las mujeres tienen mayor tasa
de seroprevalencia.

Aunque estudios en comunidades rurales (Diaz, 1989; Sarti,
1989) indican que existe un riesgo por contacto intimo, los
estudios seroldégicos muestran, ademds, un riesgo por factores que
trascienden el entorno familiar. En cuanto a la edad, se encontré
una seropositividad baja en los primeros cinco afios de vida y un
aumento gradual hasta los 50 afos (Larralde et al., 1992). No
existen estimados precisos de la prevalencia de cisticercosis en
la poblacién abierta de México. Parece claro que su valor debe
oscilar entre 10 y 100 veces menos que los estimados de
seropositividad mencionados arriba. Se requiere mejorar
substancialmente el valor predictivo de los métodos diagnésticos
actuales. En este sentido, el desarrollo de métodos que detecten
antigenos en muestras de suero podria ayudar a cambiar esta

situacién.

6. Importancia socio-econdémica de la cisticercosis humana

La cisticercosis humana es una parasitosis considerable
desde el punto de vista econémico y social en México y otros
paises.

En un estudio hecho en 1982, Velasco-Suirez calculd pérdidas
econdmicas anuales de 2,500 a 5,900 millones de pesos, debidas a

la incapacidad laboral de individuos con cisticercosis. Las
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pérdidas econdmicas por gastos de atencidén médica a pacientes con
neurocisticercosis en 1986 fueron de 14.5 millones de ddlares; se
trataron 2,700 casos de neurocisticercosis (Flisser, 1988). Por
Galtimo, el 75% de los individuos adgquieren la cisticercosis en

edad productiva (Velasco-Suarez et al., 1982; Flisser, 1988).

7. Importancia de la cisticercosis porcina

Se puede decir que la cisticercosis es un problema de
conducta humana gue se mantiene por ignorancia, negligéncia y
falta de recursos. La costumbre de crianza de los cerdos en
libertad, incrementa el riesgo de que adquieran la cisticercosis
por alimentacién con heces fecales humanas, alimentos y agua
contaminadas con huevecillos de T. solium (Figura 8).Los animales
cisticercosos detectados en la inspeccién post-mortem deberian
ser decomisados y procesados adecuadamente para evitar destruir
la carne. 8in embargo, en nuestro pais un gran nimero de animales
infectados son distribuidos clandestinamente.

Existen diversos estudios que han tratado de estimar 1la
prevalencia de la cisticercosis porcina en diferentes regiones
del pais. El estudio mds completo es el realizado por Aluja que
investigdé los registros de 75 rastros en 22 estados de la
repiblica y estimé en 1.55 % la prevalencia nacional (Aluja,

1982) (Tabla 1).
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Figura 8. Cerdo en libertad alimentandose con desechos en una poblacién rural

{tomado de Aluja, 1982).

Estado Localidad Frecuencia Ano
Aguascalientes Aguascalientes 0.52 1980
Chihuahua Chihuahua 0.49 1980

Chihuahua 3.32 1980
Chihuahua 1.65 1981
Colima Varios 2.4 1980
Coahuila Torreén 2.37 1981
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Estado Localidad Frecuencia Ano

Distrito Federal México, Ciudad 0.16 1981
Durango Durango 2.21 1980
Guanajuato Ocampo 10.0 1981
San Felipe 3.0 1981

Jalisco Guadalajara 0.005 1981
Michoacéan La Piedad 10.0 1980
Morelos Varios 1.9 1980
Cuernavaca 0.37 1980

Nuevo Lebn Monterrey 0.016 1981
Querétaro Querétaro 0.74 1981
Sonora Hermosillo 0.07 1980
Tamaulipas Ciudad Victoria 0.37 1980
Tlaxcala Huamantla 0.63 1980
Apizaco 3.3 1980

Veracruz Jalapa 0.11 1980
Veracruz 0.75 1980

Tuxpan 1.08 1980

23




Estado Localidad Frecuencia Afio
Yucatén Mérida 0.04 1980
Zacatecas Jerez 0.75 1980

Fresnillo 2.10 1980
Zacatecas 1.26 1980
Tabasco No se encontré
Campeche informacién

Tabla 1. Prevalencia de |a cisticercosis en diferentes regiones del pais {Tomada de

Aluja, 1982).
La cisticercosis porcina causa considerables pérdidas

econémicas. En 1980 mads de 43 millones de dblares se perdieron

por decomisos en los rastros (Acevedo-Herndndez, 1989).

8. Diagnéstico.

El diagnéstico de la neurocisticercosis puede dividirse en
dos grandes rubros: diagnéstico imagenolédgico y diagnéstico

inmunolégico.
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Diagnéstico imagenoldgico: Desde hace muchos afios se han
utilizado varios métodos radiolégicos simples o con medios de
contraste para el diagnéstico imagenolégico de la
neurocisticercosis. La introduccién de la tomografia
computarizada vino a cambiar radicalmente la confiabilidad de 1los
métodos imagenolégicos. Este es un procedimiento no invasivo,
seguro, preciso y moderadamente caro. La certeza diagnéstica de
la tomografia alcanza un 97% y permite establecer el nimero y
localizacién del(los) parasito(s) en el sistema nervioso central,
ademés de facilitar el seguimiento de las lesiones en el cerebro
de los pacientes. Recientemente, la resonancia magnética nuclear
parece ser un paso adelante sobre la tomografia computarizada;
entre sus ventajas se cuentan una mayor resolucidén y contraste en
la imagen obtenida y la generacién de imdgenes en tiempos reales.
La gran desventaja de la resonancia magnética es su alto costo,

ademas de la reducida disponibilidad de equipos en nuestro pais.

Diagnostico inmunolégico: Existe un gran nimero de informes en
relacién al diagnéstico inmunoenzimdtico (ELISA) de la
cisticercosis (Schantz et al., 1980; Diwan et al., 1982; Grogl et
al., 1985; Corona et al., 1986; Espinoza et al., 1986; Larralde
et al., 1986; Rosas, 1986; Nascimento et al., 1987; Pammenter et
al., 1987; Michault et al., 1990). En la mayoria de estos métodos
se detecta la presencia de anticuerpos dirigidos hacia antigenos
parasitarios; en consecuencia su valor predictivo y su utilidad

para el diagnéstico del paciente hospitalario es limitada. La
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presencia de anticuerpos s6lo indica gue el individuo ha tenido
contacto reciente con alguna etapa del ciclo de vida de la T.
solium y no, que se trata de una infeccién actual. Se han
utilizado distintos extractos antigénicos entre los que se
incluyen extractos crudos de tejido parasitario, fluido
vesicular, fracciones glicoproteicas, etc. Un grave inconveniente
en la mayoria de estos métodos es la existencia de reacciones
cruzadas con otras parasitosis (Schantz et al., 1980; Espinoza,
1986; Pammenter, 1992). En general, los métodos inmunoenzimédticos
obtienen mejores resultados con muestras de liquido
cefalorragquideo (LCR) que con suero (Espinoza et al., 1986).
También existen informes respecto al uso del Western blot
(WB) en el diagndéstico de la neurocisticercosis. Este mé&todo que
también detecta anticuerpos en muestras de suero y liquido
cefalorraquideo, alcanza valores de un 98% de sensibilidad y 100%
de especificidad (Tsang et al., 1989). Se ha descrito que el
ensayo de WB es mas sensible y especifico que el ELISA (Diaz et
al., 1992). Ademds, se ha intentado definir los antigenos
especificos del cisticerco de la T. solium (Gottstein et al.,
1986; Gottstein et al., 1987). Por ejemplo, se ha descrito un
péptido 26 kDa que no cruza con otras parasitosis -entre ellas
hidatidosis~ y que permite alcanzar una sensibilidad del 70% (Liu
et al., 1991) con muestras de suero. También se han identificado
otras proteinas aparentemente especificas de la T'. solium (Kong

et al., 1989).
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Una manera en que los métodos inmunoldégicos se conviertan en
diagnésticos de enfermedad seria a través de la deteccidn de
antigenos parasitarios. La deteccidén de antigenos indica que el
paciente presenta una infeccidén actual. Desafortunadamente, el
namero de trabajos al respecto es limitado. Entre los antigenos
supuestamente especificos de T. solium se han descrito antigenos
purificados del escélex del cisticerco mediante anticuerpos
monoclonales, que permiten alcanzar 100% de sensibilidad y gque no
presentan reaccién cruzada con T. solium o T. saginata
(Nascimento et al., 1987). También se ha tratado de detectar
antigenos en muestras de LCR con una sensibilidad del 70-100%
(Estrada et al., 1985; Téllez~Girdn et al., 1987; Correa et al.,
1989; Estrada et al., 1989; Gutiérrez et al., 1989; Velasco
castrejon et al., 1989; cChoromanski et al., 1990).

También se han disefiado pruebas inmunolégicas gque utilizan
muestras de saliva, las cuales resultan dtiles para estudios
epidemiolégicos ya que la obtencidn de la muestra es indolora y
no-invasiva (Acosta, 1990; Feldman et al., 1990). Las reacciones
cruzadas observadas con quiste hidatidico en estas publicaciones,
no causaria problemas en México porque la hidatidosis es de muy
baja prevalencia.

Se ha intentado establecer métodos diagnésticos utilizando
herramientas de la ingenieria genética: clonando y expresando
genes de pardsito gue puedan ser inmunogénicos o especie

especificos, o utilizando la métodos de hibridacién de DNA
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(Flisser et al., 1990; Harrison et al., 1990; Garcia-Dominguez et

al., 1992).

Diagnéstico de la cisticercosis porcina: El procedimiento méas
utilizado para diagnosticar la cisticercosis porcina en animales
vivos es la palpacidén de la lengua y observacidn de los parpados
que tiene un sensibilidad cercana al 70% (Gonzdlez et al., 1990).
La inspeccién post-mortem generalmente consiste en practicar un
par de cortes detrds de la paletilla en los misculos triceps y
anconeo derechos. En el misculo expuesto los cisticercos pueden

ser detectados visualmente.

9. Tratamiento

El tratamiento que se aplica al paciente neurocisticercoso
es variable dependiendo de la sintomatologia en relacidén con la
localizacidn, numero, y tipo de los cisticercos. El tratamiento
utilizado puede ser sintomdtico, quiridrgico o farmacoldgico. En
el tratamiento sintomatico se utilizan un buen nimero de
farmacos, por ejemplo, las crisis convulsivas son tratadas con
antiepilépticos, la cefalea con analgésicos, la hipertensién
intracraneana puede ser tratada quiridrgicamente o
farmacoldégicamente con esteroides y diuréticos, finalmente, las
alteraciones de conducta se tratan con psicodrogas. El

tratamiento quirdrgico depende del nimero y caracteristicas
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patolégicas en el sistema nervioso. La cirugia generalmente
resuelve problemas mec&nicos, aliviando parcial o temporalmente
la hipertensién craneana y, en ocasiones los sintomas focales o
epilepsia focal.

La introduccidén de varios tratamientos farmacolégicos ha
tenido un gran impacto en el manejo del paciente
neurocisticercosc. Sin embargo, su utilizacién debe llevarse a
cabo en centros hospitalarios por personal-especializado. Los

farmacos mis frecuentemente usados son:

a) E1 prazicuantel es un farmaco de amplio espectro
antihelmintico que fue inicialmente utilizado para el
tratamiento de la esquistosomiasis. Este medicamento es muy
eficiente cuando los cisticercos son parenquimatosos o
subaracnoideos, es poco tdxico y produce efectos colaterales
moderados (Andrews, 1976; Leopold et al. 1978; Robles, 1981;
Groll, 1982; De Ghetaldi et al., 1983; Sotelo et al., 1984;

Escobedo et al., '1989; Sandoval et al., 1989).

b) El1 albendazol también tiene un amplio espectro
antihelmintico. Ataca larvas y formas adultas de nematodos
gastrointestinales y pulmonares, también formas adultas de
céstodos y tremdtodos. Este medicamento ha sido también
empleado con éxito en el tratamiento de la cisticercosis; su
ventaja sobre el prazicuantel es el bajo costo y la f&acil

obtencién (Escobedo et al., 1987; Sotelo et al., 1988;
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1988b; Alarcdén et al., 1989; Escobedo et al., 1989; Agapejev

et al., 1992; Botero et al., 1892; Escobedo et al., 1992).

