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I. RESUMEN

En esta tesis se incluye la identificacién y caracterizacion de secuencias de ADN que
codifican para proteinas relevantes en fa relacion hospedero-parasito (cisticerco) y de interés en la
inmunoprevencion contra la cisticercosis.

Con el fin de identificar antigenos de interés para el disefio de una vacuna, se tamizd una
libreria de ADNc utilizando un anticuerpo policlonal especifico contra 3 fracciones antigénicas
protectoras del cisticerco de Taenia crassiceps. Este tamizaje permitié la identificacion de 5 clonas
recombinantes (KETc1, KETe4, KETc7, KETcel1 y KETel2). Lisados bacterianos de estas clonas
fueron evaluados en su capacidad protectora contra la cisticercosis murina causada por Taenia
crassiceps.

Las clonas KETc 1, 4, 7 y 12 resultaron ser protectoras, €n tanto la clona KETc¢1t no tuvd
efecto alguno. Las clonas fueron secuenciadas para conocer la secuencia de la proteina
recombinante protectora. Los resultados indican que las clonas KETcl, KETcll y KETcl2
codifican para polipéptidos de 12, 6 y 8 aminoacidos, respectivamente, y la clona KETc¢7 para una
de 96 aminoacidos.

Los anilisis de identidad indican que los péptidos KETcl, KETcl1 y KETc12 no forman
parte de dominios proteicos de alguna relevancia funcional y/o estructural. En tanto, la proteina
KETc7 presenté identidad con proteinas ricas en prolina, extensinas, y con algunas protein
cinasas. La secuencia de la proteina KETc7 presenta dos motivos caracteristicos de extensinas,
Serina<(Prolina) 3. Las extensinas han sido identificadas en la pared de células vegetales y la
cubierta del huevecillo de Schistosoma japonicum y hematobium y han sido asociadas con
fenémenos de desarrollo y diferenciacion. Dichos hallazgos sefialan la relevancia que representa
esta proteina en el estudio de la cisticercosis. Por otra parte, la secuencia nucleotidica de la clona
KETecl1 presentd 56% de identidad con una secuencia que codifica para una subunidad de 8 kDa
del antigeno B de Echinococcus granulosus 'y 100% de idéntidad con la proteina recombinante
pTCA 5.5, que ha sido previamente reportada por Zarlenga y col. (1994) como de interés en el
diagnostico de la cisticercosis bovina. Sin embargo, ta proteina recombinante KETcl11 evaluada en
los experimentos de vacunacion consistié en un péptido de 6 aminodcidos y cuya relevancia queda
atn por confirmar.

La secuencia proteica KETc7 fue sometida a un andlisis de prediccion de epitopes a través
del cual fueron identificadas 3 regiones altamente antigenicas (GK-1, GK-2 y GK-3), las cuales
fueron sintetizadas quimicamente y evaluadas en su capacidad para ser reconocidos por sueros de
individuos infectados con cisticercos de Taewia crassiceps y Taenia solium. Los 3 péptidos
mostraron resultados alentadores en el diagndstico y prevencion contra la cisticercosis causada por
T. solium. Por otra parte, los péptidos GE-111.1 y GE-112, provenientes de la secuencia proteica
KETc 11/ pTcAS.5, también estan siendo evaluados bajo las mismas condiciones utilizadas para
GK-1, GK-2 y GK-3.

Los resultados obtenidos establecen las bases para la utilizacion de este tipo de estrategias
en el avance y disefio de nuevos procedimientos de diagndstico, asi como el desarrollo de vacunas
sintéticas basadas en la combinacién adecuada de péptidos inmunogénicos.



I1. INTRODUCCION

La cisticercosis por Taenia solium es una zoonosis parasitaria de gran importancia
en nuestro pais. Es una enfermedad causada por el establecimiento de las larvas de T.
solium en los tejidos de sus huéspedes intermediarios: el cerdo y el hombre.

La cisticercosis en el hombre se presenta en diferentes localizaciones, misculo
esquelético. ojo y sistema nervioso central (SNC) siendo esta la localizacion mads
importante por sus consecuencias en la salud humana. En el cerdo se localiza en orden
prioritario en lengua, anconeos, triceps, intercostales y en distinta extensiéon invadiendo
todas las masas musculares (Aluja et al.. 1987)

Tanto el hombre como el cerdo adquieren la cisticercosis por la ingestion de huevos
de T. solium que son expulsados durante la defecacion de un portador del parasito adulto
(solitarta) (Fig. 1). El ciclo de vida del parasito se ve favorecido por practicas asociadas al
subdesarrollo, entre {as que figuran la defecacidn al aire libre, los malos habitos de higiene,
la falta de drenaje, el inadecuado procesamiento de heces fecales, la crianza rustica de
cerdos alimentados con desperdicios y heces humanas, ademds de la inadecuada e
insuficiente inspeccion sanitaria. Si bien la cisticercosis actualmente es un padecimiento
frecuente. principalmente, en los paises subdesarrollados de Latinoamérica, Asia y Africa
(Mahajan et al., 1982), también se han reportado casos aislados en paises desarrollados,
probablemente como consecuencia de la inmigracion de poblaciones de bajos recursos. Por -
la severidad del cuadro clinico que provoca v su alta frecuencia, la neurocisticercosis es uno
de los problemas de salud neurolégicos mas importantes. En la salud humana implica altos
costos por gastos para la identificacion, diagndstico y tratamiento del paciente, a través de
pruebas imagenolégicas, la frecuente hospitalizacion o intervencion quirirgica, asi como la
incapacidad de trabajo para el desarrollo normat de actividades laborales (Flisser y
Malagén, 1989). En la porcicultura ocasiona cuantiosas pérdidas econémicas por el
decomiso de carne parasitada

Los estudios epidemioldgicos sobre la cisticercosis humana, indican una prevalencia
del 1.9% en casos de defuncién causada por cisticercosis cerebral y 3.5% de cisticercosis -
identificada en necropsias (Flisser, et al. 1979). El ultimo estudio seroepidemiologico
realizado por Larralde y col. incluyé el analisis de aproximadamente 70, 000 muestras de
sueros recolectados durante la encuesta seroepidemioldgica de 1989, los resultados
indicaron una seroprevalencia nacional promedio del 1.2 %, siendo mas afectados los
estados del bajio (Tabla 1, Figura 2) (Larralde et al. 1992). Sin embargo, su incidencia real
aun no ha sido determinada con precision, ya que aproximadamente el 50% de los
individuos cursan asintomaticos (Flisser et al.. 1980)




Scropositividad
Entidad Poblacion No. de Porcentaje
Mucstral  Poblacion
Baja Calitornia Sur F734% ] 06.06
Sonora 2251 5 0.22
Baja California Norte I 605 3 0.3
Tabasco 2958 10 0.34
San Luis Potosi 2128 10 047
Tlaxcala 1434 7 0.49
Nucvo Ledn 3174 16 0.50
Tamaulipas 1937 0 .52
Vercruz 2257 12 0.5]
Coanhuila { 997 12 0.60
Oaxaca I 709 12 0.70
Sinaloa 2292 17 0.74
Chihuahua 2194 17 0.77
Queritaro 1 642 t3 0.79
Campeche 1541 13 0.84 -
Marclos 1254 13 1.04
Chiapas 1912 20 1.05
Hidalgo 2042 23 113
Estado de México 2 837 34 1.20
Yucatan 1775 23 1.30
Colima 1703 23 135 .
Pucbia 2814 38 1.35 nepimt [T 0ss.oea
Michoacin 2036 29 $.42 Regidm It 10-1.9%
Quintana Roo I 515° 22 1.45 Regiin 1t [
Aguascalicntes 1518 24 1.58 vimit ) 10.3m
Durango . 1963 3 1.58 Sernrecvalencia acimsd de 1.7%
Nayarit 1474 30 2.04 .
Jalisco 3563 78 210 Figura 2 l‘oblacwn de § 2 98 aidos scgin scroprevalencia de
Guanajualo 2970 .. 66 2.2 anlicuemas nor enlidad fcdﬂlll". México 1987-1988
Zacatecas 2162 58 2.73
Distrito Federal 2 644 78 2.95
Guerrero 1717 51 297
Total 66 754 799 1.20
a Tiwtos por HAI >
1:80

Tabla |. Seroprevatencia de anticuerpos contra el cisticerco de Taenia solium, reportados por entidad
federativa en ia poblacion abierta de | a 98 aflos { Tomado de Larralde et al., 1992).

Figura 2. Distribucion de la seroprevalencia en el Reptblica Mexicana (Tomado de Larralde et al., 1992).
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La elevada frecuencia de esta parasitosis y las graves consecuencias que ocasiona
justifican la busqueda de estrategias que permitan prevenirla. Considerando que la
transmision de la cisticercosis se ve favorecida por un conjunto de circunstancias cuyas
bases radican en problemas sociales y econémicos caracteristicos del subdesarrollo, el
establecimiento de medidas de control efectivas, deberia enmarcarse en un conjunto de
estrategias tendientes a modificar las circunstancias que la favorecen (estableciendo
medidas de higiene/sanitizacion, instalacion de drenajes, suministro adecuado de agua
potable, inspeccion sanitaria en rastros y crianza de cerdos en condiciones tecnificadas).
Adicionalmente, en nuestro grupo de investigacion se han establecido proyectos dinigidos a
reducir la susceptibilidad del hospedero intermediario (cerdo) con el fin de interrumpir el
ciclo de transmision del parasito. Con éste propésito se han concentrado nuestros esfuerzos
en el desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis porcina. Para facilitar la bisqueda de
antigenos de intéres para dicho proposito, hemos utilizado el modelo de cisticercosis
murina causada por Taenia crassiceps. Este céstodo tiene como hospederos definitivo de la
fase adulta a zorros, perros y felinos (Rietschel, 1981; Ralston y Heath, 1995) y como
hospedero intermediario a roedores, fase larvaria o cisticerco. Las principales caracteristicas
que nos han permitido considerar la utilizacion de éste modelo para avanzar en el estudio y
conocimiento de la cisticercosis son: 1) el cisticerco de Taenia crassiceps crece
naturalmente en el raton, especie altamente reproducible, accesible y facil de manejar e
instalar en el laboratorio, ademéds de ser la especie més estudiada y controlada
genéticamente lo que hace posible el estudio sistematico de los fenomenos inmunolégicos
que se suceden en la relacion hospedero-parisito, 2) presenta un tipo de reproduccién por
gemacion que permite obtener en 2-3 meses una gran cantidad de pardsitos (Freeman, 1962)
para su estudio y aplicacién de manera extensa, 3) presenta grandes similitudes con la
cisticercosis por Taenia solium. como: a) la participacién activa de hospederos
intermediarios (raton-zorro y hombre-cerdo, respectivamente) donde se desarrolla
naturalmente la cisticercosis (Figura 3), b) presencia de antigenos compartidos (Larralde et
al., 1989), c) los antigenos de Taenia solium y Taenia crassiceps protegen contra el
desafio de T. crassiceps en el raton, es decir los antigenos compartidos son capaces de
proteger la infeccidn causada por ambos céstodos. Esta proteccion cruzada también se ha
observado en cerdos vacunados con antigenos de Taenia crassiceps (Sciutto et al., 1990,
1995). '

Con el propésito de identificar antigenos de interés en el disefio de una vacuna, en
estudios previos evaluamos 12 fracciones antigénicas del cisticerco de Taenia crassiceps en
su capacidad protectora contra la cisticercosis murina (Valdez et al., 1994). Tres de las
fracciones evaluadas (56, 66 y 72 kDa) presentaron una elevada capacidad protectora y su
efecto fue confirmado en la cisticercosis porcina (Manoutcharian et al., 1996).



En este trabajo de tesis se utilizo una libreria de ADNc de cisticercos de
T.crassiceps en la cual fueron seleccionadas clonas de interés en prevencion, utilizando
anticuerpos especificos contra las fracciones antigénicas protectoras de 56, 66 y 74 kDa.
Las clonas identificadas fueron caracterizadas inmunoldgicamente, secuenciadas y
analizadas.

Las secuencias proteicas de cada una de las clonas estan siendo sometidas a un
analisis de prediccion de epitopes B para la identificacion y sintesis de aquellos que
presenten mayor nivel de antigenicidad a fin de evaluar su capacidad diagnéstica en la
deteccion de individuos cisticercosos. En esta tesis se presentan algunos de los resultados
obtenidos en la evaluacion de péptidos sintéticos.

Por otra parte, las secuencias nucleotidicas de los péptidos y proteinas protectoras
fueron sometidas a un anélisis de homologia para determinar si las secuencia encontradas
ya habian sido previamente reportadas o si presentaban homologia con proteinas conocidas
con funciones determinadas para de esta forma poder especular sobre su posible
funcionalidad en el estudio de la cisticercosis..




III. ANTECEDENTES

En el hombre, la neurocisticercosis puede ser asintématica y/o aparecer hasta 30
afios despues de haber estado en contacto con et parasito (Dixon and Lipscom, 1961). Esto
hace suponer que el parésito puede sobrevivir por largos periodos evadiendo la respuesta
del hospedero. Afin cuando existen numerosos estudios sobre la cisticercosis humana y
porcina, la mayoria de estos se derivan de estudios post-mortem en infecciones naturales
bajo condiciones no controladas

Una de las caracteristicas mas sobresaliente de la cisticercosis es la gran
heterogeneidad en la sintomatologia y la respuesta inmunolégica con la que se manifiesta
esta enfermedad. En aproximadamente el 50 % de los casos de cisticercosis humana la
enfermedad ocurre de forma asintomatica, en tanto, en el otro 50% podemos observar una
severa reaccion inmunologica capaz de desencadenar cuadros neurologicos con sintomas
que pueden ser leves o severos, dependiendo de la localizacién y el tipo de relacion
hospedero-pardsito que se establezca. En ocasiones la presencia de un parésito es capaz de
desencadepar una severa sintomatologia, y por el contrario, la presencia de grandes
cantidades de pardsitos puede no causar sintomatologia alguna. En éste caso, la
permanencia del parasito se presenta con una aparente insuficiencia del hospedero para
destruir al metacestodo de 7. solium y en los casos que ocurre tal destruccidn, se
desconocen los procesos que conducen a la muerte del parasito (Willms y col. 1982).

El conocimiento de.la respuesta inmune en la relacion hospedero-pardsito es
importante para conocer y entender las interacciones y fendmenos que se suceden en la
cisticercosis. Para tal efecto se requiere la busqueda e identificacién de los diversos factores
y componentes, del hospedero y del pardsito, involucrados en el establecimiento y
desarrollo de la enfermedad, siendo importante considerar:

¢ La evaluacion de la respuesta inmune humoral: La deteccion de anticuerpos en contra del
parasito, como base del inmunodiagndstico, €l cual permite predecir si un individuo
alberga al parasito o ha estado en contacto con éste, ademas de proporcionar informacién
sobre la relevacia de la respuesta humoral durante el transcurso de la infeccién,

¢ La identificacion de moléculas del hospedero y del parasito relevantes en la parasitosis:
Identificacion de moléculas involucradas en la interaccién de los mecanismos de la
respuesta inmune del hospedero y aquellos que emplea el cisticerco para sobrevivir y
controlar la infeccion (Ver Apendice III).

¢ La identificacion de elementos de los componentes del. pardsito capaces de inducir una
respuesta inmune protectora.
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Actualmente, la aplicacion de técnicas de ADN recombinante y sintesis de péptidos
en el estudio de la cisticercosis y otras parasitosis, presentan amplias expectativas en la
optimizacion de procedimientos de diagnéstico, asi como en el disefio y desarrotlo de
nuevas vacunas.

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos en la utilizacion de dichas
técnicas para el estudio y controt de la cisticercosis.



Cisticercosis: Métodos de diagnéstico y estudio de la respuesta inmune humoral

Series de autopsias y analisis seroldgicos indican que el indice de morbilidad es tan

alto que ésta enfermedad ha sido reconocida como una de las principales causas de
enfermedad neurolégicas a nivel mundial (Tsang y Wilson, 1995)

En nuestro pais, la cisticercosis es una enfermedad comun y se reporta el 1.9 % en
series de autopsias (Flisser et al., 1979) y una seroprevalencia del 1.2 %, segun la encuesta
serologica de 1989 (Tabla 1, Larralde et al., 1992). Considerando la alta prevalencia de esta
enfermedad, es importante disponer de métodos de diagnoéstico especificos y sensibles que
nos permitan identificar y evaluar con precisién el nivel de incidencia real. Actualmente, a
nivel hospitalario el diagndstico inmunolégico solo se considera como complementario al
diagnéstico clinico, debido a que los procedimientos actualmente disponibles no presentan
la sensibilidad y especificidad adecuada (Ramos- Kuri et al., 1992). Asi, consideramos

importante llevar a cabo estudios inmunolégicos que apoyen el disefio y desarrollo de -

nuevos métodos de diagnéstico mas sensibles y especificos, que permitan la identificacién
de individuos naturalmente infectados. El disponer de métodos de inmunodiagnéstico que
permitan la confirmacién y el seguimiento del paciente neurocisticercoso, adquiere mayor
importancia si se compara con el costo de los estudios de gabinete como TAC (Tomografia
Axial Computarizada) ¢ IRM (Imagen de Resonancia Magnética Nuclear).

En nuestro pais, desde hace varios afios, han surgido diversos grupos de
investigacién que se han enfocado al perfeccionamiento y evaluacion de diversas técnicas
de inmunodiagnéstico. Sin. embargo, la utilidad que brindan no es atn dptima y varia en

funcién de factores como som: el antigeno utilizado, sensibilidad de la prueba, -

concentracion de anticuerpos en la muestra analizada (liguido cefalorraquideo o suero),
intensidad de la reaccidn inmunoldgica, nimero de pardsitos presentes, tiempo de evolucién
de la parasitosis, localizacién y estado evolutivo de la enfermedad. Entre los procedimiento
serolégicos que han sido evaluados se incluyen las pruebas de hemaglutinacién indirecta,
fijacion de complemento (reaccion de Nieto) y ELISA (Larralde et al., 1986).
Recientemente, estudios reportados por Tsang y col. (1989) han desarrollado un
procedimiento de diagndstico de inmunoelectrotransferencia (IET) basado en el uso de
antigenos purificados por fijacion a lentil lectina. Aunque los autores reportaron gue ésta
prueba presenta una alta sensibilidad y especificidad, la experiencia de su uso en distintas

instituciones (Sotelo, comunicacion personal) indica que en el medio endémico presenta -

menor sensibilidad y especificidad que 1a reportada.

Es probable que la principal dificultad en el desarrollo de ensayos altamente
especificos y sensibles se deba a la heterogeneidad del cuadro clinico y la respuesta inmune
que presentan los pacientes con cisticercosis. Se estima que el 50% de los pacientes
neurocisticercosos cursan asintomaticos y/o con baja o ausente reaccion de anticuerpos en

10



contra del pardsito (Flisser et al.. 1980). Por otra parte. la baja especificidad probablemente
sea una consecuencia de la deteccion de antigenos compartidos con otros parasitos. Resulta
de relevancia el desarrollo de nuevas pruebas de diagnostico que presenten alta sensibilidad,
especificidad, reproducibilidad, asi como accesibilidad técnica que facilite su utilizacién. Et
disponer de un ensayo diagnéstico con estas caracteristicas seria de gran intéres para la
confirmacion del diagnostico clinico, a nivel hospitalario, asi como para la realizacion de
estudios seroepidemioldgicos que permitan la identificacién de focos con alta prevalencia
de infeccion, a fin de implementar camparias y medidas preventivas que reduzcan el riesgo
de incidencia.

La aplicacién de las técnicas de ADN recombinante al estudio de la inmunologia y
prevencion de las enfermedades parasitarias esta siendo considerada como una de las
tecnologias que permiten el mejoramiento de las pruebas diagnésticas, a través de la
identificacion y obtencion en gran escala, de proteinas recombinantes de interés en el
estudio, deteccion y evaluacién de diversas parasitosis. En este sentido, la utilizacién de
proteinas recombinantes ha logrado aumentar la especificidad y sensibilidad de las técnicas
serologicas en el diagnéstico de diversas infecciones como por ejemplo la Echinococcosis
alveolar humana (Muller gt al., 1989); la infeccion causada por Echinococcus multilocularis
(Hemmings y McManus, 1989; Vogel et al., 1988); Echinococcus granuloso (Ferreira y
Zzha, 1994), infecciones por Taenia ovis en perros (Ralston y Heath, 1995; Rhoads et al.,
1991; Zarlenga et al., 1994) y en la cisticercosis cerebral humana (Fisher et al., 1994)

Otra de las herramientas que ha permitido avanzar en el inmunodiagndstico de las
enfermedades parasitarias, ¢s la sintesis de péptidos. Para su implementacion se requiere la
identificacion de epitopes especificos capaces de detectar la inmunidad producida ante una
infeccion. La wutilizacion de péptidos sintéticos como fuente antigénica presenta varias
ventajas entre las cuales se considera su capacidad para ser sintetizados y producidos en
grandes cantidades, obtenerse libres de contaminantes biologicos, ademas de presentar una
elevada establilidad lo cual reduciria considerablemente el costo de esta clase de pruebas.
La evaluacion de 1a prueba ELISA con péptidos sintéticos ha sido reportada con resultados
alentadores en la deteccion de diferentes tipos de infecciones causadas por virus, bacterias,
plathelmintos y otros parasitos. Reportes previos apoyan su utilizacion en la identificacion
de individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia felina (Sibille et al. 1995),
HIV- 1 (Lombardi et al., 1992) y hepatitis tipo C (Ishida et al., 1993), asi como en la
enfermedad autoimnune causada por Bollus pemphigoid (BP) (Rico et al,, 1990 ) y su
aplicacion en estudios seroepidemiologicos de malaria causada por Plasmodium vivax
(Bianchi ¢t al., 1991) y la enfermedad de Chagas por Trypanosoma cruzi (Peralta et al.,
1994).



En este trabajo se incluye el primer reporte y los avances obtenidos en la identificacion y
evaluacion de 5 péptidos sintéticos (GK-1, GK-2, GK-3, GE-111 y GE-112) provenientes
del andlisis de prediccion de epitopes B de las secuencias contenidas en las clonas
recombinantes KETcil y KETc 7 (Gevorkian et al., 1996). Los resultados obtenidos
sefialan el principio del desarrollo de una estrategia tendiente al disefio y mejoramiento de
pruebas diagnosticas basadas en la utilizacion de una fuente antigénica que incluya un
conjunto de peptidos sintéticos que nos permitan detectar, con alta especificidad, el mayor
porcentaje de individuos infectados.
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Cisticercosis: Prevencion y evaluacién de moléculas relevantes en su capacidad
protectora contra la cisticercosis.

En el estudio y prevencion de la cisticercosis se ha observado que en 1a cisticercosis
porcina, la crianza de cerdos risticos, facilita que los animales ingieran heces fecales de
humano contaminadas con huevecillos de Taenia solium. La falta de educacion e
instalacion de letrinas, favorece que el ser humano practique el fecalismo al aire libre,
aumentando el riesgo de que los cerdos y el mismo hombre adquiera la parasitosis, ademds
de favorecer la continuacion del ciclo de vida del parasito. Datos reportados sobre la
frecuencia de cisticercosis porcina indican que en 1982, la deteccién de cisticercosis por
inspeccién en pie, se presentd en el 20% de los cerdos inspeccionados (Aluja, 1987). En
estudios adicionales, Romero € Inclan reportaron 38.6 % y 30.4% en la inspeccion de
rastros del Distrito Federal, respectivamente (Romero, 1980 e Inclan, 1981). Actualmente,
la cisticercosis porcina en México, presenta una frecuencia superior a la reportada por la
inspeccion sanitaria, ya que dichos estudios no reflejan la prevalencia real, pues no incluyen
los cerdos criados en condiciones risticas que no llegan a los rastros en los que se lleva a
cabo este tipo de inspeccion.

Actualmente el impacto de la teniasis/cisticercosis en la salud humana y sus
consecuencias en la porcicultura indican la importancia de la aplicacion de medidas de
control capaces de interrumpir la transmisioén de la infeccion a nivel regional o nacional.
Estas medidas se han dirigido principalmente a:

* Reducir el nimero de humanos infectados por 7. solium, identificando y tratando al
portador teniasico.

* Reducir el riesgo de contraer teniasis, mejorando la crianza de cerdos e implementando
técnicas de inspeccion sanitaria eficientes.

¢ Reducir el riesgo de contraer teniasis/cisticercosis implementando:

a) Campafias educativas. Dirigidas a concientizar a la poblacién sobre el riesgo de adquirir

la parasitosis, asi como proporcionar y difundir informacion para el mejoramiento de los
habitos de higiene. » :

b} Construccion de letﬁnas. Para la disposicion adecuada de excretas.

¢) Desarrollo de medidas de control a través de vacunas que permitan controlar y/o
interrumpir el ciclo de vida del parasito.
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Considerando la indispensable participacion del cerdo en el mantenimiento del ciclo
de vida del pardsito, se ha sugerido la posibilidad de interrumpir la transmision,
modificando la prevalencia de cisticercosis porcina por medio de vacunacién. Esta medida
de control se ha propuesto como una alternativa factible de realizar, que no pretende
modificar las condiciones rurales de crianza rustica de los animales.

Han sido diversos los proyectos de vacunacién dirigidos al estudio y prevencion de
las enfermedades parasitarias entre los cuales han sido evaluados diferentes tipos de
inmunodgenos, va sea utilizando los mismos pardsitos atenuados, extractos totales,
oncosferas irradiadas o vivas, antigenos de secrecion de oncosferas en cultivo hasta
antigenos purificados, proteinas recombinantes y péptidos sintéticos, ya sea ‘en estudios
experimentales y/o de campo (Johnson, et al.. 1989; Ito et al., 1979, 1991; Rickard, et al,
1991; Valdez ef al., 1994, Salcedo et al., 1991; Molinari et al., 1993, 1997; Nascimento et
al., 1995). Especificamente, en el estudio de la cisticercosis se han utilizado antigenos
obtenidos de los 3 diferentes estadios del parasito adulto, metacéstodo y oncosfera. Este
altimo el que ha presentado mayor capacidad de proteccién contra la cisticercosis causada
por Taenia psiformis (Rickard y Katiyar, 1976) . Los andlisis de la respuesta inmune indica
que la infeccion con huevecillos de 7. solium induce una respuesta humoral capaz de inhibir
el establecimiento o evaginacion ya sea de la oncosfera liberada del huevecillo o de la
oncosfera inmadura. En tanto, la respuesta inducida por el parasito adulto, parece ser menos
efectiva para inducir altos niveles de proteccion contra la infeccién por estos mismos.

En la infeccion por T. taeniaeformis y Taenia pisiformis, la vacunacion con extracto
crudo de cisticercos de Taenia taeniaeformis, induce altos niveles de proteccion,
reduciendo hasta en un 75% el establecimiento y desarrollo de las oncosferas de dichos
parasitos (Campbell, 1936). La localizacion de los antigenos protectores indica que estos
estan presentes en el metacéstodo y forman parte de la membrana del estrébilo. El analisis
antigénico de la oncosfera de T. pisiformis indica la presencia de al menos 6 antigenos
protectores, dos de los cuales son glicoproteinas con un peso molecular mayor a 200,000
kDa. En estudios posteriores, Rickard y Katiyar evaluaron el efecto de vacunacién en
conejos inmunizados con medio de cultivo de larvas de T, pisiformis, observando un efecto
protector después de excluir el material mayor a 300,000 kDa (Rickard, y Katiyar, 1976).

