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RESUMEN

La cisticercosis es una enfermedad provocada por el parasito T. sofium, del cual el
humano es el huésped definitivo siendo el cerdo el huésped intermediario mas
comin; en los paises subdesarroliados la cisticercosis se considera un grave
problema de salud ya que las malas condiciones de salubridad en general,
permiten la continuidad del ciclo de vida del parasito cuya consecuencia es la
infeccion de humanos que consumen alimentos contaminados. La infestacian del
sistema nervioso por este parasito, © neurocisticercosis, presenta un cuadro
clinico dificil de diagnosticar ya que la infeccién puede variar considerablemente
(respuesta inmune, localizacion del parasito en el cerebro, la cantidad de
pardsitos, etc.).

En 1985 Young ef al introdujeron una metodologia para la clonacidon de
secuencias inmunoreactivas fal como antigenos de superficie de bacterias por
medio de la expresion de estas secuencias, como proteinas, en placas de fage
lambda, para posteriormente identificar las clonas de interés utilizando como
sonda el anticuerpo adecuado. Tomando esto como base, se desarrolld una
nueva técnica (William et al. 1994) en la cual las secuencias inmunorreactivas y la
proteina expresada se encuentran fisicamente unidas, esto es, la proteina es
expresada en el mismo vector viral que acarrea la secuencia (“Phage Display”).

En el presente trabajo se utiliza esta nueva metodologia de “Phage Display” en el
modelo de neurocisticercosis humana y de cisticercosis porcina, ilustrandose su

posible uso para identificar y caracterizar epitopos de T. sofium.
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| INTRODUCCION

El cerdo es el hospedero intermediario mas comuin para el parasito Taenia solium
y actla como ifransmiscr de fa infeccidn a humanos (Flisser et. al. 1994). La
infeccién en humanos resuita frecuentemente en neurocisticercosis la cual es la
patologia parasitaria mas importante del sistema nervioso central {Del Brutto ef. al,
1897). Se han propuesto varios proyectos de control (Keibach et. al. 1989; Diaz-
Camacho et. al. 1991) y de vacunacion {Molinari et. al. 1993; Sciutto ef. al. 1995;
Valdez et al. 1994) para esta parasitosis. Uno de los principales obstaculos para
esto es la falta de conocimiento de las estructuras inmunogénicas y antigénicas
del parasito, este conocimiento es necesario para e! diagnostico de la infeccion {lo
cual ayudaria en gran medida a su controf) y para el desarrollo de vacunas
eficientes (Dempster ef. al. 1996; Sciutto ef. al. 1995). Poco es lo que se sabe
actualmente de los epitopos de proteinas de T. solium o de otros parasitos de
este tipo (Del Brutto et. al. 1997) que interactuan con el sistema inmune tanto en
el hospedero intermediaric como en el humano. Como consecuencia de esto, los
ensayos de inmunodiagndstico que se usan actualmente (Tsang et al 1989;
Sciutto et. al. 1998; Aluja et. al. 1996; Ordonez ef. al. 1996) utilizan mezclas de
proteinas del parasito. Otros problemas que interfieren con la efectividad de los
métodos empleados (ELISA; Western blot) para el inmunodiagnéstico son falsos
positivos para neurocisiticercosis en pacientes con otros padecimientos
neurologicos (Gevorkian ef. al. 1996), una respuesta inmune al parasito variable
en individuos diferentes (Ordofez ef, al. 1996; Aluja ef. al. 1996) y cambios en el

tipo de los antigenos expresados por el parasito durante su ciclo de vida (Aluja etf.
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al. 1996).

Desde hace algunos anos se han construido bibliotecas de péptidos al azar
expresados en la superficie de fagos filamentosos (“Phage Display”} y se han
usado para el estudio de epitopos (Permley et. al. 1988; Scott ef. al. 1990; Cwirla
et. al 1980; Felici et. al. 1991). Estas bibliotecas de epitopos consisten de
grandes cantidades (107-10° o0 mas) de clonas de fago filamentoso, cada una de
las cuales expresa un peptido de secuencia y estructura diferente, entre las cuales
se pueden hallar estructuras que actien como ligandos de proteinas reguladoras,
epitopos de anticuerpos o componentes de vacunas (Keller ef. al. 1993). La
mayoria de los estudios de epitopos que utilizan el *Phage Display” han sido
realizados con anticuerpos monoclonales, Estos estudios han demostrado la
capacidad de esta metodologia para el reconocimiento y caracterizacion de
péptidos capaces de ser reconocidos por anticuerpos monoclonales creados
contra proteinas como la -endorfina {Cwirla et. al. 1990) o una interleucina (Felici
el al 1991).

Algunos estudios recientes han empezado a usar esta metodologia péra la
seleccidon de clonas peptidicas usando anticuerpos policlonales obtenidos del
suero de animales inmunizados (Dybwad etf. al. 1995; Meola et. al. 1995) o de
pacientes (Dybwad et. al. 1995). Los resuitados de estos estudios, sugieren que el
suero puede ser usado de manera eficiente para la seleccion por afinidad de
ligandos a partir de una biblioteca de “Phage Display”. Sin embargo, a pesar de
contar con estos antecedentes, es necesario realizar estudios mas extensos c¢on

el suero de pacientes, para lograr un panorama completo de las posibitidades y
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limitaciones de esta metodologia para el aislamiento de epitopos de importancia
en la caracterizacion del patdgeno y de los anticuerpos inducidos por este,

En este trabajo se utiliza el "Phage Display” en el estudio de sueros de pacientes
con neurocisticercosis y de sueros de cerdos infectados experimentalmente con
huevos de T. solium y se muestra que, al menos en el caso de la cisticercosis
porcina, es posible mediante el uso de esta metodologia, el aislamiento y
caracterizacién de péptidos antigénicos utiles para ef estudio de la infeccién por T.

solium en el cerdo, cuyas caracterisiticas se describen en el presente trabajo.
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1.1 Taenia solium .

Su metacéstodo o cisticerco, es el agente causal de [a cisticercosis humana y
porcina, el metacéstodo es la forma intermedia en el desarrollo que sigue el
embrién hexacanto para convertirse en e} gusano adulto o solitaria, el hambre es

su Onico huésped natural definitivo, siendo el cerdo un huésped intermediario.
Figura I.1.1. Escolex de Taenia scfium donde se puede observar; A) ventosas; B) rostelum y
C) doble hilera de ganchos. (Todas las imigenes relacionadas con T. Sofium que se
muestran en este trabajo fueron tomadas de la pagina de internet del Colegio de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Missouri, Cofumbia)

http: /f www.missouri.edu/~vmicroc/platyhelminths/cestodes/tsolium.htm
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.1a Ciclo de Vida

El adulto de T. sofium o solitaria habita unicamente en el intestino delgado del ser
humano, en donde logra sobrevivir hasta 25 anos. El parasito se encuentra
conformado por un escélex o cabeza, un cuello a partir del cual se producen los
progiétidos o segmentos. El conjunto de progldtidos unidos entre si se denomina
estrébilo. Los proglétidos mas lejanos al cuello estan totalmente diferenciados y
contienen alrededor de 50 000 huevos cada uno, los progldtidos diferenciados o
gravidos son desprendidos espontaneamente del parasito adulto y son eliminados
hacia el exterior en las heces del huésped; la primera expulsion de huevos ocurre
alrededor de 67 dias post-infeccion. Si se ataca al pardsito con un medicamento
que no provoque la expulsion del escdlex, la excrecidn de huevos se detiene de
manera temporal y reaparece de nuevo al recuperarse los proglétidos del parasito
(57-61 dias). La putrefaccion de los proglétidos diferenciados y con huevos en el
medio ambiente libera los huevos que pueden alcanzar al huesped intermediario
por medios distintos. Generalmente la cisticercosis se adquiere al ingerir alimentos
contaminados con huevos, aungue pueden existir otros medios y mecanismos de
transmisién.

En el tubo digestivo del huésped intermediaric, las enzimas proteotliticas y las
sales biliares proveen la sefial para la activacion de la oncosfera (embrion
hexacanto) contenida en el huevecillo. Una vez activadas, las oncosferas
penetran la pared intestinal del huésped hasta alcanzar capilares linfaticos y
sanguineos que las distribuyen al erganismo en general. El embrion requiere de al

menos 10 semanas para converirse en un metacéstodo, el metacéstodo puede



sobrevivir varios afios en el huésped intermediario.

El final del ciclo se da cuando el ser humano ingiere carne contaminada ;:on el
metaceéstodo, preparada de manera inadecuada; una vez mas los elementos
quimicos presentes en el tracto digestivo del huesped activan al metacéstodo y
este se fija en la pared intestinal donde crece y se diferencia hasta convertirse en
una tenia adulta produciora de proglétidos (Noble et. al. 1988).

Figura I.1.1l. Ciclo de vida del parasito y micrografia de huevo de Taenia solfum donde se

observa: A) encostera y B} embriéloro.




t.1b Morfotogia det Desarrollo

La solitaria, es un gusano plano de entre 1.5 y 5 m de longitud, El escélex posee
cuatro ventosas y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos los cuales son
las estructuras que le permiten a 1a solitaria lijarse a la pared del yeyuno.

Figura L.1.1Il. Micrografia de un segmento de Taenia solium donde se observan: A} tallo

uterino y B} poro genital,

;T sollum

segmenlas

El proceso de produccion de proglétidos ocurre empezando en la regidn distal del
cuello, los proglétidos inmaduros cercanos al cuelio son de tamafio variable
mientras que los maduros y los que contienen huevos generalmente miden de 7 a
12 mm de largo y de 5 a 6 mm de ancho. Un proglétido maduro puede ser
considerado como una unidad reproductora independiente ya que posee tanto
genitales masculinos como {emeninos; los genitales masculinos estan constituidos
por un gran nimero de testiculos que confluyen en un ducto genital que, a su vez,

desemboca por un costado dei proglélido en el atrio genital; los genitales
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femeninos estan constituidos por un ovario trilobulado situado en la base del
ttero, en el extremo posterior det proglotido. El ovario desemboca a través de la
vagina en el mismo atrio genital; el Gtero en los proglotidos gravidos consta de
varias ramas laterales hacia cada lado, repletas todas de huevos.