Al provocar la muerte del pardsito con estos medicamentos,
se puede incrementar la reaccién inflamatoria y con ello
exacerbar los sintomas neuroldgicos. Por lo tanto el tratamiento
farmacoldégico antiparasitario generalmente se acompafia con anti-

inflamatorios.

10. Relacidén huésped-parasito

La presencia del cisticerco en los tejidos de su huésped
humano o porcino induce la formacién de una respuesta inmune. La
respuesta inmune del huésped cisticercoso ha sido estudiada
principalmente de una manera indirecta en trabajos relacionados
al inmunodiagndstico. Se ha encontrado que la respuesta inmune no
se relaciona con la destruccidén del pardsito. Los humanos
cisticercosos tienen anticuerpos contra el cisticerco y a pesar
de ello, el cisticerco sobrevive por periodos prolongados. Se ha
demostrado que el tiempo promedio para la aparicidén de los
sintomas en los individuos cisticercosos es de 7 afios y puede
llegar hasta los 20 afios.

La IgG es la inmunoglobulina predominante entre los
anticuerpos anti-cisticerco. Los sueros reconocen en

inmunoelectroforesis hasta 8 antigenos y en Western blot més de
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20. Los cisticercos de T. solium presentan abundante IgG del
huésped asociada a la superficie, sin embargo, estas moléculas
tampoco se relacionan con el dafo en los cisticercos. (Correa et
al., 1989) Se ha descrito una molécula de 55 kDa gue se une a la
regién Fc de las inmunoglobulinas (Mandujano et al., 1992).

Las personas infectadas pudieran tener mayor
susceptibilidad a otras enfermedades (Correa et al., 1989).
Aparentemente la respuesta celular se encuentra disminuida en
pacientes con cisticercosis (Correa et al., 1989). Incluso se ha
informado un factor de RNA que inhibe la activacién de linfocitos
humanos por fitohemaglutinina (Molinari et al., 1990).

Se ha propuesto que el cisticerco emplea varios mecanismos
para evadir la respuesta inmune del huésped y sobrevivir por
largos periodos. Entre los mecanismos propuestos se pueden
mencionar: 1. secrecidén de antigenos inmunodominantes para
desviar a los anticuerpos lejos de la superficie ("pantalla de
humo'"), 2. enmascaramiento de la superficie con moléculas del
huésped, 3. modulacién o supresién de la respuesta inmune del
huésped, 4. establecimiento del paradsito en huéspedes inmuno-
suprimidos y 5. alojamiento en lugares inmunoldgicamente
privilegiados tales como el sistema nervioso.

A pesar de lo anterior se puede inducir inmunidad en cerdos
con antigenos de excrecién/secrecidén obtenidos en cultivos de
oncosferas (Pathak et al., 1990). También se puede proteger
ratones de la infeccidén con T. solium y T. saginata con antigenos

oncosferales de estos pardsitos (Molinari et al., 1988). En el
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caso de la T. ovis y de la T. Taeniaeformis, se ha demostrado una
alta proteccién utilizando proteinas de excrecién secrecién

oncosferal o sus formas recombinantes (Johnson et al., 1989; Ito
et al., 1991). Las perspectivas para el desarrollo de vacunas en

parasitosis producidas por ténidos son prometedoras.
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11. Antecedentes del Proyecto

El antigeno mejor caracterizado del cisticerco de la T.
solium es sin duda el antigeno B (AgB). Este antigeno fue
caracterizado inicialmente como un arco de precipitacién sin
carga neta aparente, identificado por inmunoelectroforesis al
confrontar un extracto de cisticercos contra sueros de pacientes
neurocisticercosos (Figura 9). En esta prueba, fue el antigeno

reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos en suercs de

pacientes neurocisticercosos, es decir, se trata de un antigeno

inmunodominante (Woodhouse et al., 1982; Espinoza et al., 1986).

Frecuencia Yo
(116 suercs)

84
47
3%
30
25
22
2l
14

nxoOODOMP®

Figura 9. Diagrama de las 8 bandas de precipitacién reconocidas por anticuerpos en
sueros humanos enfrentados contra un extracto de cisticercos de Taenia solium

mediante la técnica de inmunoelectroforesis {tomado de Flisser et al., 1983).
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En 1982 se publicdé el primer método de purificacién del AgB.
Este método era complejo y laboriosoc y permitia la purificacién
de pequefhas cantidades de proteina. El AgB purificado por el
método original mostraba dos bandas 85 y 95 kDa en SDS-PAGE.
Ademas, pruebas de fenol-sulfurico indicaban un contenido de 12%
de residuos glucosidicos (Guerra et al., 1982).

Se encontrdé que el AgB se une a la coldgena (Plancarte et
al., 1982), lo que dio la pauta para desarrollar un procedimiento
de purificacién por afinidad a coldgena (Figura 10). El uso de
este nuevo método de purificacién mostrd gue el péptido de 85 kDa
era en realidad un producto proteolitico del de 95 kDa (Laclette
et al., 1990).

La localizacidén de AgB en el cisticerco ha sido llevada a
cabo por métodos de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa
indirecta, asi como por métodos de yodacidén radiocactiva de
superficie (Laclette et al., 1987). El antigeno se encontrd
ampliamente distribuido en el tejido del cisticerco, con una
fluorescencia mds intensa en los citones tegumentales (Laclette
et al., 1987; 1989) (Figura 11). Dado que estas células participan
activamente en la produccidén de proteinas y glicoproteinas que se
envian al citoplasma distal (Lumsden, 1966; Oaks et al., 1971;
Trimble et al., 1975), se propuso gue el AgB podria ser
sintetizado en los citones tegumentales y enviado al tegumento
para su liberacién hacia los tejidos del huésped (Laclette et
al., 1987; 1989). Los resultados de experimentos con

inmunoperoxidasa indirecta e iodinacién radioactiva de
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Figura 10. Purificacién del AgB de Taenia solium a partir de un extracto crudé de
cisticercos por afinidad a coldgena. A: Gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomasie de: 1) extracto crudo de cisticercos, 2) extracto crudo de cisticercos
después de incubacién con coldgena polimérica. Fracciones unidas a la coldgena
cuando el extracto crudo se incubd en ausencia {3) o en presencia (4) de
inhibidores de proteinasas. B: Western blot de la fraccion A3 (carriles 1y 2) y A4
{carriles 3 y 4) incubadas con 1gG de conejo anti-AgB (tiras 1 y 3) y con suero

normal de conejo (tiras 2 y 4) {tomada de Laclette et al., 1989).
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superficie, indicaron que el AgB no era una proteina de
superficie por lo gue se propuso gue se trataba de un producto de
excrecién-secrecién parasitario (Laclette et al., 1987; 1989).
Ademds, se puede colectar AgB en el sobrenadante de cultivo in
vitro de cisticercos (Laclette et al., 1989) y se le puede
detectar en el LCR de pacientes neurocisticercosos (Correa et

al., 1989).

Figura 11. Inmunofiuorescencia indirecta de un corte de cisticerco de Taenia solium
incubado con la fraccién de 1gG de un suero anti-AgB. Como segundo anticuerpo
se usé un suero de chivo anticonejo acoplado a isotiocianato de fluoresceina. Ct:

citones tegumentales, Tg: tegumento. Barra: 80 i {tomada de Laclette et al., 1987).
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La posibilidad de que se trate de un producto de excrecidn-
secrecién estad de acuerdo con su inmunodominancia y
correlacionaba bien con la intensa produccién de anticuerpos en
las células plasmaticas que rodean al cisticerco en el midsculo
del cerdo (Diaz, 1983). Sin embargo, no concuerda con el pobre
infiltrado inflamatorio en el granuloma gque rodea al cisticerco
en el misculo esquelético del cerdo (Aluja et al., 1988).

La conexién entre el AgB y la reaccién inflamatoria surgidé a
partir de su propiedad de unién con colégena. Esto llevd
cuestionar qué otras moléculas con estructura colagénica podrian
unirse al AgB. Entre las proteinas con estructura colagénica cuya
funcién se relaciona al sistema inmune, se encuentra el Clg. Esta
proteina es un subcomponente del Cl, el primer componente de la
cascada del complemento.

Ensayos iniciales mostraron gue una preincubacidén de suero
humano con AgB purificado, disminuye los niveles de complemento
funcional en el suero (Laclette et al., 1989). Recientemente,
nuestro grupo ha informado que la disminucién de los niveles
funcionales del complemento se debe a una inhibicidn del ci,
posiblemente debida a la unidén del AgB con el Clq, tal como se
muestra en la figura 12 (Laclette et al., 1992).

Se ha logrado obtener clonas de cDNA que contienen la
secuencia codificadora completa del AgB de T. solium (Landa,
1992; Landa et al., 1993). La secuencia de aminodcidos deducida a
partir de la secuencia nucleotidica codifica una proteina de 863

residuos de aminodcidos con un peso molecular de 98,000.
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Figura 12. Inhibicion del C1 por el AgB. Cantidades variables de AgB fueron
incubadas con cada una de las paramiosinas a 37 °C por 30 min, con C1 aislado
{A) o con suero humano deficiente en C2 (B). La actividad de C1 remanente en el
suero fue evaluada en un ensayo hemolitico usando intermediarios activados de

complemento sobre eritrocitos de carnero (tomada de Laclette et a/., 1992).

El andlisis de la secuencia de aminodcidos ha mostrado un 75% de
similitud con la paramiosinardel trematodo Schistosoma mansoni y
un 35% con paramiosinas de nemdtodos como Caenorhabditis elegans
y Dirophilaria immitis o de artrépodos como Drosophyla
melanogaster (Landa, 1992). También se demostrdé identidad
inmunoldégica de la proteina recombinante, expresada en
Escherichia coli, con el antigenoc B (Landa, 1992), ademds de
identidad inmunolégica entre paramiosina S. mansoni y AgB. Estos

resultados demuestran que el AgB es la paramiosina de la Taenia
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TPmyX1

TPmyX4

TPmyX6

TPmyX7
TPmyX6

TPmyX2

-236 CTCTCCAGCTTTTGATCCCTCTGCAACGGTTTGTG
TTCTTCCAATAGACTCGAACCGTGTATAACTTTCGAATTTTCCCTGIGACTGCTTTGACTAGGAAAGGAATTTTCTGAGCGGTCGCATTCAATTGAGAATC
CGGTCCGTYTYCTGACTTTCGAATCTACTTCACGCACACAACCAATCCATTGCGCACGTGCCGTGATTCACCACAAAACGGGACCTATCAGAGACGAAGAC

1 ATGTCTGAATCACACGTCAAAATTTCTCGTACCATCATACGCGGGACTTCCCCAAGTACTGYTCGACTTGAGAGTCGCGTACGAGAACTGGAGGACCTGCT
M S E S HV K ! SR 1 R G T S P T VR L ES E L E
101 CGATCTTGAGCGAGATGCTCGCGTCCGGGCTGAACGCAATGCCAACGRGATGAGCATYCAGCTGGACACCATGGCTGAACGTCTTGACGAATTGAGTGGTA
3 0 AR VRAERNANEMS1T oLDTMAERTLUDETLSG
201 CTTCCTCTCAGACTCACGATGCTATTCGCCGTAAGGATATGGAGATCYCGMAGCTGCGCAAGGATCTGGAAA&TGCCAACGCTGCTYTCGAAACTGCCGAG
S S a@a T Kb AI1RRXKUDMETISKILRIKDILEHNANAATFETAE
301 GCCACTCTGCGCEGCAAACACAACACCATGAICTCCGAGATCICCAGCGAGGTTGAGAAITIGCA&AAGCAGAAGGGCAGGGCAGAGAAGGACAAGAGCCA
A R R M 1 s E I S E V E N L Q
401 GCTCATGCTTGAAATCGATAACGTTCTTGGTCAACTTGATGGEGCTTTAA&GGCCAAGGCCTCAGEGGAGAGCAAACTGGAGGGCTTGGACAGCCAGCTGA
L L 6 @ L O GALKAKA ASAETSTZ KTLETGLDSAQL

CGCGCTTGAAGGCGCTGACCGACGATCTTCAACGCCAAATGGCCGACGCTAACTCTGCCAAGTCGCGTTTGGCCGCAGAGAACTTCGAATTGGTICGCGTA
7 T D DL OQRQGMHADANSA AIKSURLAATEWNTFETLVR R