Sin embargo, también cabe considerar el efecto que ejerce la vacunacién en la
capacidad de proteccion al evaluar una vacuna heteréloga la cual incluye una o un conjunto
de proteinas provenientes de un parsito ante el desafio de otro. La vacunacion
experimental heterdloga ha sido evaluada en diferentes sistemas de cisticercosis, tal es el
caso de Taenia taeniaeformisirata. donde la inmunizacion de ratones con el cisticerco
intacto de 7. crassiceps, es capaz de proteger al desafio con huevecillos de Taenia
taeniaeformis, reduciendo la carga parasitaria del 80.4% al 46.1% (Ito et al., 1991).
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Tabla 1. Evaluacién de diferentes inmundgenos en contra de la cisticercosis porcina causada por

T. solium
Autor Tipo de Vacuna No. Dosis de Eficiencia de No. de Eficiencia
inmunizaciones antigeno infeccidn en el | cisticercos de
gpo. control | gpo. contrpl | proteccién
(%)
Kumar ¢t al.. 1987 lo ¥ 20. pico del 2 1.0 ml. de cada 0.6 124-416 77
fraccionamiento de antigenofcerdo
antigenos de escodlex
de Cysticercus
cellulosae
Pathak y Gaur., 1990 Antigenos de 1 5.0 ml de 24 200-515 95.
. secrecién /excrecion antigenos de
de cultivo de excrecion  /
oncosferas secrecion
Molinari etal. 1993 Extracto de cisticerco . 250 pg/cerdo 094 2-216 86
de T. solium
Nascimento ¢t al,. 1995 Antigenos de escélex 3 Primera dosis 6 448-977 71.43
de eisticerca de con 3.0
T. solium mg/cerdo y la
2a y 3a con 300
pg/ cerdo
Manoutcharian ctal, 1996 | Antigenos purificados 1 0.05 3-7 9
de 56, 66 y 74 kDa de 60 pg/kg de
cisticercode T. peso.
crassiceps
Molinari et al., 1997 Extracto de cisticercos 1 150 pg/eerdo —— e 82

de T. sofium
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La importancia de la presencia de antigenos compartidos ha sido demostrada entre
distintas clases de céstodos y las distintas fases del parasito (oncosferas vivas, cisticercos).
La relevancia de la inmunoproteccion cruzada también ha sido reportada en los sistemas de
T. ovis contra T. hydatigena, E. granulosus contra T. pisiformis en ovejas, T. pisiformis y
T. hydatigena contra T. taeniaeformis en raton (Rickard y Williams, 1982).

La inmunizacién heteréloga en la cisticercosis murina y porcina ha demostrado ser
efectiva en proteccion, ya que la inmunizacién cruzada de ratones o cerdos con extracto de
cisticercos de T. crassiceps y T.solium, protegen ante el desafio con cisticercos de T,
- crassiceps y huevecillos de Taenia solium, respectivamente (Sciutto et al., 1990, 1995). Los
resultados indican que ambos extractos son capaces de reducir la carga parasitaria en los
dos hospederos. Sin embargo, estudios més especificos realizados por Sciutto y col. indican
que 3 fracciones antigénicas de 56, 66 y 74 kDa, provenientes del cisticerco de T
crassiceps, evaluadas de manera independiente o combinada, protegen contra la
cisticercosis murina y porcina, reduciendo la carga parasitaria hasta un 74.5 % en la
cisticercosis murina y un 96% en la cisticercosis porcina (Valdez et al., 1994,
Manoutcharian ¢t al., 1996). Los efectos de vacunacién en condiciones de transmisién
risticas realizados por Molinari y col indican que los cerdos vacunados con extracto de
cisticercos de T. solium son capaces de protegerse en el 82-86% (Molinari et al., 1993,
1997). Sin embargo, en ¢ste estudio no se dio un seguimiento individual a los animales y
dado el tiempo del experimento (un afio) y las condiciones de libertad en las que se
mantuvieron estos, cabe la posibilidad de que los animales inicialmente muestreados no
sean los mismos que se detectaron al término del experimento. En la Tabla 1l se indica la
eficiencia de 6 diferentes estudios de vacunacion en contra de la cisticercosis porcina donde
se observan porcentajés de proteccion desde el 73 al 96%. Estos datos sugieren que la
vacunacion contra la cisticercosis puede reducir el nimero de animales infectados después
del desafio. Estudios experimentales adicionales indican que es importante considerar la
variaci6n entre especies y entre individuos, asi como las circunstancias en las que se aplica
la vacuna.

Dada la importancia de poder contar con una vacuna eficiente capaz de reducir los
altos indices de infeccion aunado al auge en la utilizacion de las nuevas técnicas de
Biologia Molecular y Sintesis Quimica es que se estd generando el desarrollo de vacunas
llamadas de la nueva generacion. La aplicacion de estas nuevas metodologias abre la
_ posibilidad de acceder al control de enfermedades para las cuales hasta la fecha no se
han logrado desarrollar vacunas efectivas.
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La produccion de vacunas recombinantes involucra la clonacién de antigenos
especificos de interés. En cisticercosis, la clonacion de antigenos de oncosfera ha sido
considerada como una fuente rica de antigenos protectores. Estudios realizados por
Johnson y col reportan en el sistema de T, ovis el aislamiento de una proteina de 47-52 kDa,
proveniente de una libreria de ADNc de oncosfera. Esta fue expresada como una proteina
de fusién en E. coli, utitizando ¢l vector de glutation S transferasa de Schistosoma
Japonicum. Los resultados de proteccién indican que esta proteina de fusion fue capaz de
conferir altos niveles de inmunidad contra el desafio con huevecillos de T. ovis (Johnson et
al., 1989). Esta técnica de estudio y evatuacion también ha sido descrita por {to y col. en e}
sistema de T. taeniaeformis /rata, quienes han identificado y evaluado 3 proteinas de fusion
reduciendo la carga parasitaria en mds del 90% de los animales infectados con oncosferas
de T taeniaeformis. El analisis de la respuesta inmune asociada a vacunacion indica que los
anticuerpos producidos por efecto de inmunizacion, reconocen un antigeno de oncosfera de
21 kDa, al parecer inmunodominante y etapa-especifico (Ito et al., 1979).

Al respecto y como parte de uno de los objetivos de ésta tesis, nos hemos
concentrado en la busqueda de antigenos de interés para el disefio de una vacuna contra la
cisticercosis porcina, con el objetivo de reducir la incidencia de infeccién y aumentar {a
inmunidad protectora en los cerdos criados bajo condiciones nisticas utilizando los
procedimientos de ADN recombinante, inmunologia molecular, celular y sintesis de
péptidos.
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IV. OBJETIVOS.

* ldentificar, secuenciar y caracterizar antigenos del cisticerco de T crassiceps capaces de
inducir una respuesta inmune protectora contra la cisticercosis murina y porcina,
utilizando ta metodologia del ADN recombinante.

* Identificacion, sintesis y evaluacion de péptidos Sintéticos (provenientes de las
secuencias protectoras), en su capacidad diagndstica pafa la deteccion de la cisticercosis.



V. DPISENO METODOLOGICO

a. Obtencion de ARNm y sintesis de ADNc de cisticercos de Taenia crassiceps.

b. Construccion de una biblioteca de ADNc de cisticercos de Taenia crassiceps utilizando
el vector Uni-ZAP XR.

c. ldentificacion y anélisis de clonas recombinantes que codifiquen para las proteinas
protectoras de las fracciones de 56. 66 y 74 kDa, compartidas por el cisticerco de T
crassiceps y T. solium.

d. Determinacién de las secuencias que codifican para las proteinas recombinantes de
interés para efectos de vacunacion.

e. Analisis de las secuencias de interés.

f. Identificacion y sintesis de epitopes de relevancia para efectos de vacunacion.

g. Evaluacién de péptidos sintéticos.
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V1. MATERIALES Y METODOS

Construccion de una biblioteca de ADNc de cisticerco de Taenia crassiceps

Para la construccion de una biblioteca de ADNc de cisticerco de Taenia crassiceps,
los cisticercos fueron recuperados de la cavidad peritoneal de ratones Balb/cAnN
susceptibles a la infeccion. Los cisticercos fucron lavados varias veces con agua destilada
estérit y solucion fisioldgica a fin de lisar las células del hospedero que pudieran estar
adheridos al parasito y que pudicran llegar a contaminar el material génetico del cisticerco.
Posteriormente, sc purificd ¢l ARNm utilizando el kit de aislamiento y purificacion de
ARNm (Stratagene),se evaluo su calidad y deterimind la concentracion obtenida para Hevar
a cabo la sintesis de ADNc. Para la sintesis del ADNc en primer lugar se sintetizo la cadena
antisentido del ADN utilizando 1 pug de ARNm el cual fue incubado con la enzima
retrotranscriptasa reversa del virus de leucemia murina Maloney (M-MuLVRT) vy
posteriormente con DNA polimerasa [ para que se sintetizara la segunda cadena
complementaria. Al ADNc obtenido se le crearon los sitios de clonacidn a través de la
unidn, en los extremos, de un oligonucledtido adaptador que contiene dichos sitios para su
clonacion en el vector de expresion pBluescript SK (+) (Ver apendice I).

Las construcciones obtenidas tucron empaquetadas en el fago lambda utilizando el
kit Gigapack packing extract (Stratagene) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Una
vez empaquetadas las contrucciones se plagued y se determind el ndmero de pfu/ul de
dicha biblioteca en las céhlas de L. coli XL-1 Blue MRF’. Considerando que en la
construccion de bibliotecas de ADNc cs aceptable la obtencién de un titulo de 10° y 10"

pfu/pt (Ver apendice I).

Por otra, parte se considerd que en la construccidén de una biblioteca primaria en el
virus lambda puede ser inestable y se procedié a amplificarla para hacerla més estable y
aumentar su titulo.

Identificacion y andlisis de clenas rccombinantes de interés para efectos de
vacunacion

Para 1a identificacion de las clonas recombinantes de intéres se utilizaron
anticuerpos policlonales de conejo especificos para 3 fracciones antigenicas de 56, 66 y 74
kDa del cisticerco de Tuenia crassiceps. Dc las clonas obtenidas se seleccionaron aquellas
que fueran reconocidas por sueros de cerdos infectados con 7. solium. Todas las muestras
de antisueros utilizadas fueron previamente adsorbidas con bacterias E. coli con el

proposito de reducir la posibilidad de identificar clonas inespecificas.
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Para la identificacion de las clonas recombinantes se infectaron 0.1 ml de bacterias
E. coli XL-1 Blue MRF" ¢on 0.1 ml del virus recombinante pBluescript SK(+).que contenia
3 x 10% 0 10° pfu/pl. Las células ya infectadas fueron plaqueadas sobre cajas de medio NZY
agar y se incubaron durante 3.5-4 hrs a 42 °C. Posteriormente, se colocé un filtro de
nitrocetulosa, sobre cada una de las placas de agar, impregnado con 10 mM de
isopropilthio-B-D-galactosidasa (IPTG) v se continud la incubacién durante 18 hrs a 37 °C.
Al dia siguiente. se marcaron 3 puntos para dar orientacién al filtro sobre el agar, se
desprendio éste y se bloqued con una solucion de 20% suero fetal bovino (SFB) en 150
mM de NaCl, 50 mM Tris-HC] pH=8.0 (TBS). Se realizaron de 2-4 lavados de 10 min.
cada uno. El filtro de colocé en el anticuerpo primario a ta dilucion éptima en TBS-0.1 %
SFB. Se incubé durante 18 hrs a 4 °C. Posteriormente, se realizaron los siguientes 3 lavados
de 10 min. cada uno; TBS-0.1 % SFB, TBS-0.1 % SFB- 0.1% Nonident P-40 y TBS-0.1 %
SFB. Al termino, se adiciond la proteina A-1'** radiactiva diluida en TBS-0.1 % BSA y se
incubo durante 1.5-2.5 hrs en agitacion. Se realizaron los siguientes 4 lavados de 10 min.
cada uno; TBS-0.1 % BSA, dos lavados con TBS-0.1 % BSA- 0.1% Nonident P-40 y TBS-
0.1 % BSA. Se secaron los filtros sobre papel Whatman No 3 y se expusieron para
autoradiografia a -70 °C durante 3 dias. Después de revelar la autoradiografia, se alineé el
filtro con la placa de agar y se identificaron en ésta las clonas positivas, las cuales se
aislaron con un palillo y se transfirieron cada una a un tubo que contenia 1.0 ml. de solucion
SM /30 pl de cloroformo. Se almacenaron a 4 °C y de esta forma la muestra se conserva
estable durante aproximadamente un afio {Ver apendice I).

Liberacion In vivo del pBluescript de UNI-ZAP®™XR para la obtencién del plismido
de ADNc

Una vez aislados los virus recombinantes que contenian las secuencias de interés se
realizo la liberacion del fagémido pBluescript. utilizando el sistema ExAssist/SOLR, para la
recuperacion del ADNc¢ de doble cadena, plasmido, para llevar a cabo la determinacion del
tamaiio del inserto clonado y la secuencias de DNA. '

La liberacion del fagémido se realizé infectado células XL-1 Blue en fase
exponencial con mas de 1x 10° pfu/ul del fago recombinante y coinfectado con la misma
cantidad del fago ayudador ExAssist se crecieron durante 2-2.5 hrs a 37 °C en agitacion.
Posteriormente el tubo se calenté a 70 °C por 20 min y se centrigufé el medio a 4 000 g
durante 15 min. Se colecto el sobrenadante que contenia el plasmido empaquetado en forma
de particulas de fago filamentoso. Para recuperar el fagémido se infectaron 200 i de
células SOLR en fase exponencial con 50 pl del fago filamentoso, se incubaron por 15 min
a 37 °C. Al termino de la incubacion, se sembraron a diferentes diluciones sobre cajas de
agar LB-ampicilina y se crecieron toda la noche a 37 °C (Ver apendice I). '
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Purificacién del plismido recombinante y determinacién del tamafio de los
insertos clonado

Para la purificacion del plasmido. se utilizo el kit Clear cut miniprep (Stratagene) de
acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante. El protocolo de purificaciéon es una
modificacion del método de lisis alcalina de Bimboim y Doly (1979) (Ver apendice II)

La determinacién det tamario de los insertos clonados se llevo a cabo sometiendo
cada uno de los plasmidos purificados a un proceso de digestion durante dos horas a 37 °C
con las enzimas de restriccion Eco IR y Bam HI. Después de la digestion las muestras -
fueron corridas en un gel de agarosa junto con un marcador de pesos moleculares a fin de
determinar el tamafio de los insertos liberados del vector de clonacion (Ver, Resuitados,
Figura 4)

Determinacion de las secuencias que codifican para las proteinas
recombinantes de intéres para efectos de vacunacion

La secuenciacion de los fragmentos de interés se llevd a cabo con el kit de
Secuenasa version 2.0 a través de una secuenciacién directa basada en el método de Sanger -
o terminacion en cadena utilizando DNA de doble cadena (Maniatis, 1989). Para la
secuenciacion de las clonas seleccionadas se utilizé un panel de 7 primers (Ver Apendice II)

El DNACc a secuenciar fue desnaturalizado por la adicién de 0.1 vol. de 2M NaOH y
2 mM de EDTA durante 30-min. a 37 °C, después se neutralizé la reaccién con 0.1 vol de 3
M de acetato de sodio pH= 4.5 - 5.5, se precipité con 2-4 vol de etanol y se seco. La pastilla
obtenida se disolvié en 7 pl de agua destilada y se le adicioné el buffer de reaccion, el
primer a utilizar y la enzima DNA pol a un volumen final de 10 pl totales. La mezcia se
alineé por calentamiento a 65 °C durante 2 min y se espero a que se estabilizara la reaccion
a <35 °C. Al termino de ésta, se ilevd a cabo la reaccion de marcacién por adicionando 2
pl del buffer de marcacion, 1 ul de DTT 0.1M.0.5 pl de $** dATP (10 mCi/ml.) y 2 pi de fa
enzima secuenasa version 2.0. se mezclé y se incub6 a temperatura ambiente durante 2-5
min. Posteriormente se transfirieron 3.5 pl de la reaccién de marcacién cada uno de los 4
tubos que ya contenia 2.5 pl de cada uno de los nucledtidos de terminacion (A, G, T, C), se
mezcl6 y se continué la incubacion a 37 °C durante 5 min. La reaccién se detuvo por la
adicién de 4 ul de la solucién stop. La separacion de las muestras se llevé a cabo
calentando éstas a 75-80 °C por 2 min. e inmediatamente se corrieron electroforéticamente
en un gel de secuenciacidén desnaturalizante al 8% de acrilamida-urea, las muestras fueron
separadas a 1,700 volts por 30-60 min. durante e} tiempo seleccionado. Al término de la
corrida el gel completo fue transferido a un papel filtro Whatman No. 3, se secé a 80 °C con



vacio durante 45 min-2 hrs. y se expusdé a una autorradiografia durante 1-2 dias a
temperatura ambiente. Después del revelado. de la autorradiografia, se procedid a leer y/o
rectificar cada una de las secuencias hasta completar cada una de las ¢lonas(Ver apendice I).

Andlisis de secuencias de interés para efectos de vacunacién

Los analisis de las secuencias obtenidas involucraron la traduccion de la secuencias
nucleotidicas a fin de determinar la secuencia proteica de cada una de las clonas aisladas.
Ademés, se determinaron algunas de las caracteristicas que presentan cada una de las -
secuencias como son: niimero de aminoacidos, peso molecular, punto isoeléctrico, tiempo
de vida medio en sistemas de expresion in vivo, indice de inestabilidad de la proteina
sintetizada etc...Asimismo, cada una de las secuencias nucleotidicas y proteicas fueron
sometidas a un anélisis de homologia con el programa TFASTA y la base de datos NBRF
PIR {Lipman y Pearson, 1985) (Ver apendice I).

Identificacién, seleccién y sintesis de epitopes (regiones mds inmunogénicas) de
relevancia para efectos de vacunacion

La secuencia de cada una de las proteinas recombinantes aisladas fueron sometidas a
un analisis de prediccion de epitopes antigénicos de tipo B utilizando el método de WOLF
(Jameson y Wolf, 1988) que considera los pardmetros de hidrofobicidad y flexibilidad de la
secuencia analizada. Los éi:gitopes mas antigénicos fueron sintetizados quimicamente
empleando el método de sintesis de péptidos en fase sélida (Van regenmortel, 1988), que
implica el crecimiento de una cadena peptidica a partir de! C- terminal del primer
aminodcido de la sintesis, el cual esta unido covalentemente a un soporte s6lido o resina. La
sintesis se basa en la unién sucesiva de los aminoacidos hasta completar la secuencia del
péptido deseado para finalmente separarlo de la fase solida y purificarlo por HPLC u otro
método de purificacion (Ver apendice 1)

Evaluacién de péptidos sintéticos a través de la deteccién de su capacidad para
ser reconocidos por sueros de individuos infectados mediante un ensayo de ELISA.

Los péptidos sintetizados fueron evaluados unidos a un soporte sélido (placa para
ELISA) a una concentracion de 1-2 ug/ 100 ul de solucion por pozo, se incubé durante toda
la noche a 25 °C, después la placa se lavé 5 veces con PBS-Tween 0.3%, se seco el exceso
de buffer. Posteriormente, se bloqued con 100 pl/pozo de PBS- 1% albimina sérica bovina
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(BSA) y se incubo durante 1 hr. a 37 ° C. La placa se lavo 5 veces como se describig
previamente y se adicionaron 100 ul/pozo de cada uno de los antisueros a evaluar a la
dilucion Optima y se incubd durante 1 hr. a 37 °C. La reactividad de las muestras fue
identificada po Ia adicion de un anti anticuerpo acoplado a la enzima fosfatasa alcalina y el
substrato de ¢sta, p-nitrofenil fosfato disddico. La reaccion fue detenida por la adicién de
50 ul/pozo de NaOH 2N. El grado de reactividad fue determinado por la lectura a 405 nm
(Ver apendice I).
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Tabla II. Determinacion del tamafio de los insertos contenidos en las clonas identificadas de interés
para efectos de vacunacion.

Nombre de la clona Tamailo del inserto en Kb.
KETc 1 1.0
KETc 4 0.95
KETc 7 0.5
KETc 11 0.9
KETc¢ 12 1.4

Figura. 4 Determinacion del tamailo del inserto de las clonas PSK (+)/KETc¢ 1, 4, 7, 11 y 12 por digestion
con Bam Hi/ Xhol.



VIL. RESULTADOS

Durante el desarrollo del presente trabajo y con el objetivo de identificar y
caracterizar antigenos de interés en la relacién hospedero-parasito, se seleccionaron un
conjunto de antigenos basandose en 2 criterios:

a) que pertenecieran a las fracciones proteicas del cisticerco de T. crassiceps
previamente identificadas como protectoras en contra de la cisticercosis por T. solium

b) que fueran compartidas por el cisticerco de T. solium.

a) SELECCION DE ANTIiGENOS DE INTERES PARA EL DISENO DE UNA
VACUNA '

Identificacion de clonas que codifican para antigenos protectores

En este estudio se realizé una libreria de ADNc de cisticerco de Taenia crassiceps y
se identificaron las clonas de interés utilizando anticuerpos policlonales especificos contra
las fracciones 56, 66 y 74 kDa de T. crassiceps, identificadas como fracciones protectoras
contra la cisticercosis murina y porcina (Valdez et al., 1994; Manoutcharian et al., 1996).
Inicialmente se identificaron. 13 clonas, las cuales fueron sometidas a un segundo tamizaje,
utilizando anticuerpos de -cerdos cisticercosos, con el fin de seleccionar aquellas que
codificaran para proteinas compartidas con el cisticerco de Taenia solium. En este tamizaje
se identificaron cinco clonas recombinantes que fueron denominadas KETc 1, KETc4,

KETc7, KETcll y KETcl2. La determinacion det tamafio de los insertos indico que estos -

se encontraban en el rango de 0.5 a 1.2 Kb (Tabla IIl, Fig. 4). La evaluacién de las proteinas
recombinantes codificadas por las 5 clonas. se realizé utilizando lisados bacterianos para
inmunizar ratores, mismos que fueron desafiados con cisticercos de 7. crassiceps. Los
resultados indicaron que 4 de las clonas resultaron protectoras (30-65% en hembras y 73-
85% en machos) contra el desafio con cisticercos de T, crassiceps en tanto la clona
KETc Il no wvo efecto alguno en proteccion e inclusive fue capaz de aumentar la
susceptibilidad del hospedero a la infeccion {Manoutcharian et al., 1996).

Finalmente, se decidié secuenciar los insertos de las 5 clonas KETc 1, KETc 4,

KETc 7, KETe 11 y KETc 12 con el propésito de conocer las secuencias proteicas -

codificadas por cada una de éstas e identificar algunas de sus caracteristicas . Los primeros
resultados obtenidos en éste estudio se resumen en el articulo “CYSTICERCOSIS:
IDENTIFICATION AND CLONING OF PROTECTIVE RECOMBINANT
ANTIGENS?, el cual se anexa a continuacion y en el que se reporta la secuencia de la
clona KETc 7.
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CYSTICERCOSIS: IDENTIFICATION AND CLONING OF

PROTECTIVE RECOMBINANT ANTIGENS

Karen Manoutcharian, Gabriela Rosas, Marisela Hemandez, Gladis Fragoso,
Aline Aluja®, Nelly Villalobos®, Luls Felipe Rodarte*, and Edda Sciuttot

instituto de Investigaciones
A.P.70228, 04510 México, D.F., México

ABSTRACT: We describe the cloning and the evaluation of the
the cysticercus stage of both Taenia crassiceps and Taenia soliu

, Universidad Nacional Auténoma de México,

protective capacity of § recombinant antigens cxpressed during
m. A cDNA library was constructed in bacteriophage AZAP using

mRNA isolated from larvae of T, crassiceps of the ORF strain. The recombinant phage library was screened with polyclonal
antibodies against 56- and 74-kDa protective antigen fractions. This screening identified 13 recombinant clones, 5 of which were
also strongly recognized by pooled sera from pigs experimenially infected with T. solium. The native antigens are proteins of 56
{clones KETc1, 4, 7) and 74 and 78 kDa (clones KETcl1, 12) of T. crassiceps cysticerci. Vaccination cxperiments using these 5

Cysticercosis, caused by Taenia solium seriously affects hu-
man health and is responsible for important economic losses in
developing countrics (Gemmell et al., 1985; Aluja and Vargas,
1988; Larralde etal., 1992). In developed countries its frequency
is extremely low, but recently, due 1o immigrants from endemic
arcas in Mexico and Central America, its prevalence has risen
in the United States (Loo and Braude, 1982; Richards and
Schantz, 1991).

The essential role of pigs as obligatory intermediate hosts
offers the possibility of a realistic control measure by interfering
with transmission by vaccinating pigs, thus modifying the prev-
alence of cysticercosis.

Several antigenic preparations from oncospheral and larval
stages of different cestodes have been useful in the development
of vaccines against cysticercosis (Molinari et ol., 1983, 1993;
Nascimiento et al., 1987) and 1 recombinant vaccine effective
against Taenia ovis has been developed (Johnson et al., 1989).
Among these antigenic preparations, Taenia crassiceps cysti-
cerci antigens are capable of protecting mice against T. crassiceps
in experimenta) infections (Sciutto et al., 1990), as well as rats

and pigs, respectively exposed to eggs of Taenia {aeniaeformis
(Ito, Takami, and Iioh, 1991} or T solium {Sciutto et ai., 1995).
In addition, T. crassiceps experimentsa} murine cysticercosis has
proved to be a useful and suitable model in which to test prom-
ising antigens in the prevention of pig cysticercosis caused by
T. solium (Sciutto et al., 1995). From several T, crassiceps an-
tigen fractions previously evaluated, 3 (56, 66, and 74 kDa)
were selected for further experiments cofisidering their protec-
tive capacity, availability, and cross-reactivity with T. solium
antigens (Valdez et 2., 1994). Here, we report the protective
capacity of these 7. crassiceps antigen fractions against pig cys-
ticercosis, the production of 5 of these as recombinant antigens,
and the evaluation of their protective effect against T. crassiceps
murine cysticercosis.

Received | May 1995; revised 25 October 1995; acoepted 25 October
1995.

* Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional
Auténoma de Mézico, AP, 22850, 04310 México,
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MATERIALS AND METHODS
Animaly

Female and male BALB/cAnN mice, bred in our animal facilities by
brother-sister mating, were used, All mice used were 5-7 wk old at the
start of the experiments. The experiments reported herein were con-
ductedweordin;tolheprinciplesmforthintheGuidefmlheCAm
and Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal Re-
sources, National Rescarch Council, Washington, DC.

Female Yorkshire and Landrace hybrid hogs were used. Pigy were
immunized with anticholera vaccine 2045 days afier birth and housed
in the Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, where
no transmission of cysticercosis occurs until used for experimentation.
Pigs were humanely killed with & captive boilt stunner (Schermer, Ger-
many),

Parasite antigens and anti-parasite antibodies

Soluble antigens fracticns of T. crassiceps Cysticerci were obtained
from cysticerci recovered from the peritoneal cavity of BALB/cAnN
female mice after 30-60 dzys of infection by a procedure described by
Valdez et sl. (1994). Mice and pigs were experimentally infected with
T. crassiceps cysticerci and T, sofium eggs, respectively, and 30 days
later sera from these animals were obtained and pooled. The presence
of specific antibodies were tested by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA; data not shown) following the technique previously de-
scribed (Larraide et al, 1992).

Affinity purification of anti-parasite antibodies
reactive with recombinant clones snd
immunobiot snatysis

New Zealand white rabbits were immunized by subcutanecus {s.c.)
injection with acrylamide gel including 56- and 74-kDa T. crassiceps
cysticerci antigen fractions in Freund's complete adjuvant (FCA). After
3 biweekly boosts with antigens in Freund’s incomplete adjuvant, blood
sampies were taken, and the presence and specificity of antibodies pro-
duced were tested by western biot analysis according to & previcusly
reporied protocol (Larralde et al, 1989). Antibodies to antigens ex-
pressed by recombinant clones were affinity-purified from these immune
sefa according to the method described by Ozaki et al. (1986). Affinity-
purified antibodies from the KETc!, 4,7, 11, and 12 were used 10 probe
immunoblots of T. crassiceps vesicular fluid antigens to identify the
native antigens that correspond 1o recombinant proteins.