Los huevos presentes en los proglétidos gravidos se encuentran en varios
estadios de maduracién; alrededor de la mitad contienen oncosferas capaces de
ser invasivas, los huevos inmaduros pueden madurar fuera del huésped vy
permanecer viables e infectivos por semanas o meses.

Los huevos de T. solium poseen varias envolturas que facilitan la sobrevivencia de
la oncosfera en el medio; la envoltura mas externa es el vitelo o cépsula, se
encuentra constituida por un grupo de células que forman un sincicio; fa siguiente
envoltura es el embrioforo, formado por blogues protéicos unidos entre si por una
proteina cementante, esta envoltura es ila mas importante en cuanto a la
proteccién de la oncosfera y da la apariencia estriada caracteristica de los huevos;
finalmente la membrana oncosferat rodea directamente a la oncosfera o embrién

hexacanto que tiene tres pares de ganchos (Noble ef. al. 1989).

I.1c Metacéstodo

El metacéstodc de la 7. sofium estd formado por una vesicula ovalada vy
translicida llena de liquido con un pequefo escélex invaginado. Al igual que la
tenia adulta el escélex del metacéstodo posee cuatro ventosas y un rostelo
armado con 2 hileras de ganchos. Cuando un metacéstodo es ingerido por el ser

humano, el escdlex es activado por el contenido del tubo digestivo lo cual produce
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su evaginacion y adherencia a la pared intestinal.

Ya que los céstodos carecen de tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y
excretan sus desechos a través de su superficie tegumental, por lo que, el
tegumento se encuentra aumentado por proyecciones digitiformes designadas
como microtricas. La superficie del metacéstodo en contacto con el huésped actaa
como una membrana plasmatica.

Debajo del tegumento se encuentran varias capas de tejido muscular fiso y las
células subtegumentales. A mayor distancia de la superficie se encuentra una
sefie de ductos o canales aparentemente relacionados con células ciliadas que

constituyen un sistema protonefridial (Noble ef. al. 1989).

1.2 CISTICERCOSIS

Los metacéstodos en el hombre presentan un tropismo caracteristico por muasculo,
0jo y sistema nervioso (Sotelo ef. al 1988). La cisticercosis en musculo, aun
cuando es comun en areas donde la enfermedad es endémica, es una forma
benigna de cisticercosis, que produce inflamacidn local sufriendo usualmente
involucion espontanea. La presencia de metacéstedos alojados en el gjoes rara y
ocurre principalmente en nifios (Sotelo et. al. 1988).

La cisticercosis afecta a hombres y mujeres de todas las edades por igual, el
maximo de incidencia es entre la tercera y cuarta decada de la vida (Kennedy ef,

al. 1987).
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También es rara la ocurrencia de tenia intestinal en pacientes con cisticercosis

(Sotelo et. al. 1988).

I.2a Patologia de la Neurocisticercosis

La neurocisticercosis es la enfermedad parasitaria mas comin del sistema

nervioso central (Del Brutto et. al. 1997).

La patologia inducida por la invasidn de metacéstodos al sistema nervioso central

es altamente variable (Escobar et. al. 1972), es capaz de imitar casi cualquier ofra

afeccion del sistema nervioso central {Del Brutto et. al 1997). Los principales

factores involucrados en la patologia de la neurocisticercosis son (Sotelo ef. al.

1988):

a) La respuesta inmune paricutar del individuo ante la invasion, que puede variar
desde inmunatolerancia hasta una respuesta inflamatoria severa y edema.

b) La localizacién de los parasitos en las cavidades ventriculares, espacio
subaracnoideo o parénguima cerebral.

c) Eltamarfio del indculo parasitario que puede ir de un solo metacéstodo a una
infestacion severa.

d) El estadio de evolucidn de las lesiones, desde metacéstodos vivos, edema vy
exudados inflamatorios, a granulomas, calcificaciones y fibrosis residuales,

En la mayoria de los casos todos estos factores se combinan y dan como

resultado complejas formas clinicas. La patologia secundaria tal como hidrocefalia

por obstruccién, hipertension y desplazamientos por el efecto de aumento de

masa resultan en sintomas adicionales y se dan en un 30% de los casos (Salazar

13



et. al. 1983; Sotelo et. al. 1987).

El sistema ventricular cerebral es afectadc por los metacéstodos de dos maneras,
por desarrollo de ependimitis granular o por la presencia de quistes
intraventricutares (Del Brutto et al. 1987). Las sefas y sintomas, como ya se
menciono, son altamente variables, la manifestacién mas comun, es la epilepsia la
cual soélo se presenta en la mitad de los casos. Los ataques son frecuentes
cuando hay presencia de quistes parenquimales y granulomas, pero son raros con
araquidonitis o cisticercos ventriculares. La hipertension intracraneal es frecuente
en casos de cisticercosis ventricular 6 meningeal, pero es rara en granulomas
parenquimates. Adn cuando la cisticercosis meningea es frecuente, las sefales de
irritacion meningea son muy raras. En mas de un tercio de los casos de
neurocisticercosis el examen neurolégico es normal y la enfermedad se manifiesta
clinicamente como ataques parciales, dolor de cabeza, vértigo, mareo, deterioro
intelectual o perturbaciones siquiatricas (Del Brutto et. al 1987), también puede
presentar manifestaciones clinicas inusuales tales como: migrafa, sindrome de
Parkinson, neuralgia trigeminal hemorragia subaracnoide e infarto cerebral (Del

Brutto ef. al. 1997).

1.2t Evolucion de ta Neurocisticercosis
Una etapa temprana en la evolucién de la enfermedad es la forma vesicular de
los metacéstodos, con membrana transparente (del Brutto ef. al. 1987). En esta

etapa la membrana es delgada, el liquido que contiene es claro y la larva
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invaginada es de aspecto normal, asi mismo, existe poca reaccion inflamatoria a
su alrededor. La segunda etapa es la vesicular coloida! (del Brutto et. al. 1987).
En ella, la membrana del metacéstodo es mas gruesa, el liquido en su interior es
turbio v la larva deleznable; se ohserva el desarrolle de una capsula de tejido
conectivo alrededor del parasitc con un infitrado inflamatorio compuesto
principalmente por linfocitos, células plasmaticas y eosintfilos. Existe ademas,
infiltrado inflamatorio perivascular, gliosis moderada, signos de edema tisular,
necrobiosis neuronal, e hipervascularizacion en el parénquima cerebral
adyacente. La tercera etapa es la granular nodular, en la cual la vesicula del
metacéstodo reduce su tamafic y su contenido se vuelve semisélido, incluyendo a
la larva, se forman acumulos de infiltrado inflamatorio entre la capsula conectiva y
la membrana vesicular, lo cual practicamente despega al parasito del tejido
nervioso adyacente (del Brutto el. al. 1987). Dicha infiltrado se introduce a fa larva
a través dei orificio de entrada del canal espinal y posteriormente penetra por el
mismo. La membrana vesicular sufre un proceso de hialinizacién, que
posteriormente afecta a la larva. En esta etapa, se observa ademas depésito
temprano de sales de calcio tanto en la membrana como en la larva. La Jdltima
etapa es la nodular calcificada, en fa cual el parasito se transforma en un nodule
soblido, calcificado y se rodea de una capsula de tejido conective denso. En esta
etapa se observan macrofagos y células gigantes de cuerpo extrafio rodeando al
parasito; la gliosis perilesional puede ser intensa (del Brutto et. al. 1987).

Dependiendo de la localizacién de los parasitos dentro del sistema nervioso

central, se distinguen varias clasificaciones de neurocisticercosis:
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-Neurocisticercosis Parenquimal: En este caso, los metacéstodos normafmente se
encuentran en areas del cerebro con una alta presencia vascular, aunque no hay
parte del cerebro que se encuentre exenta de infestacién. El nimerc de parasitos
varia de uno aislado a pocos cientos (Sotelo el. al. 1987). Las manifestaciones
clinicas usualmente incluyen ataques, déficits neurologicos focales, deterioro
intelectual y perturbaciones mentales (Sotelo et. al. 1985). El diagndstico depende
principaimente de una tomografia computarizada y del analisis de liquido
cerebroespinal {(Sotelo ef. al. 1988), atin cuando este Ultimo ocasionalmente es
normal. En estos casos, antes de planear la terapia es necesario determinar la
viabilidad de los metacéstodos y el grado de respuesta inmune del parasito.
-Neurocisticercosis Subaracnoidea: En este caso es posible encontrar a los
metacéstodos en forma activa o inactiva. La forma activa causa invariablemente
aracnoiditis la cual es mas marcada en las meninges basales; usualmente se
presenta hidrocefalia, de manera secundaria a una oclusién inflamatoria. Otras
manifestaciones de este padecimiento son infartos cerebrales mdltiples,
secundarios a anginitis de las arterias pequefias, atrofia optica, y defectos en el
campo visual debidos a aracnoiditis optoquiasmatica & cisticercos selares. Los
sintomas asemejan los de un tumor ya que son inducidos por cOmulos de
metacéstodos. La neurocisticercosis aracnoidea normalmente se asocia con
cambios inflamatorios en el liquido cerebroespinal y reacciones inmunolégicas
positivas a cisticercosis (Sotelo et. al. 1987).