601 AATCAGGAGTAIGAAGCACAAGTCGTCACCTYCTCTAAGACAAAGGCCGCTCTTCAAAGCCAGCTGGAYGACCTTAAACGGGCCATGGATGAAGATGCACG

e vv T F S KTKAALESOQLDOLIXKXR RAMDETDAR

701 CAATCGCCTAAGECTTCAAACACAGTTGTCGAGTCTGCAAATGGACTACGACAACCTGCAAGCACGTTACGAGGAGGAAGCCGAGGCAGCEGGAAATCTGC

R S S L @ MO0 YDNULOARTYETETEA AEAATGEG

801 GCAACCAAGT1GCCAAATTCAACGCCGATA1GGCYGCCCICAALACCCGICTIGAGAGAGAACTTATGGCCAAGACTGAAGAGTTTGAAGAACTCAAACGC
AD M A A L K TR L ER L M A K T EE F

AAGCTGACTGTTCGCAYTACCGAGTTGGAGGATATGGCTGAACATGAGCGCACTCGTGCCAACAACCTGGAGAAGACCAAAGTTAAGCTGACTCTTGAGAT

K vV R I TEULEDMAEMHTERTRANNLETIKTH KV XLT L EI

1001 CAAGGATCTACAGGCTGAGAACGAGGCGTTGGCAGCAGAGAATGGAGAGT TAACGCATCGGGCGAACGAGGCAGAGAATCTTGCCAATGAGETGCAGEGTC

D LG AENEALAARAEWNT GETLTHR RANEA AEWNILANETLOGQR

1101 GAATAGACGAGATGACAGIGGAAATCAACACCCTCAACTCGGCCAACAGCGCICTAGAGGCGGACAACATGCGCCTCAAGGGGCAGGTCGGTGACCTCACC

N S A NS A L EADMNMKMRILIKTGQQ 0L T

1201 GACCGCATCGCCAATCTCGACCGCGAAAACCGCCAACTTGGCGATCAACTGAAGGAGACGAAATCAGCCCTGCGTGAYGCGAATCGTCGACTGACCGATTT
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1301 GGAGGCCCTGCGCAGTCAGTTGGAGGCAGAGCGYGACAACCTCGCCTCIGCICTCCATGATGCTGAGGAGGCACTGAAGFAGATGGAAGCGAAGTACGTTG
E AERDNILASALMHDATETEALKE

1401 CCTCGCAGAACGCTCTTAATCAECTCAAGTCCGAGATGGAACAACGTCTGCCTGAGAAGGACGAGGAACTGGAGAATCTGAGAAAGAGCACGACTCGCACG
S @ N AL NMWLIKSEMEORILRETZ KTDETETLEWNILRK

1501 ATTGAGGAGTTGACAACCACCAICTCAGAGATGGAGGTICGCTTCAAGICGGATATGYCTCGTCTGAAGAAGAAGTACGAGGCGACAATCAGCGAGCTAGA

! T T 1 S EM EVRF K SDMSRILIKIKIXKTYEATISETLE

1601 GGTGCAACTAGACGTGGCGAACAAGGCGAACGTCAACCTCAACCGCGAGAACAAAACCCTGGCTCAACGAGTTCAAGAGCTGCAGGCTGCGTTGGAGGACG
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1701 AGCGACGAGCTCGCGAAGCTGCAGAGAGCAACTTGCAGGTGAGCGAGCGCAAACGCATCGCCCTTGCTTCGGAAGTGGAAGAGATTCGCAGCCAACYGGAA
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1801 CTCAGTGACCGCGCTCGCAAGA#CGCCGAGTCCEAACTCAACGATGCCAATGGACGTAYCTCGGAGCTCACCCTATCGGTCAACACTCTTACCAAYGACAA
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1901 ACGTCGACTTGAAGGCGATATTGGCGTCATGCAGGGCGATCYCGATGAGGCCGTCAATGCGCGCAAGGCTGCTGAGGATAGAGCTGACCGTCTGAACGCTG
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2001 AGGTACTCCGCCTGGCTGATGAGCTGCGACAGGAACAAGAAAATTACAAGCGTGCTGAGACTCTGCGCAAGCAACTTGAGATCGAGATCCGTGAGATCACG
E LRLADETLARET GEWNTYI KR RAETTLRTZEKSDE O i

2101 GTCAAGTTGGAGGAGGCTGAGGCTTTCGCTACTCGTGAGGGTCGCCGTATGGTTCAAAAGCTCCAGAATCGGGTGAGGGAGCTTGAGGCGGACGTGGACGG

K L EEAEAFATREGRRMVYDQQKILQ 0 Vv D

2201 AGAAATTCGTCGCGCCAAGGAGGCCTTCGCCAACGCGCGCAAATACGAGCGTCAATTCAAGGAACTGCAGACACAGAGCGAGGATGATAAACGCATGATTT
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2301 TGGAGCTTCAAGAECTGCTAGACAAGACTCAGATCAAGATGAAAGCCTACAAACGTCAGCTTGAGGAACAGGAAGAGGTGICTCAGCTGACGATGAGCAAG
E L ODLLDIKTG 1 KHMEKAYIXUROQLETES QETEVSaLTMSK
2401 TACCGTAAGGCGCAGCAACAGATTGAGGAGGCGGAACATCGTGCTGACATGGCGGAGAGGACGATCACCATTAAGAGGACAATTGGTGGACCCGGTTCCCG
Y A DM AERT 1T 1 K 1 G P G §
2501 CGCCGTTTCGGTGGTTCGGGAGATCAACAGTGTCTCCCGTGGTAACCGTGCAACCAGCATCATGTAGATGTCCTCAAAAGGGCAGAACTCGTGACTTTTTT

vV SR GGNRAT ST H -

50

por

90

a

v v E S
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Figura 13. Secuencia nucleotidica y de aminoéacidos de la regidn codificadora de la
clona de cDNA de la paramiosina de la Taenia solium. La secuencia subrayada
corresponde a los oligonucledtidos sintéticos utilizados para obtener los tres
fragmentos del gen de la paramiosina y en el extremo izquierdo se encuentra su
clave (ver Objetivos del proyecto). El coddn de iniciacion (ATG) y de terminacion

(TAG) se encuentran en negritas (tomada de Landa, 1_993).
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solium (TPmy), por lo gue ambas denominaciones serdn usadas
indistintamente en la presente tesis.

En una publicacién reciente de Kalinna y McMannus (Kalinna
et al., 1993), se informa un receptor de Fc asociado a 1la
superficie tegumental de la T. crassiceps. Este receptor muestra
homologia completa con el AgB. Este hallazgo es especialmente
interesante ya que apoya la idea de una asociacién del AgB con la
superficie, ademds de gue este hallazgo puede ser explicado en
base a una unién con el Clg. Es decir que la funcién receptora de
Fc podria estar mediada por un complejo AgB~Clqg.

Nuestro grupo ha propuesto que las paramiosinas inhiben la
produccién de mediadores complementarios de inflamacién en la
interfase huésped-cisticerco, es decir que desmpefian un papel
inmunomodulador de la respuesta del huésped (Laclette et al.,
1989; 1992). El cisticerco puede evitar el reclutamiento de
células hacia la interfase para disminuir la confrontacién con su
huésped humanoc o porcino. Por lo anterior, la TPmy se ha
convertido en un candidato para el desarrollo de una vacuna en
contra de la cisticercosis.

Cabe mencionar gue la paramiosina es también candidato para
el desarrollo de una vacuna contra infecciones helminticas tales
como esqguistosomiasis (Pearce et al., 1986; Pearce et al., 1988;
Flanigan et al., 1989) y filariasis (Nanduri et al., 1989).

El papel inmunomodulador de la TPmy y su potencial como
vacuna no son los UGnicos atractivos para caracterizar su

interaccién con Clg. Una proteina que se une al Clg e inhibe la
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cascada del complemento tiene también potencial biotecnolégico.
Por un lado cabe la posibilidad de aprovechar sus propiedades
anti-inflamatorias, en caso de que la actividad inhibitoria de
Clg resida en un péptido pequefio de la molécula. Por el otro
lado, la TPmy podria ser utilizada para el atrapamiento de
complejos inmunes en soportes s6lidos, en el desarrollo de
pruebas inmunolégicas diagnésticas de enfermedades por complejos
inmunes, tales como enfermedades autoinmunes y varias
enfermedades parasitarias.

Para caracterizar la interaccidén de la paramiosina con la
colagena y el Clg a nivel submolecular, hemos preparado una
primera serie de construcciones plasmidicas para la expresién
recombinante de diferentes fragmentos de paramiosina, asi como de
la molécula completa. Cada uno de los fragmentos recombinantes ha
sido expresado, purificado en cantidad suficiente (del orden de
los miligramos) y probado en experimentos de unidén a colégena y
Clg asi como de inhibicién del complemento. Cabe hacer notar que
esta estrategia es posible gracias a que disponemos de clonas de
cDNA, conteniendo la secuencia codificadora completa de TPmy

(Landa et al., 1993).

Desde los primeros ensayos se determind qgue la interaccién
con Clg se lleva a cabo a través del extremo amino-terminal de 1la
paramiosina. Esto nos llevdé a realizar cinco series mas de

construcciones de expresidn, gue han permitido localizar el sitio
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de unién con Clg en fragmentos peptidicos cada vez menores,
siempre asociado al extremo amino del AgB. El nimero total de
construcciones de expresidn exitosas obtenidas para el gen de
TPmy durante el afio pasado se aproxima a 30. Se ha logrado
expresar TPmy en cantidades preparativas incluso en sistemas
eucariéticos glicosilantes. En la actualidad se tiene una idea
razonable de la regidén de la TPmy gue se une al Clgqg y este
proyecto del grupo se encuPntra en una situcién investigativa

especialmente interesante.

El presente proyecto de tesis fue concebido para contribuir
a la informacién acerca del papel de la TPmy en la relacién
huésped-cisticerco. En concreto, se pretendia averiguar si
existen regiones de la molécula de la paramiosina gue sean
reconocidas preferentemente por los anticuerpos anti-TPmy en
pacientes humanos cisticercosos. Consideramos que se trata de una
pregunta especialmente interesante ya que la paramiosina es una
proteina filamentosa estructuralmente homogénea. Es decir que en
caso de encontrarse una distribucién epitdpica no homogénea,
posiblemente se deba a caracteristicas en las secuencia de
aminodcidos, mas que a caracteristicas estructurales de la
molécula. Ademds, puesto que el sitio de unién con Clg se
localiza en el extremc amino terminal de la TPmy, pretendemos
responder la pregunta de si cabria esperar un blogueo del sitio

activo de la TPmy por los anticuerpos del huésped. Al respecto,
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recientemente se ha caracterizado isotipicamente la antigenicidad
de la paramiosina de Dirofilaria immitis con suero de individuos
infectados con Onchocerca volvulus. En este estudio se encontréd
que el extremo amino terminal de la proteina es reconocido

preferencialmente (Steel et al., 1990).
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12. Objetivos del Proyecto:

El objetivo final del presente proyecto de tesis de
licenciatura es el de determinar la distribucién de los epitopos

de la paramiosina reconocidos por anticuerpos en sueros humanos.

Este objetivo se pretende alcanzar probando el
reconocimiento de distintos fragmentos recombinantes de la TPmy.
Para ello se producirén construcciones de expresién gque permitan
obtener fragmentos recombinantes de la TPmy. En estas
construcciones, la molécula de la TPmy se pretende expresar en su
longitud total o dividida en tres tercios (ver Figura 14). Los

objetivos parciales del proyecto seran:

1. Desarrollo de las construcciones de expresién.

2. Confirmar por secuenciacién, gque las construcciones
contienen los insertos esperados,

3. Expresién y purificacién parcial de cada uno de los
fragmentos recombinantes hasta producir cantidades del orden
de los miligramos.

4. Tamizaje de sueros humanos obtenidos en una zona endémica
para cisticercosis, hasta obtener un nimero grande (mayor de
25) de sueros con anticuerpos anti~TPmy.

S. Probar el reconocimiento de los sueros hacia cada uno de

los tres fragmentos recombinantes purificados.
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Figura 14. Fragmentos de TPmy que serdn expresados en un sistema bacteriano
para probar por Western biot el reconocimiento de anticuerpos en sueros de
pacientes cisticercosos. Los fragmentos |, Il y Il equivalen a un tercio de la
longitud total de TPmy (fragmento V).
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IIXI. Materiales y Métodos

1. Materiales

Cisticercos. Los cisticercos fueron disecados de misculo
esquelético de cerdos naturalmente infectados. Los cisticercos
siempre fueron obtenidos durante las primeras cinco horas después
del sacrificio de los cerdos. Las larvas fueron lavadas tres
veces en PBS (NaCl 0.15 M, NaH,PO,/Na,HPO, 0.01 M, pH 7.4) ¥y

congeladas a -70 °C hasta su uso.