Construction of cDONA Rrary

Messenger RNA from 15 mi of 7. crassiceps cysticerci was isolated
using & commercial kit (Stratagene, La Jolla, California} according to
the manufacturer’s instructions. The mRNA (5 ug) was transcribed into
cDNA using the ZAP-cDNA synibesis kit (Stratagene). The cDNA was
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Tamee I Protective effect of vaccination with 7. crassiceps antigens on 7. solium pig cysticercosis.*

Number of cysticerci
Group per individual Mean % Protection
Control pigs 6,673,135 5 -
Pigs immunized with:
Vesicular fluid antigens 1,3,320,0,% 2.5t 48.5
Gel cut-out antigen fractions (56 + 66 + 74 kDa) 0.0,0,0,0,1 0.16¢ 96.3

* Pigs were immunized with antigen preparations in FCA, 60 days before challenge. Pigs were killed 60 days afier the challenge and the individual parssite foad was

determined.
t Significantly different from nonimmunized pigs a1 P < 0.05.

then ligated in Uni-ZAP XR vector (Stratagene). The Ligated cDNA was
packaged into lambda heads using Gigapack Packaging extract (Stra-
tagenc) and amplified once on XL1-Blue MRF cells (Stratagenc). The
direct titer of pools of 4 packagings was 1.8 x 10° plaque-forming units
(pfu). : .

Screening of the T. crassiceps cDNA library

To detect clones that code for antigens of $6 and 74 kDa, the specific
rabbit immune sera, produced as described above, were used foliowing
conventional techniques {Snyder et a).,, 1987). The cDNA library was
plated at a concentration of 10* pfu/plate on XL1-Blue cells and 2 x
104 clones were screened using specific polyclonal rabbit antisers, diluted
£:100 in phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.05% Tween (PBS-
T), after removal of anti-Escherichia coli antibodies (Sambrock et al.,
1989). To detect pesitive clones '#1-Protein A (Amersham, Bucking-
bhamshire, U.K.} was used in accordance with the manufacturer's in-
structions. To detect those of interest for T. solium vaccination, a screen-
ing with pooled scra from 7. sofium-infected pigs diluted 1:50 in PBS-T
was performed.

immunization

A group of 7 York-Landrace pigs, 40 days old, was immunized (s.c.)
with T. crassiceps vesicular Buid antigens at 1he base of the ear with a
single dose of 0.4 mg per kg (2.5 ml), homogenized in the same volume
of FCA. Another group of 6 pigs was immunized (s.c.) under equivalent
conditions with gel cut-out bands of 56, 66, and 74 kDw logether, in a
single dose of 60 g per kg. Antigens were prepared as previcusly re-
ported (Valdez et al., 1994). Control pigs were inoculated with FCA
with saline’at a dose of adjuvant similar 10 that received by the im-
munized animals, considering previous observations that acrylamide
does not modify the number of parasites recovered after infection.

Crude lysates of recombinant clones were prepared following the pro-
cedure described by Snyder et al. (1987). Soluble antigens from crude
lysates were used for immunization, Groups of 5 male and 8 female
BALB/cAnN mice were immunized by injecting (s.c.) 400 u of a crude
Iysate from cach recombinant clone homogenized in an equal volume
of FCA. Control mice were immunized with a crude lysate from X phage
without inscrt emulsified in FCA.

Parasites, challenge, and measurement of
the parasite load

The ORF strain of T crassiceps (Zeder, 1800) Rudotphi 18 10, isolated
by Freeman (1962) and supplied by 8. Enders (Behringwerke, Marburg,
Germany) has been mainined by serial intraperitoned! {i.p.) passage
in BALB/cAoN female mice for 8 vr in our Institute. Parasites for
infection were harvesied from the peritoneal cavities of mice, 1-3 mo
after inoculation of 10 cysticerci per mouse.

Immunized mice were i.p. infected with 10 small cysticerci 15 days
after immunization as described clsewhere (Valdez et al., 1994). Coatrol
mice were infected at the same time. Parasite foad was measured in
-each mouse by counting the number of larvae recovered from the peri-
toneal cavity 30 days sfier infection.

Taenia sofium cggs used for challenging pigs were isolated from a
tapeworm recovered from | man in the state of Chiapas, México, after

treatment with a vingle oral dose (2 g) of Niclosamide (Yomesan, Bayer,
México City, México). The tapeworm was identified and eggs were
recovered as previously deseribed {Sciutto et al., 1993). For infection,
pigs were administered 10,000 eggs each, onally, in a single meal of
Purina Chow, 60 days afier immunization. Sixty days afier infection,
piummlodmdthepnmiteh.dofmhmmmby
counting the number of parasites in complete masscters, 1ongue, and
diaphragm, in 200 g of right and left abdominal muscles, in intercostal
muscles, and in 400 g of right and left shoulders and hind legs.

ONA sequencing

After immunological screening, potitive plaques were converted into
phagemid (pSK) clones using the excision procedure. ADNA and rescued
phagemid DNA were obtained using the Lambda DNA Pyrification Kit
{Stratagene) and commonly used plasmid DNA preparation procedures
(Sambrook ¢t al., 1989). Sequencing was performed by the dideoxynu-
cleotide chain termination method (Sanger et al., 1977) using “- 40"
and Reverse primers (o sequence the 2 chains and [a-*SIAATP (Amer-
sham). Double-stranded plasmid DNA was employed for sequencing
uting Sequenase (U.S, Biochemicals, Cleveland, Obio) as recommended
by the manufacturer. The resultant DNA soquences and deduced amino
acid sequences were compared with the GenBank DNA Databases (Ah-
schui et al,, 1990) and other availabie databases.,

Statistics

Results were siatistically analyzed by multifactorial anatysis of vari-
ance ANOVA (Anonymous, 19835).

RESULTS

Efect of immunization with T, crassiceps
antigens against T. sollum plg cysticercosis

Table I shows the parasite load in control pigs after 60 days
of oral infection with T. solium eggs and those obtained in pigs
immunized either with total antigens from vesicular fluid or a
mixture of gel cut-out T. crassiceps antigens (74 + 66 + 56
kDa). Immunization with vesicular fluid antigens resylted in a
significant decrease of the parasite load. Higher protection was
observed in pigs immunized with gel cut-out antigens of 56, 66,
and 74 kDa, where 5 out of 6 showed no parasites.

immunoscresning of a 7. crassiceps
CDNA Hbrary

A cDNA library was constructed using mRNA isolated from
T. crassiceps cysticerci. In order 10 perform an antibody screen-
ing of the cDNA library, specific polyclonal antibodies were
prepared in rabbits against 56-, 66-, and 74-kDa T, crassiceps
cysticerci antigens. Screening of approximately 2 x 10* recom-
binant phage yielded 13 clones, recognized by antibodics against
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Fioure |, Identification of pative protcins of T. crassiceps cysticerci
encoded by the recombinant clones by western biot of vesicular fluid
antigens. Lanes probed with: rabbit anti-56-kDa antibodies affinity-
purified from clone KET¢ 1 (1), from clone KETc¢ 4 (2}, and from clone
KETc 7 (3), and rabbit anti-74-kDa antibodies affinity-purified from
clones KETel t (4) and from clone KETcl2 (3). Lanes 6 and 7 were
probed with pooled serum from pigs infected or noninfected with T,
solium, respectively, Lanes 8 and 9 were probed with pooled serum of
mice infected or noninfected with T, crassiceps, respectively.

antigen fractions of 56 and 74 kDa, with estimated sizes of
inserts ranging from 0.4 to 2 kb. To detect those of interest for
T. solium vaccination, positive clones were secondarily screened
with pooled anti-T. solium sera from infected pigs using the
spot-lysis approach. By this procedure, 5 positive clones were
detected, These clones were designated as KETcl, 4, 7, 11, and
12. Inserts from these 5 clones were analyzed. Restriction map-
ping showed that the 5 clones had inserts from 0.4 to 1.4 kb
(data pot shown).
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Figure 2. Nucleotide sequence and predicted amine acid scquence
of the KETc7? clone. The DNA sequence of 445 nucleotides and 100
amino acids are numbered from the left starting at the EcoR1 adaptor
sequence. TAG termination codon, XAol restriction enzyme recognition
site from oligo, and putative polyadenylation signal, AATAAA, are
indicated. The amino acid sequence is given below the DNA sequence
{GenBank accession number U31524).
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Identification of the native parasite proteins
corresponding to the recombinant antigens

Taenia crassiceps vesicular fluid antigens were separsted by
sodium dodecyl suifate polyacrylamide gel clectrophorosis (SDS-
PAGE) and electrophoretically transferred to nitroceilulose fil-
ters. The blots were reacted with anti-KETc1, 4,7, 11, and 12
(Fig. 1). A single band representing approximately 56 kDa was
detected with antibodies purified with KET. cl,4,and 7, and 2
bands of 74 and 78 kDa were observed with antibodies purified
with KETcll and 12.

Nucleotide sequencing

Sequence analysis of inserts from the 5 clones demonstrated
that all clones were unique in view of the fact that no bhomology
was found in the approximately 400 bp of the 3' portion of them
except for the insert of KETc11 from which 361 bp were pre-
viously reported in 7. crassiceps HYG as full-length sequence
(Zarlenga et al., 1994). Figure 2 shows the complete sequence
of KET¢7, which was the only one entirely sequenced. As shown,
this sequence is 445 bp in length. The coding strand was iden-
tified by the presence of a polyA tail. The presence of EcoRl
and Xhol sites in flanking regions of the gene shows that the
cloning procedure was carried out correctly. From 3 possible
reading frames of these sequences, only 1 appeared to be ap-
propriate (300 bp); it was also in frame with the lacZ gene of
AZAP and coded for a 100 amino acid polypeptide. The se-
quencing of the remaining 4 clones is now in process.

L o e N ™ e e o oah AN




Efect of immunization with A lysates from

recombinant clones against murine cysticercosis

To test the potential of recombinant antigens on anti-cysti-
cerci immunity, crude lysates of the § clones in FCA were used
to immunize BALB/cAnN female and male mice (Table 1), As
controls, mice injected with lysates from a clone without an
insert in FCA were included. As shown in Table 11, significant

protection was obtained with 4 (KETct, 4, 7, 12) of the 5 clones
tested. For these 4 clones, higher levels of protection were ob-
served in males than in females. The level of protection ranged
from 73 to 84.4% in males and from 53.5 to 64.1% in females.
In contrast, immunization with KETel! clone lysate signifi-
canily increased the expected parasite load in males and did not
significantly modify that obtained in females.

DISCUSSION
In this report we confirm, in pigs, the host-protective nature

: of 56-, 66+, and 74-kDa T. crassiceps antigens previously ob-

* served in mice against murine cysticercosis. Pigs immunized

with 56-, 66-, and 74-kDa T" crassiceps cysticerci antigen frac-

! tions were significantly {96.8%) protected against infection with
i T. solium, although few parasites were recovered from orally
- challenged animals, which is not unusual (Sciutto et al., 1995),

This indicates the protective effect of isolated antigen fractions
of T. crassiceps against pig cysticercosis and attempts to maodify
cysticercosis transmission can therefore be considered. To pro-
duce these antigens in plentiful supply, we prepared a cDNA
library from T. crassiceps cysticerci. Specific antibodies against
the 56- and 74-kDa antigen {ractions, produced in rabbits, en-
abled us to isolate clones that represent parts of the serologically
related molecules of these 2 fractions. Withi'this screening, we
identified 13 recombinant clones. Only 5 of these proved to be
of interest in the prevention of 7. solium pig cysticercosis be-
cause they reacted with pooled serum from pigs infected with
T. solium. The western blots using affinity-purified antibodies
against each recombinant clone confirmed that KETcl, 4, and
7 correspond 10 a native antigen of 56 kDa, whereas KETcl
and 12 correspond to 74-78 kDa (Fig. 1).

We determined the efficacy of these 5 recombinant antigens
in their protective capacity in inbred mice. Considering previous
findings that BALB/cAnN is the strain with higher susceptibility
to T. crassiceps cysticercosis and the strong differences in sus-
ceptibility observed between sexes (Sciutto et al., 1991), males
and females of this strain were employed in the study. As Table
I shows, 4 of these 5 recombinant antigens induce high levels
of protection in mice (but not complete). This result points
toward the existence of recombinant antigens of potential in-
terest for T. solium pig cysticercosis prevention. On the other
hand, mice immunized with lysates from KETcl) showed a
higher parasite load than control male mice, whereas no sig-
nificant effect was observed in susceptible females in which the
parasitosis facilitating effect couid be masked by the naturally
high susceptibility of females. A systematic study of the immune
response underlying this phenomenon is in process, with the
aim of understanding the immunological mechanisms involved
in this host-parasite relationship. Comparisons of the nucleic
acid sequences and predicted amino acid sequences of our clones
with databases revealed significant homology only with KETcl1.
A 100% homologous sequence has been previously reported by
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TanmLze 1. Effect of immunization against T, crassiceps cysticercosis in
BALB/cAnN mice.*

Mean number of the parasite load.
+ standard deviation (% protection)

Group Female Male
Control 61.3 £ 297 282+ 184
Immunized with soluble antigens from crude lysates of:

KETcl 28.5 x 17.5¢ 6.6 4.7

(51.5%) (16%)

KETcd 220 % 15.9¢ N.D.

(64. 1%)
KETc? 4251+ 64 7.6 £ 1.6t
(30.5%) (73%)
KETcl| 460+ 174 40.6 x 22.2¢
(24.9%) (—44%)
KETel2 263+ 1.H 4.4 53
{57.1%) (34.4%)

* Fifty days after inmunization with the recombinant antigen in FCA, mice were
challenged with 10 cysticerci each and killed 30 days later. Coatrol mice were
immunized with crude lysate from A phage without insert emulsified in FCA.
Groups of 5 males and 8 females were used. N.D.— not determined.

1 Significantly different from coatcol mice st P < 0.05.

2 different authors (Fischer et al., 1994; Zarlenga et al., 1994).
Interestingly, in these reports evidence of a native protein of 10
kDa was presented, which we did not detect. As we found, anti-
KETcl1 monospecific antibodies react against native antigens
of 74-78 kDa. At present, we have no explanation for this
discrepancy, and more experiments are needed to gain further
insight,

Although we only have the 3’ portion of the KETc7 gene, this
short segment encodes at least 1 protective epitope of the native
protein as demonstrated in the vaccination experiments shown
on Table II. This information opens the possibility of identifying
epitope(s) more precisely by the use of synthetic peptides. In-
terestingly, in the KETc7 gene we found an open reading frame,
encoding a polypeptide of 100 amino acids which is highly
hydrophobic and proline rich (29%) as shown in Figure 2.

Varying degrees of protective immunity against some cestodes
have been shown o be effectively induced in their mammalian
hosts {Ito, Bogh, et al.,, 1991; Ito, Takami, and [toh, 199i;
Sciutto et al., 1991, 1995) with a variety of antigens; neverthe-
less, the epidemiological impact of a widespread vaccination
program upon transmission dynamics should not be trivial
(Gemmell et al., 1985). Oncosphere antigens, natural or recom-
binant, are held to be the most effective in protecting rats and
sheep against challenge with eggs of T. taeniaeformis (Ito, Bogh
et al., 1991) and T. ovis (Johnson et al,, 1989), respectively,
allegedly because of the onchosphere's greater sensitivity to an-
tibodies compared with the metacestode stage (Johnson et al.,
1989). It is interesting in this context that we were able to iden-
tify larval stage protective antigens. This may be due to the fact
that they were from T crassiceps cysticerci, and this species can
divide by ascxual budding, apart from going through a sexual
stage and, therefore, probably displays a much more heteroge-
neous group of antigens, some of which could share oncosphere
determinants. So far, it is not kmown if the protective antigens
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we identified are present in the oncospheral stage. However, the
carly cysticerci antigens used here would protect against onco-
spheres that managed to reach the metacestode stage. Although
100% protection has not been achieved yet, higher tevels of
protection could be obtained through an optimal combination
of the purified protective antigens. The use of more appropriate
adjuvanis 1o increase levels of protection remains to be studied.
Furthermore, considering the heterogeneity of the natural chal-
lenge, which includes variations in the host (genetic composi-
tion, health status, nutrition), in the parasite {antigenic vari-
ability), and in the circumsiances of the natural infection, we
consider highly unlikely that only | antigen could serve as an
efficient vaccine; therefore, in this study we used a mixture of
recombinant antigens. At the present time, we are evaluating
our recombinant antigens against the challenge of pigs with 7.
solium eggs and with encouraging results.
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b) DETERMINACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS QUE CODIFICAN
PARA LOS ANTIGENOS RECOMBINANTES PROTECTORES

En la Fig. 5 se presentan las secuencias de nucleétidos y aminoacidos obtenidas de
las clonas secuenciadas, KETcl, KETc 7, KETcl1 v KETc12. La secuencia de aminoacidos
fue determinada de acuerdo al marco de lectura (ORF) generado bajo el promotor de LacZ.

Como se ilustra en la Figura 5. las clonas KETcl, 11 y 12 codifican para
polipéptidos de 12, 6 y 8 aminodcidos. respectivamente. La clona KETc 7 para una proteina
de 96 aminoacidos.

27

B T S LRt -2 T P Ty



Clona KETc 1

I GCT CCA ATG TCT ACA CCA TCG GCT ACA TCG GTT CGG TGA

1 A P M 8§ T P § A T 8§ V¥V R *

Clona KETc 7

1 GCATTT ATG CAG CCG CAT CCT TCC TTC TCT CCA CCG CCA GTT GAT TAT CFG TAC CAG ACA
1 A F

M Q P B P S F § P P P V D Y L Y QT

61 AAC TCT CCA CCG CCC TAT GGG GGC GCT GTC CCT CCA CCT TAC GCG CCG AAT CCA GGT CCA
2 N S

P P P Y G G A VYV P P P Y A P N P G P

121 CCG CCG CCATAC ACG GGT GCG GCA AGT TCG ATG CCG CCT TAT CCG ACC GGT GGT CCG CCA
42 P P P Y T G A A S § M P P Y P T G G P P

181 CCC GTC AAC ACC GGT TAT TAC TAT CCA TCT GAT CCA AAT ACC TTC TAC GCT CCA CCC TAC
61 P Vv N T G Y Y Y P S D P N T F Y A P P Y

241 AGC CAG GCTTCA GCA CCTCCT ATG GAA ('CA GAA GAT AAG AAG AATCTT TAG
88 S Q A S A P P M E P E D K K N L »*

Clona KETe 11

i GTG AAG CGA AAACAAAGATGA
l v K R K ¢ R *

Clona KETc 12

1 GGC AAC CTC TTA TTG AGT TGT TTG TGA
i G N L L L 8§ € L .

Figura 5. Secuencia de nucledtidos de las clonas recombinantes de interés para efectos de vacunacidn y
secuencia de amino4cidos deducida bajo el promotor de Lac Z.
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ANALISIS DE SECUENCIAS DE INTERES EN EL DISENO DE UNA

VACUNA RECOMBINANTE
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Tabla IV. Caracteristicas derivadas del analisis de secuencia de aminoacidos, utilizando el
programa de PC/Gene Inteliigent Inc.

Caracteristica Clona KET¢ { Clona KET¢ 7 { Clona KETc¢ 11 { Clona KETc 12
] :

No.de 12 96 6 8
aminoacidos '
Peso molecular Da 1204 1Q 235 743 832
Punto isoléctrico 11.08 3.85 12.51 5.25
Vida media
estimada en:
® Reticulocitos 4.4 hrs. 4.4 hrs. 100 hrs, 30 hrs,
de mamifero
in vitro.
& levadurain > 20 hrs. 20 hrs. > 20 hrs- > 20 hrs.
vivo
e E. coliinvivo > 10 hrs. > 10 hrs. > 10 hrs. > 10 hrs.
Indice de Valor=71.6 | Valor=8§2.36 | Valor=48.33 Valor=62.96
inestabilidad Pred.Inestable | Pred.Inestable | Pred.lnestable | Pred.Inestable
Indice alifatico 40.83 23.52 195
Péptidos de
anclaje a
organelos: No hay- No hay No hay No hay

* Mitocodria
* Cloroplasto
e Microcuerpos

Secuencia para
péptido seiial
¢ Procarionte No hay No hay No hay No hay
¢ Eucarionte No hay No hay No hay

Predic. de hélices
asociadas a
membrana* No hay No hay No hay No hay

Segmentos
integrados a
membrana** No hay No hay No hay No hay

* Prediccién de hélices transmembranales por el método de Eisenberg,Schwarz, Kamarony and Wall.
** Prediccion de segmentos integrados a membrana utilizando el método de Klein, Kanehisu and Delisi
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b.l1  Andlisis de secuencias con el programa PC/Gene InteHigent Inc.

Se presentan los resuitados obtenidos de los analisis que nos brinda la utilizacién de
dicho programa. Se sefialan algunas de las caracteristicas de las proteinas codificadas por
las secuencias obtenidas (Tabla IV ). '

Alineamiento de secuencias de aminodcidos utilizando el programa de analisis
TFASTA y la matriz PAM120

El alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las clonas KETel,
KETc7, KETclt y KETcl2, indica que no existe un grado de homologia relevante entre
€stas {con una identidad de 3 a 10 aminodcidos).

Los resultados de homologias y alineamientos se resumen en las siguientes tablas y
figuras. Asimismo, se ilustra el alineamiento de las secuencias que presentaron mayor
identidad con las secuencias KETc 1,7, 11y 12,

En el apéndice I se muestra ia lista completa de proteinas que presentaron diferentes -
grados de identidad con las secuencias proteicas de las clonas recombinantes en estudio.
Asimismo, se presentan detalladamente los datos que fueron considerados en dicho analisis
de identidad (ORF, tamafio de la proteina etc..)
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Andlisis de la secuencia que codifica para el péptido recombinante KETc 1

* No. acceso Secuencia de amincacidos

KETcl APMSTPSATSVR

cozce TRHPXRFGLGQXDXNQEKQKGCAGWGGTLPAPMSTPRASSVQTRVLVYLLPRMTLVFNGLAGERY

N7462 NXTPLKICLGQXDXNQEKQKGCAGWGGPLPAPMSTPRASSVQTRVLLICSHGXPWSSMVSRREKR

N831¢ XVIEQLDQCALARPFAGRVARFLGCGTTKEMSVPSAISVRVLWX

NB8310 XFIEQLDOCALAR PFAGRVARFLGCGTTKEMSVESATSVRVLWY

26012 RDPVRRAPRSISASGLARSMSTPPASGVRVGVVGGIRKPLLGVLYSSPLVET

emb | A KSPWTQWIWVXRLCMRSSTPRFSPMSSATTSAVRAQRNPRDLRRCXRWGPPHRGWRT

emb | AA PAARASGTSLRNATWSXRRRIPTYPSXSANAPMCSPSSGPVRIWPRDECPFEQLQCXSGNQSPG

L41251 EGDPYIYLXHLSCPLLSCRYHALSXWAPTWPMKSPRATSVRPULVARTKSMARCCATSSRRIT

w0579 GSQGVRDFHXET LRGAXRRRIFTYPSX SANAPMCSPSSGPVRIWPRDECPFEQLQCX SGNOSPGE

ACYFIB TGEPVTRTASRVLSSRSTRPRTETRTHAPRRPMGSPSPSTVRAPSPPVRAARSTSRPCSSPTRS

TO740 TPSTSGRTAVRPXRRRMSLSXQELCVTSAYPMAVSSAIAVRSSSSIVIGKRCCSTQTSSGSPRR

128422 APLNTPSPTSTQ

Figura 6. Alineamiento mltiple de la secuencia de aminoacidos KETc! con las proteinas que presentaron
mayor porcentaje de identidad de acuerdo al programa TFASTA utilizando la matriz PAM120. La secuencia
KETc 1 presenté diferentes grados de homologia con secuencias reportadas, comparte la secuencia ATSVR
de 2 deshidrogenasas de Drosophila y de Toxoplasma gondii. Asimismo la secuencia APMSTP Se presento en
algunas proteinas de las cuales no se han reportado datos adicionales. * No de acceso a la secuencia del
GENBANK. Nota: Para identificar los nombres de las proteinas alineadas con KETc 1, considerar ¢l niimero
de la clona a identificar y et nimero de acceso, de la proteina alineada, en el GenBank (Ver apéndice I).
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Analisis de la secuencia que codifica para la proteina recombinante KETe 7

, 10 20 30
KETc? AFMQPHPSFSPPPVDYLYQTNSPPPYGGAVPPPY

-

X55691 FRPPPPRPPRPPPPPRPPPPEYLPPPRPPPPPPGYLPPPPRYPPPPGYPPP GYPPPPPL

X55692 FRPPPPRPPRPPPPPRPPPPEYLPEPRPPPPPPGYLPPPPRYPPPPGYP?? GYPPPPPL

s aw s

SOYHRG PSPPPPYVYKSPPPPSPSPPPPYIYKSPDPPSPSPPPPYVY——KSPPPPSPSPPPPY

PHVHRG PPSPVVKPPYYYKSPPPPSDSPPPPYYYKSPPPPSPSPPPPYYY——KSPPPPSPSPPPPY

COTCWP LGQAPSNPPTSTPATPTPPASTPPPTTQAPPTPTATPPPVSTPPPTSSPPPVTASPPPVS

40 50 60 70 80
KETc¢7 APNPG——PPPPYTGAASSMPPYPTGGPPPVNT———GYYY—-PSDPNTFYAPPYSQASAPP
X55691 RPPPGYPPPPPCSDPAPSPLPYPLACPPPSPSPPPPYYYKSPPSPSPSPPPPYYYKSPPP

X55692 RPPPGYPPPPPCSDPAPSPLPYPLACPPPSPSPPPPYYYKSPPSPSPSPPPPYYYKSPPP

SOYHRG VYKSP*-PPPSPSPPPPYVYKSPPPPSPSPPS*——PYYYKSPPPPSPSPPPPYYYKSPPP

-----

PHVHRG PPSPS“~PPPPYY YHSPPPPSPTEHPP ———————— YYYKSPPPPTSYPPPPYHYVSPPP

COTCHWP TPPPSSPPPATPPPASPPPATPPPASPPPATPP-——PASPPPATPPPATPPPATPPPATP

KETc7 MEPEDKKNL
X55691 PSPSPPPPYYYKSPPEPSPSPEF
X55692 PSPSPPEPYYYKSPPPPSPSPEF

PHVHRG PSPSPPPPYYYKSPPPPSPAPAPKYIYKSPPPPAYIYSSPPPPIYKXARIVEAPFT

* Eliminacién de nucledtidos en PHVHRGPA {letras obscuras)para lograr el
alineamiento con las secuencias para extensinas—like y XETe7 .