-Neurocisticercosis Intraventricular; El sistema ventricular es afectado por los

metacéstodos de dos maneras diferentes: el desarrollo de metacéstodos
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intfraventriculares o de ependimitis granuiar. Los metacéstodos intraventriculares
usualmente se alojan en el cuarto ventriculo at;ﬁque también pueden ser hallados
en el tercero y los ventriculos laterales. La ependimitis usuatmente ocurre en el
acueducto de Sylvio 6 en la foramina de Monroe. Una hidrocefalia interna ocurre
en ambas condiciones secundaria a la obstruccion de la circulacion del liguido
cerebroespinal (Sotelo et. al, 1987).

-Neurocisticercosis Espinal: este padecimiento ocurre en forma leptomeningea e
intramedular, ambas son raras siendo la leptomeningeal la mas comin de las dos.
Las manifestaciones clinicas son inespecificas y el diagnéstico diferencial incluye
tumores de la espina dorsal, e incluso desdrdenes degenerativos. El diagnéstico
puede ser muy dificil si se basa sélo en la informacién clinica. El analisis de
liquido cerebroespinal junto con la mielografia y la tomografia computarizada
confirman el diagnéstico (Sotelo ef. al. 1987).

1.2¢ Diagnéstico y Tratamiento de la Neurocisticercosis

El diagndstico actual de la neurocisticercosis se basa principalmente en la
tomografia computarizada y la resonancia magnética nuclear, la deteccic';n por
métodos inmunes es confirmatoria mas que decisiva {Correa ef. al. 1989).

Desde principios de este siglo, se han empleado métodos inmunolégicos para el
diagnédstico de la neurocisticercosis. La técnica de fijacidn del complemento se
estandarizé en Brasil en 1911 por Moses {(Flisser ef al. 1994). La prueba de
fijacion del complemento es relativamente complicada ya que es necesario
estandarizar frecuentemente varios reactivos, ademas no es especifica en suero,

por lo que unicamente se puede emplear liquido cefalorraquideo (Flisser et al.
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1994). La inmunoelectroforesis (IEF), es una técnica que se basa en la separacién
de los componentes protéicos de la mezcla antigénica segdn su carga eléctrica y
la reaccion posterior con anticuerpos en un medio semisdlido de tal manera que
cada reaccidn antigeno-anticuerpo precipita formando un arco. Esta tecnica
permitié identificar al antigeno B comoe el mas frecuentemente reconocido por los
anticuerpos séricos de los enfermos de neurocisticercosis y a ofras siete bandas
antigénicas con diferentes movilidades electroforéticas y de menor frecuencia de
reconocimiento (Flisser A. et. al. 1980). Las principales ventajas de la IEF son que
la técnica es sencilla, empiea un extracto crudo de metacéstodos de facil
obtencién y permite reconocer reacciones cruzadas; sin embargo, es poco
sensible por lo que no se puede emplear liquido cefalorraquideo y sélo se
detectan anticuerpos séricos en el 44% de los enfermos con neurocisticercosis
{Flisser ef. al. 1980). El ELISA ya sea con antigeno B o con extracto crudo tiene
similar sensibilidad y especificidad, ambos antigenos permiten discernir
claramente a los pacientes con neurocisticercosis (Espinoza etf. al. 1986). Con
esta técnica es posible detectar anticuerpos en el liquido cefalorraquideo aln con
mayor eficiencia que en el suero. La desventaja mas notable del ELISA es que no
es util para valerar muestras de poblacién abierta, ya que en ensayos con suercs
de enfermos con ofras parasitosis se obtiene reacciones cruzadas {Espinoza B.
el. al. 1986). Sin embargo, el uso de ELISA con liquido cerebroespinal es
altamente confiable para la deteccioén de todas las formas de neurocisticercosis
activa (Rosas ef. al. 1986). La inmunocelectrotransferencia {IET), mejor conocida

como “western blot”, permitid superar el problema de la reactividad cruzada del
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ELISA sin afectar la sensibilidad (Flisser ef. al 1994). Este método emplea una
fraccién enriquecida en glicoproteinas que se obtiene al purificar un extracto crudo
de metacéstodos por cromatografia con lentil lecitina. Las glicoproteinas de esta
fraccion se separan por electroforesis en acrilamida y se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa, la cual se corta en tiras de tres milimetros. Cada tira
se incuba con una muestra de suero o liquido cefalorraquideo y, por un ensayo
inmunoenzimatico similar al ELISA se revelan de una a siete bandas especificas
para la cisticercosis humana (Tsang VWC. et al. 1989; Feldman M. et. al 1990).
Esta técnica tiene una sensibilidad cercana al 100% en cuanto a la cisticercosis se
refiere, lo cual indica que es ideal para el diagnastico, excepto por la dificultad
metodoldgica que implica y el costo que es mas de tres veces superior al de un
ensayo de ELISA (Plancarte ef. al. 1993). Otro inconveniente de esta técnica es el
reportado por Landa et al (1994) que muestra en sus estudios la posible
presencia de moléculas del hospedero en la fraccion de glicoproteinas.

De acuerdo a otros autores (Del Brutto ef al. 1997), la mayoria de las pruebas
inmunoldgicas desarrolladas para el diagnostico de la neurocisticercosis carecen
de la sensibilidad y especificidad necesarias, existe |la presencia de falsos
positivos dada por la exposicion al parasito adulto o reacciones cruzadas con
otros helmintos (Del Brutto et al. 1997) y de falsos negativos debida a una
produccién local de anticuerpos en el sistema nervioso central sin un incremento
paralelo de los anticuerpos en los sistemas periféricos (Del Brutto et. al. 1997). La
tomografia computarizada también se encuentra sujeta a errores, ya que las

lesiones provocadas por un granuloma de cisiticerco, pueden imitar a varias
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enfermedades infecciosas, vasculares o neoplasicas del sistema nerviose central,
tales como: toxoplasmosis, tuberculomas, abscesos piogénicos, angiomas
cavernosos y tumores cerebrales primarios o0 metastdcicos (Del Brutto et al
1997). Asi mismo se han enconirado discrepancias entre el diagndstico obtenido
por tomografia computarizada y e! obtenido por Western blot (Garcia ef. al. 1994).
Se puede decir que la introduccion de técnicas inmunolégicas modernas aunado a
los métodos de tomografia computarizada han incrementado la precision
diagnostica de la neurocisticercosis (Del Brutto et. al. 1997), sin lograr hasta el
momento hacerla infalible, ademas de que los métodos mas sofisticados para el
diagndstico, no siempre se encuentran disponibles en los lugares del mundo
donde esta enfermedad es endémica (Preux ef. al. 1996).

Hasta la década pasada no existia un tratamiento farmacolégico especifico para la
neurocisticercosis, 1a cirugia y los estercides eran las unicas alternativas para este
padecimiento. Ei Praziquantel, una isoquinoleina, fue la primera droga que mostré
eficacia en el tratamiento de la neurocisticercosis (Sotelo J. ef al. 1984, 1985).
Pero, estudios posteriores han demostrado que posee un efecto comutagénico
con varios mutdgenos y carcinégenos {Montero el. al. 1997). Mas recientemente
se ha usado otra droga en el fratamiento de la neurocisticercosis, el albendazol,

que da un 97% de reduccidn en el niumero de quistes (Escobedo ef. al. 1988),
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1.3 FAGO FILAMENTOSO

|.3a Caracteristicas del Fago

Existen tres tipos de fagos filamentosos: fd, 'y M13. Tienen forma de fibras largas
(900 x 6 nm) que acomodan un DNA circular de cadena sencilla de alrededor de
6408 nucledtidos. El virion se conforma de 2000 copias de una proteina de
cubierta pequefia (5.2 kDa) arreglada como hélice alrededor del DNA del fago, y
una proteina de unidon (42 kDa). La inclinacién de la hélice es de 1.5 nm con 9
unidades protéicas cada 2 vueltas, su espesor es de 3.5 nm. Los fagos
filamentosos infectan a bacterias masculinas al unirse al pili, no son liticos ni
impiden la reproduccion de la bacteria hospedera, simplemente desvian sus
recursos metabodlicos hacia su propia replicacion y hacen mas lentos los procesos
de la baclena.

En el caso del fago M13 (que es el usado para las bibliotecas de "Phage Display”}
el virién es capaz de aceptar 40, 000 nucledtidos extra dentro de su genoma sin
qgue esto afecte su infectividad, simplemente se arma un viribn mas largo para
acomodar el excedente de ONA.

1.3b Ciclo Replicativo

El ciclo infectivo del fago se inicia con su union, por medio de la proteina plll
(producto del gen 1), al pili de la bacteria. Debidc a su adaptacién para
interactuar con estructuras externas al fago, esta proteina es adecuada para la
expresidn (display) de péptidos extranos. La parie C-terminal de plll se encuentra
insertada en uno de los extremos de la cubierta del fago (4 o 5 copias), la parte N-

terminal se une al pili; una vez dada esta unién, el fago es atraido a la superficie
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L1

de la bacteria, las proteinas de la capside se disocian en la membrana interna y el
DNA del virus, que es circular y de cadena sencilla, entra a la bacteria. Una vez
dentro, el DNA es convertido a una forma de cadena doble {forma replicativa) por
medio de la accién combinada de la polimerasa de RNA de la bacteria y la
maquinaria de sintesis de DNA bacterial y no requiere de la participacion de
ninguna de las proteinas codificadas por el genoma viral. La molécula inicial de
DNA de cadena doble sirve como templado para la replicacion, transcripcion y
sintesis de proteinas y todos los genes virales son expresados inmediatamente.
Una de las proteinas expresadas por el fago (gen 1) hace un corte especifico en
la cadena (+) del DNA de doble cadena y el extremo 3° resultante es elongado por
la maquinaria de sintesis de DNA de la bacteria hasta que alcanza el doble de la
longitud unitaria, la cadena desplazada es cortada y circularizada de forma
concertada para dar una cadena sencilla de DNA circular y conservar la molécula
original de DNA circular de doble cadena. El proceso de ensamblaje de virus inicia
con el acumulamiento del producto del gen V (pV) el cual es una proteina de
union a DNA de cadena sencilla que se acumula a lo largo del proceso y que
secuestra al DNA recién sintetizado, impidiendo la generaciéon de mas DNA en
forma replicativa y lo moviliza hacia la membrana de |a hacteria donde se da el
ensamblaje del virus maduro debido al intercambio de pV que cubre al DNA por ei
producto del gen Vill (pVill) el cual se acumula insertado en la membrana por
medio de una pequena cola hidrofébica la cual pierde al intercambiarse por pV y
empezar ai cubrir al DNA, este mismo proceso de sustitucion excreta el virus

hacia el exterior de la membrana al mismo tiempo que se agregan los demas
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componentes del virus maduro que son el producto del gen Il que es la proteina
de unidn al pili y los productos de los genes VI, Vil y IX que forman la punta del
otro extremo del virus maduro. El control metabdiico de la produccion de virus se
da por competencia entre el producto del gen |l gue induce la forma replicativa y el
producto del gen V que secuestra al DNA de cadena sencilla para formar virus

maduros.