Sueros humanos. Los sueros humanos utilizados en el presente
trabajo de tesis fueron amablemente provistos por L. Arcos, los
cuales fueron obtenidos en poblaciones rurales de Michoacén, en
las gue se ha detectado una transmisién activa de la T. solium.
Unicamente se utilizaron sueros positivos hacia fluido vesicular
de Taenia crassiceps, cepa ORF, obtenido por ultracentrifugacién
en un ensayo inmunoenzimdtico (ELISA).

Cuatro sueros de individuos con tuberculosis fueron donados
generosamente por la técnico M. Elinos y cuatro de individuos con

amibiasis invasiva por el estudiante de maestria J. C. Sanchez.

Bacterias. Las bacterias utilizadas fueron de la especie
Escherichia coli, pertenecientes a las cepa JM109. Estas células

son: recAl supF44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi A(lac-proAB)
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F’{traD36, proAB', lacI®, lacZAM15] (ver Apéndice A). Esta cepa
gue no recombina, puede propagar vectores que llevan mutaciones

ambar, y puede modificar, pero no cortar el DNA transfectado.

Oligonucledtidos sintéticos. Los oligonucledtidos utilizados para
el desarrollo de las construcciones de expresién y para 1la
confirmacién de las mismas fueron sintetizados ex-profeso en un
sintetizador automatico Applied Biosystems Inc. Los
oligonucledtidos para las construcciones de expresién se

encuentran en la Tabla 2.

CLAVE SECUENCIA

Tpmy X! | GG GAA TTC GCT AGC AAT ATG TCT GAA TCA CAC GTC
Tpmy X2 | GGG AAG CTT GCT AGC TAC ATG ATG CTG GTT GC
Tpmy X4 | GG GAA TTC CTG CGC AAC CAA GTT GC

Tpmy X5 | GG GAA TTC CTC AAC CGC GAG AAC A

Tpmy X6 | GG GAA GCT TAA TTT CCG GCT GCC TCG

Tpmy X7 | GG GAA GCT TAG TTG ACGTIC GCCTIGT

Tabla 2. Oligonucleétidos sintetizados para las construcciones de expresion.
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El subrayado en la secuencia de los oligonucleétidos muestra
la posicién de los sitios de restriccién introducidos para
facilitar la subclonacién de los productos de PCR (ver seccién
Ligacién de las los fragmentos de PCR en el vector pRSET).

Los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la
confirmacién de las construcciones de expresién se encuentran en

al Tabla 3.

CLAVE SECUENCIA

pRSET HU T CAT CAT GGT ATG GCT AGC

pRSET HUR | GCT AGT TAT TGC TCA GCG G

Tabla 3. Oligonucledtidos sintetizados para la confirmacion de las construcciones

de expresion.

2 .Métodos

Marcaje radioactivo de los oligonucledtidos. Los oligonucledtidos
se marcaron radioactivamente con [y-*P] dATP usando
polinucledtido cinasa del bacteriéfago T4. La mezcla de reaccidén
contenia 1 pl1 del oligonucledétido por marcar a una concentracién
de 100 pmol/ul, 2.5 pl de un amortiguador de 500 mM Tris-HCl, pH
7.6, 100 mM Mgcl. y 50 mM ditiotreitol (DTT), 7 gl [y-"P] AATP
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[ (Amersham International ple) (3,000 Ci/mmol; 11.5 pmol}], 1 ul
(10 unidades) polinucledtido cinasa de T4. La mezcla se completa
hasta 25 ul con agua destilada (13.5 ul) y la reaccidén se lleva a

cabo a 37°C durante 30 min y se detiene llevandola a 95°C durante

5 min.

Reaccidén en cadena de la Polimerasa (PCR). La amplificacién de
fragmentos de DNA conteniendo una parte o toda la secuencia
codificadora del AgB se llevd a éabo por el método de la PCR. La
mezcla de reaccidén en tubos de microcentrifuga de 500 pl contenia
1 ul (~5 ng) de DNA Agt-10 de una clona que contiene la secuencia
codificadora completa del AgB (Landa, 1992; Landa et al., 1993),
1 ul de una solucidén de cada oligonucledtido en agua a una
concentracién de 100 pmoles/ul, 10 ul de un amortiguador de 200
mM (NH,).SO,, 700 mM Tris pH 8.3, 20 mM MgCl,, 0.1% albimina sérica
bovina (BSA) y 1% Tritén X-100 y 0.5 ul de Taq polimerasa (2.5
unidades/ml). La mezcla se completa con agua destilada hasta 100
#1 de volumen total de reaccidn y se cubre con una capa de 75 ul
de aceite mineral. E1 programa utilizado para los ciclos térmicos
de la reaccion fue:

1. 2 min a 94°¢C,

2. 25 ciclos de 1 min a 50°C, 3 min a 72°C y 1 min a 94°C

3. un ciclo de 3 min a 50°C, y 10 min a 72°C.

Al final de los ciclos térmicos, la mezcla de reaccidn fue

colectada cuidando de no tomar aceite mineral. Una muestra de S
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ul se corria en un gel de agarosa en 0.9 M de Tris-borato, 1 mM
de EDTA (TBE) y 0.5 pg/ml de bromuro de etidio para analizar los
productos de PCR. La mezcla de reaccidén era concentrada por
precipitacién etandélica y resuspendida en 5-10 ul de agua
destilada. La purificacién de los fragmentos se llevé a cabo por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, 40 mM de Tris-acetato,
1 mM de EDTA (TAE) y 0.5 upg/ml de bromuro de etidio para recortar
del gel la banda de interés. Para recortar las bandas de DNA en

el gel, éstos se iluminan con luz ultravioleta.

Purificacién de los fragmentos de DNA. A cada banda recortada se
le agregan 500 gl de una solucidén saturada de NaI (90.8 g/100 ml)
con Na,S0, (1.7 g/100 ml) y se incuba el tubo a 55°C hasta que se
disuelve la agarosa. Se agregan 2 pul de polvo de vidrio, se agita
vigorosamente en vortex y se conserva la mezcla a 4°C por una
hora. Posteriormente, se centrifuga por 30 seg en microfuga y se
descarta el sobrenadante. Nuevamente se agrega el Nal, se agita,
se centrifuga y se descarta el sobrenadante. E1 DNA unido al
polvo de vidrio se lava tres veces agregando 500 gl de una
solucién que contiene 50% de etanol, 0.1 M de NaCl, 10 mM de Tris
pH 7 y 1 mM de EDTA, centrifugando y descartando el sobrenadante.
Finalmente, se seca el polvo de vidrio al vacio por 5 min, se
resuspende en 20 gl de 10 mM de Tris pH 7 y 1 mM de EDTA (TE) y

se incuba al menos 30 min a 37°C para solubilizar el DNA.
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Ligacién de los fragmentos de DNA en el plasmido pRSET. Para la
expresidn recombinante del AgB, los fragmentos de DNA fueron
digeridos con Eco RI y Hind III para exponer los sitios de
restriccién construidos en los oligonucledtidos sintéticos usados
en la PCR (ver Tabla 2). Posteriormente fueron clonados en fase
dentro del plasmido pRSET-B (ver Apéndice B) previamente digerido
con Eco RI/Hind III. La reaccién de ligacién se 1llevé a cabo en
una mezcla de reaccién que contenia 1 pl (10 ng) de pRSET, 3-8 ul
(3 ng del fragmento con la secuencia completa del AgB, & 1 ng de
los fragmentos de un tercio de la longitud) de los fragmentos de
DNA, 10 gl de amortiguador de ligasa (200 mM de Tris-HCl, pH 7.6,
20 mM de MgCl,, 40 mM de DTT) y 0.1 ul de ligasa del bacteridfago
T4>(0.25 unidades), completado con agua destilada hasta 20 ul de
volumen total. Generalmente, la reaccién se dejaba a 15°C durante

2-4 h y se detenia calent&ndola a 65°C durante 10 min.

Transformacidn bacteriana con las construcciones de expresién.
Una colonia de la cepa JM109, aislada en una caja de cultivo de
medio minimo M9, se crece durante toda la noche con agitacién
(175 rpm) en 50 ml de SOBM (20 g bacto-triptona, 5 g extracto de
levadura, 0.5 g de Nacl/l, adicionado con 10 mM MgCl, y 2.5 mM
KCl). Medio mililitro del cultivo anterior se crece en durante 4-
S h en 50 ml de SOBM hasta que el cultivo llega a una DO, = 0.5.
Se mantiene el frasco del cultivo en hielo‘por 10 min. y se
centrifugan a 3,000 g por 10 min a 4°C. La pastilla de células se

resuspende en 2 ml de TFB (45 mM MnCl,, 10 mM cacCcl,, 100 mM KC1,
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10 mM &cido 2-[N-morfolinojetanocfulfonico (MES) y 3 mM Cloruro de
hexamina-cobalto)} y se mantiene en hielo entre 30 min a § h.
Cien microlitros de bacterias en TFB (células competentes)
se incuban en hielo durante 30 min en presencia de un pequefio
volumen del plasmido transformante (10-100 ng). Posteriormente,
las células competentes se someten a un chogue térmico a 37-42°C
durante 3 min. Se adicionan 900 ul de SOBM y se deja recuperar a
las células transformadas durante 20 min a 37°C. Finalmente, se
toman 50 ul de células transformadas y se siembran en la
superficie de una caja de Petri con medio sdlido SOBM que se
marca como cultivo al 5%. Los restantes 950 ml de células
transformadas son centrifugadas a 2,000 g durante 5 min y se
descarta la mayor parte del sobrenadante (~900 ul). La pastilla
de células se resuspende en la pequefia cantidad de medio y se
siembra en una caja de Petri como antes, marc8ndola como 95%.
Ambas cajas se mantienen toda la noche o durante 12 h a 37°C. A
la mafana siquiente, las Gnicas colonias gue crecen en el medio
con ampicilina son aguéllas que contengan el plésmido
transformante (ver Apéndice B), es decir, las clonas

recombinantes.

bPurificacién alcalina de plésmidos. Las clonas bacterianas
transformadas con las construcciones de expresién se crecieron
durante la noche en cultivos de 50 ml de SOBM con 100 pg/ml de
ampicilina (SOBM-amp). A la mafiana siguiente el cultivo se

centrifuga 3,000 g durante 10 min y la pastilla de células se
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resuspende en 5 ml de Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM y Tris 25 mM, pH
8 y se conserva en hielo por 10 min. Posteriormente se agregan 10
ml de una solucidén recién preparada de NaOH 0.2 mM y SDS 1% y se
agita por inversién del tubo dos o tres veces. Se adicionan 7.5
ml de acetato de amonio 7.5 M y la mezcla se agita vigorosamente
Yy se mantiene en hielo por 10 min. Posteriormente, se centrifuga
a 1,500 g por 10 min a 4°C, se colecta el sobrenadante y se le
agregan 15 ml de isopropanol dejéndose de nuevo en hielo por 10
min. Se centrifuga a 1,500 g por 10 min, se decanta el
sobrenadante y la pastilla se resuspende en 200 pl de TE. La
solucidén anterior se incubd con RNAasa (concentracién final de
100 pg/ml) a 37°C por 30 min para posteriormente extraerla
primero con fenol y luego con cloroformo. Para lograr una mejor
pureza del plasmido, la fraccidn era cromatografiada a través de
sepharosa CL4B colectando fracciones de 6~7 gotas que se
analizaron en geles de agarosa para determinar la(s) fraccién(es)

contenian el DNA plasmidico.

Confirmacién de las construcciones de expresién por secuenciacién
con DNA polimerasa de Thermococcus litoralis (Vent-polimerasa).
Las construcciones de expresidn fueron verificadas secuenciando
los extremos de los fragmentos insertados en el vector pRSET. La
reaccién de secuenciacién con deoxi-dideoxinucledtidos y ciclos
térmicos con Vent-polimerasa (New England Biolabs) estd basada en

una combinacién entre la PCR (ver arriba) y el método de

53



terminacién de cadena por dideoxinucledtidos de Sanger (Sanger et
al., 1977).