40 50 &0
KETc7? PPY ****** APNPG?PPPY

PHVHRG PPYYYKSPPPPSPSPPPPY

Figura 7. El alineamiento mulnple de KETc7 present del 35-45 % de homologia con un conjunto de
proteinas ricas en prolina, extensinas, con quienes comparte 2 motivos clsicos de estas dltimas (Ser-Pro-Pro-
Pro). En ¢sta figura se ilustra los alineamientos que presentaron mayor identidad con KETc7. Nota: Para
identificar los nombres de las proteinas alineadas con KETc 7, considerar el nimero de la clona'a identificar y
el nimero de acceso, de ia protema alineada, en el GenBank (Ver apéndice ).
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Alineamiento de la secuencia KETc7 con proteinas de la
cubierta del huevecillo de Schistosoma mansoni Y hematobioum

*No de acceso Secqencia de aminoécidos
10 20 30 40 50

KETc7? AFMOPHPSFSPPPVDYLYQTNSPPPYGGAVPPPYAPNPGPPPPYTGAASSMP
X13596 PPPPSPPPYPAAPXSPPAPXPPPPPXPPPX;;;CéPé&;Y;PéAP;PW;;;;PPéC;éPV
SCMESP PQSSPLQPPPYP;P;éXé;;;PP; —————— ;;;SXPéPé;ééégPéXé;;;PPYLéé;Xé
SCMES PPXQSGPPHPPPXTSPYéPééXLPPXTSPXéPé;SPPLéééPé;P;PL;;;XQébééHQ;

SCMEGP PPXQSGPPHPPPXTSPYPPPPXLPPXTSPXPPPYSPPLPPPPPPPPPLPPPXQSDPPHQP

60 70 80 a0
KETc7 PYPTGGPPPVNTGYYYPSDPNTFYAPPYSQASAPPMEPEDKKNL

X13596 PYPPPSPPPXPPPYPPPCSPTAAYPPFAPPPXPPPPPPPCSPPAPYPPPAPPPXPPPAPP

SCMESP PPPPPFPPPSXF----PPPPPPYPPPEYPPSPXPPPQSLPXQ
SCMES PXPPPPPPPPPPPYPiéXSDDGGXAIVXPMAAKNNNVNDDFIFF

SCMEGP PXPPPPPPPPPPPYPLSXSDDGGXAIVXPMAAKNNNVNODEIF

Figura 7 Bis. Continuacién de los alineamiento obtenidos con la secuencia de aminodcidos que codifica [a
clona KETc7. El alineamiento maltiple de KETc7 presenté de! 36-40 % de homologfa con un conjunto de
proteinas ricas en prolina, extensinas, presentes en la cubierta del huevecilio de Schistosoma. Nota: Para
identificar los nombres de las proteinas alineadas con KETc 7 considerar el nimero de la clona a identificar y
el numero de acceso, de la proteina alineada, en el GenBank (Ver apéndice I).
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Analisis de la secuencia que codifica para la proteina recombinante KETc 11

10 20 - 30 40 50 60
KETc 11 TGAAGCGAAAACAAAGATGAGGGCATCCATCTTTCTCGCTCTTGCCATTCTCGTTATTAC

...........................................................
...........................................................

pTcA 5.5 GAAGCGAAAACAAACATGAGGGCATCCATCTTTCTCGCTCTTGCCATTCTCGTTATTAC

........................
........................

EghAgB.8/2 TGGAGACAATCGCATAATGAGGACTTACATCCTTCTCTCTCTTGC—--TCTCGTGGCTTT

70 g0 90 . 190 110 120
KETc11 CGTTGTCGCTGCCCCTACCGATGATAAGGGACCTGAGGATC TGAAGAAGAAAATGATGAR

............................................................
...........................................................

pTcA 5.5 CGTTGTCGCTGCCCCTACCGATGATAAGGGACCTGAGGATCTGAAGAAGAAAATGATGAA

EgAgB.8/2 CGTGGCCGTCGTTCAAGCTAAAGATGAG———CCAAAAGCACACATGGGGCAAGTGGTAAA

130 140 150 160 170 180
KETcl1 GCAATTGGGTGAGGTGCGTCGCTTCTTCAGGGAGGATCC TCTGGGCCAGAAGATTATTGA

............................................................
............................................................

pTchk 5.5 GCAATTGGGTGAGGTGCGTCGCTTCTTCAGGGAGGATCCTCTGGGCCAGAAGATTATTGA

----------------------
......................

EghgB.g/2 AAAATGGGGTGAACTTCGAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCA AAGACTTGTCG

190 200 210 220 230 240
KETcll CCATTTCCAAGAGACGGTCTCTATCTGCAAGGCCATCAGAGAGCGGATAAGARAACGCCT

............................................................
...........................................................

pTch 8.5 CCATTTCCAAGAGACGGTCTCTATCTGCAAGGCCATCAGAGAGCGGATAAGAAAACGCCT

EgAgB.8/2 CTCTTGGCAATGACCTAACTCCATTTGCCAGAAGCTGCAATTGAAGATTCG TGAGGTGC

250 260 270 280 290 300
KETcl1 TGGAGAATACCTAAAGGGTCTTGAARATGAATAGATGTTGAGT TAAATCCACAAGGARAA

............................................................
............................................................

pTchd 5.5 TGGAGAATACCTAAAGGGTCTTGAAAATGAATAGATGTTGAGTTAAATCCACAAGGAAAA

...........
...........

EgAgB.8/2 TGAAGAATATGTTAAGAATTTGGGGAAGAAAAAGATGATGATTCAAAGTAAGTCATGCGT

310 320 330
KETcll GTGATTAAATAAAAGGAACTCTTTCCCAGC

..............................
..............................

pTcA 5.5 GTGATTAAATAAAAGGAACTCTTTCCCAGC

Figura 8. Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de las clonas KETcll, pTcA 5.5 y EgAgB.8/2. Nota:
Para identificar los nombres de las proteinas alineadas con KETc¢ 11. Nota: Para identificar los nombres de las
proteinas alineadas con KETc¢ 11, considerar el numero de la clona a identificar y el nimero de acceso, de la
proteina alineada, en el GenBank (Ver apéndice 1).
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Analisis de la secuencia que codifica para Ia proteina recombinante KETe 11

El andlisis de la secuencia de nucledtidos de la clona KETc 11 presentd 56 % de
identidad con la secuencia que codifica para la subunidad de 8 kDa del antigeno B de
Echinococcus granulosus, EgAgB.8/2 (Fernandez et al., 1996) y 100 % de identidad con la
secuencia que codifica para la proteina pTcA 5.5 de cisticerco de Taenia crassiceps cepa
HYG reportada por Zarlenga y col. (1994) como una proteina de interés en el
inmunodiagnéstico de la cisticercosis bovina. Para lograr la alineacion completas de
EgAgB.8/2 y KETcl1 fue necesario considerar la eliminacion de 6 nucledtidos presentes en
la secuencia EgAgB.8/2 y no en KETcl1. A continuacién se indican las posiciones de los
nucledtidos eliminados en la secuencia KETcl1 asi como las secuencias de nucledtidos
presentes en EgAgB.8/2 (Figura 8).

120 130
KETell GAAGCA---—-—-ATTGGGT

EgAgB.82 AAAAAAAAGATGGGGT
200 210
KETcil TCT-CTATCTGCAA
EgAgB.872 ACTGCCATTTGCCA
240 250
KETcll  CCTTGGAGAA--TAC

EgAgB.82 TGCTGAAGAAGTAT

260 270
KETcll GTCTTG--AAAATGA

EgAgB82 ATTTGGTGGAAGAA
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Sec.

Sec.

Sec.

Sec.

Sec,

Sec.

Sec.

Sec.

Nucledtidos
ORF 1
ORF 2
CRE 3

Nucledtidos
ORF 1
ORE 2
ORF 3

Fuclebtidos
ORF 1
ORF 2
ORFE 3

Nucledétidos
ORF 1
ORF 2
ORF 3

Nucledtidos
ORF 1
GRE 2
ORE 3

Nucledétidos
CRF 1
QRF 2
ORE 3

Nucledtidos
ORF 1
QRF 2
ORF 3

Nucledtidos
ORF 1
ORF 2
ORF 3

TGA AGC GAA AAC AAR GAT GAG GGC ATC CAT CTT TCT CGC TCT
* 3 E N K b E G 1 H L s R S

TGC CAT TCT CGT TAT TAC CGT TGT CGC TGC CCC TAC CGA TGA
C H S R Y Y R C R C P Y R *

TAR GGG ACC TGA GGA TCT GAA GAA GAA AAT GAT GAA GCA ATT
* 6 T * 6 S E E E N D E A I
K 6 P ®E D L K K K M M K ¢ L
R » L R 1 * R R K * * § N W

GGG TGA GGT GCG TCG CTT CTT CAG GGA GGA TCC TCT GGG CCh

G * G A S L L Q G G S S G B
Gk Vv R R F F R E D P L G o
v R C v A S S G R 1 L W A R

GAA GAT TAT TGAR CCA TTT CCA AGA GAC GGT CTC TAT CTG CAA
E D Y * F F P R D G L Y L Q

GGC CAT CAG AGA GCG GAT AAG AAA ACG CCT TGG AGAR ATA CCT
G HE O R 2 D K K T P W R 1 P

AARA GGG TCT TGA AAA TGA ATA GAT GTT GAG TTA AAT CCA CAA
K G S * K * 1 D v E L N P Q

GGA ARA GTG ATT RAR TAXA AAG GAA CTC TTT CCC AGC
G K Vv 1 K * K E L F P S
E X * L N K R N S F P
K S D * 1 K G T . L 5 Q

Figura 9. Secuencia de aminodcidos generados por la secuéncia de nucleétidos KETel 1/ pTcA 5.5 de acuerdo
a los 3 posibles marcos de lectura.
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Determinacién de la secuencia de aminodcidos a partir de la secuencia de nucleétidos
' KETcl1/pTcA 5.5

Como se puede observar en la Figura 9 la secuencia KETc11/pTcA 5.5 es capaz de
codificar para 3 diferentes péptidos de acuerdo al marco de lectura a considerar. La
secuencia de aminodcidos reportada por Zarlenga y col. (1994) corresponde a la proteina
sintetizada bajo el segundo marco de lectura que genera una proteina de 85 aminoacidos.
Sin embargo, en nuestro caso la induccion de la expresion de la proteina clonada y
expresada bajo el promotor LacZ indica que la traduccién de la secuencia estuvo
determinada por el tercer marco de lectura, el cual genera un péptido de 6 aminoéacidos.
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Anilisis de la secuencia que cedifica para Ia proteina recombinante KETc 11

* No. acceso Secuencia de aminoacides
KETcll CRNSARVKRKQR

emb | AA PGCRNSARVPKKQRIAYGXVLSXKIKMCLH
D45299 ' EFKLDCCRNSARAKRLRRPQLLPPKETQKXRGPS

D619l PGCRNSARVRSGNFPFAXILSLYIAXMRDFPYF
G2214 YNLCPSWPPQHPLMNQMMEXLKFPRNTVNiéﬁkééEPSTLEDLVYISKYIWMXP
NI035 QRKISHLLESLWATFFVKTKHRPLHSPCRR§éé£é§kéFRLWGGEEGRGGEDTWXGGS
T59644 IPRGééﬁééﬁéﬁHTASLHWOKLPHESSRFFTIDE

N7577 Gégééég;%GQCYSRXHVSFFLLFRDLLSPPP
T8876 RPGRGGAGRRRTRECRDEéé&éékIRRSRGRGQEARGWITAPVNS
D2818 SMRRTSPRSLSPIPCTPPCEELCLLKPFC?RSKRR&ékéﬁQMMPSLIRRCTWSPCLGXW
emb | A GSITVTKGSSQGBRNIWQESFHPHGVX&éﬁéAéLéﬁdeAQNLPQDPPRCSVGRCCPL
H6103 KLYHCGKIGXIRNHTGKé&éékikﬁDQRPKENXXAYGTTSXXYHIHI

emb | AA LWAPWSSWVQKSSSQGSSGGGLGLERICRDPGRVRAKQFGSRGRAERNWVMEVIQRA

RI411 RAATIFPTDTSRXVRNPVSEAVARRKWKGRNSSRVTRSQR

Figura 10. Etalineamiento maltiple de KETc 11, considerando que el polipéptido consta de 6 amino4cidos se
incluyeron 5 aminodcidos de [-galactosidasa con el fin de tener acceso a la utilizacion del programa de
analisis computacional. En fletras obsuras se indica la secuencia de KETcll y los aminoécidos que
presentaron identidad con ésta secuencia. * No acceso a la secuencia del GENBANK. Nota: Para identificar
tos nombres de las proteinas alineadas con KETc 11, considerar el nimero de la clona a identificar y el
numero de acceso, de la proteina afineada, en el GenBank (Ver apéndice I).
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Analisis de la secuencia que codifica para el péptido recombinante KETc12

La secuencia del péptido KETc 12 estuvo contenida en dos secuencias reportadas
con las cuales presento identidad en el motivo XRGXLLLDCL. :

* No acceso Secuencia de aminoacidos .

KETcl12 GNLLLDCL

B e e e

H5432 VSRTALTSSPVRSFSCLNCXE PQVVGNNYTGRGKLLLDCLY SYPFYILNLTFGILKDLCLCSX

BNAF08 TRHERIETGGSIFRPRSRRLGQSXRGTLLLDCLPYPSSXSSLEVIVOCGEXFTOLG

Figura 11. Alineamiento de la-secuencia de aminoacidos del péptido KETcl2 utilizando al programa
TFASTA con la matriz PAMI20. La secuencia del péptido KETc12 estuvo contenida dentro de la secuencia
reportada para una proteina de brotes de cofiflor. Nota: Para identificar los nombres de las protefnas alineadas
con KETc 12, considerar el nlimero de la clona a identificar y el nimero de acceso, de la proteina alineada, en

el GenBank (Ver apéndice 1)
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Indice de Antivenicidad

La sccuencia de aminodcidos de la” protcina KET¢ 7 se sometio a un analisis dc
antigenicidad a fin de identificar los epitopes mids inmunogénicos del mismo.
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Figura 12. Determinacion del indice de antigenicidad de 1a secuencia de aminogicidos de fa clona KETc 7 de
acucrdo a mdiodo de Wolf (Jamcson y Wolf, 1988) :
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¢) EPITOPES ANTIGENICOS: PREDICCION, SINTESIS Y EVALUACION
EN EL INMUNODIAGNOSTICO DE LA CISTICERCOSIS

c.l Antigeno recombinante KETc¢7

Los resultados obtenidos en este estudio se anexan en el articlo

“IMMUNODOMINANT SYNTHETIC PEPTIDES OF Taenia crassiceps IN MURINE

AND HUMAN CYSTICERCOSIS“. Esencialmente se identificaron, sintetizaron y
evaluaron con fines diagnosticos 3 péptidos sintéticos (GK-1, GK-2 y GK-3) que
representan a las regiones mas inmunogénicas de esta secuencia (Figura 12) (Gevorkian et
al., 1996).
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Figura 13. Detcrminacion del indice de antigenicidad de fa secuencia de aminocidos de Ja clona KETe 11 de
acuerdo al método de Jameson-Wolf (Jameson y Wolf, 1988). Identificacion de dos epltopes antigénicos
GE-11! que incluye 1a secuencia RFFREDPLG (residuo 42-50)y GE-111.1 IRERIRKRLGE (residuo 67-77),
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¢.2 Antigeno recombinante KETel1

Considerando que la secuencia codificada por la clona KETc! 1/pTcA 5.5 (Zarlenga
et al., 1994) se reportada como de interés en el diagndstico de la cisticercosis por Taenia
saginata, y considerando la extensa reaccion cruzada que se presenta entre céstodos, se
decidié someter la secuencia KETc 11 a un analisis de prediccion de epitopes. Se
identificaron dos regiones antigénicas, denominadas GE-111 (GLPDERFFR) y GE 111.1
(EGLRKRIRERI) (Figura. 13). Estas fueron sintetizadas quimicamente originando los
péptidos GE-111y GE-112 (GE-111+ GE-111.1). Ambos fueron inicialmente evatuados en
su capacidad diagnéstica en la cisticercosis murina y humana causada por Taenia crassiceps
y Taenia solium, respectivamente. Los resultados se ilustran en la Figura 14.
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Abstract

The screening of a cDNA library of Taenia crassiceps revealed a clone designated KETc7 that induced high levels of protection
against mufine cysticercosis in previous experiments. The molecular structure of the deduced 100-amino acid sequence of the
corresponding proline-rich polypeptide was studied to detect potentially immunoclogically active epitopes. Several candidate
epitopes were identified, three of which were synthesized by solid-phase peptide synthesis and used as antigens in enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) for detection of specific antibodies in a selected panel of sera from mice infected with Taenia
crassiceps and pigs infected with Taenia sofium, as well as in the serum and cerebrospinal fluid of human patients with
neurocysticercosis. The three peplides detected antibodies in serum from all infected mice. Seven of nine sera from patients with
neurocysluccrcosns reacted strongly with peptide GK-3, and four of them with peptides GK-1 and GK-2. A lower reactivity was
observed in sera from experimentally infected pigs. Peptide GK-3 reacted also with 45 out of 77 cerebrospinal fluids (CSF) from
patients with confirmed neurocysticercosis and with 14 out of 68 CSF {rom control patients with other neurological disorders.
This is the first report on synthetic peptides that are prominent in the humoral response of murine, porcine and human
cysticercosis. Their identification implies finer molecular tools in the exploration of this form of host-parasite relationship, as well
as hints to their application in immunodiagnosis and in vaccine design.

Keywords: T. crassiceps, T. sofium; Synthetic peprides, Diagnosis; Cysticercosis

logical diagnosis, still has suboptimal sensitivity and
specificity, it requires purified glycoprotein antigens
from T. solium cysticerci of difficult or expensive pro-
curement, and it is technologically demanding of highly
skilled laboratory procedures to reproduce the high
levels of performance obtained in the original proce-
dure [6].

Because of the extensive cross-reactivity and cross-

1. Intvoduction

Taenia solium causes pig and human cysticercosis, a
highly prevalent and damaging parasitic disease in third
world countries {1-4). Since the pig is an obligatory
host in maintaining the life cycle of this parasite, the
possibility of hindering transmission to humans by
vaccination of pigs has prompted the development and

evaluation of recombinant and synthetic antigens as
candidate vaccines [5). The need to improve serological
tests for diagnostic as well as epidemiological studies
could also benefit from antigen simplification, because
the enzyme-linked immunoelecrotransfer blot, regarded
by some as the immunological test of choice for sero-

* Corresponding author,

0165-2478/96/512.00 © 1996 Elsevier Science 8.V, Al rights reserved
S5D1 0165-2478(96)02503-5

protecting immunity between T. solium and T. crassi-
ceps cysticerci [7,8}, the experimental murine
cysticercosis, caused by T. crassiceps in mice [9,10] has
been used as a laboratory model to test promising
antigens for vaccination and immuncdiagnosis. Thus, a
¢DNA expression library was constructed [S] using
mRNA isolated from larvae of T. crassiceps ORF {7}.
The scre¢hing was performed with specific polyclonal



antibodies, prepared in rabbits against 56-, 66- and
74-kDa antigen fractions from T, crassiceps cysticerci,
previously reported as the most promising vaccinating
. antigens against murine and pig cysticercosis {11]. Thir-
teen strongly positive clones were detected and jsolated
{5]. Five of them reacted with antisera from 7" solium
infected pigs and induced high levels of protection
against murine T. crassiceps cysticercosis. The clone
designated KETc7 was selected on account of its high
reactivity for further study, by way of chemical synthe-
sis of its peptide fragments followed by assessing their
antigenic properties. The nucleotide sequence of KETc7
was elucidated and proved to represent the 3’ portion of
a native gene [12). The deduced amino acid sequence
was shown to contain 29% proline. In this study we
analyze the antigenic profile of this proline-rich
polypeptide by the Jameson and Wolf method [13],
which indicated several potential antigenic epitopes.
Three of them, designated GK-1, GK-2 and GK-3,
were chemically synthesized and used as the antigens in
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for de-
tection of specific antibodies in sera from experimen-
tally infected mice and pigs as well as in sera and CSF
© from patients with confirrhed neurocysticercosis,

2. Materials and methods
2.1. Reagents

NZ*-tert-Butyloxycarbonyl (BOC) protected amino
acids were purchased from Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO. All other chemicals fog. peptide synthesis
were obtained from Aldrich Chemical Co., Milwaukee,
WI and were the purest grade available. Alkaline phos-
phatase-conjugated anti-human, anti-pig and anti-
mouse IgG (whole molecule) and p-nitropheny!
phosphate disodium (5 mgfiablet) and human serum
albumin were purchased from Sigma.

2.2, Antigens

Vesicular fluid from the cysticerci of T. crassiceps
was used as the source of total antigen preparation [14].
The peptides GK-1 (aa69-85) GYYYPSDPNTFYAP-
PYS(A); GK-2 (aa55-66) (KK)MPPYPTGGPPPV(K)
and GK-3 (aa35-5i) PPPYAPNPGPPPPYTGA were
prepared manually by stepwise solid-phase synthesis
[¥5) with the N'-lert-butyloxycarbonyl {BOC) deriva-
tives of L-amino acids on Merrifield resin (chloro-
methylated copolystyrene-1% divinylbenzene, Sigma), It
has been found that the chaotropic salts are useful in
solid-phase peptide synthesis to disrupt secondary
structures and increase the rate of peptide bond forma-
tion [16), therefore, we used 0.4 M NaClO, in dimethyl-
formamide:dichloromethane (1:1) during each coupling

I = P

Al B 2 P R s D

step. Upon completion of the solid-phase part of the
synthesis the removal of all side-chain protecting
groups (2,6-dichlorobenzyl- for tyrosine; benzyl- for
aspartic acid, serine and threonine; 2-chloro-benzyloxy-
carbonyl- for lysine) and simultaneous cleavage of the
peptides from the resin were performed in the presence
of triffuoromethanesulfonic acid {TFMSA). The crude
pepiides were purified on a column with Sephadex G-25

followed by chromatography on a column of car- |

boxymethyl cellulose.
2.3. Sera and cerebrospinal Suids (CSF)

Serum samples from 14 mice experimentally infected
by 7. crassiceps [17] and eight control cestode-free mice
as well as from 17 pigs experimentally challenged with
T. solium eggs (18] and five normal control pigs were
used for immunodiagnosis. Likewise, the human serum
samples tested were obtained from (he following
groups: (1) nine patients with confirmed neurocysticer-
cosis; (II) 32 HIV-1 infected individuals; (III) eight
patients with rheumatoid arthritis {RA). (IV) 13 normal
healthy individuals (members of the laboratory staff);
and (V) 70 healthy blood donors. CSF specimens tested
were obtained from 77 patients with neurocysticercosis
confirmed by neuroimaging studies and immunodiagno-
sis in CSF (group VI) and 68 control patients affected
with a comprehensive variety of neurological disorders
(group VII). In group VII the diagnosis of neurocys-
ticercosis had been excluded by imaging studies and
CSF analysis.

24, ELISA

All ELISA tests were performed following standard
laboratory procedure [18]. Flat-bottomed microtitration
plates (96-well; Nunc, Denmark) were coated with the
appropriate antigen diluted in 0.2 M carbonate-bicar-
bonate buffer (pH 9.6) and incubated overnight at
room temperature (22°C) (when using peptides) or at
4°C (when using T. crassiceps antigen). After washing
with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.3%
Tween 20 (PBS-Tween) the plates were coated with test
sera or CSF [9] diluted in PBS-Tween (1:100 and I:10,
respectively), containing 1% human serum  albumin
(Sigma) and incubated at 37°C for | h. Four washes

with PBS-Tween followed. Alkaline phosphatase-conju-

gated anti-mouse 1gG (whole molecule) (1:2000), anti-
human IgG (whole molecule) (1:1000) and anti-pig 1gG
(whole molecule) (1:1000) were used, respectively. The
reaction with p-nitrophenyl phosphate, (p-NPP) sub-
strate in diethanolamine buffer (pH 9.8) followed and
was stopped by 2 N NaOH. The absorbance of the
plates were read at wavelength 405 nm using an auto-
mated ELISA reader. All samples were tested in dupli-
cate, and each plate contained a conjugate control (no
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K-2 (aa
ingle-letter abbreviations
, leucine; K, lysine; M, methionine; F, phenylatanine;

for the amino acids are as follows: A, alanine;

rum or CSF). Tests were scored positive if their O.D.
xceeded the mean plus two standard deviations (SD)
of sera from either cestode-free mice, controi healthy
humans or non-infected pigs, as corresponded, that
were included on each plate.

3. Results and discussion.

To analyze the antigenic profile of this new proline-
rich polypeptide from T. crassiceps, the software pack-
age presented by Wolf et al. [13] and distributed within
the UWGCG (University of Wisconsin Genetics Com-
puter Group) program collection, was used (Fig. 1).
Several candidate epitopes werc identified, three of
them (aa69-85 (GK-1), aa55-66 (GK-2) and aals-
5I{GK-3), were synthesized by the solid-phase peptide
synthesis and used as antigens in ELISA for detection
of specific antibodies with different panels of sera and
" CSF specimens. The three peptides detected antibodies
in all sera from T. crassiceps infected mice, indicating
that they represent immunodominant epitopes of
T.crassiceps cysticerci. None of the sera from control
cestode-free mice reacted with these peptides (Fig. 2)- A
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ig. 1. Antigenicity plot showing the origin of the synthetic peptides, derived from KETc? clone: GK-1 (aa69--85) GYYYPSDPNTFYAPPYS(A)
55..66) (KK}MPPYPTGGPPPVIR); GK-3 (aa35-51) PPPYAPNP GPPPPYTGA. Added amino acids are shown in brackets.The
N, asparagine; D,
P, proline; S, serine; T, threonine;

aspartic acidi E, glutamic acid: G, glyeine; L. isoleucine;
Y, tyrosine; V, valine.

lower discriminant capacity of the peptides was ob-
served when sera from experimentally T. soliumi-in-
fected pigs were tested. The peptides GK-1 and GK-2
were reactive with four samples and peptide GK-3 with
seven of nine sera {rom patients with confirmed neuro-
cysticercosis (Fig. 2). To further evaluate the antigenic
properties of peptide GK-3, a panel of CSF [rom
neurocysticercotic patients and control patients with
other neurological disorders was analyzed. Forty-five
out of 77 (58%) CSF from individuals with confirmed
neurocysticercosis were recognized by GK-3. CSF from
patients with active forms of neurocysticercosis reacted
with peptide more frequently (64%), than CSF from
individuals with inactive forms of disease (31%). Pep-
tide GK-3 reacted also with 14 out of 68 CSF (21%)
from control patients with other neurological disorders.

As some amino acid sequence homology belween
GK-3 and collagen-like proteins was found in GenBank
database, we tested peptide GK-3 against sera from
patients with rheumatoid arthritis, HIV-1-positive indi-
viduals and blood donors (Table 1). Although anticol-
lagen antibodies have been documented in a large
proportion of HIV-infected individuals and AIDS pa-
tients {19,20], only one of the 32 tested HIV-1-positive
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Fig. 2. ELISA absorbance values for

individual mice (cestode-free () and Tuenia crassiceps-infected (4)), pigs (normal control (<} and T.

solium-infected (®)) and humans (healthy (0} and with confirmed neurocysticercosis (M), using synthetic peptides GK-}, GK-2 and GK-3. as

well as vesicular Auid from the cysticerci of T, crassiceps (TAg).

sera but none from the two other groups, showed
reactivity with GK-3.

We have aiso compared results obtained with the
synthetic peptide antigens with those from a whole
antigenic extract of T. crassiceps (Fig. 2). Optical den-
sity values obtained with total antigen in most cases
were higher than those obtained with the synthetic
peptides, probably due to the presence of a large num-
ber of different antigenic determinants in the whole
parasite extract.

We have presented here the first report on the serol-
ogy of synthetic peptides of T. crassiceps and identified
an antigenic peptide with the ability to positively iden-

tify 58% of confirmed human cysticercotic patients. The
immune response of pigs to T. soliwn is not thoroughly
documented, but ongoing observations have found ex-
treme variation in quantity and nature of most promi-
nent antigens. It is then no surprise that a singje epitope
presented by synthetic peptides GK-1, GK-2 or GK-3,
was missed. Future diagnosis of cysticercosis will
not be limited to the use of a single peptide. The
synthesis and evaluation of other antigenic peptides
representing different clones, obtained by screening of a
T. crassiceps cDNA library, must be performed to
progress the use of a multiple peptide approach to
serodiagnosis of T. crassiceps and T. sofium infection.
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‘orrelation betweeen ELISA results and clinical diagnosis of neurocysticercosis (NCC)

LISA NCC Other neurological diseases

Non-neurologicat (AIDS, RA) Healthy donors

Yositive 45 4
Wegative n 54
Fotal m 68

! 0
39 70
40 70

Furthermore, peptides and their corresponding anti-
podies could be useful tools for evaluating the potential
role they might play in the pathogenesis of cysticercosis.
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VIIL. DISCUSION

En este trabajo se identificaron 5 clonas recombinantes de interés para la prevencién
y el diagnéstico de la cisticercosis causada por Taenia solium. De las cuales solo 4 fueron
secuenciadas y analizadas (KETcl, KETc 7, KETell y KETcl2). Los criterios que se
utilizaron para su identificacién y su evaluacion funcional se describen y discuten en el
articulo anexo a esta tesis (Manoutcharian et al, 1996).

