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Presentacion

El presente proyecto se realizé con el propésito de ahondar en el estudio de la relacién huésped - parasito que
se lleva a cabo en la cisticercosis y utilizar el conocimiento adquirido para postular los posibles procesos que
participan en la proteccion inducida por la vacunacién en contra de esta parasitosis.

En este trabajo se establecen algunas caracteristicas del péptido sintético GK-1 que constituye un epitopo
protector del antigeno recombinante KETc7 y se reportan algunas de sus caracteristicas inmunogénicas asi
comao el analisis de su secuencia.

Este proyecto se realizo en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional
Auténoma de Meéxico y en el Instituto de Quimica (IQ) de la misma Universidad, bajo la direccién de los
Drs Edda Sciutto Conde (1IB) y Juan Carlos Almagro (IQ).



Introduccion

Antecedentes historicos en el estudio de la cisticercosis

Desde mediados del siglo XVI varios investigadores habian observado vesiculas, en cerebros de pacientes
epilépticos, los que ahora se conocen como cisticercos. Los primeros reportes de la cisticercosis, como
enfermedad, datan del siglo XVII, cuando los investigadores Malpighi y Leannec descubrieron que la
cisticercosis ¢s causada por un parasito (Tabla I).

Tabla I. Antecedentes histéricos del estudio de }a cisticercosis (Del Brutto ef al., 1996; Flisser ef al,,
1997).

Aflo Investipadores Descubrimiento

1558 Rumler » Fue el primero en comunicar un caso de cisticercosis humana,
descubriéndolo como un tumeor en la duramadre de un individuo
epiléptico

1652  Panarolus s Encontrd vesiculas llenas de fluido en el cuerpo calloso de un

sacerdote epiléptico, pero atun no se habian identificado estas vesiculas
como cisticercos.
1698  Malpighi y Leannec + Reconocieron que la enfermedad es causada por un pardsito y
descubrieron el escolex.
Crearon la clasificacion de Cysticercus cellulosae, pero se abolid al
demostrarse que los cisticercos son la fase larvaria de la tenia.
1855  Kuchenmeister + Demostrd que las tenias se desarrollan a partir de cisticercos.

1803  Zeder y Rodolphi

Incidencia y relevancia de la cisticercosis en la salud humana

La cisticercosis por Taenia solium es una enfermedad que afecta tanto al humano como al cerdo; es una de las
principales causas de enfermedades neuroldgicas en humanos y constituye un serio problema de salud piblica
en Asia, Africa y América Latina, debido a que en estas 4reas los escasos recursos sanitarios favorecen la
transmision del pardsito (Gemmel y Lawson, 1982; Larralde er al., 1992),

La infeccidn en humanos se debe principalmente a: 1} la ingesta de agua o alimentos contaminados; 2) la
autocontaminacion por falta de higiene de personas que alojan 7. solium en su intestino; y 3) la
autocontaminacion interna causada por un peristaltismo inverso que haga retroceder los huevos al duodeno o
al estdmago, donde eclosionan. De estas causas, la mas frecuente es la ingesta de alimentos contaminados.

Los sintomas de la enfermedad son muy variables segin la cantidad de cisticercos v del lugar donde se
alojen. Se les ha encontrado en diversas partes de! cuerpo: tejido muscular, tejido subcutineo, cerebro, ojo,
etc. La respuesta a la presencia de estos parasitos es una secuencia de reacciones celulares locales, que
incluyen la infiltracién de neutréfilos, eosindfilos, linfocitos y células plasmaticas. Cabe mencionar que los
signos y sintomas casi nunca permiten un diagndstico clinico definitivo y se requieren diferentes pruebas
serolégicas e imagenoldgicas para su confimmacion. Algunas de estas pruchas son: 1) determinacién de
proteinas, glucosa y niimero de células, especialmente eosindfilos en el liquido cefalorraquideo; 2) técnicas no
invasivas de imagen como la tomografia computarizada y la resonancia magnética; 3) técnicas inmunolégicas
como la determinacidn de anticuerpos en el liquido cefalorraquideo y en el suero, el ensayo
inmuncenzimatico {ELISA) y la inmunotransferencia (Flisser e al., 1997).

Para controlar la enfermedad se han considerado diversas aliernativas de prevencion, entre ellas figuran
campaflas de tipo educativo, mejoramiento sanitario, tratamiento de cerdos infectados, asi como vacunas
dirigidas a reducir la cisticercosis porcina para interrumpir el ciclo de transmision.



Caracteristicas de las diferentes fases de T. solium

Tenia
Reino Animalia
Phylum Platyhelminthes
Clase Cestoda
Subclase Fucestoda
Orden Ciclophyilidea
Famila Taeniidae
Género Taenia
Especie solium

La Taenia solium es un helminto hermafrodita, cuyo tamafio varia entre 1 y 5 metros de longitud que s¢
aloja en el intestino delgado del humano. No posee sistema digestivo, por lo que debe nutrirse a partir del
alimento ya digerido por el hospedero. Tiene tres regiones ficilmente distinguibles: escdlex, cuello y
estrobilo.