En detalle, el primer paso se prepararon los tubos de
reaccién con deoxi (dXTP)-dideoxi (ddXTP)-nuclebétidos. Para esto
se usaron las mezclas de secuenciacién para CircumVent (ver Tabla
4), se agregé 3 ul de la mezcla "A" en el fondo de un tubo
marcado con "A", y 3 ul de las mezclas de "C", "G" y “T" en el

fondo de tubos con las marcas correspondientes.

Tabla 4. Concentracion (uM) de deoxi/dideoxinucleétidos en las

mezclas de secuenciacion para CircumVent.

Mezcla A | Mezcla C Mezcla G Mezcla T
ddATP | 900 - - -
ddCTP | --- 480 - -
ddGTP | --- e 400 -
ddTTP | --- - --- 720
dATP 30 30 30 30
dCTP | 100 37 100 | 100
dGTP 100 100 37 100
dTTP 100 100 100 33
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En el sequndo paso se combind el templado con el
oligonucléotido. Para esto se mezclé lo siguiente en un tubo de
microcentrifuga:

1.- 0.05 pmoles de templado de doble cadena.

2.~ 1.2 pmolas del oligonucledtido marcado.

3.- 1.5 pl de amortiguador 10 x para CircumVent (100 mM KC1,

100 mM (NH,),SO,, 200 mM Tris~HCl, pH 8.8, y 50 mM Mgso,)

4,- 1 pl de la solucidén de Tritdén X-100 al 3%

Finalmente, se agregd agua destilada hasta un volumen total
de 14 pl y se mezcld la solucidn pipeteando suavemente. El tercer
paso fue la adicién de la polimerasa y de los deoxi-dideoxi
nucledtidos. Primero, se adicionaron 2 unidades de Vent (DNA)
polimerasa al tubo conteniendo el templado, el oligonucledtido,
el amortiguador, el Tritdn X-100 y el agua, y se mezcld la
solucién pipeteando suavemente. Posteriormente, se distribuyeron
3.2 pl de esta reaccién al tubo marcado como "A" y se mezcla
pipeteando suavemente. Se repitié la adicién con los tubos "c",
nG" y "Tv, Después, la reaccidn se cubrid con 100 pl de aceite
mineral estéril. Finalmente, se pusieron los tubos en la maquina
de PCR y se comenzaron los ciclos térmicos. El programa usado
fue: 22 ciclos de: 95°C , 1 min; 50°C, 1.5 min y 72°C ,1 min.

Por dltimo, se terminé la reaccidédn adicionando, a cada tubo
por debajo de la capa de aceite mineral, 4 gl de Formamida

desionizada con, 0.3% de Cianol de Xileno FF, 0.3% de Azul de
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bromofenol, 0.37% de EDTA, pH 7. las reacciones se almacenaron

a -20°C.

Produccién de proteinas de fusién. Las clonas bacterianas
transformadas conteniendo los vectorgs de expresién fueron
crecidas en 50 ml de SOBM-amp con agitacidén (175 rpm) a 37°C
hasta que llegaron a una DO, = 0.3 y se le agrega isopropiltio-
fi-D-galactdsido (IPTG) a una concentracién final de 1 mM (ver
Apéndice B). Después una hora m&s de crecimiento en presencia del
inductor gratuito IPTG se toma una alicuota de 1 ml como muestra,
y se infectan las bacterias con el bacteriéfago ayudador M13/T7
(a una dosis de 5 unidades formadoras de placas/bacteria) gue
aporta la polimerésa de T7 necesaria para la produccidn de
transcritos de la proteina de fusién (ver Apéndice B). A partir
de ese momento se toman alicuotas de 1 ml a las 2, 4 y 6 h, que
se centrifugan durante 2 min y la pastilla de bacterias se
resuspende en 200 pl de amortiguador de Laemmli y se analiza el
nivel de induccidén en SDS~PAGE comparandoc las alicuotas a los

distintos tiempos con la inicial (antes de la infeccién con

M13/77).

Purificacién de las proteinas de fusién. Las proteinas
recombinantes expresadas en niveles elevados frecuentemente son
tdéxicos para la bacteria huésped. Un mecanismo comin que utiliza
la bacteria es el de insoclubilizar las proteinas recombinantes en

los llamados cuerpos de inclusién. Este hecho provée una ventaja
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para la purificacién de las proteinas recombinantes ya que se
pueden eliminar los componentes bacterianos a base de
tratamientos enérgicos, para conservar tUnicamente los cuerpos de
inclusién que pueden ser posteriormente solubilizados. La
proteina recombinante es précticamente el Gnico constituyente de
los cuerpos de inclusién, por lo gue al aislarlos se-obtiene 1la
proteina recombinante en forma casi pura.

Los cuerpos de inclusién fueron purificados a partir de un
cultivo de 100 ml de bacterias, transformadas con cada uno de las
construcciones de expresidn, e inducidas a expresar la proteina
de fusién como se describid anteriormente. El cultivo se
centrifuga a 4,000 ¢g, durante 20 min y la pastilla bacteriana se
resuspende en 5 ml de 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, con 20% sacarosa y
se conserva a 4°C por 20 min. Las bacterias se centrifugan como
antes y la pastilla se resuspende en 5 ml de agua bidestilada a
4°C, dejandose incubar por 10 min. La suspensién se centrifuga a
8,000 g durante 15 min y el sedimento se resuspende en 1 ml de
PBS, pH 7.2, con 1 ug/ml leupeptina, 0.5 mM de floruro de
fenilmetilsulfonil (PMSF) y 20 pg/ml de aprotinina. La suspensién
es gsonicada 3 veces en hielo con un sonicador de véastago, durante
30 seg a 50 W. Se agregan 130 unidades de RNAasa y 40 ug de
DNAasa y se incuba a temperatura ambiente por 10 min. Se agregan
4 ml del amortiguador anterior y se centrifuga a 13,000 g durante
30 min. La pastilla se lava tres veces por resuspensién en 4 ml
de PBS pH 7.2, con 25 % sacarosa y 1 % Tritén X-100, seguida por

centrifugacién a 25,000 g a 4°C durante 20 min. El precipitado se
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resuspende en 1 ml de 50 mM Tris-HC1l, pH 8, con 5 M de cloruro de
guanidina y 0.65 M NaCl y se sonica 5 seg a 50 W y se mantiene la
suspensidn a 4°C por 60 min. Posteriormente, se diluye 1:1 con 50
mM Tris-HCl pH 8 y se dializa contra 10 mM de fosfatos, pH 7.2
{(también se puede usar verocnal o Tris) con 0.3 M NaCl y 10 mM
EDTA. Al final de la didlisis la solucidn se clarifica por
centrifugacién a 25,000 g durante 30 min y se almacena el

sobranadante en alicuotas a -75 °C hasta su uso.

pPurificaciébn del AgB/TPmy natural. El procedimiento de
purificacién del AgB por afinidad a coldgena fue descrito hace
varios anos {Laclette et al., 1989) y modificado recientemente
(Laclette et al., 1992). En breve: un gramo de cisticercos recién
descongelados son homogeneizados en 5 ml de un amortiguador de
fosfatos 10 mM, pH 7.4, conteniendo NaCl 0.6 M, &cido
etilendiamintetraacético (EDTA) 2.5 mM, p-hidroximercuribenzoato
(PHMB) 0.04%, PMSF 0.006%, tosil lisina clorometil cetona (TLCK)
0.1mM y leupeptina 25 pg/ml en un homogeneizador Polytron
(Brinkman Instruments Co.) a maxima potencia durante 1 min en
hielo. El1 homogenado es centrifugado a 100,000 g por 60 min a 4°C
y el sobrenadante se diluye 1:1 con amortiguador de fosfatos
conteniendo todo lo que se describe arriba excepto NacCl. Esto
quiere decir que la concentracidén de NaCl se reduce a 0.3 M. El
extracto se incuba entonces con un gramo de coldgena polimérica
Tipo I de tenddn bovino, durante 60 min a 4°C con agitacién

lenta. Posteriormente, la coldgena es lavada tres veces con el
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mismo amortiguador (con una concentracién de 0.3 M de NaCl), y el
material unido a la coldgena se eluye con el mismo buffer
conteniendo 0.5 M de NaCl y se concentra aproximadamente 10 veces
en una céamara de Amicon usando una membrana que retiene moléculas
mayores a 30 kDa (PM30, Amicon). Finalmente, se dializa 1la
proteina contra amortiguador de fosfatos 0.3 M de NaCl, se
determina su concentracidn por el método de Lowry y se mantiene

en alicuotas a ~75°C hasta su uso.

Métodos Miscelaneos. La electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE) se realizd siguiendo la descripcién de Laemmli
(Laemmli et al., 1979). Las bandas se visualizaron tiféndolas con
Amido Negro. Los pesos moleculares de las bandas se calcularon
por comparacidén con proteinas est&ndares (BioRad). Los Western
blot se realizaron siguiendo el método de Towbin (Towbin et al.,
1979). Se usaron cantidades equimolares de cada una de las
proteinas recombinantes; en el caso de la proteina completa se
colocaron 150 ug/pozo Yy en el caso de los fragmentos de un tercio
de la longitud del AgB, se aplicaron 50 pg/pozo. Los sueros
humanos fueron incubados con las tiras de nitrocelulosa durante
60 min a temperatura ambiente y a una dilucién de 1:500. Como
segundo anticuerpo se utilizd un anticuerpo de conejo anti-IgG

humana acoplado a peroxidasa.
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IV. Resultados

1. Construcciones de Expresidn

Obtencidén de las construcciones de expresién. Se sintetizaron
ocho oligonucledétidos disefiados a partir de la secuencia ya
conocida (Landa et al., 1993) del AgB (ver Tabla 2 en el capitulo
de Materiales y Métodos). Estos oligonucledtidos fueron disefiados
para iniciar la amplificacién por PCR, de tres fragmentos del gen
de la paramiosina asi como de la secuencia completa (ver Figura
14 en el capitulo de Introduccién).

Para la construccién de expresioén de la secuencia completa
de la TPmy, se utilizaron los oligonucledtidos Tpmy-X1 y Tpmy-X2.
Para la expresién del fragmento amino-terminal se usaron los
oligonucleétidos Tpmy-Xi y Tpmy-X6; para el fragmento central,
Tpmy—-X4 y Tpmy-X7 y para el carboxilo-terminal, Tpmy-X5 y Tpmy-X2
(ver Tabla 2 en el capitulo de Materiales y Métodos). La proteina
completa estd codificada entre la base 1 y la base 2592, es decir
que estad formada por 864 aminoadcidos. El fragmento amino-terminal
estd contenido entre la base 1 a la 804, es decir que codifica
para 268 aminodcidos. El fragmento medio comprende de la 804 a la
1654 (850 pb) y codifica para 268 aminoacidos. El carboxilo-
terminal contiene de la 1654 a la 2592 (938 pb) y codifica para
312 aminodcidos. Nétese gue los oligonucledtidos gue inician en

el extremo 5’ tienen incluido un sitio de restriccién Eco RI
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(subrayado en la Tabla 2), mientras que los usados para iniciar
en los extremos 3’ de los fragmentos poseen un sitio de Hind III,
para conseguir la orientacién correcta. Para mantener el marco de
lectura apropiado entre’ el extremo 5’ de la secuencia de fusién y
el fragmento de DNA ligado se utilizé la versién B de pRSET (ver
Apéndice B y Figura 15). Como se muestra en la fiqgura 16, en
todos los casos, el producto de PCR mostraba un tamafio de acuerdo

con el esperado a partir de la secuencia de nucleétidos.

Confirmacidén de las Construcciones de expresidn.

Las construcciones para la expresién de los diferentes
proteinas recombinantes fueron realizadas por ligacidén de cada
uno de los fragmentos de DNA obtenidos por PCR con una cantidad
equimolecular de pRSET previamente cortado con Eco RI y Hind III.
Se transformaron bacterias de la cepa JM109 siguiendo métodos
convencionales y se seleccionaron las células transformantes, que
contienen plédsmido, por su fenotipo de resistencia a ampicilina
(ver Apéndice B). La construccién que contiene el tercio amino-
terminal se denomindé VW 2-1, el tercio central se denomind VW 3-3
y el carboxilo-terminal VW 4-1. La construccién conteniendo la
secuencia codificadora completa del AgB se denominé como VW 7-3.