El analisis de las secuencias de aminoacidos de las clonas identificadas permitieron
determinar algunas de las caracteristicas de las proteinas recombinantes codificadas. Las
observaciones mds interesantes en este sentido surgieron del analisis de la secuencia
KETc7. Esta secuencia codifica para una proteina rica en prolina (30%), altamente
insoluble y con un peso molecular de 10.23 kDa (Tabla IV). Ambas caracteristicas resultan
de interés en el disefio de estraiegias para la expresion y purificacion de la proteina
recombinante a fin de poder confirmar el peso molecular estimado y su efecto protector. El
analisis de identidad indica que presenta del 35-43 % de identidad con secuencias proteicas
ricas en hidroxiprolina, prolina y glicina. Estas proteinas forman parte del grupo de
proteinas denominadas extensinas (proteinas ricas en hidroxiprolina, HRGPs) o "
extensinas-like " (proteinas ricas algin otro aminoacido como la glicina, prolina, serinas,
tirosina, lisina, valina, 4cido glutamico, histidina, treonina o alanina) (Showalter, 1993).
Las extensinas representan a una familia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs)
son proteinas basicas con-un punto isoeléctrico ~ 10. Estudios previos indican que el
tamafio y secuencia de las extensinas son altamente conservados e incluyen motivos de
secuencias repetitivas ricas en Serina-Prolina 37, siendo el motivo mas frecuentes Ser- Hyp,
(Serina-Hidroxiprolina- Hidroxiprolina-Hidroxiprolina- Hidroxiprolina), v sus variantes
solos 0 en combinacion con otros amino4cidos como son la lisina, tirosina, histidina, valina.
Ademas, se sugiere que la disposicion de estos motivos podrian estar involucrados en la
variabilidad estructural y funcional especifica de cada proteina. La proteina KETc7 contiene
2 motivos Ser-Prolina 3.7 y XP 2.7(donde X puede representar cualquier amino4cido), ambos
interrumpidos por diferentes secuencias de aminoacidos (Kieliszewsky y Lamport, 1994).
Recientemente, se ha propuesto una teoria sobre el origen de estos motivos repetitivos
donde se indica que durante ta evolucion posiblemente surgié un fenomeno gue indujo la
duplicacidn y recombinacién de regiones ricas en G-C (desoxiguanosina-desoxicitosina)
contenidas en los genes de las proteinas de pared, tal que el nimero de motivos contenidos
en cada una de las extensinas, sugeriria el niimero de eventos dados.

46



Las extensinas han sido identificadas en diferentes organismos y tejidos,
principalmente en la constitucién de la pared célular de diversos vegetales (maiz, zanahoria,
frijol, tomate, tabaco, soya y fibras de algodén (Showalter et al., 1991, 1993; Keller et al.,
1988, 1989; Hong et al., 1994; John et al., 1995)). En parasitos, proteinas “extensina-like”
han ricas en glicina han sido 1dent|ﬁcadas formando parte de la cubierta del huevecillo de
Drosophila melanogaster, Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni, Japonicum 'y
haematobium (Petri ¢t al., 1976; Koster et al.. 1988; Henkle et al., 1990; Bobek et al., 1989;
1991). En ambas clases de organismos la expresién de las extensinas ha sido
frecuentemente asociado a 6rganos, tejido o tipo celular especificos.

Los datos reportados en la literatura han convergldo en la propuesta de 3
mecanismos funcionales:

1) Participacion en el saneamiento de heridas y resistencia a patdgenos a través de la
formacién, organizacion y mantenimiento de la estructura de Ja pared celular. Estudios
previos en células vegetales indican la existencia de una correlacion positiva entre la
resistencia a patégenos y contenido de extensinas o sus precursores (McNeil et al., 1984)
capaces de formar una barrera estructural dado por un incremento en la deposwlon y
formacion de wniones entrecruzadas entre las extensinas y otras proteinas de la pared celular
que impidan la infeccion de la planta por patogenos. Otro mecanismo de defensa prOpuesto
sugiere que las extensinas pueden actuar como una clase de proteinas “papel mosca” capaz
de inmobilizar a ciertos patogenos de plantas, en este caso la respuesta de aglutinamiento
estaria dada por una interaccion ionica entre la carga positiva propia de las extensinas y la
negativa del patdgeno. Dichas mteraccmnes han mostrado ser reguladas por cambios en el
pH y la concentracién de Ca™, que resutan en la alteracion de las propiedades
fisicoquimicas de la pared (Showalter, 1993). En el estudio de la cisticercosis resultaria de
gran interés el poder determinar la etapa en la cual el cisticerco es capaz de secretar el
antigeno KETc7 y si éste es capaz de aglutinar a las células de la respuesta inmune a fin de
impedir su destruccion y facilitar su establecimiento dentro de su hospedero.

Por otra parte, se tienen evidencias de que las extensinas interactiian con proteinas
transmembranales que estabilizan los microtubulos corticales de la pared celular. Estudios
experimentales han demostrado que los microtibulos corticales de protoplastos de tabaco
son sensibles a bajas temperaturas, sin embargo, Ia adicién de 100 ug HRGP/ml es capaz
de estabilizar y regenerar la pared celular. Evidencias adicionales indican que en estos
experimentos los proteinas HRGP interactian con un componente transmembranal sensible
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localizado en la superficie externa de la pared y el cual es sensible a proteasas (Knox,
1995). Sin embargo, dicho componente ain no ha sido identificado. La caracterizacion de
este tipo de interacciones HRGP- proteinas de membrana plasmidtica, proteinas de pared
celular y componentes del citoesqueleto podrian ser de interés, principaimente en la
regulacion de sefiales de transduccion que permitan la interaccion del medio externo con el
interior de la célula. Los avances en el conocimiento de este tipo de interacciones a nivel de
superficie celular pueden ayudar al progreso en el conocimiento y comprension de los
mecanismos fundamentales en el estudio de la biologia de plantas y animales (Knox, 1995).
La importancia del sistema de microtbulos no solo radica en la transduccion de sefiales det
interior al exterior sino también en el mantenimiento y regulacién de la estructura celular.
En este sentido es importante considerar que en el estudio de la cisticercosis no existe
informacion al respecto asi que solo podriamos especular sobre las posibles funciones que
estarian asociadas a las extensinas y su posible funcion y relevancia en el cisticerco y/o
estudio de la cisticercosis. De esta forma resulta de gran importancia la localizacién de la
proteina KETc7 en los diferentes estadios del parasito va que nos permitiria ahondar mas en
el conocimiento de la biologia y los cambios estructurales durante ¢l desarrollo del pardsito.

2) Participacién en el mecanismo de expansion de la pared celular donde moléculas de
celulosa u otros glicanos al unirse a una o diferentes tipos de extensinas (expansinas)
establecerian un mecanismo de expansion generado por el desplazamiento de polimeros en
ausencia de actividad hidrolitica (Brady, 1996). La presencia de dominios “extensina-like”
han sido identificados en proteinas de la membrana plismatica que unen la pared y el
citoesqueleto (Knox et al, 1995).

3) Expresion etapa y tejido especifica durante el desarrollo. En vegetales ha sido observada
principalmente en las semillas de frijol (Keller et al., 1988, 1989; Shcherban et.al., 1995) y
en parasitos, especificamente en Schistosoma japonicum donde se ha observado un aumento
en la concentracion, sintésis y procesamiento de los RNAm que codifican para una proteina
“extensina-like” rica en glicina, principalmente durante la maduracion de la hembra, el
apareamiento y la produccion de huevecillos (Bobek et al., 1991). Dichas evidencias
sefialan la importante participacion de las proteinas “extensina-like” en la formacion de la
pared y en el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de diversos érganos u organismos per
se. Sin embargo, aln queda por demostrar ampliamente las funciones atribuidas a dichas
proteinas.
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La homologia de KETc7 con el grupo de las extensinas nos permite especular sobre
su relevancia en la constitucién, mantenimiento y desarrollo del cisticerco. Recientemente,
estudios de inmunofluorescencia indican que la proteina KETc7 esta presente en la pared de
la oncosfera de 7. solium, estadio en el cual su presencia podria proteger al embrién ante
las adversas condiciones medio ambientales a las cuales frecuentemente esta expuesto
(Rosas et al., 1998). Considerando la localizacion y la. homologia de KETc7 con las
extensinas podriamos especular que el efecto protector de KETc7 se deba a la estimulacion
de una respuesta inmupe dirigida contra la superficie del parasito tal que aumente su
vulnerabilidad e interfiera en su crecimiento y desarrollo.

Ademas, podriamos disefiar experimentos adicionales que confirmen si KETc7
pertenece y posee caracteristicas functonales asociadas a la familia de las extensinas o
“extensinas-like”.

Adicionalmente, el andlisis de las secuencias proteicas permitié iniciar la
identificacién de epitopes antigénicos contenidos en las proteinas de interés para efectos de
vacunacion. El anilisis de antigenicidad de la proteina KETc7 permiti6 la identificacion,
sintesis y evaluacion de tres epitopes altamente antigénicos, GK-1, GK-2 y GK-3. Estos
péptidos sintéticos estan siendo utilizados para distintos propésitos; 1) En prevencion, en
base a la evaluacion de su capacidad protectora contra la cisticercosis murina y 2) En el
diagndstico para la deteccion de la cisticercosis. Los 3 péptidos fueron evaluados en un
ensayo de ELISA para confirmar su antigenicidad y determinar su capacidad diagnéstica en
la cisticercosis humana, porcina y murina. Este procedimiento constituye la primera
aproximacion hacia el disefio de nuevos métodos de diagndstico en la cisticercosis, basados
en la utilizacién de péptidos sintéticos. Los resultados fueron promisorios, siendo el péptido
GK-3 el que present6é mayor capacidad para el reconocimiento de individuos infectados. Sin
embargo, GK-3 detecté un alto porcentaje de falsos negativos, lo que sefiala que estos
péptidos no son adecuados para el disefio de un ensayo diagndstico. No obstante, se
requiere llevar a cabo estudios adicionales para la identificacion de péptidos especificos
para cisticercosis, ademas de considerar la optimizacién del ensayo, a fin de aumentar la
sensibilidad de éste. En este sentido Chamekh y colaboradores reportan que el uso de
peéptidos de mayor tamafio o la deteccion de otras clases de inmunoglobulinas (IgE) han
permitido aumentar la° sensibilidad de las pruebas evaluadas en el diagnéstico de
Echinococcus granulosus (Chamekh et al, 1992),
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En Ja optimizacién de una prueba de ELISA basada en péptidos sintéticos se han ‘
considerado diversos factores que permitan aumentar la sensibilidad y especificidad de los
ensayos. Al respecto, la combinacién de més de un péptido ha logrado que en el diagnostico
de la enfermedad de Chagas, la deteccion de anticuerpos contra 7. ¢ruzi utilizando una
combinacién de dos péptidos sintéticos. TcD y PEP2, provenientes de tripomastigote
presente un 99.4% de sensibilidad y 98% de especificidad (Peralta et al., 1994). Asimismo,
Vergara y col. (1991) reporta que la combinacion de 3 péptidos sintéticos con secuencias
repetidas es capaz de reconocer al 97% de las muestras evaluadas, con respecto al
porcentaje de reconocimiento obtenido con los péptidos evaluados de forma individual
(91%, 44% y 65%) (Vergara et al., 1991). De aqui que el tipo de secuencias contenidas en
cada péptido también resulte ser de gran relevancia. En estudios posteriores dichos autores
han sugerido gue los péptidos evaluados probablemente contengan o representen epitopes
estimulantes de células B que sean necesarios para la induccién una inmunidad efectiva o
que estén participando importantemente en el control del crecimiento del parasito después
de una infeccidn natural (Vergara et al., 1992)

En el disefio de péptidos sintéticos es importante considerar el tamaiio del péptidos y
el tipo de secuencias que contenga ya que la deteccion de esporozitos de Plasmodium
falciparum indica la utilizacién de péptidos sintéticos conteniendo un alto ntmero de una
secuencia repetida de cuatro aminodcidos presenté mejor sensibilidad y especificidad que la
utilizacién de péptidos mas cortos conteniendo menor nimero de repeticiones (Giudice et
al., 1989)

Por otra parte, la sintesis de péptidos no solo ha mostrado gran relevancia en la
optimizacién de nuevos métodos de diagnéstico. También ha mostrado gran aceptacidn en
el campo de estudio dirigido al disefio y evaluacién de nuevas vacunas sintéticas. En este
sentido nuestro grupo de investigacion ya ha evaluado la capacidad protectora de los
péptidos sintéticos GK-1, GK-2 y GK-3 en contra de la cisticercosis murina. Los resultados
sefialan al péptido GK-1 como un candidato de interés en el disefio de una vacuna sintética
en contra de la cisticercosis causada por Taenia solium (Sciutto, comunicacién personal).
En otros modelos animales, la inmunizacion con péptidos sintéticos ha sido considerada
como una estrategia potencialmente promisoria va que son capaces inducir una inmunidad
protectora contra diversos patogenos (Steward y Howartd, 1987). Cabe mencionar que en el
disefio de vacunas con péptidos sintéticos es importante considerar la estructura de} péptido
a evaluar ya que frecuentemente la inmunizacién con péptidos lineales actiian como débiles
inmundgenos. Por otra parte, El andlisis, evaluacion y optimizacién de las propiedades
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antigénicas y su capacidad inmunogénica de los péptidos sugieren que los péptidos sean
acoplados a una proteina acarreadora o sean evaluados en diferentes presentaciones
(péptidos lineales, MAP, acoplados a algiin acarreador). Ademas, la evaluacién de
derivados de la proteina P-30 de Toxoplasma gondii sugieren que tanto la estructura como
la secuencia del péptido resultan relevantes en el tipo de respuesta inmune capaz de inducir,
si contiene epitopes tipo B y tipo T (Godard et al., 1994).

Respecto de los antigenos recombinantes identificados en este trabajo, la traduccion
de las secuencias nucleotidicas de las clonas KETcl y KETc12, indican que las proteinas de .
fusién responsables del efecto protector corresponden a péptidos de 12 y 8 aminoacidos,
respectivamente. El tamafio de los péptidos de fusién representan una regién muy pequeiia,
de acuerdo al tamafio del inserto originalmente clonado (Tabla HI), sin embargo, la
evaluacién de su capacidad protectora contra la cisticercosis murina indico dichas clonas
fueron capaces de proteger al 50-80 % de los animales inmunizados (Manoutcharian et al.,
1996). El analisis de identidad del péptido recombinante KETcl presenté el motivo
ATSVR contenido en un grupo de secuencias que codifican para la enzima glicerol-3P-
deshidrogenasa de Drosophila miranda. Sin embargo, en la literatura no se indica que éste
represente o forme parte de alguna region relevante para la funcionalidad de dicha enzima.
Considerando que si bien la deshidrogenasa se localiza en el citosol, hace dificit de .
imaginar su interaccion con el sistema inmune y por consiguiente, la generacion de un
efecto pretector. Los resultados obtenidos en el analisis del péptido KETc 12, mostraron la
misma tendencia que el péptido KETc1, identificandose 7 de sus aminoacidos contenidos
en la secuencia que codifica para una proteina proveniente de brotes de coliflor (Lim et al.,
1996)

La traduccién de la secuencia nucledtidica de la clona KETcil indica que la
proteina de fusion expresada bajo el promotor de B- galactosidasa corresponde a un péptido
de 6 aminodcidos que es sintetizado por el segundo marco de lectura (ORF). El analisis de
identidad de dicho péptido indicé que no existia relevancia alguna entre ¢l péptido KETcl |
y alguna secuencia previamente reportada. Fl andlisis de identidad de la proteina traducida
bajo el segundo ORF indico presentaba 100% de identidad con la proteina, pTcA 5.5 de
cisticerco de 7. crassiceps cepa HYG, la cual ya habia sido previamente reportada por
Zarlenga y col. (1994) como una proteina de secrecion y de interés en el inmunodiagndstico
de la cisticercosis bovina. Curiosamente, la Gnica diferencia entre ambas secuencias esta
representada por la presencia, en KETcll, de una base pirimidica, Timina (T), en la
posicidn numero 1, la cual no esta contenida en pTcA 5.5. Dicho evento trae como
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consecuencia el desplazamiento del marco de lectura y, por consiguiente, que la proteina de
fusién expresada bajo el promotor de $-galactosidasa sea el péptido KETc 11 y no la
proteina pTcA 5.5, Este hallazgo resulta de gran interés dado que Zarlenga y col. en
estudios adicionales reportan que un par de primers disefiados a partir de la secuencia
pTcA 5.5; primer 206 [region 5°, nucledtido 16-38] y primer 170 (region 3" nucledtido 272-
294) han sido utilizados para la amplificacion por PCR (Polimerase Chain Reaction) del
gene completo a partir del ADN gendmico del cisticerco. El producto de amplificacion
mosird ser un fragmento de 470 pares de bases [bp]. Sin embargo, el tamafio del ARNm y
el fragmento secuenciado pTcA 5.3, confirman que la regién codificadora es de 256 pb.
Considerando que los primer fueron disefiados para la amplificacion de la secuencia
codificadora, los autores argumentan que la diferencia de tamafio entre pTcAS.S, ef RNAm
(256 pares de bases) y el producto gendmico amplificado por PCR (470 pares de bases) esta
Justificada por la presencia, en éste tltimo, de un intrén de 210 pb. Sin embargo, dicha
informacion no esclarece la incertidumbre en cuanto a la confirmacion de la secuencia
inicial del gene, ya que la amplificacion del gene a partir de la base 16 [base | de la regién
codificadora] y no incluyen primers que permitan la amplificacion de secuencias
adicionales en la region 5° [region promotora, sitios de reconocimiento para proteinas del
complejo de transcripcion etc....] que confirmen el marco de lectura reportado. Por otra
parte, resultaria de interés la focahizacion y secuenciacion del intrén propuesto, a fin de
ahondar més en el estudio de la genética y la comprension de los mecanismos de
transduccion que podria estar utilizando el cisticerco.

La secuencia de nucledtidos KETc 11 presentd 56% identidad con la secuencia que
codifica para la subunidad de 8 kDa del antigeno B de Echinococcus granulosus la cual
forma parte de una lipoproteina de 160 kDa de secrecién, termoestable, que ha sido
reportada como la princtpal proteina del fluido hidatidico. Esta se ha localizado
predominantemente en las células tegumentales de los protoescolex y en menor proporcién
en la capa laminal y germinativa de las capsulas de Brood. El antigeno B es muy
inmunogeénico y reconocido por el 90% de los pacientes infectados por Echinococcus
granulosus 'y 40% por multilocularis (Frosch et al., 1994). El analisis de ia proteina
recombinante indica que {a region C-terminal presenta actividad inhibitoria para elastasa
y quimiotaxis de neutrofilos. Dichas actividades sugieren que posiblemente dicha proteina
este participando en la generacion de un mecanismo de mimetismo molecular que le
permita, al parésito, establecerse y controlar la respuesta de un  hospedero
inmunologicamente competente.
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Cabe sefialar que la secuencia de nucledtidos de la clona KETcl} ya ha sido
identificada en 3 librerias de ADNc de Taeniu crassiceps (Johnson et al., 1989; Zarlenga et
al., 1994; Manoutcharian et al., 1996), lo cual sugiere que KETc11/pTcA 5.5, al igual que
el antigeno B de Echinococcus. posiblemente sean antigenos altamente expresado en el
cisticerco de T. crassiceps y aunque en nuestro caso el péptido de fusién expresado consta
de 6 aminoacidos, su relevancia antigénica queda atn por ser confirmada.

Por otra parte, cabe la posibilidad de que la sintesis del péptido KETcil sea
consecuencia de la creacion de un codon de terminacion prematuro el cual puede haber sido
generado a través de dos mecanismos, el primero por la introduccion de un_error en la
sintesis de ADNc, llevada a cabo por la DNA polimerasa I (Frosch et al., 1994) o por la
introduccién de una mutacion puntual durante el proceso de clonacién (Goldman et al.,
1992). La expresion del péptido KETc11 de no ser el resultado de un artefacto, 1a presencia

de un ADNc de mayor tamafio podria sugerir que el parsito estaria sintetizando un ARNm .

capaz de dirigir la sintesis de diferentes transcritos a partir de una misma secuencia
gendmica. Estas posibilidad resulta de gran interés a evaluar, ya que los datos obtenidos nos
permitiria aumentar nuestro conocimiento sobre la constitucién genética y la fisiologia de
este organismo.

Utilizando la secuencia de aminoacidos reportada por Zarlenga y col. (1994) se
realizd una prediccién de antigenicidad, identificando dos regiones altamente
inmunogénicas (GE111y GE112) (Figura 13). mismas que fueron sintetizadas y evaluadas.
En ta Figura 14 se ilustra la-reactividad de los dos péptidos con sueros de ratones obtenidos
a diferentes tiempos de infeccion. Esta reactividad sera comparada con la que se obtenga al
evaluar el péptido de 6 aminodcidos a fin de considerar evidencias que nos permitan
completar la mterpretacwn de los resultados obtenidos.

Por uitimo, la informacién recabada en este trabajo ha permitido la identificacién de

proteinas relevantes para la vida del parasito y ha establecido y establece interrogantes a
considerar en trabajos ulteriores

53

R

P

e Tg R



IX. PERSPECTIVAS

La confirmacion de KET¢7 como una proteina “extensina-like” nos permitiria
disefiar ensayos tendientes a determinar su funcion en el parasito y ahondar en el
conocimiento de su biologia. Por otra parte. ¢l analisis de las secuencias resulta de suma
importancia ya que nos permitirdn avanzar en la identificacion de sus funciones,
propiedades biologicas, disefio de estrategias para la clonacion, expresion y produccion de
las proteinas recombinantes. Asimismo, para la identificacién y sintesis de los epitopes de
mayor relevancia que seran utilizadas para el disefio y evaluacion de nuevas vacunas y
pruebas de diagndstico en la deteccion y prevencion de la cisticercosis

Una vez identificadas las proteinas recombinantes y/o péptidos sini€ticos que
induzcan mayor proteccion contra la cisticercosis, seria factible el poder establecer
combinatorias de estos, conjugarlos a alguna proteina acarreadora, sintetizar el péptido de
manera ciclica, en forma de MAP (Multiple Antigenic Peptide) etc.., a fin de aumentar su
efecto de proteccién o reconocimiento, en Ja continuacion de la evaluacion de estrategias
para vacunacion y por consiguiente en la estandarizacion y optimizacién de los método de
diagnostico que puedan ser disefiados en base a esta informacion.

El disefio de péptidos sintéticos podria representar en un futuro préximo un potente
reactivo para el diagndstico seroldgico y disefio de vacunas sintéticas. Considerando que
pueden ser producidos en grandes cantidades a un bajo costo. Los resultados presentados
en este trabajo muestran una primera aproximacion a dichos campos de estudio, asimismo
sugieren fa aplicabilidad de la sintesis y evaluacion de péptidos sintéticos bien definidos de
forma individual o combinada en e! diagnostico de la cisticercosis humana, porcina y
murina. Su utilidad en ¢l ensayo de ELISA puede ser de gran relevancia porque permitiria
contar con un ensayo estable, reproducible y de alta confiabilidad.
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X. APENDICE L

Técnicas y estrategias utilizadas en el desarrollo del trabajo experimental.

55




Obtencion de ARNm y sintesis de ADNc de cisticercos de Taenia crassiceps.

Para la purificacion del ARNm se utilizo un Kit comercial (Stratagene, la Jolla,

California). Se purificé el ARNm de 15 mi de cisticercos de Taenia crassiceps, de acuerdo
al protocolo sugerido por el fabricante. Este kit permite la obtencién de ARNm de alta
calidad sin el uso de agentes orgénicos y la utilizacion de B-mercaptoetanol que permite
desnaturalizar eficientemente las ribonucleasas evitando la degradacion del ARNm. El
ARNm obtenido puede ser utilizado para Northern blot, amplificacién de ADN¢/PCR o
produccidn de bibliotecas de ADNc.

a.1 Obtencion de ARNm

1.

|F 5]

Se obtuvieron cisticercos de Taenia crassiceps variedad ORF, recuperados de la cavidad
peritoneal de hembras BALB/cAnN después de 30-60 dias de infeccion, proporcionados
por el bioterio del [1B, UNAM (Figura 15).

Los cisticercos se lavaron 4-5 veces con PBS 1X y con varios cambios de agua destilada
estéril, ésta ultima a fin de lisar y eliminar el material genético de las células del
hospedero que pudieran estar adheridas o contenidas en el interior de los cisticeros.

A cada 0.5 g de parasitos se adiciond 5 ml de solucién desnaturalizante ( con 50 pl de -
mercaptoetanol) y se hemogeneizé con un politron hasta que la suspencién fuera
uniforme.

Se adicionaron 10 ml. de buffer de elucion y 1.3 ml. de buffer de elucion con RNAsa
previamente calentada a 68 °C.

. Se centrifugd a 9 300 rpm por 10 min a temperatura ambiente

Se transfirié el sobrenadante a un tubo que contenia 5 mi de 0.04 g/ml de oligo(dT)

celulosa libre de RNAsa. Mezclar.

. Se centrifugo a 2 200 rpm por 3 min.

. Se eliminé el sobrenadante con una pipeta libre de RNAsa y se resuspendi6 la pastilla de

oligo (dT) celulosa, que contenia el ARN poli(A)+), en 5 ml de buffer de alta salinidad.
Se repitio de la etapa 7-9

57



58

T AAAAAAAAAAAA i : &
M-MuiV Transcriptasa Reversa
5-maetil dCTP
dATP,dGTP,dTTP

e

Xhol CHs CHs GHs CHs CHs
6" CTCGAGTTTTTTTITTTT MM . 3

3 AAAAAAAAAAAA w8
ANasa H
DNA Polymerasa |
dNPTs

Hs CHs CHs
Xhol i CHs CHs CHs CHas

6 CTCQAGTTTTTTTTITTT
7 GAGCTCAAAAAAAAAAAA

EcoR !  Xhol
6' AATTC..CTCGAGTTTTTTTTITTIT

3 G..GAGCTCAAAAAAAAAAAAT

Xhol
6 TCGAGITTTTTITTITIT

¥ CAAAAAAAAAAAA

OPpoOZmeme

Figura 16. Sintesis de ADNc de cisticerco de Taenia crassiceps



9. En el tercer lavado se descarto el buffer de alta salinidad y la pastilla fué resuspendida en
buffer de baja salinidad. '

10. Se centrifug6 la muestra y se descarto el sobrenadante. Se resuspendié la pastilla en 5
ml de buffer de baja salinidad.

11. Se transferieron 2.5 mi de la suspencion de resina y se empaquet6 en una columna.
12. El ARNm se eluy6 con 400 p! de buffer de elucion a 68 °C y se colecté en un tubo de
microcentrifuga. La elucién se repiti6 3 veces para recuperar la mayor cantidad posible

de ARNm.

13. La cantidad de ARNm obtenido fue cuantificado a 260 nm

a.2 Sintesis de ADNc¢

El ARNm fue transcrito en ADNc utilizando el Kit de sintesis ZAP-cADN
(Stratagene), de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante (Figura 16). '

El siguiente protocolo fﬁe optimizado para transcribir 5 ug de ARNm poli (A)+ a ADNc.