.4 "PHAGE DISPLAY"

I.4a Principios de Expresién de Péptidos

Los métodos basados en la unién fisica de los organismos que expresan
proteinas y los vectores de DNA para la clonacién de secuencias inmunoreactivas,
conocidos como técnicas de expresion de péptidos, comprenden la clonacidn de
secuencias que se expresan como péptidos o proteinas fusionados a una proteina
acarreadora, expresados y expuestos ("display") en {a superficie externa de un
microorganismo. La proteina de superficie es inmunorreactiva, y el DNA es
incluido dentro del microorganismo. Las clonas de interés se aislan por medio de
purificacion por afinidad ("panning”) del péptido expresado usando una matriz de
anticuerpo inmovilizado ¢ de Ia proteina de union correspondiente. Debido a que
esta metodologia permite, de una manera eficiente, aislar microsrganismos
individuales de una compleja mezcia, posibilita la inspeccién de una gran cantidad
de clonas. Los mas avanzados de estos sistemas de expresion de péptidos,
utilizan la fusiéon de péptidos a las proteinas de cubierta de fagos filamentosos

("Phage Display"). Esta metcdologia desarrollada en 1985 empleé la proteina
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menor de superficie, plli, como vehiculo de expresion (Smith et. al. 1985.; Parmley
el. al. 1988). Este método ha encontrado su mayor utilidad en la creacién de
grandes bibliotecas de secuencias de péptidos al azar; ya sean péptidos cortos
fusionados azarosamente o segmentos cortos de péptidos mas largos (ver
seccion 1.4b).

Figura |4.I: Esquema general que muestra el funcionamiento bdsico del proceso de

“biopanning” def “Phage Display”
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|.4b Expresion de Péptidos en Fago ("Phage Display")

Los fagos filamentosos tienen varias propiedades que los hacen buenos
candidatos para su uso como vectores de expresion de péptidos. Se encuentran
muy bien caracterizados, son faciles de manejar, y la superficie del virion es de
baja complejidad. Rutinariamente se utilizan tres variaciones del sistema de
"phage display". El sistema original que usa a plll como proteina de fusién
contiene al oligonucledtido clonado insertado cerca del extremo 5° del gene Hl en
el genoma del fago. Los péptidos codificados por el oligonucledtido son
expresados en fusion junto al extremo N-terminal de pll y ensamblados en la
superficie de las particulas de fago donde se encuentran disponibles para unirse
al ligando {anticuerpo, receptor, etc.}. Todas y cada una de las cuatro o cinco
copias de plll en el viridn contienen una copia del péptido fusionado.

Una variacion de este sistema utiliza un vector para fago que contiene al gene Ill y
sitios de clonacion para oligonucleédtidos. Usualmente el promotor para plli es
reemplazado con un promotor inducible para permitir su expresion controlada. El
gene |l silvestre y otros productos que el fago requiere, son proporcionadt;s por
un fago "ayudador” y el nimero de péptidos expresados en cada particula puede
variar de cero a cinco por medio el control del numero relativo de fagos
"ayudadores" y plasmidos modificados {Dower et. al. 1894).

Otro sistema utiliza como vector |a proteina de cubierta pVIIl, alin cuando en este
caso el nimero de copias del péptido por fago es mucho mayor, el tamanio de los
péptidos que pueden ser expresados esta limitado a seis residuos o menos. Como

en el caso de plil existe un sistema alterno que utiliza un vector para fago con una
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pVill modificada y un fago ayudador que proporciona pVill normal, con esta
variacion, es posible expresar péptidos mas largos en pVIIl, pero, se reduce el
numero de copias por fago y el manejo de! sistema se hace mas complicado

(Dower et. al. 1994).

|.4¢c "Phage Dispiay” en plll

El sistema de "Phage Display" usando como vector a la proteina plil es el mas
sencillo. £n este sistema es posible evitar {os pasos de induccién de pllt y el uso
de un fago ayudador. Las bibliotecas de pill son normalmente de entre 10° y 10°
péptidos diferentes de 6 hasta 20 residuos de longitud.

Existen dos sitios de plll que pueden ser usados para la fusion del péptido, uno de
ellos es el espaciador flexible entre los dos dominios de plll, el otro es el extremo
N-terminal. Es posible expresar en fago, péptidos con estructura secundaria y
terciaria tal como fragmentos de anticuerpos, lo que permite construir repertorios
de regiones variables sin necesidad del usc de hibridomas o inmunizacién. Los
repertorios de genes variables son obtenidos de una poblacidn de linfocitos, ©
ensamblados in vitro. Posteriormente son clonados para su expresion como
dominios variables de cadena pesada y cadena ligera asociados en la superficie
de fago. Las estructuras especificas son localizadas en el repertorio por su union
a un antigeno.

De acuerdo con los experimentos realizados hasta la fecha, el "phage display” es
capaz de realizar un procesc de seleccion tan preciso como la seleccion inmune.

Los péptidos expresados en fago pueden ser aislados por unién directa a
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anticuerpos en fase sélida (Smith ef. af. 1885) y también por unién a un anticuerpo
biotinilado en solucion, el cual es posteriormente capturado con estreptavidina en
fase sdélida. De la misma manera, fagos que expresen fragmentos de anticuerpos
pueden ser aislados por su uniéon a antigenos en placa de ELISA, columnas de
purificacién o a antigenc biotinilado en solucién. Los fagos atrapados en fase
solida son lavados y eluidos por un hapteno soluble, acido o alcali. Un fago en
particular puede ser enriquecido {aumento del numero de clonas de un fago con el

mismo epitopo) de 20 a 1000 veces en una sola reaccion de seleccion.

I.4d Mimetismo de Epitopos: mimotopos

Por medio de la seleccidon de péptidos individuales de una biblioteca de "phage
display" usando anticuerpos presentes en el suero de individuos enfermos (Folgori
ef. al. 1994), es posible identificar y caracterizar péptidos que reaccionan de
manera especifica con el suero de individuos enfermos pero no con el de
individuos sanos y que estan relacionados con la enfermedad. En el caso de
enfermedades infecciosas, esta estrategia permite discernir parte de la
informacion dejada por el patégeno en el sistema inmune del paciente. Esta
informacion no se encuentra normalmente disponible al estudiar el patdégeno ya
que el sistema inmune reacciona con los antigenos de una forma compleja que
tiene que ver con procesamiento y presentacion. Una de las consecuencias de la
interaccion del sistema inmune con un patégeno es la produccion de anticuerpos,
los péptidos relacionados a la enfermedad obtenidos de la biblioteca de "phage

display” podrian en principio, ya que fueron seleccionados por los mismos
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receptores, inducir una reaccion en el sistema inmune, que imite a la del antigeno
original. Esta teoria ha sido probada con el antigeno de superficie de la hepatitis B
(Meola, A. et. al. 1995), con el que se ha visto que péptidos expresados en fago,
especificos para dicho antigeno, son capaces de originar anticuerpos contra el
antigeno original. Dado que estos péptidos expresados en fago son capaces de
inducir una respuesta inmune imitando al antigeno original, sin tener la misma

secuencia de aminoacides, se definen como mimotopos.
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Il HIPOTESIS

Tomando en cuenta los recientes trabajos publicados que utilizan el sistema de
"Phage Display” para el aislamiento, identificacién y caracterizacion estructural de
epitopos especificos relacionados con algun padecimiento (Dybwad et. al. 1993,
1995; Felici et. al. 1993; Du Piessis ef. al. 1994; Veronese et al. 1994; Jellis et. al.
1903; Sioud el al 1994; Hodits et al 1995; Keller ef. al. 1993), o para la
diseccién de epitopos de ligandos o receptores de moléculas de importancia
biologica y su caracterizacion (Koivunen et al. 1994; Doorbar ef al 1994,
Petersen et. al. 1995; Barret ef. al. 1992; Stephen etf. al. 1995; Luzzago el. al.
1993). Creemos que el "Phage Display" es un sistema por el cual es posible
caracterizar epitopos de relevancia en la cisticercosis porcina y la
neurocisticercosis humana, ain cuande en este caso se esta trabajando con un
suero policlonal y un antigeno altamente complejo, tal comoc es un parasito

multicelular altamente especializade como 7. sofium.
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Il OBJETIVOS

1} Adecuar las técnicas existentes de "Phage Display" para el modelo particular
de la cisticercosis porcina.