Antes de intentar las inducciones de expresién, se decidid
confirmar las construcciones por secuenciacién de las regiones de
ligacidn. La secuenciacién se realizd sobre los plasmidos
recombinantes obtenidos de una purificacién alcalina usando Vent

polimerasa (New England Biolabs Inc.). Como iniciadores se
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Figura 15. Representacidén esquematica del vector utilizado en las construcciones
para la expresion de los péptidos recombinantes del AgB. Los fragmentos de DNA
fueron insertados en los sitios EcoRI/Hindlll. Para mayor detalle sobre el vector

consultar el Apéndice B.
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de DNA amplificados
por PCR, para expresar los péptidos del AgB. La amplificacién por PCR se realizé
utilizando oligonucledtidos sintéticos disefiados a partir de la secuencia nucleotidica

del AgB (Landa 1992). A: VW 2-1, B: VW 3-3, C: VW 4-1 y D: VW 7-3.
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utilizaron dos oligonucledétidos sintéticos (TPmy HU y TPmy HUR)
disefiados de acuerdo a la secuencia de pRSET, para unirse 60-110
nucledtidos por arriba del sitio de clonacidén. La mezcla de
reaccidén contenia dideoxinucledétidos para promover la terminacién
de las cadenas, y los ciclos térmicos permiten por un lado
secuenciar sobre un templado de doble cadena y por el otro,
amplifican el fragmento de DNA entre los oligonucleétidos
iniciadores. La figura 17 muestra gque tanto la construccién para
expresar al AgB completo como las que expresan los péptidos
amino-terminal, central y carboxilo-terminal, poseen la secuencia

esperada.

2. Expresién de las proteinas recombinantes

Las pruebas iniciales de induccién de las construcciones de
expresién se llevaron a cabo para determinar el tiempo en el cual
se alcanza la madxima expresidén de cada una de las proteinas
recombinantes. Para ello se crecieron ias colonias de las
bacterias transformadas con cada construccién de expresién (VW 2~
1, VW 3-3, VW 4-1 y VW 7-3) en 5 ml de medio SOBM con ampicilina
y se les agregd IPTG y el bacteriéfago ayudador M13/T7, para
inducir la expresién de la polimerasa T7, que a su vez transcribe
las secuencias de las proteinas recombinantes. Paralelamente se
crecieron bacterias sin transformar para utilizarlas como control

negativo de induccién. A partir de la adicidén del bacteridéfago se
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GAT Asp

AAG Lys

GAT Asp

CCG Pro

AGC Ser TGCA

TCG Ser =

AGA Arg ion T

TCT Ser - CGG

GCA Ala - GCT

GCT Ala - TTG

GGT Gly - TTA

ACC Thr - GCA

ATG Met ™ Gce

GAA Glu - GGA

TTC Phe —t TCA

GCT Ala .““ = AGC

AGC Ser - TTA Alt

AAT Asn HindIII{ —_— ATT Asn

g™ ATG Met L TCC Gly

TCT Ser R GGC Ala

GAA Glu = TGC Ala

TCA Ser — CTC Glu

CAC His - - G

GTC Val -

AAA Lys

ATT Ile

TCT Ser

A

Figura 17. Confirmacidn de las construcciones de expresidn. La confirmacién en de
todas las construcciones se llevd a cabo por secuenciacién mediante PCR de las
regiones de ligacion dentro del vector. La enzima utilizada en la PCR fue la Vent-
polimerasa. El aminoécido codificado por cada triplete se encuentra escrito al lado
derecho. A: fragmento VW 2.1, i; extremo 5°, ii: extremo 3’ {en todas las
direcciones 3’-5’ la secuencia de aminodcidos esta basada en la secuencia
complementaria reversa); B: fragmento VW 3-3, i: extremo 5’, ii: extremo 3’; C:
fragmento VW 4-1, i: extremo 5’, ii: extremo 3’; D: proteina recombinante
completa VW 7-3, i; extremo 5’, ii: extremo 3’.
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GAT

AT
GAC
GAT
ARG
GAT
CcCG
AGC
TCG
AGA
TCT
GCA
GCT
GGT
ACC
ATG
GAR
TTC
CTC
AAC
cGC
GAG
AAC

Asp
Lys
Asp
Pro
Ser
Ser
Arg
Ser
Ala
Ala
Gly
Thr
Met
Glu
Phe
Leu
Arg
Asn
Gln
Val

Asp
Asp
Lys
Asp
Pro
Ser
Ser
Arg
Ser
Ala
Ala
Gly
Thr
Met
Glu
Phe
Leu
Asn
Arg
Glu
Asn
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GG
GCT
TTG
TTA
Geca
GCC
GGA
TCA
AGC
TTA
GTT
GAC
GTT
cGeC
cTT
GT

TC
GGG
CTT
TGT
TAG
CAG
CCG
GAT
CAR
GCT
TGC
TAG
CTA
CAT
GAT
GCT
GGT
TGC

Alt
Asn
Val
Asn
Ala
Lys

Alt
Met
Ile
Ser
Thr
Ala



GAC Asp
GAT Asp
&BCA AAG Lys
T - GAT Asp
~" 9 CCG Pro
- AGC Ser TC
-— @ TCC Ser P
- AGA Arg CTT
- TCT Ser §;, TGT
TS e GCA Ala : g TAG
w 2. GCT Ala t 3 CAG
GGT Gly . cee
ACC Thr . g GAT
ATG Met 3 CAA
GAA Glu ) Gcer
TTC Phe ) - TGC
GCT Ala HindIII{ S TAG
AGC Ser .A'.._ CTA Alt
AAT Asn “én.—  CAT Met
ATG Met " am—  GAT Ile
TCT Ser -, — GCT Ser
ggﬁ glu ‘*:F- GGT Thr
er TGC
CAC His | - Ala
GTC Val
AAA Lys
ATT Ile
TCT Ser

tomaron alicuotas de la induccidn cada dos horas para analizarlas
por SDS~PAGE. Como se muestra en la figura 18 el patrdn de bandas
de las bacterias transformadas y sin transformar en el tiempo
cero es muy similar. En cambio, a las dos horas las clonas
bacterianas transformadas presentan una banda intensa con un peso
molecular aparente gue es consistente con el esperado de cada una

de los péptidos recombinantes.
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Figura 18. Expresién de las péptidos recombinantes en distintos tiempos después
de la induccidn de la expresidon. A: bacterias sin transformar, B: bacterias
transformadas con VW 2-1, C: transformadas con VW 3-3, D: transformadas con
VW 4-1 y E: transformadas con VW 7-3. El nimero que se encuentra arriba de
cada serie de columnas indica el tiempo en horas después del inicio de la
induccién; el tiempo cero corresponde al momento en el que se agreg6 el

bacteriéfago M13/T7 y el IPTG (ver mayores detalles en Materiales y Métodos).
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El tiempo en que se alcanza la maxima expresidén fue de 4 h
para las clonas VW 2-1 y VW 3-3, y de 6 h para las clonas VW 4-1

y VW 7-3.

3. Purificacién de las proteinas recombinantes

Las clonas que expresaron proteina inducible en altos
niveles fueron utilizadas para la purificacién de los péptidos
recombinantes de AgB. Después de unas pruebas iniciales se
encontrd gue la mayor parte de la proteina recombinante se
encontraba en los llamados cuerpos de inclusién de las bacterias;
esto es comin tratdndose de proteinas ajenas expresadas en altos
niveles por las bacterias. Consecuentemente, se purificaron los
cuerpos de inclusién bacterianos lisando las células con un
choque hipoténico y con sonicacidén. Los cuerpos de inclusidn se
lavan varias veces para deshacerse de los debris celulares con
una solucidén que contiene Tritén X-100. Finalmente, los cuerpos
de inclusién se solubilizan con cloruro de guanidina en un
amortiguador gue contiene una concentracién 0.65 M de NaCl. La
alta concentracién de sal es indispensable ya que el AgB es una
proteina extremadamente polar. Como Gltimo paso, la proteina
solubilizada se dializa contra PBS, 0.3 M NaCl y se concentra en
amicon para ser cuantificada por Lowry y analizada en SDS-PAGE.
La figura 19 muestra los geles de las fracciones enriquecidas con

cada una de las proteinas de fusién. En todos los casos se
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considerd que el enriquecimiento en el péptido de interés era

suficiente para usarlo en los ensayos de Western blot con los

sueros humanos. Cabe mencionar que el rendimiento de todas las
proteinas recombinantes fue del orden de los miligramos

alcanzandose un méximo de 8 mg/100 ml de cultivo.

e AB C D
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Figura 19. Purificacidén de los péptidos recombinantes del AgB. Los carriles
contienen muestras semipuras de los péptidos recombinantes corridos en geles de
poliacrilamida con SDS. A: fragmento recombinante VW 2-1, B: fragmento
recombinante VW 3-3, C: fragmento recombinante VW 4-1 y D: proteina

recombinante completa VW 7-3.
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4. Seleccidén de los sueros positivos al AgB

Los sueros humanos gue se usaron para determinar la
distribucién de epitopes del AgB fueron seleccionados entre
‘sueros previamente identificados como positivos a un extracto
crudo de cisticercos (ver seccién III.1.). Para ello, el AgB fue
purificado a partir de un extracto crudo de cisticercos por un
método de afinidad hacia colédgena. Inicialmente se intenté
determinar la positividad o negatividad de los sueros humanos
colectados en dreas endémicas mediante pruebas de ELISA, sin
embargo, se encontrd que no era facil discernirlos por lo que se
decidid realizar pruebas de Western blot para considerar
anicamente la positividad hacia la banda del AgB. Para ello, la
fraccién enriquecida en AgB fue corrida en un gel de

poliacrilamida con SDS con un solo pozo y transferida a una hoja

Figura 20. Deteccion de los sueros positivos hacia el AgB por Western blot. Las
tiras con AgB purificado de cisticercos se incubaron con sueros humanos
previamente determinados como positivos por un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA), que utiliza un extracto crudo de antigenos del cisticerco. Hacia el extremo
derecho se muestra un carril del AgB tefido con amido negro marcado con un
asterisco, el carril marcado con una flecha es un control positivo y muestra el
reconocimiento del AgB por un suero hiperinmune de conejo anti-AgB. Los circulos

indican que sueros fueron considerados como positivos.
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de papel de nitrocelulosa. Se recorté la hoja en tiras y se
pusieron a incubar las tiras con cada uno de los 50 sueros anti-
cisticerco diluidos 1:500 (Figura 20). Al final de ambas pruebas,
un total de 32 sueros resultaron claramente positivos hacia el
AgB. Otros sueros reconocian débilmente al AgB; finalmente sélo 7
sueros resultaron totalmente negativos. A pesar de las
dificultades con las pruebas de ELISA mencionadas arriba, en
ningtGn caso esta prueba detectd como positivo algin suero que se

hubiera encontrado negativo por Western blot.

5. Distribucidén de epitopes reconocidos por anticuerpos humanos

en las proteinas recombinantes

Una vez seleccionados los sueros positivos hacia el AgB de
T. solium, se usaron para determinar si los anticuerpos en los
sueros reconocen preferencialmente alguno de los fragmentos
recombinantes. Inicialmente se hicieron ensayos de Western blot
para ver si el AgB recombinante de longitud total era reconocido
por los anticuerpos anti-AgB. Como era de esperar, la proteina
recombinante completa fue reconocida tanto como la proteina
natural (Figura 21). Ademds de la proteina recombinante los
sueros reconocieron otras proteinas de la bacteria presentes en
la fraccidén de los cuerpos de inclusién. Esta es una observacién
comin cuando se trabaja con proteinas recombinantes producidas en

bacterias, ya que el ser humano mantiene niveles altos de
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Figura 21. Deteccidn de los sueros positivas hacia la proteina recombinante VW 7-
3 por Western blot. Las tiras con la proteina recombinante VW 7-3 semipura se
incubaron con los sueros humanos positivos al AgB previamente determinados
como positivos por un Western blot, que utiliza el AgB. Hacia el extremo izquierdo
se muestra un carril de la proteina VW 7-3 teiido con amido negro marcado con un
asterisco y la flecha lateral sefiala la banda que corresponde a la proteina
recombinante, el carril marcado con la flecha es un control positivo y muestra el

* reconocimiento de la protefina recombinante por un suero hiperinmune de conejo

anti-AgB.
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anticuerpos anti-bacterianos. Sin embargo, la posicién del AgB
puede ser facilmente identificada por su peso molecular, tifendo
una de las tiras de nitrocelulosa con Amido Negro, y puesto gque
se trata de la proteina mds abundante en la fraccién.