Sintesis de una cadena

La sintesis de la primera ¢adena de ADNCc inicia apartir del ARNm. En esta etapa el
ARNm se alinea con un primer de 50 pb (pares de bases) que contiene la siguiente
secuencia:

poli (dT)

S’GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGT[ FTTITTTTITTTTTTT 37
Secuencia "GAGA" Xhol

La sintesis se inicia cuando la region de poli (dT) se une a la regién 3'poli (A) del
templado de ARNm, y 1a Transcriptasa Reversa del Virus de la Leucemia Murina-Moloney
(M-MuLLVRT) inicia la sintesis de la primera cadena de ADNc, en presencia de los
deoxinucleosidos adenina (A), timina (T), citocina (C ) y guanosina (G). El uso de 5-metil

dCTP durante la sintesis de la primera cadena permite la hemi-metilacion del ADNc para
protegerlo de su posible degradacion por endonucleasas como Xho 1.
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Neta: La estructura secundaria del ARNm puede causar ia sintesis de ADNc truncado. Para
relajar la estructura secundaria, se puede utilizar hidréxido metil mercurico. También es
importante no contaminar el ARN con RNAsas hasta que se termine la sintesis de la
primera cadena. Para lo que se recomienda utilizar guantes y agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). ' '

1. En un tubo de microcentrifuga, se adicionaron los siguientes reactivos:

5.0 ul de buffer 10x para la sintesis de una cadena

50lde 0.1 MDTT -

3.0yl de la mezcla 10 mM de metil nucledtidos para la sintesis de la primera cadena
2.0 pl de linker-primer (1.4 pg/mlb)

X pl de agua tratada con DEPC

1.0 pl de RNAsa (40 U/ml)

2. Se agité la mezcla en vortex v se adiciond 5 pug de ARNm poli(A)+, mezclar
gentilmente.

3. Se dej6 alinear el primer al templado por 10 min. a temperatura ambiente.

4. Se adicions 2.5 pl de M-MuLVRT (20 U/ul). El volumen finai de la reaccion puede ser
aprox. de 50 pl. Se mezcld gentilmente y se centrifugé por 15 seg.

5. Se transferieron 5 pl de la mezcia a un- tubo que contenia 0.5 pl de dNTP- P*? (800
Ci/mmol). Esta muestra es el control que nos permitira analizar la cantidad y calidad de
la sintesis de la primera cadena.

6. Se incubo la reaccién y el control a 37 °C durante 1 hr.

7. Se guardé la reaccion control a -20 °C para su analisis posterior. La reaccién de sintesis
de la primera cadena se incubo a4 ° C.




Sintesis de la segunda cadena.

Durante la sintesis de la segunda cadena, la RNAsa H rompe el ARN unido a la
primera cadena de ADNc, se producen multiples fragmentos que sirven como primers para
la DNA polimerasa I (pol I), que sintetizara la segunda cadena de ADN en presencia de
dCTP para reducir el grado de metilacion y asegurar que éste pueda ser digerido con
enzimas de restriccion. ' '

Es importante mantener todos los reactivos a menos de 16 °C cuando se adicione la
DNA polimerasa .

A los 45 pl de la reaccién de sintesis de la primera cadena, se adicionaron los siguientes
reactivos

40.0 pl de buffer 10 X para la sintesis de 1a segunda cadena

15.0 plde 0.1 MDTT ‘ '

6.0 ul de la mezcla 10 mM de nucledtidos para la sintesis de la segunda cadena.
276.3 pl de agua estéril

2.0 pl ANTP marcados con 32-P (800 Ci/mmol).

1. Se mezcl6 y se adiciond 4.5 ut de RNAsa H (1 U/ud) y 11.2 pl de DNA polimerasa I
(9 Utul).

2. Se incubd 2.5 hrs. a 16 °C (1a temperatura a mas de 16 °C puede causar la formacion de
estructuras secundarias, que no pueden ser clonadas ya que interfieren en la sintesis del
ADNc)

3. Se colocé inmediatamente sobre hielo y se adicionaron 400 pul de
fenol:cloroformo B
(1:1 (v/v}). Se agito en vortex.

4. Se centrifugd por 2 min. a temperatura ambiente.

5. Se colectd el sobrenadante y se adicioné un volumen igual de cloroformo. Se agitd
nuevamente en vortex.

6. Se centrifug6 por 2 min. y se colecto el sobrenadante.
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7. El ADNc fue precipitado por adicién de:

33.3 wl de acetato de sodio 3M
867.0 pl de etanol absoluto

8. Se mezcld por inversién y se almacend a -20 °C durante toda la noche.
9. Se centrifugd a 4 °C durante 60 min.

10.Se 1av6 la pastilla con 1.0 ml de etanol al ‘80%. Se centrifugé por 2 min.
11.La pastilla se secod y. se resuspendié en 43.5 pl de agua estéril.

12.Se tomo una alicuota de 4.5 pl y se congeld a -20 °C para su posterior anahsxs de calidad
y cantidad.

Se recomienda correr las muestras de calidad de las reacciones de la primera y
segunda sintesis en un gel alcalino de agarosa.

4.3 Formacién de terminaciones cohesivas del ADN¢

Generalmente las terminaciones de la doble cadena de ADNc no son iguales por lo
que se tienen que rellenar con Klenow, y los adaptadores que contienen el sitio EcoR L, son
ligados a las terminaciones. La secuencia de estos es la siguiente

5" AATTCGGCACGAG ¥
¥ GCCGTGCTC S

Estos adaptadores estan compuestos por 9 y 13 mer, ambos son complementarios
con la terminacidn cohesiva EcoR 1. EI 9-mer es fosforilado para permitir su unién a una
terminal del ADNc y el otro adaptador. El 13-mer se conserva defosforilado para evitar su
autoligacion con el otro extremo cohesivo

1. A los 39 pl restantes de la reaccion, se adicionaron:

5.0 p] buffer 10 X para ligacién
2.5 pl mezcla de NTP 2.5 mM
2.0 pnl fragmento Klenow (5 U/ul )
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. Se incubd a 37 °C por 30 min. No exceder el periodo de incubacién a mas de 30 min.

- Se adicioné 50 pl de agua destilada. Se extrajo la muestra con un volumen igual de

fenol:cloroformo y, posteriormente, con un volumen de cloroformo.

- Se colecté el sobrenadante y se precipito el ADNc con

7.0 pl de acetato de sodio 3M
226 wl de etanol abscluto

. Se incubd sobre hielo por 30 min. Se centrifugé a 4 °C por 60 min.

. Se lavé la pastilia con 300 pl de etanol al 80%. Se eliminé el sobrenadante y se dejo

secar la pastilla.

a.4 Ligacién de adaptadores EcoR |

i.

2.

Se resuspendi6 la pastilla en 7.0 ul de la solucion que contenia los adaptadores EcoR |
Se adicioné:

1.0 ul buffer 10 X de ligacion
1.0 pl rATP 10 mM
1.0 pl T4 DNA ligasa (4 Weiss U/ul)

. Se centrifugo e incub6 durante toda la noche 2 4-8 °C (la eficiencia de la ligacién de los

adaptadores se incrementa cuando se amplia el tiempo de ligacion).

Se inactivo la ligasa por calentamiento a 70 °C por 30 min.

a.5 Fosforilacion de las terminaciones EcoR [

L.

Después de inactivar la ligasa, se centrifugé 2 min. y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Se adicionaron:

1.0 pi buffer 10 X de ligacion

2.0 pl de rATP 10 mM

6.0 pl de agua estéril

1.0 pl de T4 polinucledtido cinasa (10.0 U/ ul)
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2. Se incubé por 30 min, a 37 °C.
3. Se tnactivo la cinasa durante 30 min. a 70° C,

4. Se centrifugo por 2 min. y se dejo enfriar a temperatura ambiente por 5 min.

a.6 Digestién con Xho I

La digestion con Xho I libera el adaptador EcoR 1y el primer-unido al extremo 3'del
ADNc. Estos dos fragmentos son separados en una columna de Sephacryl. El ADN se
fraccioné dependiendo de su tamafio y se precipité para posteriormente ligarse al vector
UNI-ZAP ™™ XR

1. Se agit6 el tubo de reaccién y se adiciono:

28 pl de buffer para Xho |
3 ul de Xho [ (40 U/pnl)

2. Seincubd 1.5 horas a 37 °C.

3. Seenfrioa temperatura amblente y se adicionaron 5.0 ul de STE 10X.

4. Se colocd ta muestra en una columna de Sephacryi S—400 y se centrifugd a 400 xg. por 2

min.

2.7 Terminaciones para ligar el ADNc al vector UNI-ZAP * XR

Para determinar el tamafio de cada una de las fracciones de ADNc colectadas, se
corrié 5 ul de cada fraccion en un gel de acrilamida no desnaturalizante al 5 %.

1. A las fracciones que contienen el ADNc, se adicioné un volumen de fenol:cloroformo _

{L:1 (viv)).
2. Se agit6 en vortex y-se centrifugd por 2 min. a temperatura ambiente.

3. Se repitié las etapas 1 y 2.

R R




Es importante considerar que la extraccién del ADNc con fenol-cloroformo se
utilizo para eliminar la cinasa, que generalmente retiene su actividad después de su
tratamiento a 70 °C, ya que su actividdd remanente puede inducir la autoligacion del vector .
Y por consiguiente un aumento en el fondo de reaccion.

Precipitacién de ADNc
1. A cada muestra extraida, se adicioné un volumen de etanol absoluto.
2. Se precipité 2 4 ° C por 1 hora o a -20 °C toda la noche.
3. Se centrifugd por 60 min. a 4 °C.

4. La pastilla de ADNCc fue resuspendida en 10 ul de agua estéril.

Se cuantificd la cantidad de ADNc obtenido y los mejores resultados de clonacién se
han obtenido al ligar 100 ng de ADNc/ 1 ug. de vector.
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Ll fagemido pBluescript SK (+/-) ¢s un fagewido de 2958 pates de bascs (pb} derivado de pU(",‘I‘). 'La
designacion SK indica que la region de clonacién csta orientada tal quc [a transcripeion de lacZ procede en fa direecion

del sitio Sac 1 a Kpn !,

Origen [1 (+): (6-462) Origclf de transcripeion ded Tago lilamentoso 11 permite la recuperacion de la cadena positiva del
gene lscZ, cuando la cepa hospedern que contiene ¢l fagemido pBlucscript ¢s coinfeclada con un fago ayudador. :

Origen f1(-):Origen de transcripcion de) Tago lidmentose f1 permile la recuperacion de la cadena antisentido del Behe
1acZ cuando la cepa hospedera que conlicne ¢l fagemido pBlucseripl ¢s coinfectada con un fago ayudady-

Origen ColEl: (1032-1912) Origen dc replicacion del plismido wtilizado en la auscncin del fago ayudador

LacZ: (promutor LacZ: 816-938) Lsta region del gene Lac Z proporciona a-complementacion para la scleccion azul-
blanco de los fagemidos recombinantes. Es un proteotor lac inducible que sc lcaliza rie arriba del gene Jac Z y que
permite la fusion de proteinas de expresion cpn el producto del gene f}-galaclosidasa,

MCS: (657-759): Sitiv Je clonncién Nunquendo por lus promwotores T3 y T7
Ampicilina (1975-2832); Gene de resistencia nmpicilimi para la scleccion de antibidtico del fagemido
Nola: La cadena superior se designa (+) y la inferior s designada cono 1a cadena (-).

Niumero de acceso al Banco de genes GeneBank 452325 (SK(+)) y #52324 (5K{-)).

Nae / 134

Ssp /122 Sap / 446

Ssp / 2850

&
£5
J)

&
o

pBluescrip.t’ SK(+/-)
2.96 kb

Sac / 769

Pvu it 977

Al il 163

Figura 17. Mapa circular y secuencia de la region de clonacién del fagemido pBluescript SK (+-)
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b. Construccion de una biblioteca de ADNc de cisticerco de Taenia crassiceps _

utilizando el vector UNI-ZAP ®M XR
b.1 Ligacién del ADNc al vector UNI-ZAP *™ XR

El vector Uni-ZAP®™ XR fue digerido con Xho I y EcoR I para ligarse al ADNc.
Dicho vecior es capaz de ligar insertos de hasta 10 kb (kilobases) de longitud. Este vector
puede ser de gran utilidad para la clonacion de sondas de ADN o anticuerpos, ya que
permite su liberacion in vivo en la forma de fagemido y recuperar los insertos clonados en la
forma de plasmido (Figura 17).

1. Se adiciono.

X pl de ADNc resuspendido anteriormente (aprox. 100 ng.)
0.5 pl de buffer 10 X de ligacion

0.5 1l rATP 10 mM

1.0 ul de Vector UNI-ZAP®™ XR (1 mg/ml)

Xl de agua para un volumen final de 4.5 pl.

2. Entonces, se adiciond
0.5 pl de T4 DNA ligasa (4 Weiss U/pl)
3. Para el control de ia reaccion de ligacién se autoligé el vector Uni-ZAP™ XR.

1.0 p} Uni-ZAP XR (1 pg)

1.6 pl inserto para ligar (0.4 pg)

0.5 pl buffer 10 X de ligacion

0.5 ul rATP 10mM (pH=7.5)

0.5 pl T4 DNA ligasa ( 4 Weiss U/pl)
0.9 pl de agua.

4. Se incubd toda la noche a 12 °C o 2 dias a 4 °C. La reaccién de ligacion ADNc-vector
puede formar concatdmeros muy grandes. El rompimiento de estas cadenas se da por
sobremanipulacion o muiltiples ciclos de -congelacion-descongelacién que pueden
producir una baja eficiencia. '

5. Al dia siguiente, se creci6 una colonia de células E.coli XL1-Blue MRF', previamente

seleccionadas en tetraciclina, en 50 ml! de medio de cultivo LB-broth. Al mismo tiempo, .

se crecieron 50 ml de células VCS257 como control positive del empaquetamiento del
ADN silvestre en el extracto de Gigapack I1. :
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6. Después se tomo | ml de cada una de las reacciones de ligacion, incluyendo el control de
ligacion, y se empaquetd en Gigapack II. Si la biblioteca producida de este
empaquetamiento tiene un titulo alto { > 50, 000 pfu (plate formation unit)/reaccion de
empaquetamiento), eatonces, empaquetar fos 4 ml. restantes en 4 reacciones
individuales. '

b.2 Empaquetamiento de ADNc.

El ADNc ligado fue empaguetado en cabezas de lambda utilizando el Kit Gigapack
Packing Extract (Stratagene) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

1. Se descongeld el nimero de extractos a utilizar y se colocaron sobre hielo. Al mismo,
tiempo se descongeld el extracto sonicado (tubo amarillo) '

2. Rapidamente se congelo -descongelo el extracto (tubo rojo)

3. El ADN se adiciond, inmediatamente, al extracto (tubo rojo) y se colocé sobre hielo
4. Se adicionaron 15 pl del extracto sonicado. Sé agitd y se mezclo

5. Se centrifugé por 3-5 seg.

6. Se incub6 a temperatura ambiente (22 °C) por 2 horas. No exceder el tiempo de
incubacion ' '

7. Se adicionaron 500 pl de buffer SM y 20 pl de cloroformo. Mezclar gentilmente
8. Se centrifugd para sedimentar los restos bacterianos.

9. Se titul6 el sobrenadente para determinar el namero de pfu/ul. Almacenar a 4 °C.,

b.3 Plaqueo y titulacién de la biblioteca de ADNc
1. Para plaquear el producio de ligacién empaquetado, se mezcld lo siguiente:

1 pl de la reaccion de empaquetamiento.
200 gl de células XL1- Blue MRF' a D.Qgpp=0.5

y
1 ul de una dilucion 1:10 de la reaccion de empaquetamiento

200 pl de células XI.1- Blue MRF' a D.0 g0 =0.5
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Nota: El uso de otra linea celular puede disminuir draméaticamente el titulo de la
biblioteca, ya que XL1- Blue MRF' es una cepa rec A-, mcrA-, y merCB- mrr- que no
degrada el ADN metilado.

2. Se incubd 15 min. a 37 °C.
3. Se adicionaron;

2-3 1 Top agar (48 °C)
15 W IPTG 0.5 M (en agua)
50 pl de X-gal 250 mg/m! (en DMF)

4. Se plaqued inmediatamente sobre cajas con NZY-Agar y se dejo solidificar por 10 min.
Incubar a 37 °C

5. La formacion de placas pueden ser visibles después de 6.8 horas de incubacitn. Las
placas del fondo de reaccién son azules y su titulo puede ser de 1 x 10 ° pfu/mg, las
placas recombinantes son de color blanco y pueden ser de 10 a 100 veces mas que las
otras.

La biblioteca primaria puede ser inestable. por lo tanto, se recomienda amplificarla
inmediatamente. RS

b.4 Amplificacién de la biblioteca Uni-ZAP®Y XR

Usualmente se recomienda amplificar las bibliotecas producidas en vectores de
Jambda para hacerlas mas estables y aumentar el titulo de éstas. Sin embargo, no se
recomienda realizar mas de una amplificacion ya que disminuye el crecimiento de las
clonas y puede ser poco representativo. '

Nota: Es importante que la biblioteca en Uni-ZAP®™ XR no sea contaminada con
fagos ayudadores filamentosos ya que bajas cantidades de fagos es suficiente para que éste
se convierta en un fagemidos pBluescript. Si se llegara a contaminar la biblioteca del fago -
Uni-ZAP™ XR, conel fago filamentoso, adicionar pocos microlitros de cloroformo.
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Protocolo de amplificacion

El siguiente protocolo se utilizé para amplificar la biblioteca Uni-ZAPM XR.

Dia t

1.

Se inoculd una colonia de la cepa de E. coli XL1- Blue MRF'o alguna otra cepa

disponible en 50 ml de LB- broth suplementado con 0.2% de maltosa y 10 mM de

. Se erecid toda la noche en agitacion a 30 °C. La baja temperatura asegura que las células

no sobrecrezcan, ya que al adicionar el fago, éste se adhiere a las células muertas y puede
inducir la subestimacion del titwlo de la biblioteca.

Dia 2

. Las células se centrifugaron a 2, 000 rpm. por 10 min.

. Se elimino el sobrenadante y la pastilla se resuspendié'en 15 ml de 10 mM de MgSO;

{No agitar con vortex)

. Las células se diluyeron a D.O 40 = 0.5 en 10 mM de MgSO,.

Se infectaron 600 pl de las células con aprox. 50, 000 bacteriofagos/ placa de 150 mm.

Nota: No adicionar mds de 300 pl de la dilucion del fago.

. Se incubo a 37 °C por 15 min.

Se adicionaron 6.5 ml de top agar fundido. agitar y vertir sobre la placa de NZY

Las placas se incubaron a 37 °C por 6-8 horas. No permitir que las placas crezcan mas de
1-2 mm, '

10.Se adicionaron 8-10 pl de buffer SM. Almacenar en agitacion durante toda la noche

a4 ° C (en agitacion lenta). Esto permite que el fago difunda en el buffer.
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Dia3

11. Se recupero la suspension de bacteriofagos de cada una de las placas, y 'se lavaron
con _
2 ml de buffer SM. Hacer un pool y adicionar cloroformo a una concentracion final
det
5 % ¢ incubar por 15 min a temperatura ambiente.

12. Se eliminaron los restos bacterianos por centrifugacion a 2, 000 xg. por 10 min.

13. Se recuperd el sobrenadante y se adiciond cloroformo a una concentracion final del
0.3%. Almacenara 4 °C. Se recomienda aimacenar algunas alicuotas en 7% de DMSO
a-70 °C. '

14. Se determiné el titulo de la biblioteca amplificada, infectando células con diferentes
diluciones del fago. (Asumiendo que la biblioteca tiene un titulo de aprox. 10%- 10 2
pfu/ml).
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c. IDENTIFICACION Y ANALISIS DE CLONAS RECOMBINANTES

Para la identificacidn de las proteinas protectoras contenidas en las fracciones de 56,
66 y 74 kDa compartidas por el cisticerco de T. solium y T. crassiceps. Después de la
preparacién de la biblioteca de bacteriofagos recombinantes, la identificacién y aislamiento
de las clonas de interés se llevo a cabo utilizando el método del inmunoscreening con
proteina A marcada con I-125. Los bacteriofagos se plaquearon a una densidad apropiada, y
se transfirieron por capilaridad a un filtro de nitrocelulosa. Este se puso en contacto con un
anticuerpo policlonal, dirigido contra las fracciones de 56, 66 y 74 kDa del cisticerco de T.
crassiceps, marcado con proteina A 1-125 radiactivo. Las placas hiridizadas fueron
identificadas por el alineamiento de la autorradiografia con la placa de agar originalmente
transferida. Estas colonias fueron aisladas y almacenadas para su posterior analisis. Este
método es valido para la identificacion de un bajo nimero de bacteriofagos recombinantes
gue contienen secuencias de interés en bibliotecas de ADN¢ o ADN genémico (Manniatis,
1989). Las clonas seleccionadas fueron reconfirmadas por una segunda y tercera
inmunodeteccion utilizando anticuerpos de cerdos infectados experimentaimente con
cisticercos de T. solium

c.1 Screening inmunelégico de la biblioteca de expresion de cisticerco de T. crassiceps
en Uni-ZAP R utilizando anticuerpos policlonales marcados con proteina A 1-125.

El método inmunoldgico puede ser utilizado para detectar alguna proteina de la cual
ya se tiene un anticuerpo especifico. A pesar de que los anticuerpos son ligandos complejos,
tienen la ventaja de unirse especificamente, y con alta afinidad, a una pequefia region del
antigeno (epitope). Por otra parte, también se debe considerar que algunos epitopes pueden
forman estructuras complejas debido al plegamiento de las regiones no continuas de una o
mas cadenas polipeptidicas (Geysen, 1987). Sin embargo, las proteinas de fusién o
fragmentos de la proteina expresada pueden formar epitopes simples capaces de retener, al

menos en parte, su reactividad inmunolégica. Idealmente, el anticuerpo es capaz de detectar .

de 50-100 pg. de antigeno en una 4rea tan pequefia como el de una colonia bacteriana. Sin
embargo, la cantidad de antigeno presente en colonias y placas de proteinas de fusién
expresadas varia ampliamente dependiendo de la toxicidad de la proteina, su proporcién de
degradacion, y su estado fisico. Considerando la capacidad de deteccion de los anticuerpos,
éste procedimiento permite que hasta la proteina de fusion mas labil pueda ser reconocida.
Para la identificacion de las clonas de interés para efectos de vacunacién, se utilizé el
siguiente panel de sueros policlonales, suero de raton anti- cisticerco de Taenia crassiceps,
suero de cerdo anti-cisticerco de Taenia solium y sueros de conejo contra las fracciones
antigénicas de 56, 66 y 74 kDa del cisticerco de Taenia crassiceps.
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Cabe mencionar que los antisueros utilizados para dichos efectos, frecuentemente,

conticnen moderados titutos de anticuerpos anti-E. coli. Por lo que fueron previamente
adsorbidos para eliminar la posibilidad de identificar clonas falsas positivas. La adsorcion
se llev a cabo por el método de inmobilizacion de bacterias a filtros de nitrocelulosa, y ésta
se continud hasta que el titulo de anti- E. coli fue eliminado completamente {Manniatis,
1989).

Metodologia.

1.

|78

Se infectaron 0.1 ml de bactenas XL-1 Blue MRF’ con 0.1 ml de SM que contenia 3x10
4 pfu (placa de 90 mm) o 10 ° pfu (placa de 150 mm) de la biblioteca de expresién y se
incubé por 20 min. a 37 °C.

. Se adicionaron 2.5 mil (placa de 90 mm) 6 7.5 ml (placa de 150mm) de top agar e

inmediatamente se agito y virtio sobre una placa de NZY-agar. Se dejo solidificar y se
incubd de 3.5 a S horasa42°C

. Se numeraron los filtros de nitrocelulosa y se sumergieron en una solucion de 10 mM de

isopropiltio-f-D-galactosidasa (IPTG) en agua destilada estéril. Se dejaron por 5-10 min.
Posteriormente se secaron y esterilizaron bajé luz UV durante aprox. 20 min.

. Se coloco un filtro por placa evitando la formacnon de burbUJas y se incubd por 18 horas

a37°C

. Al dia siguiente se quité Ia tapa de la caja y se continué la incubacién por 30 min. Con

ayuda de una aguja, se marcaron fres puntos para dar una orientacién al filtro sobre el
agar. Posteriormente, se quito el filtro y se sumergié en una sotucién de bloqueo (20 %
de suero fetal en 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH=8.0 (TBS)) para eliminar los
restos de agarosa.

. Los filtros se Yavaron de 2-4 veces en TBS 1x durante 10 min.

. Cada filtro se colocd en TBS que contenia el anticuerpo primario a la dilucion éptima

(7.5 ml para filtros de 82 mm y 15 ml. para filtros de 138 mm) y se agitd lentamente
durante 18 horas a 4 ° C. La utilizacion de altas diluciones del anticuerpo dan un fondo
bajo y permiten la deteccion de antigenos desnaturalizados o concentraciones de 50-100

pg.>-

Nota: La solucion de anticuerpo puede ser almacenada a 4 ° C y rehusada varias veces, la
adicion de azida de sodio a una concentracion de 0.05 % inhibe el crecimiento de
MicToorganismos.
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8. Los filtros se lavaron durante 10 min. en cada una de las siguientes soluctones (usar
7.5 md para filtros de 82mm y 15 mi para filtros de 138 mm).

TBS + 0.1 % de suero fetal bovino
TBS + 0.1 % de suero fetal bovino + 0.1% Nonident P-40.
TBS + 0.1 % de suero fetal bovino

9. El complejo antigeno-anticuerpo se detecté por marcacion de éste ultimo con proteina
A 1-125 radiactivo diluido en TBS + 0.1 % BSA e incubado de 1.5-2.5 horas en agitacion
lenta. Se coloco 1mCi de proteina A I-125 por cada filtro de 132 mm.

10. Lavar durante 10 min. en agitacion lenta con cada uno de las siguientes soluciones
TBS + 0.1 % de BSA

TBS + 0.1 % de BSA + 0.1% Nonident P-40. Lavar dos ‘Veces.
TBS + 0.1 % de BSA

11.8e secaron sobre papel Whatman No 3 y se expusieron para autoradiografia a -70 °C
durante 3 dias.

12.Después de revelar la. autoradiografia se alined el filtro con la placa original,
identificando las colonias positivas. Estas se tomaron con un palillo y se colocaron en

1.0 mil de SM con 30 pl de cloroformo. Se almacenaron a 4 ° C de esta forma la -

muestra es estable por 1 afio.
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c.2 Liberacion In vivo del pBluescript de UNI-ZAP®YXR utilizando el sistema
ExAssist/ SOLR

El sistema ExAssist/ SOLR permite la liberacion eficiente del fagemido pBluescript
Uni-ZAP®MXR. El fago ayudador Exassist presenta una mutacion ambar que evita la
replicacién de su genoma en la cepa de E. coli SOLR no supresiva. Permitiendo la
iiberacion y replicacion del fagemido en la célula hospedera, evitando su coinfeccion con el
fago ayudador Exassist, ya que éste no puede replicarse en la cepa SOLR, por lo que éste
no ¢s el método recomendable para la obtencion de ADN de cadena sencilla.