2) Obtener clonas de fago reconocidas de manera especifica por los anticuerpos
presentes en el suero de pacientes de neuracislicercosis y cerdos infectados
experimentalmente con huevos de T. sofium.

3) Caracterizar las clonas obtenidas y comparar su secuencia de aminoacidos
con una base de datos de proteinas de 7. solium.

4) Caracterizar la antigenicidad de las clonas obtenidas y caracterizadas para
identificar aquellas que mas probahlemente sean mimotopos de los antigenos

de T. solium.
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IV MATERIALES Y METODOS

V.1 MEDIOS DE CULTIVO

LB (Luria Bertani):

Triptona 1%; Extracto de levadura 0.5%; NaCl 1%. Para solidificar se afiade Agar
1.5%.

2xYT:

NaCl 1%; Extracto de levadura 1%; Triptona 1.6%.

Agarose Top:

Triptona 1%; Extracto de levadura 0.5%; NaCl 0.5%; MgCl, 0.1%,; Agarosa 0.7%.

IV.2 AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES

TBS pH 7.5

NaCl 150 mM; TRIZMA-base 1.18g/l; TRIZMA-HCI 6.35g/.

PEG/NaCl 40%:

NaCl 5M; PEG(8000) 400g/1.

Gel de Agarosa:

Agarosa 0.5 g + 49 ml H,O, se hierve y se afade 1ml TAE 50x + 8 ul bromuro de
etidio 1.0%.

TAE 0.04M pH 8.0 (50x):

Tris 242g/l; CH,COOH glacial 57.1 mi/l; EDTA 0.5M 100mlA.

TBE pH8.0:

3



Tris 54 g/l; Acido Bérico 27.5 g/l, EDTA 0.5M 20 ml/.

Gel de Acritamida Para Secuencia de DNA (6%):

Urea 33.6 g, Stock de Poliacrilamida (40%) 11.6 ml; TBE 5x 16.0 m!l; H,O 28.0 ml
Esta mezcla se filtra con papel filtro y se degasifica usando el vacio local. Para
solidificar se afade a la mezcla anterior: persulfato de amonio (10%) 640 ui;
TEMED (0.1 mg/ul de H,0) 16 pl.

PBS (10x) para panning:

Na,HPQ, 6.1 gl; KH,PQ, 1.9 g/, NaCl 80.0 g/I; KCI 2.0 g/

Amortiguador de Yoduro:

10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1mM EDTA; 4 M NaCl.

Amortiguador de Dietanolamina al 10% pH 9.8:

Dietanolamina 100 ml; MgCl, 6H,0 102 mg; NaN, 0.40 gr; se ajusta al pH
deseado con HCI; H,0 c.b.p. 1 L.

Amortiguador de Elucién:

0.1 N HCl-glicina, pH 2.2

V.3 BIBLIOTECA DE PEPTIDOS EN "PHAGE DISPLAY"

Para la realizacion de los experimentos descritos en este trabajo, se utilizé una
biblioteca de "Phage Display" del tipo plll, esto es, el péptido arificial de siete
residuos se encuentra unido a la regién N-terminal de la proteina il de la capside
del fago, hay de 1 a 5 copias por fago, no requiere de un fago ayudador para ser
infectiva. Esta biblioteca fue adquirida comercialmente de la compafiia BiclLabs

(PhD.-7 TM. New England, USA., lotes 1.5 y 2.0) con las siguientes
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especificaciones: La biblioteca consiste de 2 X 10°® diferentes clonas de fago,
cada una de las cuales presenta un péptido de 7 aminoacidos diferente. La
biblioteca fue amplificada par el fabricante para obtener 10° copias de cada clona
individual (titulo final 10" clonas). El procedimiento de panning se realizé

esencialmente siguiendo las indicaciones del fabricante.
V.4 "BIOPANNING" DE SUEROS Y LIQUIDOS

IV.4a Inmunizacion de Cerdos y Preparacién de Suero, Obtencién de liquidos

Se utilizaron cerdos de raza mezclada (Landras-Durock, Landras-Spot) de una
granja porcicola tecnificada, los cuales no tenian antecedentes de teniasis o
cisticercosis. Los cerdos fueron infectados con huevos de T. solium obtenidos de
enfermos de teniasis que se encontraban siguiendo un tratarmiento con niclosamid
(Yomesan, Bayer). Los huevos fueron aislados de los segmentos gravidos del
parasitc y un nimero controlado de huevos viables fueron dados en el alimento a
cerdos como ha sido descrito (Aluja de etf. al. 1996) . Un mes después de la Ultima
inoculacién, las lenguas de los animales fueron inspeccionadas para confirmar la
infeccidn. Los sueros fueron preparados por un proceso estandar y el titulo de
anticuerpos fue determinado para cada suero por medio de ELISA. El suerc de un
cerdo no infectado fue usado como control .

Los ligquidos cefalorraquideos se obtuvieron de pacientes del Instituto de
Neurologia usandose como control liquidos de pacientes con neurocisticercosis no

confirmada, esto es, que presentaban trastornos neurolégicos atribuibles a la
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neurocisticercosis pero cuya tomografia computarizada no mostraba indicios de
presencia de metacéstodos (todo el proceso de infeccidn de los cerdos y
obtencién de los sueros y liquidos fue realizade por el grupo de la Dra. Edda

Sciutto).

IV.4b Proceso de Biopanning

El Biopanning (cromategrafia de afinidad) con los sueros y liquidos

cefalorraquideos fue realizado siguiendo el siguiente esquema (Dower ef. al

1994):

1) Biopanning: los sueros y liquidos fueron diluidos 1:100 en PBS para su uso,
posteriormente se afiadieron a placas de poliestirenc de 96 pozos (Inmulon 4
flat bottom plates) poniéndose 50 pl por pozo, utilizandose 6 pozos para cada
suero o liquido. Los sueros se dejaron incubar a 4 °C toda ta noche con
agitacién suave. Se lavaron los pozos 5 veces con PBS-tween 20 0.1%,
afiadiendo 200 pl por pozo y dejandolo 1 min. Se procedid a bloquear los
pczos con PBS-BSA 1% usando 350 yl por pozo. Se incubd para el bloqueo a
37 °C por 1hr. Se repitieron los lavados. Se afadieron los fagos de la
biblioteca diluidos 1:60 en PBS-BSA 0.1% (10" clonas diferentes de fago) a
cada pozo usando 100 pl por pozo. Se incubd a 4 °C por 2 hr con agitacion.
Se repitieron los lavados. Después de los lavados se incubd con PBS-BSA
0.1%, 350 pl por pozo a 4 °C por 30 min. Se repitieron los lavados.

2) Elucién del Fago: A los pozos en los que se realizd el "biopanning”, se les

anadio 100 pl del amertiguador de elucién incubandose a temperatura
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3)

4)

9)

ambiente 10 min. Los 6 eluidos de cada suero o liquido se recuperaron, se
acumularon en un solo tubo usando microcentrifuga y fueron neutralizados
con 35 pl de TRIS base 2M.

Titulacion: Para determinar el nimero de clonas recuperadas después del
proceso de "biopanning” y elucidn se hicieron 2 diluciones de fagos inoculando
en 200pl de LB con E. Coli (cepa ER 2537 Biolabs; cultivo de toda la noche) a
una dilucién de 1:20 y 1:200, se dej6 incubando 3 min. a temperatura
ambiente y se transfirieron esos 200 pl a 4 m! de agarose top fundido (40 °C) y
de ahi a una caja petri con LB sélido donde se dejo incubando toda la noche.
Después de |a incubacién se contaron las unidades formadoras de placa para
determinar el nimero de clonas de fago recuperadas.

Amplificacion: Posterior a la titulacion de las clonas de fago, se procedid a
amplificarlas usando una dilucidn 1:100 de un cultivo saturado de E. colien 2 x
YT en 50 ml de 2 x YT al cual se anadi¢ el tota! del eluide obtenido en el
"biopanning” y se dejo incubando a 37 °C con agitacion durante toda la noche.
Precipitacion del Fago: Después de la incubacion toda la noche, se cenfrifugé
el cultivo con fago 10 min. a 10,000 r.p.m. {12,000 g) a 4 °C. Se recuperé el
sobrenandante y se le afiadid % de volumen de PEG/NaCl 40%, se dejé a 4
°C toda la noche. Después de la incubacién se centrifugé de nuevo 15 min. a
10,000 r.p.m. {12,000 g) a 4 °C. El precipitado se resuspendié en 1 ml de TBS.
Después de resuspender se centrifugd en microfuga (eppendorf) a 14,000
r.p.m. {14,000 g) por 5 min. El sobrenadante se trasladé a un tubo nuevo y se

le afiadit % de volumen de PEG/NaCl 40% incubandose en hielo 60 min. se
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centrifugd en microfuga (eppendorf) a 14,000 r.p.m. {14,000 g) 10 min. a 4 °C.
El precipitado se resuspendié en 300 pl de TBS + NaN, 0.02%. Se centrifugd
una vez mas en microfuga 1 min. y se trasladé el sobrenadante (fago
purificado) a un tubc eppendorf limpio. Una vez purificado, se aimacent en
refrigerador hasta volverse a usar para "biopanning”. De este stock de fago
purificado se volvié a hacer titulacion para asegurar que se estuviera usande
la misma cantidad de fago para cada experimento de "biopanning", esta
titulacion se ilevé a cabo de la misma manera que la ya descrita con una
modificacién, la dilucién aumentd a 1:10%y 1:10°
Esta estrategia general de "biopanning” se repitid 3 veces para cada suero o
liquido usandose en la segunda y tercera vez los fagos eluidos y amplificados del
"biopanning" anterior. Después de la tercera reaccién de "biopanning” las clonas
no se amplificaron sino que se procedié a usar el eluido para aislamiento de

clonas particulares.