A continuacién se realizaron ensayos similares de Western
blot utilizando los fragmentos recombinantes amino-terminal (VW
2~1), central (VW 3-3) y carboxilo-terminal (VW 4~1). El
fragmento VW 4-1 resulté ser el mds frecuentemente reconocido por
los sueros humanos positivos al AgB . El reconocimiento hacia los
otros fragmentos recombinantes parece ser notablemente m&s bajo
(Figura 22).

También se realizaron ensayos de Western blot de los
fragmentos recombinantes con los sueros dque en la seleccidn
inicial habian resultado negativos o levemente positivos (Figura
24) . Ningdn suero se convirtid en claramente positivo hacia
alguno de los fragmentos del AgB. Ademé&s, el reconocimiento de
los tres fragmentos recombinantes resultd muy débil y
posiblemente similar, a diferencia del reconocimiento de los
sueros positivos que resultd fuertemente dirigido hacia el
fragmento VW 4-1.

Se estudidé también el reconocimiento de los fragmentos
recombinantes por sueros de pacientes con otras enfermedades
infecciosas. Se usaron cuatro sueros de pacientes con
tuberculosis y cuatro de pacientes con amibiasis. Algunos
resultaron positivos; por ejemplo, el paciente tuberculoso‘Tl

resultd ser muy positivo al fragmento central (VW 3-3) mientras
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Figura 22. Deteccion de los sueros positivos hacia las proteinas recombinantes por
Western blot. Las tiras con cada una de las proteinas recombinantes semipuras se
incubaron con los sueros humanos positivos al AgB previamente determinados
como positivos por un Western blot, que utiliza el AgB. Se muestra marcado con
un asterisco un carril de la proteina tefiido con amido negro y la flecha lateral
sefala la banda que corresponde a la proteina recombinante, el carril marcado con
la flecha es un control positivo y muestra el reconocimiento de la proteina
recombinante por un suero hiperinmune de conejo anti-AgB. A: fragmento VW 2-1,

B: fragmento VW 3-3 y C: fragmento VW 4-1.
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Figura 23. Composicion de tiras que resume la respuesta de los sueros hacia cada
fragmento recombinante. En cada conjunto de tres tiras la del extremo izquierdo
siempre es el fragmento amino-terminal, la del centro es el fragmento central y la
del extremo derecho, el carboxilo-terminal. P: Tiras tefidas con amido negro, C:
control positivo que muestra el reconocimiento de cada uno de los tres fragmentos
recombinantes por un suero hiperinmune de conejo anti-AgB. El nimero superior de

cada grupo indica el suero que se usd.
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que el paciente T3 resultd moderadamente positivo hacia el
fragmento amino-terminal (VW 2~1). El paciente amibidsico B
resultdé claramente positivo hacia el frag.ento amino-terminal (VW
2-1) y el paciente A resultd positivo hacia el carboxilo-terminal
(VW 4-1). Sin embargo, no se observd ninguna tendencia clara de
reconocimiento hacia alguno de los fragmento: recombinantes
(Figura 25).

También se realizaron pruebas de especificidad de reaccién
de reconocimiento incubando cada uno de los fragmentos
recombinantes sélo con el anticuerpo conjugado a peroxidasa a
concentraciones 20 veces mayores que la usada en los ensayos

ordinarios (Figura 26).
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Figura 24. Confirmacidn de los sueros negativos hacia las proteinas recombinantes
por Western blot. Las tiras con cada una de las proteinas recombinantes semipuras
se incubaron con los sueros humanos negativos al AgB previamente determinados
como negativos por un Western blot, que utiliza el AgB. Se muestra marcado con
un asterisco un carril de la proteina teiido con amido negro v la flecha lateral
sefiala la banda que corresponde a la proteina recombinante, el carril marcado con
una cruz fue incubado solamente con el anticuerpo conjugado a peroxidasa diluido
1:2000, el carril marcado con la flecha es un control positivo y muestra el
reconocimiento de la proteina recombinante por un suero hiperinmune de conejo

anti-AgB. A: fragmento VW 2-1, B: fragmento VW 3-3 y C: fragmento VW 4-1.
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Figura 25. Deteccidn de los sueros positivos a las proteinas recombinantes a partir
sueros de individuos con otras infecciones. Para realizar esta prueba sélo se
utilizaron sueros de individuos con otras infecciones: A: tuberculosis, B: amibiasis,
C: negativos en ELISA para detectar cisticercosis y D: individuo sano. Se muestra
un carril marcado con un asterisco de la proteina tefido con amido negro y la
flecha lateral sefiala la banda que corresponde a la proteina recombinante, el carril
marcado con una cruz fue incubado sdlo con el anticuerpo conjugado a peroxidasa
diluido 1:2000, el carril marcado con la flecha es un control positivo y muestra el
reconocimiento de la proteina recombinante por un suero hiperinmune de conejo

anti-AgB. 1: fragmento VW 2-1, 2: fragmento VW 3-3 y 3: fragmento VW 4-1.
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Figura 26. Deteccion de pegado del anticuerpo conjugado a peroxidasa a los
fragmentos recombinantes. Las tiras con cada uno de los fragmentos
recombinantes (VW 2-1, VW 3-3 y VW 4-1) fueron incubadas sélo con el
‘anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa diluido 1:50. Hacia el extremo
izquierdo de cada conjunto de tres tiras se muestra un carril de cada fragmento
recombinante tefiido con amido negro marcado con un asterisco, el carril marcado
con una cruz fue incubado sdlo con el anticuerpo conjugado a peroxidasa diluido
1:50, el carril marcado con la flecha es un control positivo y muestra el
reconocimiento de la proteina recombinante por un suero hiperinmune de conejo
anti-AgB. A: fragmento recombinante VW 2-1, B: fragmento recombinante VW 3-3

y C: fragmento recombinante VW 4-1.



V. Discusidn

En la presente tesis se realizd la fase inicial de un
estudio dirigido a caracterizar la distribucidén de epitopes
reconocidos por anticuerpos humanos en el AgB de T. solium. Una
base metodolégica fundamental fue el aprovechamiento de técnicas
de DNA recombinante.

Previamente, se habian obtenido, caracterizado y expresado
clonas de cDNA conteniendo la regién codificadora completa del
AgB (Landa et al., 1992; 1993). Estas clonas fueron usadas como
templado para obtener por amplificacién con PCR, las regiones
codificadoras de tres fragmentos asi como de la proteina completa
(ver seccidn II.11). La amplificacién se realizd con
oligonucledtidos sintéticos disefiados para amplificar solamente
las regiones deseadas. Los oligonucledtidos tenian, ademds, un
sitio de restriccién para facilitar su posterior ligacidn a un
nuevo vector de expresidon. Como era de esperarse, los productos
de las amplificaciones mostraron un tamafio de alrededor de 800
pb, gue equivale a un tercio de la regién codificadora completa,
lo cual se confirmé,al correrlos en un gel de agarosa. Los
productos de la amplificacién fueron subclonados en el vector de
expresién pRSET.

La decisién para utilizar el pRSET se debe a su promotor
viral T7 que asegura hasta donde cabe, la expresidén de altos

niveles de proteina recombinante (ver apéndice B). La segunda
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ventaja es la facilidad y seguridad que ofrece el vector para
controlar al promotor T7, lo que garantiza la ré&pida y segura
expansién de las bacterias transformantes. Otras caracteristicas
del vector se describen en el Apéndice B.

Las construcciones de expresidn fueron confirmadas por
secuenciacién de las regiones de ligacién entre los insertos y el
vector (ver sececién IV.1). Las proteinas recombinantes mostrarocn
un peso molecular de acuerdo con los esperados (ver seccién IV.
2), (ver seccidn IV.3). La purificacién consistié basicamente en
el aislamiento de los cuerpos de inclusién y su solubilizacidn en
un medio altamente desnaturalizante. Este procedimiento puede
llevarse a cabo en menos de seis horas. De hecho no fue necesario
aprovechar la afinidad del péptido de fusién hacia metales
divalentes para lograr un grado de pureza de la proteina
recombinante mayor al 80%. Ademds, el rendimiento de la
purificacién fue de hasta 8 mg/100 ml de cultivo de células
transformadas. La obtencién de estas cantidades de AgB es
dificilmente alcanzable a partir de cisticercos de T. solium.
Este sistema de expresién y purificacién permitidé contar con
cantidades mas que suficientes para los ensayos inmunolégicos.

La purificacién de la proteina natural de 7. solium se
realizé con el método descrito por Laclette et al., (1990), que
es sencillo, ya que implica un solo paso. La proteina natural y
los fragmentos recombinantes se usaron para determinar la

distribucién de epitopes en el AgB por ensayos de Western blot
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usando un banco de 50 sueros humanos positivos a un extracto de
cisticerco, provenientes de una zona endémica para cisticercosis.

El primer paso fue detectar los sueros positivos al AgB
natural purificado de cisticercos, para después confirmar la
seropositividad hacia la proteina recombinante completa. Este
paso era crucial ya que los fragmentos del AgB, en los gue se
pretendia determinar la localizacién de epitopes, son también
recombinantes. Los ensayos iniciales de ELISA, en los que sueros
humanos positives a T. solium se enfrentaron con AgB natural, no
consiguieron diferenciar claramente grupos de sueros positivos y
negativos. Esto puede deberse a dos razones; en primera al hecho
de que entre los individuos respondedores hacia AgB se pueden
encontrar sueros ligeramente, medianamente y fuertemente
positivos, lo que dificulta establecer el limite entre positivo y
negativo. En segunda, por el reconocimiento hacia otros antigenos
del cisticerco, presentes en cantidades pequefias en la fraccién
de AgB purificado. En consecuencia se decidié realizar pruebas de
Western blot para considerar Gnicamente la positividad hacia 1la
banda del AgB.

El ensayo de Western blot tiene como inconveniente el hecho
de que las proteinas son inicialmente desnaturalizadas durante 1la
electroforesis y después parcialmente renaturalizadas sobre la
membrana de nitrocelulosa. Es posible que algunos epitopes no se
recuperan, por lo que de inicio podria quedar excluido el
reconocimiento hacia los epitopes menos estables. Sin embargo, el

hecho de que la intensidad de la banda de reconocimiento hacia el
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AgB en Western blot correlaciona directamente con la densidad
6ptica determinada por ELISA, nos hace pensar que en caso de
producirse una destruccidén de epitopes no se trata de los mas
prominentes.

Con las anteriores limitaciones en mente se realizaron las
pruebas de 50 sueros humanos positivos mediante ensayos de
Western blot utilizando AgB natural. De este banco de 50 sueros,
32 resultaron positivos al AgB. Los sueros positivos al AgB
natural resultaron similarmente positivos al AgB recombinante
completo en ensayos de Western blot, indicando que la proteina
recombinante tiene semejanza antigénica con la proteina nativa.

Cuando se probaron los diferentes fragmentos del AgB por
ensayos de Western blot, el carboxilo-terminal fue reconocido
fuertemente por todos los sueros. Los sueros levemente positivos
Yy negativos con los fragmentos recombinantes, aunque muestran un
reconocimiento débil hacia los tres fragmentos (VW 2-1, VW 3-3 y
VW 4-1), permiten establecer gque el reconocimiento preferencial
de los sueros positivos hacia el carboxilo-terminal se debe a una
reaccidn especifica. Esto es adicionalmente apoyado por los
resultados con sueros de otras infecciones como amibiasis y
tuberculosis en los fragmentos fueron sélo ocasionalmente
reconocidos.

Otros controles de la especificidad de la reaccién de
reconocimiento hacia el extremo carboxilo-terminal incluyeron
pruebas de pegado del segundo anticuerpo a concentraciones veinte

veces mayores gue la usada en los ensayos ordinarios. Este
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control es especialmente pertinente en vista de un reporte
reciente en el que se describe una proteina de superficie en la
Taenia crassiceps, similar al AgB gque presenta la propiedad de
unirse a la regién Fc de la IgG (Kalinna et al., 1993).

En un estudio similar acerca del reconocimiento de
anticuerpos de pacientes hacia la paramiosina de la Dirofilaria
immitis, se encontrd que la regidén amino-terminal era la mas
reconocida (Steel et al., 1990). Esta observacién es interesante
y sugiere que existen regiones inmunodominantes distintas en
paramiosinas de diferentes especies de parasitos.