Et vector Uni-ZAP™MXR permite, in vivo, la obtencion, liberacién y
recircularizacion del inserto clonado en el vector lambda asi como su obtencién en la forma
de fagemido. Esta liberacion in vivo depende de la secuencia de ADN que Stratagene ha
colocado en el fago lambda que codifica para las proteinas que reconocen el origen de
replicacion del bacteriofago fl e inician la sintesis de la cadena positiva de ADN. Sin
embargo, el origen de replicacion puede ser dividido en dos partes sobrepuestas (1) el sitio
de iniciacién y (2) el sitio de terminacion de la sintesis de ADN. Durante la infeccion
simultinea de E. coli con el vector fambda y el bacteriofago f1, las proteinas “ayudadoras”
(proteinas 1 del vector lambda o M13) reconocen el punto de origen del vector lambda y
rompe una de las cadenas del ADN. En éste sitio se inicia la nueva sintesis de ADN que
duplica la region. La sintesis de la nueva cadena de ADN continua a través del inserto
clonado hasta la sefial de tgrminacion localizada en la region 3° del vector. Entonces, la
cadena sencilla de ADN que conticne la secuencia de iniciacion y terminacién, es
recircularizada por el producto del gene II del fago f1 (Figura 17). Cuando el vector Uni-
ZAPRMXR, es recircularizado, las sefiales de iniciacién, terminacién y 0o estan contenidas
dentro de éste ADN. El origen f1 se vuelve funcional y esto permite que el ADN sea
empaquetado y secretado de E. coli, el fagemido es recolectado en el sobrenadante de las
células tratadas por calentamiento a 70 ° C. Este tratamiento mata todas las células de E.
coli, en tanto el fagemido permanece resistente al calor. La produccion det ADN de doble
cadena, se logra al incubar el fagemido con células frescas de E. coli y ampicilina.
Posteriormente, se purifica ¢l plasmido para la determinacion del tamaiio del inserto,
secuenciacion de ADN de doble cadena, subclonacién, mapeo y expresion de la proteina.
Sin embargo, las colonias de pBluescript también pueden ser utilizadas en la secuenciacién
de ADN de cadena sencilla utilizando el método de Sanger y/o estudios de mutagénesis.
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Procedimiento
1. Se tomd la placa litica de interés y se colocé en 500 ul de buffer SM y 20 pi de
cloroformo. Se agitd en vortex, para liberar las particulas del fago, y se incubé 1-2 horas
a temperatura ambiente o a 4 ° C durante toda la noche. .
2. Se mezclaron:
200 pl de células XL 1-Blue D.O 400 =1.0
100 pl dei stock del fago (> 1 x 10 pfu/ml)
1 pl fago ayudador ExAssist (> 1 x 10° pfu/ml)
y se incubd a 37 ° C por 15 min.
3. Se adicionaron 3 ml de medio 2x YT y se incubd 2-2.5 horas a 37 ° C en agitacion.
Nota: No siempre se observé un crecimiento de aspecto turbio
4. El tubo se calentd a 70 ° C per 20 min. y se centrifugé a 4000 xg. durante 15 min.
5. Se colectd el sobreﬂadante que contenia el plasmido empaquetado en forma de particulas

de fago filamentoso. Estasmuestra es estable a 4 ° C por 1-2 meses.

6. Para recuperar el fagemido se infectaron 200 pt de células SOLR (D.Og00 = 1.0) con
50 pd del fago. Se incubo a 37 ° C por 15 min.

7. Se plaquearon 100 pl de dos diluciones de células infectadas en cajas LB-ampicilina

(50 pg/mi). Se incubaron toda la noche a37°C:

Nota: Las colonias que aparezcan sobre la placa continen en el fagemido
pBluescript de doble cadena que contienc el inserto de ADN clonado, las bacterias
infectadas sdlo con el fago ayudador no pueden crecer porque no contienen los genes de
resistencia a ampicilina. Almacenar a -20 ° C en un stock con 15% de glicerol. -
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¢.2.1 Purificacion de plasmide de las clonas de interés para determinar el tamaiio del
inserto

Para la punificacidn del plasmido, se utilizo el Kit Clear Cut Miniprep (Stratagene),

de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante. El kit tiene como principio la

purificaciéon de ADN libre de fenol. El protocolo de purificacion es una modificacién del
método de lisis alcalina de Birnboim y Doly (1979), utilizada para preparacion en pequefia
escala. Después de la hisis bacteriana, el plasmido de ADN es unido a una resina de silica,
la cual es filtrada y lavada. El plasmido de ADN es eluido con un buffer de baja salinidad y
éste puede ser utilizado directamente para analisis de restriccidn, hgacmn y reacciones de
secuenciacion. :

1. Se inoculé una coloﬁia bacteriana en medio LB-ampicilina (50 mg/ml) y se incubd en
agitacion a 37 ° C durante toda la noche.
2. Del cultivo se tomé una alicuota de 1.5 ml y se centrifugé por 1 min.

3. Se eliminé el sobrenadante y la pastilla se resuspendid con tres gotas de la solucion 1
{una gota contiene aprox. 35 ul), se agito en vortex para resuspenderla completamente.

4. Se adicionaron cinco gotas de la solucion 2. Se mezclo varias veces por inversion (no
agitar con vortex)

Nota: Tener precaucion al utilizar la solucion 3, la cual contiene guanidina-HCl, que es

un fuerte trritante.
5. Se centrifugd por 5 min.

6. La resina de union a ADN se agité en vortex y se adicionaron 15 ul de ésta al
sobrenadante recuperado. Se mezclo gentilmente.

7. La mezcla se transfirié a un copa de centrifugacion y se centrifugé por 30 seg. (la resina
y ¢l plasmido de ADN son retenidos en la copa de cetrifugacion).

8. Selavé la resina con 400 ul de buffer de lavado diluido en etanol y se centrifugé por
30 seg. asegurandose de haber eliminado todo el buffer de lavado.

9. Se transfiri6 la copa de centrifugacion a otro tubo y se adicionaron 50-100 pl de buffer
TE y se centrifugd por 30 seg. Se descarts la copa de centrifugacion y se colecté el
plasmido de ADN en el receptaculo inferior.

T
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¢.2.2 Digestién del plismido con Bam HI y Xho I para determinar el tamaiio del
inserto
1. Se adiciono
2.0 pl de plasmido (200 pg)
6.0 pl agua estéril
1.G pl buffer universal 10 X
0.5 nl Bam HI (Amersham, 10 U/ul)
0.5 ul Xho I (Stratagene 10 U/ul)
2. Se incubd a 37 ° C por 2 horas

3. Se tomo6 una alicuota de 5 pl para su analisis de digestion.

4. Se corri6 una electroforesis en un gel al 0.8 % de agarosa, 0.07% de bromuro de etidio,
a 100 volis durante 2 horas, utilizando TBE 1 X como buffer de corrida.

El gel se observé sobre un transiluminador de luz UV (Ver Resultados. Figura 4)
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d. Determinacion de las secuencias que codlﬁcan para las proteinas recombinantes de
interés para efectos de vacunacion

Secuenciacién directa con ADN de doble cadena utilizando el Kit de Secuenasa
Versién 2.0

La secuenciacién de ADN se basa ‘en el método ‘de terminacion en cadena y {a
construccion de vectores de clonacion de cadena sencilla. Este método involucra la sintesis
in vitro de una cadena de ADN utilizando una ADN polimerasa, un templado de ADN de
cadena sencilla y un primer (Maniatis, 1989). La sintesis es iniciada en el sitio donde un
oligonucledtido se alinea al templado y la reaccion es detenida por la incorporacion de un
nucleétido andlogo, 2°3°-dideoxinucledsido 5° trifosfato (ddNTPs), que ha perdido el grupo
3’- OH necesario para la continuacion de la elongacion de la cadena. Cuando se mezclan los
cuatro nucledtidos y un ddNTP, la polimerizacion catalizada por la enzima ¢s terminada en
el sitio donde el ddNTP fue incorporado. Este tipo de secuenciaciéon involucra la
preparacion de cuatro reacciones donde cada una de estas contiene un diferente ddNTP y un
nucledtido marcado radiactivamente, el cual al ser incorporado permite que las cadenas
sintetizadas y separadas en geles de acrilamida de alta resolucion puedan ser visualizadas
por autorradiografia (Figura 18).
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d.1 Método de Sanger para secuenciacion de ADN o reaccion de terminacién en
cadena.

1. Desnaturalizacion del! ADN de doble cadena. -

El ADN se desnaturalizé per adicion de 0.1 vol de 2M NaOH, 2 mM EDTA y se
incub6 por 30 min. a 37 ° C. La mezcla se neutralizé por adicién de 0.1 vol. de 3 M de
acetato de sodio pH=4.5-5.5 y se precipito con 2-4 vol. de etanol (-70°C, 15
min.). La pastilla se lavo con etanol al 70%. Se dej6 secar y posteriormente se disolvio
en 7 pl de agua destilada. »

Para la secuenciacion de las clonas identificadas se utilizaron los siguientes primers

¢ Primer-20 de M3 3 TGACCGGCAGCAAAATG 5°

s Reverse Primer 5" AACAGCTATGACCATG ¥
e T3 Prmer 5° ATTAAGGGTGAGTAAAG ¥’
o T7 Primer 3 GATATCACTCAGCATAA 5
e 1016 Primer 5’ CTTCTTAAATTCATAGACA 3°
s 1017 Primer 5’ TTCATGTCAAGTCGACTGT 3’
e 1018 Primer - 5" CCTCAGAAGGAGATGCAA ¥’

2. Se mezclo:

ADN 7w
H,O ul (para ajustar el volumen total)
buffer de reaccion 2ul
primer a utilizar 1l
Total 10wl

La mezcla se alined por calentamiento a 65 ° C durante 2 min. Se dejo enfriar a -
< 35°C. Se centrifugd y se coloco en hielo. Se utilizo en la etapa 6.
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. Se colocaron 2.5 ul de cada una de las mezclas de reaccion G, A, Ty C. Se conservaron -

a temperatura ambiente para continuar en laetapaSy 7.

. Se diluyo el labeling mix 5 veces a {a concentracién necesania, dGTP o dITP y se
conservo para la etapa 7. '

Labeling mix -------- 2 pl
H,O 8 ul

. Se preincubaron los 4 tubos de la etapa 3 (G,A,TyC)a 37°C

. Reaccion de marcacidn

A la mezcla de ADN alineado con el primer 10 pt
Adicionar: : DTT 0.1M 1l
Labeling mix diluido 2 pl
(35S) dATP (10 mCi/ml) 0.5 pi
Polimerasa Secuenasa Version 2.0 diluida (1:8) o2l
ul

Se mezclo e incubo a temperatura ambiente por 2-5 min.

. Reaccién de terminacion.

Se transfiricron 3.5 pl de la reaccién de marcacion a cada uno de los tubos de -

terminacion (G,A.T y C), se mezclo y continué la incubaciéon a 37 ° C por 5 min.
. La reaccion se detuvo por adicion de 4 ul de la solucion de stop

. Inmediatamente antes de correr en el gel de secuenciacidn las muestras se calentaron a
75 °C por 2 min. Poner 2-3 pl de la reaccion por carril.
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d.2 Gel de acrilamida desnaturalizante.

i.

Para un gel tamatfio regular al 8% (porcenaje estandar) mezcle:

Urea 49.5 pr.
Agua MilliQ 23 mi
Acril/Bis 38/2 20 ml.
5x TBE 20 ml.

. Esta mezcla tardard en disolverse a temperatura ambiente. Para acelerar la disolucion,

ponga el vaso de precipitado dentro de un bafio de agua a 45-50 ° C (a temperaturas

mayores a 50 ° C la solucion- de acrilamida/bisacrilamida polimerizara
espontaneamente). Ya disuelta, deje que la solucion se enfrie a temperatura ambiente. El
volumen final de la mezcla es aproximadamente 100 mi.

. CUIDADOSAMENTE lave y seque los vidrios del gel. Una vez secos, aplique el agente

sificonizante al vidrio pequefio (de preferencia dentro de la campana). Limpie el exceso
de siliconizante y ensamble los vidrios v espaciadores.

Inicie la polimerizacién de la solucion del gel agregando 0.675 pl de persulfato de

amonio al 10% y 25 pl de TEMED. Sin demora alguna, vacie la solucion del gel en los

vidrios previamente ensambiados. cuidando de no dejar burbujas. Deje que el gel
polimerize en posicién horizontal.

. Cuando el gel ha polimerizado completamente, lavar con agua el molde que contiene el

gel. Liberar cuidadosamente el peine y montar la camara de electroforesis. Llenar la
camara superior e inferior con TBE 1x, aprisionando el peine al gel.

. Precorrer el gel a 1700 volt por 30- 60 min.

sumergir y pasar la jeringa sobre la superficie del gel para eliminar los restos de
acrilamida y urea.

. Sefialar cada carril e identificarlos con cada una de las letras que se van a colocar en cada

uno de estos. Colocar 1-3.5 ul de reaccién por carril y correr a 1700 volts durante et
tiempo seleccionado ’

. Al terminar de correr la electroforesis transferir el gel a un papel filtro Whatman No. 3

del tamaiio det gel.
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. Incubar las muestras a 75-80 ° C por 2 min. Llenar una jeringa con un poco de TBE ix,



10. Secar a 80 ° C con vacio durante 45 min. a 2 hrs.
11. Exponer el gel a una autorradiografia.

12. Revelar la autoradiografia y proceder a leer la secuencia.
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e. Analisis de las secuencias de interés para efectos de vacunacién.

El andlisis de las secuencias codificadas por las clonas recombinantes de interés para
efectos de vacunacion se realizo utilizando el programa computacional PC/Gene Intelligent
A.C Release 6.01 (1989). Asimismo, el analisis de identidad de llevé a cabo con el
programa TFASTA con la matriz PAM120.

El programa PC/GENE contiene 70 programas para el analisis de secuencias de
acidos nucleicos y proteinas. Cada programa lleva a cabo su analisis de acuerdo a los
algoritmos, parametros o bases en los cuales esta disefiado cada uno de estos. Los
programas de analisis estan basados sobre la informacion publicada en afios recientes. La
utilizacion de los programas permiten organizar los datos de una secuencia de ADN o
proteina evaluando todas las opciones y parametros. Dentro de cada una de estas dos
categorias es factible utilizar programas para analisis de estructura primaria, estructura
secundaria, comparacién de secuencias, andlisis de restriccién, asi como un analisis
estadistico de la secuencia analizada.

El programa de TFASTA permite que una secuencia desconocida sea traducida y
comparada con una banco de secuencias de ADN o proteinas. Por ejemplo, FASTA puede
comparar la secuencia de una proteina con todas las secuencias proteicas contenidas en la
base de datos NBRF PIR. El programa utiliza el algoritmo descrito por Lipman y Pearson
(1985}, el cual lleva a cabo-un analisis rapido, alineando regiones similares entre las dos
secuencias a comparar. Ademas, éste programa reporta Unicamente los mejores
alineamientos identificados entre las secuencias comparadas e incluye un analisis
estadistico especifico de regresion en base al nimero de secuencias contenidas en la
biblioteca
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SINTESIS QUIMICA DE PEPTIDOS

RESINA- N-t- BOC-GLICINA

¥

Lavar {a resima {x con dcido trifluoroacetice/ diclorometane §:1

1

DESPROTECCION DEL AMINOACIDO
[ncubar en dcido tifluoroacético.” diclarometano ¢ incubar en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente.

\

Lavar 3X con diclorometano
2X DIEA (disisopropil-etilamina)
4X diclormmetano

{

EVALUAR LA DESPROTECCION DEL AMINQACIDO
Realizar la prueba de Ninhidrina

¢

SIGUIENTE ACOPLAMIENTO

Disolver DCC (Dicicloexilcarbodimida) en diclorometano
HOBT {Hidrosi-benzotriazol) een dimetilformamida
Siguiente aminoacido disuelto en diciorometano

Mezclar las 3 soluciones vviv

frcabar a4 “C30 mun a que inicie a precipilacion

V.

Lavar von 2X diclorometano
2X Isopropanol

2X Dimetdlfonnida (DMFA)
2X Diclorometano

-

EFICIENCIA DE ACOPLAMIENTO
Realizar priueba de Ninhidrina

\)

DESPROTECCION DEL AMINOACIDO

v

REPETIR LA SECUENCIA PARA CADA ACOPLAMIENTO

{

RESINA- PEPTIDO

{

LIBERACION DEL PEPTIDO

3

PURIFICACION

CONFIRMACION DE LA SECUENCIA DEL PEPTIDO SITETIZADO

NS

CUANTIFICACION Y DETERMINACION DEL RENDIMIENTO OBTENIDO

Figura 19. Diagrama de la sintesis quimica de péptidos en fase solida (Van Regenmortel, 1988)



f. ldentificacion, seleccion y sintesis de epitopes (regiones mds inmunogénicas) de
relevancia para efectos de vacunacion, utilizandoe el método de WOLF, 1988.

Dada una secuencia que codifique para una proteina de interés, utilizando alguno de
los diversos métodos de prediccion de epitopes, puede en ella llevarse a cabo la prediccién
de las regiones mas inmunogénicas. Estos programas varian de acuerdo a los algoritmos y
criterios considerados en cada uno como es la posicion de horquillas, giros, flexibilidad de -
la secuencia proteica e identificacion de regiones de alta hidrofobicidad, las cuales son
consideradas como un factor que contribuye al plegamiento y periodicidad de residuos
hidrofébicos. Ademas, el conocer la estructura de varias proteinas ya bien caracterizadas, ha
permifido establecer parametros para la prediccion de epitopes continuos considerando
unicamente la estructura primaria de la proteina a analizar..

Una vez realizada la prediccion de epitopes se seleccionan aguellas que
posiblemente presenten mayor inmunogenicidad. Posteriormente se lleva a cabo la sintesis
de las regiones mas relevantes, utilizando el método de fase solida (Van Regenmortel,
1988). Este método implica el crecimiento de una cadena peptidica la cual esta unida
covalentemente, a través del C- terminal, a un soporte sélido insoluble. La sintesis se lleva a
cabo por la adicion sucesiva de los aminodcidos que conforman el péptido a sintetizar. Al
finalizar la sintesis del péptido, éste es separado de la fase solida y de ios grupos
protegidos de la cadena lateral de aminoacidos.

En la figura 19 se resume la metodologia utilizada para la sintesis de péptidos
sintéticos en fase solida.

37




g. Evaluacién de péptidos sintéticos a través de la deteccion de su capacidad de ser

reconocidos por sueros de individuos infectados mediante un ensayo de ELISA

Una vez realizada la prediccion de epitopes tipo B e identificacion de regiones
altamente inmunogénicas se procedié a evaluar, a través de un ensayo de ELISA, la
capacidad de tienen cada uno de los péptidos para ser reconocidos por sueros de individuos
sanos e infectados.

La prueba de ELISA {(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) es un ensayo simple,
especifico, altamente reproducible para la deteccion del nivel de inmunoglobulinas en

sobrenadantes de cultivo celular y otros fluidos biologicos, e incluso puede ser utilizado

para detectar subclases de inmunoglobutinas (IgG, IgM e IgA) e incluso aquellas que se
presentan un muy bajas concentraciones (IgG, e IgE). '

Estudios previos indican que el ensayo de ELISA para IgG, IgM e IgA permite la

deteccion de 500 ng./ml. a | ng./m! de anticuerpos, en tanto para IgE y subclases de IgG, la
sensibilidad se da desde 100 ng./ml hasta 100 pg./ml. (Coligan, 1992).
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a)

Técnica de ELISA para la evaluacién de péptidos sintéticos en el diagndstico de la
cisticercosis

Se utilizan placas para ELISA fondo en U de 96 pbzos tipo Immulon 1 (Maxisorp 96, Nunc)

b) Las placas se sensibilizan con 100 pi de una solucion de 1-2 ug/ pozo del péptido a evaluar en

c)

buffer de carbonatos pH=9.5 se sella herméticamente y se incuba toda la noche a temperatura
ambiente (25 ° C).

Se descarta la solucion y las placas se tavan 5 veces con 200- 250 pl /pozo de PBS-Tween al
0.3%. :

d) Se bloquean con 100 pul de una solucion de albumina sérica bovina al 1% en PBS y se incuba

e)

¢« & o o

i

K

D

durante | hr. A37 C

Se lava como ¢n el paso ¢)

Se adicionan 100 pli /pozo de:

PBS-BSA 1% para blancos de reaccion .

Sueros controles diluidos 1:100 en PBS-BSA%:

I positivo alto, | positivo bajo y 10 negativos.

Los sueros en estudio diluidos 1:100 en PBS-BSA%

Seincuba 1 hr. A 37C

Se tava como en ¢).”

Se adicionan 100 pl /pozo del conjugado acoplado a fosfatasa alcalina (anti-1gG de raton
acoplada a fosfatasa alcalina) dilucion 1:1000 en PBS-BSA 1%. La dilucién del conjugado se
determina previamente partiendo de la sugerida por el comerciante. Se incuban 1 hr.a 37 C.

Se lava como en ¢).

Se adicionan 100 pl/ pozo del sustrato (p-nitrofenit fosfato disodico 1 mg/ml en amortiguador
de dietanolamina). Se incuba 15-30 min.a37c¢c.

Se adicionan 50 pl!/ pozo de NaOH 2N para parar la reaccion.

m) Las placas se leen inmediatamente en un lector de microplacas a 405 nm.

89




XI. APENDICE 11

Analisis de identidad de las secuencias de aminodcidos de las clonas recombinantes
KETcl, KETc7, KETcll y KETc12,
utilizando el programa TFASTA y la matriz PAM120
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Anilisis de la secuencia que codifica para el péptido recombinante KET¢ 1

Tabla V. Analisis de identidad de la secuencia de aminoacidos codificada por la clona KETcl

de acuerdo al programa TFASTA wtilizado la matriz PAM120.

Homologia con  la  secuencia

codificadora

No. de acceso

ORF

No. de
amtnoacidos
de la proteina

homéloga

No de
aminoacidos
sobrelapados

Porcentaje de
idéntidad

*zasSc0drt DNAc de la ciona
INLsF de soares de higado v bazo
tetal de £, sapiens

WOU946/W 00046 za5 5004

109

12

75

*Secuencia de la regién 3' del DNAc
del Gene humano HUMGS0006304

CO064

126

75

* za35¢04.5) DNAc de la clona
296454 de Homo sapien

NM626

i65

75

* ThESTzy73d08.r1 Region 3' del
DNA¢ de 1a clona tezy?3d08.r) de
Toxoplasma gondii

N83109

91

90

* ThESTzy73d08.r1 TgRH Region 3
del DNAc de ia clona tgzy73d08.rl
de taquizoite de Toxoplasma gondii

NE3109

91

90

Fragmento Msel DNA genomico de
islas CpG de /. sapiens, clona 18e3

Z60121/HSTBEIR

104

63.6

Secuencia paccial de G-P-DH de
Drosophila miranda NDSSC 1401 1-
0101.1 .

DMU47882

326

2.7

*z070ali.r] clopa de DNAc de
pancreas de M. sapiens Stratagene (¥
937208)

emb/AATS5605

41.6

*2r65107.41 region 3 de ta ciona de
DNAc 668293 de soares NhHMPu
51 de H. sapiens

emb/AAZ42911

ti9

583

Secuencia parcial de Glicecol 3 P-
Deshidrogenasa  de.  Drosophila
miranda

L41251/DMLGPDHM

347

727

*2a 89d07.r} clona DNAc de clona
299723 de soares de pulmon fetal
NbHLIOW de H. sapiens

W03792

130

58.3

Secuencia completa de Ya subunidad
del gene tipo 2 de fimbriae de A
anueslundii

ACYFIB

719

54.54

DNAc de fa clona HFBEIS9 de H.
sapiens EST05292

T074037515403

63.6

* Unica informacion disponible ya que no existen referencias adicionales respecto a la decripcion y funcién de la

secuencia reportada.

La proteina KETc1 presentd homologia con 13 proteinas, algunas con pequefias
regiones de la deshidrogenasa de Drosophila miranda y dos clonas de Toxoplasma gondii

1




Andilisis de la secuencia que codifica para la proteina recombinante KETc 7

Tabla V1. Analisis de identidad de Ja secuencia de aminoacidos codificada por la clona KETc 7 de
acuerdo al programa TFASTA utilizado 1a matriz PAM120,

No. de -
Homologia con la secuencia codificadora Ne. de acceso ORF aminodcidos de No de Porcemaje de
la proteina aminodcidos idéntidad
horndloga sobrelapados
Cosmido T20B6 de Cacnorkahdii elepans emb/AFOD0193/CEAFI93 3 4753 9N 384
DNA de proteina de la GRP 1 8 rica en glicina, Xi3596/PVGRPIS 4 641 68 397
localizada en la pared celular de frijo!
RNAm deuna proteina tomate rca en glicina X556 LEEXTENII 5 266 93 43
de (cloma w]-8)
Secuencia de RNAm (clona wi-8 L} de una X35692/LEEXTEN?Z 2 206 93 43
extensing de tomate :
Secuencia parcial de! RNAm de una proteina SOYHRGPC ) 118 91 34
rica en hidroxiprolina (sbiHRGP1) de soya
RNAm del exon 2 que codifica pars una PHVHRGPA | 171 97 41.2
proteina ricz en hidroxiproling (HRGP) de 2.
vulgaris
ORFs del pene de 8. havmatobium que codifica 6 345 83 9.7
parz una proteina localizada #n 1z cubieria del SCMESPAB
huevecillo
Clona 120N21T7 de DNAc de drohidopsis T33986 6 115 57 456
thaliana 7249
DNAc de Ta clona 198HATT de Arabidopsiy H76570 5 187 87 333
thatigna 18275
* Gene GRP22 de 8. napus que codifica para la Z15045/BNGRP22G s 385 26 34.8
proteina aa!-291 rica en glicina
Gene HRGP3 quwe codifica para una extensing X13885 k} 1447 88 36.3
de tabaco
* Secugncia o reportada previamente D82429/HUMHBC4702 3 113 88 36.3
DNA¢ de la clona VOSHATT de Arahidopsis HT6570-AT57016 5 187 83 29
thaliana 18375 )
DNAc de Ta clona 159F24T7 de  Arabidopsis R30281 6 78 69 333
thaliana 12886
* Secuencia de RNAm de | ungwiculara que 1 236 97 40.2
¢odifica para una proteina similar a 12 extensina, X86030
£X126 .
* Clona de DMAc 218131207 de colon de H. emb/AATGO4T6/AA 00476 1 139 88 363
Sapiens Stratapene (-937204)
* Regidn §' de iz clona 187015 de DNAc H3079%6 3 104 6% 347
yp10d04.r1 de f. sapivns
* Secuencia de RNAm de V. wngniculoig que 2 279 89 39.2
codifica para una proteina parecida a la X86028/VUREXT127
extensing, ext127
* Secuencia de completa de RNAm que codifica D86854/D8G854 3 3al 85 36.4
para una extensing de {atharamhus roseuy .
Secuencia completa def RNAm de Gosgypium 1 303 85 316
firsutum gue codifica para una proteing de COTCWPRR
pared celular rica en prolina :
* Secuencia Y de 1a patente 1S 5474925 116135 3 302 5 37.6
Secuencia parcial del RNAm de mucing del 3 129 52 384
epitetio de ratas Spregue-Dawley 1ratadas con 565019
dioxido de azufre
Secuercia completa dei RNAm de 13 proteina SCMESG2A 4 663 60 333
ESG-2AA de 8 japonicum )
Termimal 3 del RNAm de 2 rewigoris que 2 501 97 36
codifica para una proteina rica en hidroxiprolina PHVHRGPC
{HRGPY
Secuencia completa del gene que codifica para 5 380 60 36.6
wna proteina localizada en Ja cubierta del SCMEGP
huevecillo de 8. japonicups
*Region 5 de a clona 194685 yp90bll.rl de A RE9903 3 129 81 358
sapicns i
*Regign 5' de la clona 353830 del DNAc de 5 347 63 4.2
me6%hi2rl soares de embrion de raton NHNE W42217/Wa2247
13.3 14.5

* Unica informacion disponible ya que no existen referencias adicionales respecto a ta decripcion y funcion de ta

secuencia reportada.
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Anailisis de la secuencia que codifica para la proteina recombinante KETe 11

Tabla VII. Analisis de identidad de la secuencia de aminoacidos codificada por la clona KETc! |
de acuerdo al programa TFASTA utilizado la matriz PAM120.