IV.5 AISLAMIENTO DE CLONAS SELECCIONADAS

Posterior al proceso de "biopanning” {tercera reaccion) se procedid a seleccionar
10 clonas individuales de fago de cada uno de los "biopanning” con los sueras o
liquidos, para posteriormente proceder a determinar la secuencia del péptido
expresado en cada clona y caracterizarlos. El proceso de aislamiento de las
clonas particulares se llevd a cabo segun el siguiente esquema (Dower el al.

1994):
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1) Después de terminar la tercera reaccién de "biopanning” no se amplificaron los
eluidos obtenidos. De las 10”-10° unidades formadoras de placa recuperadas
de la reaccién de "biopanning” se hizo una dilucion 1:1,000 y se inoculo 1 pl en
200 pl de LB con E. Coli (cepa ER 2537; cultivo de toda la noche) se dejo
incubando 3 min. a temperatura ambiente y se transfirieron esos 200 pl a 4 ml
de agarose top fundido (40 °C) y de ahi a una caja petri con LB sélido donde
se dejé incubando toda la noche. Después de la incubacién toda fa noche, se
picaron placas individuales de la caja de LB-agarcse top y se procedid a
amplificarlas individualmente siguiendo el esquema general de amplificacién
descrita en "biopanning”. Se realizd posteriormente el proceso de precipitacién
del fago, para purificarlo como se describe en "biopanning”. Del cultivo de toda
la noche para amplificar las clonas individuales también se tomo 1 ml para
purificacién de DNA el cual se usé para determinacién de secuencia de las

clonas individuales.

V.6 PURIFICACION DE DNA Y DETERMINACION DE SECUENCIA

Del cultivo de toda la noche para amplificar las clonas individuales se tomdé 1 ml

para purificacion de DNA y determinacion de secuencia siguiendo el siguiente

esquema {Dower et. al. 1994):

1) Purificacidon de DNA: A la muestra de 1 ml del cultivo de toda la noche se
afiadieron 250 pl de PEG/MNaCl 40%, se mezclé y se dejé incubando a
temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugd 10 min. en microfuga a 14,000

r.p.m. (14,000 g), se resuspendio el precipitado en 100 pl de amoniguador de
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2)

3}

Yoduro y se le afiadid 250 pl de etancl. Se incubd 10 min. a temperatura
ambiente se centrifugé de nueve a 14,000 r.p.m. (14,000 g) por 10 min. se lavé
el precipitado con etanol al 70%. Se centrifugé de nuevo a 14,000 r.p.m. por 4
min.; se resuspendié e! precipitado en 30 p! de agua destilada estéril y se
almacené en el congelador a -20 °C  Para determinar la efectividad del
proceso de purificacién de DNA, se tomo 1 i de la solucion final en agua de
cada una de las clonas individuales y se carrieron en un gel de agarosa al 1%
con bromurc de efidio y se vieron fas bhandas esperadas para cada clona
individual.

Determinacion de Secuencia: La reaccion de determinacion de secuencia se
realizé siguiendo el protocolo del kit de secuenciacion de Amersham (T7
Sequenase, ., T7 sequenase Quick-denature plasmid sequencing kit.
Amersham LIFE SCIENCE). Brevemente, se realizé para cada clona individual
una reaccién de secuenciacidn con dideoxinucledtidos usando la secuenasa
T7 utilizando iniciadores especificos para la region de insercién del péptido.
Comparacion de secuencia: Una vez determinada la secuencia particular de
aminoacidos del péptido de cada clona individual de fago, se procedid a
comparar cada secuencia contra una base de datos de proteinas de Taenia.
Para este fin, se uso el programa de cdmputo GCG version 9.1 para UNIX
(Genetics Computer Group Inc. Una subsidiaria del Oxford Molecular Group).
Por medio de la funcion de FASTA del programa, se hizo una blusqueda de
similitud entre cada secuencia y la base de datos de proteinas con el

algoritmo de Pearson y Lipman. A partir de aqui se seleccionaron aquellos
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péptidos que, por su similitud de secuencia con proteinas relevantes de

Taenia, fueran buenos candidatos para ser epitopos.
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V.7 DETERMINACION DE LA ANTIGENICIDAD DE LOS PEFTIDOS

Una vez caracterizados los péptidos y hecha la comparacion de secuencia, se

procedié a tomar las clonas individuales que fueron consideradas buenas

candidatas para ser antigénicas y se realizé con estas clonas un experimento de
antigenicidad de la siguiente manera:

1) ELISA de Fago: Esta técnica esta basada en lo descrito por Anne Dybwad et.
al. {1993). En una placa de 96 pozos marca Nunc (F96 Cert. Maxisorp; Nunc-
Immuno plate) se afadieron 10°-10™ fagos de cada clona seleccionada
diluidos en PBS-BSA (50 ng por pozo), usando tres pozos para cada clona
(triplicados). Se incubaron toda la noche a 4 °C. Después de la incubacién se
lavé la placa con PBS-tween 20 0.3% dejando los lavados 5 min.; se bloqued
la piaca con PBS-BSA 0.5% durante 1 hr. a 37 °C. Se lavd. Se aiadieron los
sueres o liquidos respectivos para cada clona a los pozos, diluidos 1:100 en
PBS-Tween 20 0.2%-BSA 0.2% y se incubaron 1 hr. a 37 °C. Se lavo. Se
afadié el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina diluido de
acuerdoe a la recomendacion del fabricante en PBS-Tween 20 0.2%-BSA 0.2%.
Se lavo. Se aplico el sustrato para fosfatasa atcalina {p-Nitrofeni! fosfato;
SIGMA ) diluido en amortiguador de dietanolamina usando 100 pl por pozo. Se
dejo que reaccionara la fosfatasa alcalina con el sustrato a 37 °C y se midid la
absorbancia de cada pozo a los 10 min. vy a los 30 min. en un
espectrofotometro para placas de ELISA {Humareader; Humanco)} a 405 nm,
con un diferencial de 630 nm. Los resultados se consideraron como positivos si

As-Ab =>(.2; donde As es |la absorbancia del suero uniéndose a pozos
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cubiertos con fago y Ab es la absorbancia del suero en pozos sin fago.
Ademas la reactividad del suero contra un fago no seleccionado deberia de ser
menor que contra uno de los fagos seleccionados. Para comprobar si las
clonas reaccionaban de manera especifica con los sueros, se compararon los
resultados de este experimento contra los resultados de un experimento en el
gue se usd en lugar de los sueros o liquidos especificos (infectados}, sueros o

liquidos normales (no infectados)
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V RESULTADCS

V.1 MANEJO DE SUEROS

V.1a Sueros de Cerdo Infectados Experimentalmente con Huevos de T. solium.
Datos de ELISA obtenidos de los sueros de los cerdos usados para los
experimentos descritos en este trabajo (C1, C4, C33, C36) muestran la existencia
de altos (C1, C4} y moderados (C32, C36) niveles de reactividad con los
antigenos totales de T. sofium y T. crassiceps (esta Ultima presenta un alto nivel
de reaccién cruzada con T. solium lo que le hace dtil para este estudio (Larralde

et. al., 1990). Se utilizd el suero de un cerdo no infectado {G10) como control.

V.1b Sueros de Pacientes con Neurocisticercosis,

Dentro de los experimentos realizados para este trabajo se analizaron, ademas de
los sueros de cerdo ya mencionados, fres sueros de pacientes con
neurocisticercosis (40S, 685, 69S) para probar la capacidad de la metodologia de
"Phage Display" tanto en la cisticercosis porcina como en fa neurccisticercosis.
Desafortunadamente, en el caso de los sueros humanos, es imposible asegurar
un contral en cuanto al historial inmunolégico de los individuos, previc a la
obtencion de las muestras de sueros utilizadas para este trabajo, por lo que los
datos obtenidos no son tan claros como los obtenidos en el modelo porcino y no

se muestran ya que no es posible concluir nada a partir de ellos.
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V.2 "BIOPANNING"

V.2a Clonas Seleccionadas con Sueros de Cerdos Infectados Experimentalmente
Por medio del tamizaje repetido de la biblioteca de péptidos utilizando los sueros
de cerdos (C1, C4, C32, C36, G10), se obtuvieron poblaciones de clonas capaces
de unirse especificamente a cada suero (fig V.2.l). Después de la primera
reaccién de panning con cada uno de los sueros, se recuperaron de 10°-107
particulas de fago que habian permanecido unidas a las paredes del pozo

después de los lavados.

Figura V.2.I: Secuencias de Aminoicidos de los Péptidos seleccionados por cada suero.