Cabe hacer notar que en los ensayos de Western blot, los
sueros humanos no sdlo reconocen a la proteina recombinante, sino
también a otras proteinas bacterianas presentes en pegquefias
cantidades, que no se detectan por tincién con azul de Coomasie
en el gel, o de Amido Negro en la membrana de nitrocelulosa. Esto
es de esperarse considerando que los sueros humanos contienen
titulos altos de anticuerpos dirigidos hacia diversos componentes
bacterianos. Seria deseable preadsorber los sueros humanos con un
extracto crudo bacteriano para eliminar las especificidades no
deseadas. En este proyecto no fue posible llevar a cabo la
preadsorcién debido a limitaciones en la cantidad de suero
conseguidas para realizar los ensayos.

El hecho de que estas fracciones de la paramiosina sean
reconocidas por los sueros de los pacientes cisticercosos indica
que la conformacidén de al menos algunos epitopes se.mantiene en

fragmentos de un tercio del tamafio total de la proteina. No se
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probaron fragmentos gue incluian el tercio amino-terminal con el
central o el tercio carboxilo-~-terminal con el central, a pesar de
que se prepararon las construcciones de expresién, puesto gue el
reconocimiento de los tercios contiguos era extremadamente
diferente y no hacia pensar que algunos epitopes dominantes se
encontraran en las regiones intermedias. Ademas, dado gque la
estructura de la paramiosina es un alfa hélice superenrrollada
gue forma homodimeros paralelos, es de esperarse que la
conformacién de los epitopos depende de amino&dcidos cercanos en
la secuencia.

Aparte de las pruebas presentadas en esta tesis, existen
datos que muestran que la paramiosina recombinante comparte
propiedades inmunolégicas con la natural. Por ejemplo, tanto la
paramiosina natural como la recombinantes de Schistosoma mansoni
confieren proteccidén a un ratén inmunizado. Asimismo, pacientes
con oncocercosis reconocen la paramiosina recombinante de D.
immitis (Pearce et al., 1986; Pearce et al., 1988; Flanigan et
al., 1989; Steel et al., 1990).

Las diferencias en la respuesta humoral de paciente a
paciente con cada una de las fracciones pudiera indicar
diferentes poblaciones de anticuerpos en cada suero. La relacién
del isotipo de la respuesta inmune contra la paramiosina y 1la
resistencia a sido estudiada en otras infecciones helminticas
(Dessein et al., 1981; Gusmao et al., 1981; Balloul et al., 1987;
Khalife et al., 1989; Steel et al., 1990). En estos trabajos se

encontrd gue el isotipo de anticuerpo producido indica el estado
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clinico y la susceptibilidad a la enfermedad. Un estudio de la
reaccidn isotipica contra la proteina completa o los fragmentos,
tal vez, permitirad establecer una relacidn con el estado de la
enfermedad o la resistencia a una infeccién subsecuente.

La expresidén recombinante de diferentes regionas de la
paramiosina podria tener aplicaciones en el diagnéstico de la
cisticercosis. Para el diagnéstico de muchas enfermedades se
busca el antigeno que permite desarrollar la prueba diagnéstica
con alta sensibilidad y especificidad. Similarmente, es
concebible que se pueda identificar un epitope de la paramiosina
reconocido por una mayoria de sueros de pacientes que no muestre
reacciones cruzadas con otros parasitos.

La antigenicidad de la regidn carboxilo-terminal de la TPmy
estd de acuerdo con la propuesta de un papel regulador de la
paramiosina en la relacidén huésped-parasito (Laclette et al.,
1992; 1993). Los anticuerpos unidos al extremo carboxilo-terminal
de esta proteina filamentosa dejarian libre el extremo amino-
terminal para llevar a cabo su accién inhibitoria del complemento
y con ello inhibir el desarrollo de la respuesta inflamatoria del

huésped.
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Apéndice A
Caracteristicas de las cepas bacterianas

recAl: El gen recA codifica para una ATPasa dependiente de DNA,
esencial para la recombinacidén en E. coli. Las cepas gue llevan
la mutacién recAl no pueden recombinar, lo cual da lugar a dos
ventajas: 1) los plasmidos propagados en las cepas gue llevan
esta mutacidén permanecen como mondémeros y no forman circulos
multiméricos y 2) segmentos extrafos de DNA propagados en

vectores M13 tienen pocas deleciones en cepas reca

supE: Es un supresor de mutaciones ambar que inserta glutamina en
los codones UAG. Por un tiempo, las directivas de NIH requirieron
gue los vectores M13 llevaran una mutacidén ambar en proteinas de
la cépside, para disminuir el riesgo de la propagacidén del
bacteridfago en bacterias ambientales. Este reguisito ya no es
necesario y actualmente muchos vectores no llevan tales
mutaciones. Sin embargo, muchas de las cepas de E. coli que son
usadas como huéspedes fueron desarrolladas cuando los anteriores
protocolos dominaban. Estas cepas y muchas de sus derivadas
lievan el supresor gue permite la propagacidén de vectores que

llevan mutaciones ambar.

endAl: Es una mutacidén supresora de la degradacién de pldasmido

~dependiente de endonucleasa A.
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hsdR17: hsd es un gen bacteriano que codifica una subunidad de la
enzima EcoK, una enzima de restriccién tipo I. Esta subunidad es
la responsable de el corte en los sitios de restriccién del DNA.
Las cepas hsdR metilan, pero no cortan el DNA. Un DNA no
modificado que es clonado directamente en M13 y propagado en una
cepa bacteriana con esta mutacidén, seria modificado y, por esto,
protegido contra la actividad de restriccidn si el vector es

introducido después en una cepa de Escherichia coli con hsd*.

A(lac-proAB): Es una delecién en un segmento cromosomal que
abarca el operén lac y dgenes vecinos involucrados en la
biosintesis de prolina. Los huéspedes bacterianos que llevan este
marcador son incapaces de usar lactosa como una fuente de carbono

y necesitan la prolina para su crecimiento.

Episoma F’: El factor F (fertilidad) es el cromosoma sexual en
Escherichia coli, es una doble hélice circular, contiene 19 genes
de transferencia (tra) involucrados en la transferencia del
material genético masculino dentro de las bacterias femeninas.
También tiene genes responsables de la sintesis del pili f

sexual.
traD36: Es una mutacidén que suprime la transferencia por

conjugacién de los factores de F’. Este marcador fue exigido por

las directivas de NIH que existian hace tiempo. Estos protocolos
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no lo juzgan indispensable, sin embargo, aiin existen esos

marcadores en bacterias de ese tiempo.

proAB: Es la regidén del cromosoma bacteriano que codifica para
enzimas involucradas en al biosintesis de la prolina. Estos genes
se encuentran frecuentemente en el episoma F’, el cual puede
complementar la sintesis de prolina en un huéspea A(lac~proAB).

De esta forma se garantiza la presencia del F’ en el huésped.

lacI*: Es una mutante del gene lacl que sintetiza aproximadamente
10 veces mas represor que el gen nativo. Esta sobreproduccidén de
represor inhibe aun mas el ya de por si bajo nivel de
transcripcién de operén lac, en ausencia de inductor. Asi la
sintesis de proteinas potencialmente tdéxicas es minimizada. cuando
secuencias extrafas de DNA son colocadas bajo el control del
promotor lacZ en cepas lacI'. En la mayoria de las cepas usadas
para la clonacidn con vectores M13, lacI® es llevado con

lacZAM15.

laczAM15: Es una mutante que carece de secuencias del gen lacZ
que codifica para la porcién amino-terminal de la B~
galactosidasa. El péptido expresado por AM15 puede tomar parte en
la O~complementacién. La mayoria de los huéspedes para los
vectores M13 llevan esta versidon deletada del gen lacZ en un

episoma F’.
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gyrA: El &cido nalidixico es un bacteriost&tico, ya que inhibe 1la
sintesis de DNA al inhibir la DNA girasa. Esta mutacidn que

afecta a la DNA girasa confiere resistencia al &acido nalidixico.
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Apéndice B

El plasmido de Expresién pRSET’

Los vectores de expresidédn pRSET (A,B,C) son una serie de
plasmidos derivados de la familia de los plasmidos pUC, gque
permiten obtener altos niveles de expresidén de productos
recombinantes en E. coli. Los niveles altos de expresién de las
secuencias codificadoras clonadas en los vectores pRSET se logran
gracias al promotor viral T7. Los insertos se ligan en fase y por
debajo (downstream) de una secuencia que codifica un péptido de
fusién amino-terminal gque contiene (en orden desde el amino-
terminal hacia el carboxilo-terminal), un coddén de inicio ATG,
una secuencia de seis residuos de histidina que le confieren a la
proteina de fusidén afinidad hacia metales divalentes, una
secuencia para la estabilizacién del transcrito proveniente del
gene 10 del bacteridéfago T7, y un sitio de reconocimiento y corte
para la enterocinasa (Figura 15).

El dominio con afinidad hacia metales del péptido de fusién
permite la purificacidén de los péptidos recombinantes por
cromatografia de afinidad hacia metales. El1 sitio de
reconocimiento y corte para la enterocinasa se encuentra entre el
péptido de afinidad a metales y el péptido de interés y sirve
para liberarlo de su contraparte en la proteina de fusidén. E1 DNA
insertado se propaga con el vector en una cepa de E. coli que no

expresa la polimerasa T7, evitando la expresidén del gene clonado.
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cuando se desea la expresién, la bacteria transformada se infecta
con un bacteriéfago M13 que contiene el gene de la polimerasa T7
controlado por el promotor lac de E. coli (bacteriéfago M13/T7).
La induccién se realiza en presencia de IPTG el cual libera al
promotor lac de E. coli induciendo la expresidén de la polimerasa
T7 del bacteriéfago M13/T7. Por lo anterior, en presencia de IPTG
y M13/T7, las bacterias transformadas mantienen niveles altos de
la polimerasa T7 que a su vez producen abundantes transcritos
para la proteina de fusién. De esta manera es posible la
expresién de niveles altos de la proteina recombinante regulables
por IPTG y M13/T7.

Los posibles efectos téxicos provocados en la bacteria
transformada al expresar una proteina extrafia, son evitados al
utilizar bacterias sin polimerasa T7. La ausencia de la
polimerasa T7 en la bacteria transformada, asegura su crecimiento
ya que no se expresa la proteina recombinante.

Por debajo de las secuencias 5’ descritas anteriormente,
existen varios sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccién (polylinker). La lista de sitios e restriccidén es:
Bam HI, Xho I, Bgl II, Pst I, Pvu II, Kpn I, Nco I, Eco RI, Bst
Bl y Hind III (Figura 27). Para conseguir la expresién del
péptido de interés en la proteina de fusién, es necesario
mantener el marco de lectura apropiado entre el extremo 5’ de la
secuencia de fusidén y el fragmento de DNA ligado; para ello
existen tres versiones diferentes de pRSET: A, B y C. En estas

tres versiones se encuentran los tres marcos de lectura, por lo
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tanto, se puede elegir la versidén adecuada para la correcta
expresién de péptido de interés en fase correcta con el extremo
amino-terminal.

Ademds, este vector le confiere a la bacteria un nuevo
fenotipo, la resistencia a ampicilina, lo cual permite
seleccionar facilmente a las bacterias transformadas en un medio
con este antibiético. El nuevo fenotipo es debido a la presencia
del gen de resistencia a la ampicilina (amp’) en el vector. Este
gen codifica para una enzima que es secretada dentro del espacio
periplasmico de la bacteria, en donde cataliza la hidrdélisis del
anillo B-lactamico, provocando la detoxificacién concomitante de

la droga.

* Tomado con modificaciones del manual Xpress System Expression

Description (InVitrogen Co.)
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Nde
(0)
+1
ATG
MET

GGT
Gly

Nhe I

(1320)
CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met Thr

|1

T
Dominio de unién
a metales.
Bam HI
(3520)
GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT
Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys Asp

ccGe
Pro

. L . .
Sitio de reconocimiento
para la enterocinasa.

Bst B
Xho I, Pvu II Nco I (4840)
Sac I Bgl II pPst I Kpn I Eco RI Hind 11X
(3740) (3960) (41.80) (4510) (4730) (4950)
AGC TCG AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATG GAA TTC GAA GCT
Ser Ser Arg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu Phe Glu Ala

Figura 27. Secuencia del sitio multiple de clonacién del vector pRSET-B que

muestra sus principales caracteristicas.
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