No. de

del DNAC de arroz.

Homologia con la secuencia No. de accese ORF aminodcidos Node Porcentaje de

codificadora de la proteina | aminoacidos idéntidad
homdéloga sobretapados

*Region 5 de la  ciona 3 42 4 66.6

AFCE9A(S de 1a hembra adulta AMI23337

Malayi Brugia

DNAc de cerebro humano D45299/HUMHG2802 1 345 12 75

*DNA de la region de insercion s 398 9 888

15801 de P. syringae Y09452/PS Y9452

Secuencia parcial de DNAc de HSCOXDOSH ] 66 4 66.6

H. sapiens

*DNAc de la region 5' del gen- 2 74 8 100

223F03 de aorta humana D6I916/HUM223E03B

*STS WI-31157 de humano {22146 4 126 5 833

* v288f07.c1 Region 5' de la} 6 132 11 545

clona 290149 de soares multiple N99337

esclerosis  2NDHMSP de A

sapiens.

*Region 3' de la clona 80559 de § 134 9 83.8

DNAc vei3d08.s] de H. sapiens T59644 :

*Region 3’ de [a clona 253733 3 85 ] 100

de DNAc ywi0d03.rl de A N75774

sgpiens .-

*Region 5' de la clopa 1153522 i 149 12 583

de DNAc vd90eborl de A T88766

sapiens

*Secuencia parcial (CO335-3A) D281 84/RICCHI3SA 5 108 12 66.6

de DNAc de amoz .

*Region 3' de la clona 632454 6 173 ]! 54.5

‘de DNAc zq43c04.51 de newron | emb/AAIS1664AAIS1663

ANT de /1. sapiens (Swratagene)

*Regidn 3’ de Ja clona 208779 4 [19 L1 63.6

del DNAc ws0gi2st de A H61033

sapiens

*PNAc de piel de ratén de la 4 77 I 54.5

clona msi3eld3.ri de Stratagene | emb/AAIS4995/AA154993

937311y

*Secuencia parcial (RI411-1A) R14111 5 125 1 72.7

* Unica informacion disponible ya que no existen referenc

secuencia reportada.

jas adicionales respecto a la decripeidn y funcion de la




Anilisis de la secuencia que codifica para la proteina recombinante KET¢ 12

Tabla VHI. Anilisis de identidad de la secuencia de aminoacidos codificada por la clona KETc12
de acuerdo al programa TFASTA utilizado la matriz PAM120.

No. de
Homologia con fa secuencia No. de acceso ORF aminodacidos No de Porcentaje de
codificadora de la proteina | aminoacidos idéntidad
homéloga sobrelapados
*DNAc de la clona 203068 de H5432 3 135 7 LYRY
H. sapiens
Secuencia de Ta cfona FO893 de BNAF0893E 6 13 7 875

Brassica rapa

* Unica informacion disponibie ya que no existen referencias adicionales respecto a la decripcion y funcion de la

secuencia reportada,

94




XI1. APENDICE I1I

Respuesta inmune y susceptibilidad a infecciones parasitarias
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HIPOTESIS 1 HIPOTESIS 2 HIPOTESIS 3

SELECCION INDUGCION ENMASCARAMIENTO
NATURAL ANTIGENICA ANTIGENICO

superficie original del parasito

-

antigeno l HOSPEDERO
induccidn del parasito
MUTAGION para producir
antigenos - like
\L l : ‘antigenos del hospedero adheridos
& la superficie del parasito
. ) 7 | AN /‘l'_ Via RNAm? E
antigeno like.-" ) _,,_-D .
del hospedero antigenos BN _
- del hospedero enmascaramiento con
MUTACION antigenos del parasito
antigenos like ‘;
. del hospedero ."
BSRAVAVAVAVAVESRSVAVAVAVAVARRNE A A A A
INTERFACE

e WAVAYAVAVASITAVAYAYAYA M&M

antlgenos del hospedero

Figura 20. Comparacién del mecanismo de 3 hipdtesis propuestas, que indican la participacién de las
facultades del parasito para modular o modificar la respuesta del hospedero y/o alterar su propia estructura, e
involucradas en el aumento de susceptibilidad a la parasitosis (Tomado de Fragoso, 1991a)
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A continuacion se hara una breve mencién sobre la participacion de algunos de los
factores que han sido reportados y que influyen importantemente en el aumento de
susceptibilidad a la cisticercosis u otra infeccion parasitaria.

El estudio de los mecanismos involucrados en la resistencia a las infecciones
parasitarias se ha concentrado, principalmente, en la identificacion de los componentes del
hospedero y su modo de accion durante la induccién y regulacién eficiente de una respuesta
inmune protectora, asi como aquellos componentes que emplea el propio parasito para su
sobrevivencia y transmision.

Entre los factores que influyen en la resistencia o susceptibilidad a una infeccion
parasitania se encuentran; las facultades del pardsito para modular o modificar la respuesta
del hospedero y/o alterar su propia estructura (Figura 20), factores de! hospedero
determinados genéticamente (Tabla IX) (Fragoso et al. 1991a, 1991b). Asimismo, el fondo
genctico del hospedero, la cepa del parésito, la participacion de algunos componentes del
sistema del complemento, el efecto de una doble infeccion, la influencia del sexo, el tipo de
respuesta inmune y su mecanismo de regulacion durante el proceso y/o desarrollo de la
infeccion, y por dliimo, la posible participacién de mecanismos de evasién inmune. Es
importante considerar que los factores anteriormente citados podrian estar participando
independientemente o en conjunio a fin de permitir el establecimiento y mantenimiento del
parasito dentro de un hospedero inmunolégicamente competente.

En un principio, el aumento de susceptibilidad a una infeccion parasitaria puede
deberse a la presencia de componentes compartidos entre el hospedero y el parésito.
Estudios previos indican que diferentes helmintos presentan moléculas de reaccién cruzada
(Fragoso et al., 1991a). Sin embargo, se desconoce si estas moléculas han sido adsorbidas a
la superficie del parasito o sen productos expresados por éste per se. Willms y col. (1977)
han propuesto una hipdtesis la cual sugiere que la adsorcion de moléculas propias del
hospedero enmascaran al parasito ante una respuesta inmune, facilitando su establecimiento
y sobrevivencia. En el estudio de la cisticercosis ha sido reportada la participacién de
algunos de estos mecanismos como el enmascaramiento con antigenos del hospedero,
modulacién antigénica a nivel de membrana y su recubrimiento con tejido fibroso. Dichos
mecanismos no son los unicos que inducen un aumento de susceptibilidad a la infeccion,
sin embargo, son pocos los reportes que existen al respecto.
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Tablz:) IX. Factores genéticos asociados a fa susceptibitidad a infecciones parasitarias (Tomado de Fragoso
1991b). ’

( Genes de l1a respuesta

inmune que codifican

para proteinas solubles:

= Anticuerpos

& Proteinas del
complemento

& Factores solubles
reguladores de la
respuesta inmune

r Asociada 2 gencs de
" Respuesta imune.

Genes de la respuesta
inmune que codifican
para proteinas celulares
¢ Productos del
Complejo Mayor de
Histocompatibi lidad
(CMH)

I. Susceptibilidad <
innata del hospedero
al parésito

Asociada al
cromosoma sexual

Asociada 2 genes de No <
\ fespuesta inmune

No asociada al
cromosoma sexual

\

11. Especificidad
innata del pardsito por
el huésped.

IM1. Susceptibilidad
asociada a
interacciones entre
pardsito y huésped a
nivel genémico
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Determinismo genético, fondo genético y cepa del parisito.

El determinismo genético de las infecciones parasitaria ha sido estudiado considerando las
diferencias genéticas entre los individuos de una misma especie. Este puede o no estar
relacionado con genes asociados (genes que codifican para proteinas solubles y factores
que intervienen en la respuesta inmune) o no ( los demds genes que se encuentran o no
relacionados al cromosoma “Y™ ) a una respuesta inmune. En e hospedero, el fondo
genetico también es importante ya que ante una misma una misma infeccion una cepa puede
resultar mas susceptible que otra. En el parésito, la constitucién genética es de gran
relevancia ya que un mismo tipo de pardsito puede variar en su constitucion genética
dependiendo de su tocalizacion geografica, nimero de generacion etc.... La importancia de
estos factores pueden verse reflejados en la capacidad infectiva que presenten diferentes
cepas del parasito ante una misma cepa de hospedero.

Componentes del sistema del complemento.

En el estudio de {a susceptibilidad a la cisticercosis se ha observado que la presencia
de productos de secrecién son capaces de inhibir la coagulacién sanguinea (Hammerberg et
al., 1977) y consumir inespecificamente el complemento (Laclette et al., 1989), ésta
degradacion posiblemente influye de manera critica en el estado de inmunosupresién que se
genera en ¢l hospedero. Estudios morfolégicos indican la presencia del componente C3b en
la superficie de la oncosfera y el metacéstodo de T. solium. Sin embargo, el parasito no es
susceptible de sufrir dafio alguno (Correa et al., 1985) manera el parésito tiene la capacidad
de controlar y/o inhibir la activacién eficiente del sistema del complemento y por
consiguiente el establecimiento del parasito. En el modelo de cisticercosis causada por
Taenia taeniaeformis, Davis y Hammerberg (1990) han demostrado que en estudios in
vitro la molécula C3b es capaz de depositarse sobre la superficic de larvas oncosferales y
postoncosferales provenientes tanio de ia cepa resistentes como de la susceptible. In vivo
solo la cepa resistente es capaz de producir C5a y destruir al parasito. En tanto, las
oncosferas provenientes de la cepa susceptible no sufren dafio alguno y conservan la
capacidad de moduiar la activacion del complemento (Davis y Hammerberg, 1990), que se
manifiesta en la alteracién de la respuesta inflamatoria mediada a través del efecto
quimiotactico que ejercen los componentes C3a y C5a sobre eosinéfilos y neutrdfilos
(Goetzal y Austen, 1977). Si bien Ia inhibicién o reduccién del dafio por complemento
también puede deberse a la capacidad del pardsito para secretar factores
anticomplementarios, enzimas proteoliticas y su enmascaramiento con antigenos del
hospedero.
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Figura 21. Modelo de la red inmunoendocrina en la induccién de la susceptibilidad a la cisticercosis
experimental murina por Taenia crassiceps (Tomado de Huerta et al., 1992)
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Efecto de una doble infeccidn.

El aumento de susceptibilidad a las enfermedades parasitarias también puede estar
dado a través de un efecto acumulativo donde un mismo hospedero es sometido a una doble
infeccion. Este fenémeno ha sido descrito en ratones infectados con H. polygyrus (Behnke
et al., 1983) y reinfectados con SBRC (eritrocitos de carnero), el efecto de la doble
infeccion inducen una disminucion en la respuesta intestinal que va acompafiada con una
baja infiliracion de células cebadas a nive! de la ldmina propia. Por otra parte, ratones
infectados con T. spiralis y reinfectados con el virus japones de la encefalitis B presentan
una mastocitosis con depresion en la infiltracién de células cebadas (Lubiniecki y Cypess,
1974; Dehlawi et al.,, 1987). Owos de los sistemas en los cuales se ha reportado la
influencia de una doble infeccion sobre ta susceptibilidad a la parasitosis incluyen la
infeccion de ratones con Hemoligmosomoides polygyrus (Nematospiroides dubius) y
retnfectado con eritrocitos de carnero (SRBC) (Shimps et al. 1975) y en el modelo de
infeccion raton- Taenia crassiceps sometido a una reinfeccion con SRBC (Good y Miller,
1976). Los mecanismos involucrados en el aumento de susceptibilidad en cada sistema es
especifico de cada uno, por lo que no se dara ampliara la informacion al respecto.

Influencia del sexo.

La influencia del sexo entre individuos de una misma especie ha sido considerada
como otra de las caracteristi¢as que se a tratado de asociar a un aumento de susceptibilidad
a la infeccion. Estudios previos indican que en los modelos de infeccién murina las
hembras siempre son mds resistentes que los machos, excepto en la infecciéon por T.

crassiceps 'y Trichomonas vaginalis (Fragoso et al., 1991b; Sciutto et al., 1991). Una

posible explicacion indica que la susceptibilidad podria estar determinada por el
cromosoma “Y” o por la influencia hormonal de cada sexo. Estudios previos en la
cisticercosis murina indican que las hembras son mas susceptibles a la infeccidn que los
machos. De aqui que Huerta y col. (1992) han propuesto un modelo el cual indica que el
progreso de la infeccion involucra la participacion de una red neuroinmunoenddcrina
integrada por el eje hipofisis-timo-génadas. En los machos, se sugiere que el nivel de
androgenos estimula el sistema inmune el cual es capaz de inhibir el crecimiento del
parasito. Sin embargo, en las hembras el efecto de los estrogenos, 17 B-estradiol, inhibe la
actividad del sistema inmune v por consiguiente permite que el parasito se establezca (Ver
figura. 21) (Bojalil et al., 1993; Terrazas et al., 1994). El efecto de los andrégenos o

estrogenos no actiian directamente sobre el crecimiento del parasito, ya que estudios in vitro

indican que la adicion de una otra hormona no afecta el crecimiento del parasito (Huerta et
al., 1992). Sin embargo, el efecto de la testosterona parece ser mediado inmunoldgicamente
ya que ratones machos sometidos
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a una supresion en el nivel testosterona y un incremento en los niveles de estrogenos
induce un aumento de susceptibilidad a la infeccion. Por otra parte, la participacion
inmunoldgica del timo indica que la timectomia neonatal es capaz de igualar el grado de
infeccion en ambos sexos (Lamraide et al., 1995).

Respuesta inmune y su regulacién en el aumente de susceptibilidad a una
infeccion parasitaria.

La descripcion y analisis de los componentes celulares involucrados en el
establecimiento de una infeccion resultan de gran relevancia tanto en el conocimiento de la
respuesta inmune inducida como en la identificacion de los sucesos biologicos que se
establecen en la interaccidn hospedero-parasito. Aunque existen diversos reportes sobre el
tipo de respuesta inmune estimulada y algunos aspectos que involucran la regulacion de
€sta, atn se desconocen los mecanismos por los cuales se suceden la mayoria de estos
cambios.

En el estudio de las enfermedades parasitarias han sido diversos los mecanismos
identificados y a través de los cuales diferentes parasitos son capaces de inmunosuprimir a
su hospedero. La actividad inmunomodulatoria local asociada a la parasitosis ha sido
propuesta como una de las estrategias que emplean ciertos parasitos para su sobrevivencia.

La supresion de la respuesta inmune no es un reflejo de la incapacidad del
hespedero para responder al parasito, ya que en la vacunacidn experimental con 7. solium
se observa clararnente gue tanto en humanos neurocisticercosos como en cerdos vacunados
con extracto de cisticercos es posible estimular una respuesta inflamatoria capaz de destruir
al pardsito (Molinari ¢t al.. 1983). Sin embargo, al parecer el parasito establece un
mecanismo que inhibe el desarrollo de una respuesta inmune granulomatosa efectiva.

En el modelo murino de la enfermedad de Chagas se ha reportado que la
inmunosupresion se manifiesta en una reduccion en la produccion de anticuerpos,
interleucina 2, reaccién de hipersensibilidad retardada y linfoproliferacion de células de
baze a mitdgenos o antigenos del pardsito. Estos efectos han sido atribuidos a un aumento
en la influencia de la actividad supresora de células T o macréfagos sobre el nivel de
células T ayudadoras y secrecion de IL-2. Estudios in vitro indican que T. cruzi ademas de
suprimir la produccién IL-2, reduce la expresion de receptores para [L-2 (RIL-2) y
receptores para transferrina (TfR), siendo estos tltimos necesarios para la proliferacion de
linfocitos y células mononuciear (Beltz et al,, 1989). Dichos eventos también han sido
identificados en infecciones temprana in vivo, que el cuitivo de células esplénicas
provenientes de ratones infectados son capaces de proliferar en respuesta a la adicion
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de algin mitdégeno exogeno, inclusive IL-2. lo que sugiere que durante la infeccion, la
expresion de los receptores para IL-2 no se encuentran alterados (Klaus y Hawrylowicz,
1984). Sin embargo, los estudios en e! hombre indican que el parasito inhibe la expresion
de RIL-2 sin afectar la produccion de ésta (Tarleton y Kuhn, 1984). Asimismo, estudios in
vitro sugieren que células de humanos v ratones normales e infectados, previamente
estimulados con algiin mitdégeno (concanavalina A, anticuerpos especificos, lectina etc..) y
puestos en contacto con 7. cruzi (Beltz et al,, 1987, Sztein et al.. 1990} y Trypanosoma
brucei rhodesiense, afectan la capacidad de proliferacion de los linfocitos, a través de la
inhibicion de la produccion de IL-2 y expresion de receptores RIL-2. Sin embargo, células
de ratones infectados y estimulados con antigenos del parasito son capaces de proliferar y
producir niveles normales de dicha interleucina. El analisis cinético del efecto
inmunosupresor indica que éste se presenta como un efecto temprano en la infeccidn y que
la recuperacion de las células T en su actividad proliferativa se da aproximadamente 6 horas
después de su estimulacion. Es importante considerar que son multiples los eventos que
pueden estar ocurriendo y/o afectando la respuesta inmune tal que se induzcan cambios
criticos intra y/o extracelularmente (alteracion en el transporte de calcio, reciclamiento de
fosfatidil inositol, potencial de membrana, transcripcion del gene para IL-2, traduccién o
estabilidad del RNAm del receptor para [L-2. reciclamiento de receptores de membrana, y/o
aumento en ¢l intercambio del RIL-2) (Kierszenbaum et al., 1991).

En la cisticercosis murina causada por T crassiceps se sugiere que el efecto de la
infeccion induce una depresion inmunoldgica con un alto nivele de linfocitos T supresores y
macréfagos v proliferacion. de linfocitos activados en respuesta a algin mitégeno o
antigenos del parasito, asimismo una supresion en la capacidad para inducir 1a produccion
de anticuerpos, una disminucién en la produccion de IL; (Sciutto et al., 1995) y expresion
de receptores celulares y un alto nivel de 1L-4 (Villa y Kuhn, 1996). La descripcion y
andlisis de los componentes celulares involucrados en el establecimiento de una infeccion
de tipo crénico, resultan de gran relevancia en el conocimiento de la respuesta inmune
inducida. Sin embargo, ain se desconocen los mecanismos por los cuales se suceden la

mayoria de estos cambios

En fa infeccion por T. cruzi, estudios enfocados a la identificacion de los
mecanismos involucrados en la supresion de la produccién de IL-2 y su importancia en el
transcurso de la infeccidn, sugieren que ta supresion no es debido a la pérdida de células
productoras de 1L-2, sino a la alteracion del estado de maduracion de éstas, observandose
que las células T supresoras Ly-2+ y 1.3T4- son las responsables de esta supresion. Dicho
efecto fue revertido por la adicion de prostaglandinas (PG} lo cual sugiere que
posiblemente los macréfagos al ser estimulados, por los antigenos del parasito, liberan
prostaglandinas con capacidad para activar a las células T supresoras e inducir,
indirectamente, un fendmeno de imunosupresion similar al que se presenta durante
la infeccion (Tarleton et al., 1988).
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Avances en ¢l estudio de la respuesta inmune celular asociada a las enfermedades
parasitarias sugieren que la participacion de las células T en la resistencia o susceptibilidad
a una parasitosis presenta un patron en el cual la respuesta a la infeccion por parasitos
intracelulares se ha asociado a una respuesta tipo Thl (caracterizada por la secrecion de
linfocinas IL-2, INF-y) y la de parasitos extracelulares a una respuesta Th 2 ( IL-4 e IL-5).
Sin embargo, habremos de considerar que en cada tipo de parasitosis podria presentarse un
pairén de respuesta Th 1, Th 2 6 Tho dependiendo del tiempo de infeccion y del tipo de
pardsito. La sitvacion se complica si consideramos la capacidad dei parasito para
inmunomodular la respuesta del hospedero a través de la activacién de una u otra
subpoblacion celular.

La asociacién de la resistencia a un tipo de respuesta de tipo Thl o Th2 se observa
en la infecci6n por Leishmania major en la cual la resistencia esta dada por la activacién de
la subpoblacion Thl y la susceptiblilidad por la Th 2. Al parccer, en esie caso, la
destruccion del pardsito esta mediada por la produccion de IFN-y y la activacién de
macréfagos (Boom et al. 19990, Scott et al. 1989).

En la infeccion por parasitos extracelulares como Schistosoma mansoni la
susceptibilidad o resistencia no estan asociados a un tipo de respuesta en particular ya que
durante el desarrollo de la infeccion se ha detectado una interaccion Thi/ Th2. En este caso
la resistencia a Ja infeccion esta asociada a una respuesta Thl. Sin embargo, la respuesta
Th 2 es responsable de }a reaccién granulomatosa elimina al parasito (Scott et al, 1989).

Durante la infeccion causada por 7. crassiceps la deteccion de altos niveles de
inmunoglobulinas, principalmente IgG! e IgE, y de IL-6 tanto en suero como en
esplenocitos de ratones infectados establecen la estimulacién de una respuesta Th2.
Asimismo,en infecciones causadas por otros céstodos se sugiere que la IL:6 actia
directamente sobre la produccion de 1gG1 e IgE, importante en el proceso de destruccion
del cisticerco, la estimulacién de una respuesta granulomatosa inflamatoria y produccion de
1gG2a, ésta dltima asociados a la produccion de interferén gamma caracteristico de una
respuesta Thl ( White et al., 1997). Recientemente Terrazas y col. (1998) sugieren que en la
cisticercosis murina durante el proceso de infeccion se desencadena un mecanismo activa
progresivamente una respuesta Thl a Th2. Donde el predominio de la segunda permite el
desatrolio de una infeccion de tipo crénico (Terrazas et al., 1998) a través de la produccion
de citocinas supresoras de la respuesta Thl. Importantemente se ha observado que a las 4
semanas de infeccion predomina una respuesta Thl que favorece la destruccion del
parasito. Sin embargo, cuando la respuesta Thl disminuye y se estimula la Th 2 se permite
el establecimiento y desarrollo de una infeccion de tipo crénice.
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La asociacion de una respuesta Th1/Th2 a proceso de infeccién ha sido considerada
en el estudio de otras parasitosis como es la infeccién causada por L. major'y S. mansoni,
en ambos la respuesta Thl a sido asociada a la resistencia y la Th2 a la
susceptibilidad. Sin embargo, en la infeccion por T. spiralis, similar al modelo murino, el
patron de respuesta es revertido (Terrazas et al., 1998).

Mecanismo de evasién inmune o mimetismo molecular.

En la interaccion hospedero- parasito la sobrevivencia de éste iiltimo es importante
en el mantenimiento de ta continuidad de su ciclo de vida. El estudio de los mecanismos
involucrados en la susceptibilidad a las infecciones parasitarias se encuentra la participacion
de mecanismos de evasién inmune que son generados por el propio pardsito a fin de
controlar la respuesta del hospedero y permanecer dentro de éste. Asi, en la infeccién por
Taenia raeniaeformis la cepa BALB/ c es resistente a la infeccion y es capaz de expulsar al
parasito a los 6 dias post-infeccion (Letonja et al., 1984). En este caso el rechazo parece
estar mediado por un mecanismo celular que no esta presente en la cepa susceptible, donde .
el pardsito es capaz de invadir el tejido del hospedero sin que éste presente sefiales de
rechazo. Una posiblemente explicacion es que el pardsito induzca un mecanismo de evasion
inmune capaz de controlar la respuesta del hospedero (Damian, R. 1964). En este sentido
Oldestone y col. (1989) han postulado un mecanismo de mimetismo molecular que
involucra la presencia de estructuras similares entre moléculas producidas por diferentes
genes del parésito y el hospedero. Este hecho se ve reflejado en la deteccion de reaccion
cruzada que se presenta principalmente, entre moléculas altamente conservadas, tal que las
moléculas del parsito con mayor homologia a las del hospedero, son capaces de mimetizar
la respuesta en contra de éste Gltimo (Bloom, 1979). Sin embargo, se han planteado otras
hipotesis alternativas, postuladas por Capron (1989) y Smithers (1969), quienes sugieren
que el parasito per se es capaz de adquirir o sintetizar antigenos parecidos al hospedero,
respectivamente. Sin embargo, no son los (inicos mecanismos propuesto ya que Damian ha
quién postulado que el parasito es capaz de inducir Ia sintesis de antigenos “homélogos”
que mimetizan la respuesta del hospedero (Fragoso, 1991a) (Fig. 20).

Estudios de divergencia molecular, sugieren la presencia de una aita homologia,
entre proteinas de reconocimiento (inmunoglobulinas, receptores para células T, antigenos
del MHC) del hospedero con proteinas de virus, bacterias o parasitos, capaces de influir en
la susceptibilidad de éste. El andlisis del grado de divergencia determinado entre un grupo
de ligandos y 75 moléculas receptoras del hospedero (interleucinas, interferén, factores
estimulantes, quimioatrayentes, quimocinas. factor de necrosis tumoral y sus receptores, asi
como receptores para el fragmento Fe y diversas moléculas CD del sistema inmune)indican
que estos presentan un grado de divergencia del 35% * 1%. Es importante considerar que
todas estas moléculas son de localizacion extracetular o membranal y participan en la




transduccion de sefiales que involucran el desarrollo y/o activacion de linfocitos y células
fagociticas que median la respuesta inflamatoria y de defensa del hospedero contra diversas
infecciones (Lechier et al., 1992). Un ejemplo de este tipo de asociacion esta dada por la
alta homologia que se presenta entre la proteina SCIP- 1, localizada en la superficie de
Schistosoma mansoni, y CD59 de humano (Parizade et al., 1994).

Los avances en el estudio de las enfermedades parasitarias indica que en muchos
casos, el patron de eventos varia de acuerdo a la especie del parésito, a la cepa del
hospedero y al progreso de la infeccion. Se considera que ningtin tipo de parasito es capaz
de estimular un tipo de respuesta inmune aislada; en todos los casos reportados se observa
la participacion conjunta de varios de los elementos de la respuesta inmune, por ejemplo la
estimulacion de una respuesta inmune citotoxica mediada por células y dependiente de
anticuerpos la cual involucra la participacién de células activadas, productoras de
anticuerpos, del factor de necrosis tumoral y del interferon gamma, aun cuando estos dos
ultimos actiian sinergicamente

En la evaluacion de susceptibilidad y resistencia a diferentes infecciones, la
presencia del pardsito es capaz de estimular una respuesta de tipo humoral y/o celular, que
puede conferir diferentes niveles de proteccion dependiendo del tipo de relacion hospedero
- pardsito que se establezca. La identificacion de éste tipo de relacidon es de gran
importancia para dilucidar los mecanismos involucrados en dicha interaccién en la
esperanza de poder modificar el destino de la parasitosis.

Hasta el momento, las investigaciones realizadas en el estudio de 1la
inmunosupresion asociada a la cisticercosis indica que el proceso de infeccién genera una
disminucién en la efectividad de la respuesta inmune en contra del parasito y trae como
consecuencia un anmento en la susceptibilidad a la infeccion tanto en pacientes como en
animales experimentales ante una respuesta secundaria. De aqui que nuestro grupo de
trabajo se ha interesado en el desarrollo de un sistema de cisticercosis murina in vitro que
permita explorar los mecanismos inmunoldgicos capaces de controlar la parasitosis, asi
como la identificacion de proteinas que participen de manera importante en la resistencia
y/o supresion de la respuesta inmune del hospedero. En este sentido, la libreria de ADNc
det cisticerco de T. crassiceps posteriormente serd utilizada para continuar identificando
proteinas del parasito que resulien de interés en el estudio y evaluacién de la relacion
hospedero - pardsito
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