C1
Clona secuencias
2 leu thr phe pro gin his asp
3 leu thr phe pro asn ser pro
4 leu ser phe pro thr tyr pro
6 leu ser phe pro thr tyr pro
8 leu his phe his pro ala arg
9 thr thr pro val ala his ser
10 gly thr pro pro ser leu trp
1 phe his ser pro ile ser his
5 leu pro pro ala ser arg asn
7 arg asn thr his leu pro his
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c4
Clona secuencias
2 leu ser phe pro gln his asp
3 leu ser phe pro asn ser pro
5 leu ser phe pro thr gln ala
9 leu ser phe ser tyr asp phe
G glu arg pro thr ile thr lys
7 val pro pro ala ala leu pro
8 leu pro phe ser ser thr arg
C32
Clona secuencias
2,7 ser his thr pro leu thr met
3 ser his thr pro met trp leu
6 ser his thr pra phe ser asp
9 ser his thr pro ile trp ala
1 ser his thr his met ser gin
10 lys his thr pro ile gln met
B ser leu arg pro ala phe leu
4 leu ala phe pro arg thr ser
5 thr phe ala leu ser phe pro
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Estas particulas recuperadas se amplificaron para obtener alrededor de 10"
particulas virales por ml y se usaron para una segunda reaccion de panning con
una nueva porcidn del mismo suero. Se tomaron diez clonas al azar de cada
poblacién de las que presentaron afinidad por los sueros, después de ftres
reacciones de panning, se amplificd cada clona por separado, y se determind la
secuencia particular de cada péptido. Es de notar que, en este proceso, la
cantidad de particulas virales recuperadas durante cada una de las reacciones de
panning aumenta debido al enriquecimiento de la poblacion de clonas capaces de
unirse especificamente a los anticuerpos presentes en el suero (Tabla V.2.1). Esto
se evidencia en que las secuencias de las clonas seleccionadas y analizadas de
cada suero presentan similitudes, al contraric de {as secuencias tomadas al azar
de clonas presentes en la biblioteca originai. Digno de mencién es también el
hecho de que la cantidad de particulas virales recuperadas con el suero del cerdo
control (G10), se encuentra dentro del mismo rango que las recuperadas con los
sueros de cerdos infectados (Tabla V.2.1). Esto es consecuencia del hecho de que
el tamizaje de la biblioteca de "Phage Display” conduce a la seleccion de péptidos
que se unen a todo tipo de anticuerpos. Dehido a que el suero del cerdo control
contiene anticuerpos de varias especificidades, generados previamente a la
realizacidn de este trabajo, es capaz de seleccionar cantidades de fagos similares
a las de los sueros de cerdos infectados con T. solium. Sin embargo, los fagos
seleccionados con el suero control no deben de presentar similitud con los fagos

obtenidos con los sueros de cerdos infectados.
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Tabla V.2.I: Titulos de fagos obtenides después del proceso de “biopanning”

Suero Usado Titulo Titulo Titulo
Para la Seleccion Reaccién 1 Reaccion 2 Reaccidn 3
C1 1.7 x 10° 56x 107 NSD*

C4 34 x10° 4.2x 107 NSD*

ca2 4 x 10" 25x 108 2x 107

C3i6 7x10° 6 x 108 25x107
G10 3x 10 1.6x10° 4 x 107

* No se realizé titulacién para la tercera reaccién de "biopanning” con estos dos sueros

Las secuencias peptidicas expresadas en cada una de las clonas seleccionadas
se compararon contra 69 clonas de la biblioteca original y se compard la
frecuencia de cada aminoacido en la biblicteca original (promedio) y en las diez
clonas seleccionadas por cada suero (promedio) como un primer paso para
determinar si las clonas aisladas después del proceso de panning fueron
seleccionadas de manera especifica por los anticuerpos presentes en los sueros,
o por algun artefacto experimental. Como se puede ver en la tabla V.é.l, la
frecuencia de las aminoacidos particulares cambid en los péptidos seleccionados,
comparada con sus frecuencias en la biblicteca original. Existe una seleccidn
preferencial de algunos amincacidos (pro-phe} y una seleccion en contra de otros

(lle, Gln, Asn, Tyr).
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Tabla V.2.1: Frecuencia de Aminoacidos en la Biblioteca Original y en Los Péptidos
Seleccionados

Arg Leu Ser Ala Gly Pro Thr Gin Val Asn Asp Glu His e Lys Met Phe Trp Tyr Cys

Biblicteca 3.9 11.8 114 7.2 37 120 93 64 43 41 21 12 43 5417 33 29 10 29 08

C1 43114128 43 14 200 100 14 43 43 14 00 00 14 00 00 85 14 14 00
C4 61122183 61 0.0 208 104 20 20 00 20 40 00 20 20 0012200 20 00
C32 28 100 157 57 0.0 128 157 28 0.0 00 14 0011414 14 71 71 28 00 0O
C36 43 100 43128 43 128 5757100 43 28 28 28 00 28 43 57 28 14 00
G10 57 4.3 157 14 43 142 100 57 00 57 14 14 100 57 43 00 57 28 14 00

V.3 ANALISIS DE SECUENCIA

V.3a Comparacion de Secuencias.

Todos los péptidos analizados se encuentran distribuidos en tres grupos:

a) Péptidos de secuencia totalmente identica

b) Péptidos con homologias paiciales

c) Péptidos (nicos

Los sueros de los cerdos estudiados demuestran una diferente representacion de
estos tres tipos de secuencias. De los sueros de cerdos infectados, soclamente
uno (C32), selecciond péptidos idénticos, mientras que los péptidos con similitud
parcial fueron mas abundantes de entre los obtenidos con este y otros dos sueros
{C1, C4). El suero del cerdo C36 dio casi exclusivamente peplidos unicos con sblo

tres péptidos de escasa similitud (fig V.3.1).

Figura V.3.1: Secuencias Segin su Tipo de Similitud

a) Secuencias Idénticas:

C32
Clonas secuencias
2,7 ser his the pro leu thr met
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Ci6
Clonas secuencias
5 his pro val lys
1 pro phe thr pro
4 ala les phe pro

¢) Secuencias Unicas:

c1

Clonas secuencias
7 arg asn thr his

C4

Clonas secuencias
6 glu arg pro thr
7 val pro pro ala
8 leu pro phe ser
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Cc32

Clonas secuencias
8 ser leu arg pro ala phe leu
4 leu ala phe pro arg thr ser
5 thr phe ala leu ser phe pro

C36

Clonas secuencias
2 thr pro ser val ala ala lys
3 asn pro tyr pro pro trp val
6 leu arg ser thr val arg pro
7 thr ala ala gin asn met ala
8 asp phe gly gin feu arg gin
9 leu asp asn leu trp met val
10 glu gly ala his ser leu gly

G10

Clonas
7 asp ala ser pro lys arg pro
g ser his tyr thr leu arg glu

Los péptidos seleccionados por el suero del cerdo C1 son de particular interés

debide a que cuatro de diez de ellos tienen una similitud parcial con regiones
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similares o© idénticas, de cuatro aminoacidos (L-T/S-F-P). Una quinta clona
presenta parte de esta similitud en los residuos L y F que se encuentran en la
misma posicion. Esto sugiere que estas cinco clonas fuercn seleccionadas por un
mismo anticuerpo o un grupo de anticuerpos que reconocen al mismo epitopo. De
las cinco clonas restantes, tres tenian pares de residuos similares (T-P, S-P). De
los péptidos obtenidos con el suero del cerdo C4, cuatro presentan una region N-
terminal idéntica (L-S-F-P), dos de estos también presentaban una regién de
pares de residuos similares (T-P, S-P). En el caso del suero del cerdo C32 se
encontré en 6 clonas, en la regién N-terminal, una secuencia similar (S-H-T-P) la
cual también se encontré en 5 clonas obtenidas con el suero del cerdo no
infectado (G10)(fig. V.3.11}. El suero del cerdo C36 no selecciond clonas similares

€n ningudn caso.

Figura V.3.Il: Similitud de secuencias entre los péptidos seleccionados con el suero de un
cerdo sano (G10) y un cerdo infectado {C32)

G10 SHTPI-Q (4)
C32 SHTPI-Q (1)
G10 SHTP--- (1)
G32 SHTP--- (2)
G32 SHTP--- (1)
G32 SHTP--- (1)
G32 HTP--- (1)

Las cifras entre paréntesis indican la frecuencia de las clonas mostradas en el total de
clonas seleccionadas con cada suero.

V.3b Busqueda de Similitud
Las secuencias de los péptidos seleccionados fueron comparadas- contra las

secuencias de aminoacidos de las tres proteinas de T. solium reportadas en la
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base de datos Swiss Prot {paramiosina, actina y una proteina ribosomal) y contra
la regidén terminal 3° (100 aminodcidos) del antigeno recombinante de T.
crassiceps KET¢ 7. Esta dltima se incluyé dentro de la busqueda debido a la alta
frecuencia de reaccicnes cruzadas entre estas dos especies de tenias (Larralde
ef. al, 1990). En el antigeno KETc 7 se encontré una seccidn en la regién N-
terminal, con la siguiente secuencia: SFSPPP, la cual presenta diferentes grados
de similitud con los péptidos similares (L-T/S-F-P; L-S-F-P) seleccionadas por los
sueros de los cerdos C1 y C4 (fig. V.3.1ll). Ninguna de las otras proteinas incluidas

en la base de datos presenté una similitud Otil con los péptidos analizados.

Figura V.3l Similitud entre los péptidos seleccionados con los sucros de cerdos
infectados (C1, C4, C36) y el antigeno KET¢ 7 de T. crassiseps

Ci.2 LTFPQHD

Cc1.3 LTFPQHP

C4.5 LSFPTQA

C4.2 LSFPETR

C16 LSFPSWW

C14 LSFPTYP

C4.3 LSFPSPP
KETc 7: NSARAFMQPHPSFSPPPGDYLYQ. ..

1 10 20

€36.3: NPYPPVW
KETc7: APNFPGPPPPYTGA

40 50

Ninguno de los péptidos analizados al azar de la biblioteca de "Phage Display”
{69) presentd una secuencia similar a esta. Un segundo sitio dentro del antigeno

KETe 7 (NPGPP) tuvo similitud con uno de los péptidos seleccionados por el
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suero del cerdo C36 (fig. V.3.1ll). Este sitio se encuentra dentro de una regién
inmunogénica previamente caracterizada de este antigeno {(Manoutcharian ef. al.

1996; Gevorkian et. al. 1996).

V.4 INMUNOREACTIVIDAD

Para confirmar los resultados obtenidos a partir de la comparacién de secuencias
y blasqueda de similitud se realizé una prueba de antigenicidad basada en un
ensayo de ELISA tal como se describe en Materiales y Métodos {Seccidon IV.7). En
este ensayo se probaron 8 clonas (C1.2, C1.3, C1.4, C1.5; C4.2, C4.3, C4.5,
C4.9) de las seleccionadas por los sueros de cerdos infectados, estas clonas
fueron obtenidas con los sueros de tos cerdos C1 y C4 (L-T/S-F-P, L-S-F-P) y
expresan epitopos que tienen similitud con la secuencia SFSPPP de KETc 7. Los
resultados obtenidos permitieron determinar, de acuerdo con el criterio descrito en
Materiales y Métodos para esta prueba (seccién IV.7), que algunas de estas
clonas {C1.2, C1.4, C1.6 y C4.2) son positivas con los sueros particulares con que
se aislaron y, no son positivas contra un suero control no infectado (G10) (fig.

V.4.1).
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FiguraV.4.l Reaccidn inmune de las clonas analizadas contra un suero de cerdo infectado
(C1, C4) y uno no infectado (G10). En esta figura se muestran los valores de absorban;:ia

de la reaccién de cada clona contra el suero respectivo menos el valor de reaccion de cada

svero contra un fago silvestre

H Suero de cerdo Infectado
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VI DISCUSION

Los métodos tradicionales de obtencion de inmunoglobulinas y antigenos se
basaban en procedimientos que involucraban lineas celulares especializadas,
plantas y animales. Estos métodos estan siendo gradualmente substituides por
otros mas eficientes y rapidos basados en las técnicas del DNA recombinante.
Uno de estos nuevos procesos aprovecha la capacidad de los fagos filamentosos
para expresar en su superficie proteinas y péptidos ajenos a ellos mismos. Dado
que los fagos son uno de los mejores sistemas vectores para la clonacion
simultanea de muchos genes diferentes, es posible utilizarlos para construir
bibliotecas de epitopos reales o potenciales.

En el presente trabajo, usamos esta melodologia, como una nueva manera de
enfocar el problema de la cisticercosis por medio de la deteccion de epitopos de
este parasito y su caracterizacién.

Como se muestra en los resultados, el proceso de panning de los diferentes
sueros nos dié como resultado una poblacion de secuencias de epitopos de tres
tipos: anicas, de similitud variable e idénticas. Estas dltimas pueden surgir a partir
de un sesgo en la biblicteca o durante el panning y amplificacion, que de
preferencia a ciertas secuencias peptidicas, por un artefacto experimental, o por
seleccion con un anticuerpo presente en gran cantidad en el suerc. Las clonas
con una similitud parcial en sus secuencias son probablemente originadas por
seleccion especifica por anticuetpos presentes en el suero, y las clonas con

secuencias tinicas pudieran deberse a seleccidén especifica por un anticuerpo
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presente en baja concentracion en el suero o por un artefacto experimental.

Los sueros de cerdo estudiados presentaron una variada representacion de los
tres tipos de secuencias. Por lo que concierne a los cerdos infectados, solo el
suero del cerdo C36 selecciond secuencias (nicas como mayoria, mientras que
los sueros de los cerdos C1 y C4, seleccionaron una mayor cantidad de
secuencias con homologias parciales. Un dato muy interesante es el hecho de
que el suero del cerdo control (G10} selecciond una mayor cantidad de
secuencias idénticas y en general una poblacion de secuencias mas uniforme que
cualquiera de los sueros de cerdos infectados, esto pudo deberse a varios
motivos: como ya se comento anteriormente pueden existir sesgos en la hiblicteca
o generarse durante el panning o amplificacidn, también pueden deberse a la
presencia en grandes cantidades de un anticuerpo particular en el suero del cerdo
G10. El proposito principal de estos experimentos era el de encontrar péptidos
con secuencias similares (parcialmente o idénticos) en los sueros de cerdos
diferentes, esto es, aquellos péptidos que fuesen seleccionados por anticuerpos
iguales o que presentaran reaccidn cruzada y que fueron inducidos por T. s'olium.
Aln cuande en general la seleccidn de péptidos con secuencias similares es
frecuente con antisuercs de diferentes individuos contra el mismo inmunégeno
(Dybwad et. al. 1995), en este trabajo en particular, esta similitud entre los cuatro
suercs de cerdos estudiados (C1, C4, C32, C36) no se encontré por varias
razones:

a) En trabajos previos (Aluja de ef al 1996) se ha mostrado que los cerdos

presentan un alto grado de variacion en su reaccién inmune humaoral contra la
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infeccién por T. solium.
b) En el transcurso de la infeccidn el conjunto de epitopos reconocidos por el
suero cambia.
¢) Los péptidos estudiados representan una parte menor {(aun cuando es la mas
representativa) de las clonas recobradas después de los tres experimentos de
panning.
De cualquier manera, se obtuvieron dos grupos de péptidos con secuencias de
similitud parcial a partir de los sueros estudiados. El primer grupo se obtuvo a
partir de los sueros de dos cerdos infectados {(C1 y C4) en el cual se encontré la
secuencia L-S/T-F-P-T/S compartida en varios de los péptidos de ambos sueros.
Et segundo grupo se obtuvo a partir de un suero de cerdo infectado (C32) y el
suero del cerdo control (G10) con la secuencia S-H-T-P siendo comin entre los
péptidos de ambos suercs. Dado que, en ambos grupos, la parte C-terminal de
todos los péplidos presentd diferencias, es escasa la posibilidad de que su
seleccion se deba a algin artefacto experimentai. Mas probablemente, se deba a
un anticuerpo o varios anticuerpos de reaccion cruzada presentes en el suero. En
el caso del grupo formado por el suero C32 y el suero control G10 la similitud
indica que los péptidos seleccionados por el suers del cerdo infectado C32 fueron
seleccionados de manera especifica por algun anticuerpo o grupo de anticuerpos
no relacionados con T. solium sino con algin otro inmundgeno al cual el cerdo
control G10 también debié de encontrarse expuesto en algan momento, o se

deben a una seleccion inespecifica.
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La similitud detectada per computadora entre los péptidos seleccionados por los
sueros C1, C4 y C36 y el antigeno sintético de 7. crassiceps, Ketc?, confirma el
hecho de que estos fueron seleccionados de manera especifica por un anticuerpo
0 grupo de anticuerpos relacionados a la cisticercosis. Se ha demostrado, tanto
en cerdos infectados con T. solium (Mancutcharian ef. al. 1996), como en
pacientes enfermos de neurocisticercosis (Gevorkian et. al. 1996), que existe una
reaccidn cruzada entre los antigenos de T. sofium y el antigeno KETc 7. Esta
similitud entre los péptidos seleccionados y regiones particulares de este antigeno
implica que hemos aislado mimotopos comunes para T. sofium y T. crassiceps. Un
dato mas que apoya nuestra hipotesis es el hecho de que la similitud hallada entre
C36 y KETc7 se localiza en una regién de este antigeno previamente
caracterizada y altamente inmunogénica (Gevorkian et al 1996; Manoutcharian
ef. al. 1996). Esto sugiere que por medio de la metodologia de "Phage Display"” ha
sido posible aislar, partiendo de una biblioteca de péplidos al azar, un péptido
seleccionade especificamente por un anticuerpo especifico de un sitio
inmunodominante de KETc7. Para apoyar todo lo anterior con un dato bioql;imico
se decidio realizar un ensayo tipo ELISA probande la antigenicidad de las clonas
seleccionadas por los sueros C1 y C4 que presentaban similitud entre si y con el
antigeno KETc 7 (io que las hace las mas interesantes). Los resultados de este
ensayo confirman, de acuerdo con el criteric establecido por Dybwad ef. al. (1995)
que dichos péptidos son capaces de ser reconocidos de manera especifica por los
anticuerpos presentes en el suero de los cerdos infectados con los que se

seleccionaron originalmente y que no son producto de un artefacto experimental,
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ni reaccionan de manera inespecifica con un suero no infectado.

El objetivo de este estudio ha sido el de probar la utilidad de esta metodologia
para el estudio de modelos experimentales en los que se requiera trabajar con
sueros totales e inmunoégenos complejos (tal como T. solium) y aislar a partir de
una biblioteca de "Phage Display”, péptidos para la posterior investigacion de la
reaccion inmune inducida en cerdos por la infeccién con T. solium.

Como es posible ver por todo lo expuesto anteriormente, hemos logrado aislar
péptidos interesantes, de los cuales la mayoria pueden ser considerados como
ligandos especificos de anticuerpos inducidos por la infeccion con T. sofium. A
pesar de la variabilidad individual en el nivel y conjunto de anticuerpos que
reaccionan contra antigenos totales del parasito (Aluja de ef. al. 1996; Sciutto et.
al. 1998) en ensayos de FLISA y Western Blot, fuimos capaces de aislar péptidos
reconocidos por los sueros con los que se seleccionaron y que comparten
secuencias comunes. Asi pues, nuestro intento de caracterizar la reaccion inmune
en cerdos infectados experimentalmente con huevos de 7. solium, muestra que es
posible obtener clonas de péptidos que son probables mimotopos de los
antigenos de T. solium a partir de una biblioteca de péptidos al azar, usando la

metodologia de "Phage Display”.
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VIl CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

3)

Existen peptidos dentro de |a biblioteca de "Phage Display" usada para este
trabajo que son reconccidos especificamente por anticuerpos presentes en el
suero de cerdos infectados experimentalmente con T. sofium.

Estos péptidos pueden ser seleccionados, aislados, purificados vy
caracterizados

Es posible hallar similitud de secuencia entre los péptidos seleccionados y
entre estos y la secuencia de antigenos relevantes de T. soliumy T crassiceps.
Dicha simititud, aunada al ensayo inmunclagico permite afirmar que estos
péptidos no fueron seleccionados por un arefacto experimental sino que
fueron especificamente seleccionados por ser mimotopos de antigencs de T.
solium.

Es posible caracterizar la reaccién inmune en un suero policlonal contra un

inmunoégeno complejo por medio de "Phage Display”
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