Rostela
\ Gancho
g
Escolex \ Ventosa
Proglotidos €—— Cuello

jovenes

Proglotidos
viejos

Figura 1. 7. solium.

El escolex, es una estructura gue le sirve para anclarse a la pared del intestino y estd provisto con una corona
de ganchos (rostela) y cuatro ventosas. Inmediatamente detras del escélex, se encuentra una pequefia region
no segmentada denominada cuello, seguida por un largo tronco segmentado (estrobilo) que estd formado por
proglotidos individuales (Figura 1). Los proglétidos se producen inmediatamente detrds del cuello, en la
llamada drea de estrobilacion, por lo que los proglétidos mas viejos y largos se encuentran en el extremo
posterior del la tenia. Cada proglotido posee un sisterna reproductor completo que, cuando madura, contiene
aproximadamente 80,000 huevos viables. Los progiotidos se desprenden continuamente del estrébilo y son
eliminados por e] intestino {Hyman, 1940; Flisser er a/, 1982; Brusca y Brusca, 1990).



La T. solium posee una cubierta externa llamada tegumento, formada por extensiones citoplismicas no
ciliadas, denomindas microtricas, cuyos cuerpos celulares se encuentran en el mesénquima. El tegumento,
ademds de proveer proteccion, es un sitio importante de intercambio con el medio ambiente. Los
desperdicios son removidos por difusién a través de esta superficie y algunos nutrientes, especialmente
aminodcidos, son tomados mediante pinocitosis. (Flisser e/ al., 1997).

Cisticercos

Los cisticercos tienen un tamafio que varia entre 0.5 y 5 cm de didmetro. La superficie externa de la vesicula
estd rodeada por microvellosidades limitadas por una membrana plasmatica, que se encuentra cubierta por un
glucocdliz. La siguiente capa es el tegumento, que contiene vesiculas elipsoidales de diferentes tamaiios. Ei
limite del tegumento es un sincicio, sostenido por una membrana basal de tejido conjuntivo.

El cisticerco también posee un escélex invaginado y un sistema de nutricion por difusién; idénticos al del
gusano adulto. (Flisser et al., 1997).

Huevos

Esta fase del parésito es la tnica que se puede encontrar en ¢l medio ambiente y esta protegida por varias
capas. Son esféricos y tienen apariencia radial cuando se observan en el microscopio de luz. La envoltura
mas externa se denomina vitelo o cdpsula; la siguiente capa es la membrana embrioférica que tiene apariencia
de crateres y rodea al embridforo. El embriéforo consiste en una serie de tabiques proteicos (similares a la
queratina) llamados bloques embrioféricos, unidos mediante una proteina cementante que se origina de una
envoltura de células embrioforales mas profunda y que es facilmente degradable por enzimas digestivas. La
capa mas interna es la membrana oncosferal, se hace permeable cuando se pone en contacto con la pancreatina
y permite que el embridn se active. La membrana oncosferal envuelve directamente a! embrién hexacanto,
denominado asi porque posee tres pares de ganchos, que también recibe el nombre de oncosfera (Flisser et
al., 1997) (Figura 2).

Vitelo o cdpsula

Embriéforo

Figura 2. Huevo de T. solium

Ciclo de vida de 7. solium

El ciclo de vida de la Taenia solium incluye una fase larvaria (cisticerco), que afecta tanto al humano
{hospedero definitivo) como al cerdo (hospedero intermediario) y se adquiere por la ingesta de huevos
presentes en alimentos contaminados con heces humanas. El dcido clorhidrico y 1a pepsina gastrica del tracto
digestivo inician la disgregacién del embridforo, que deja libre a la oncosfera (eclosion), la cual atraviesa la
mucosa intestinal, alcanza los vasos sanguineos o linféticos y es transportada a cualquier érgano o tejido, en
donde se desarrolla hasta metacéstodo (larva o cisticerco). Cuando el humano consume camne de cerdo
infectada y mal cocida, los cisticercos pueden desarrcllar el estado adulto del pardsito (la tenia); ésta puede
producir proglétidos que son evacuados en las heces fecales del hospedero. Los proglétidos maduros




contienen cientos de miles de huevos capaces de transformarse en cisticercos, cuando son ingeridos por el
humano o por el cerdo, asi se completa el ciclo de vida del parasito (Flisser ef al., 1982; Aluja et al., 1987)
(Figura 3).

Relevancia del cerdo en la transmision de la teniasis

El cerdo desempeiia un papel muy importante en la transmision a los humanos, de la teniasis por T. solium.
Las condiciones de la porcicultura ristica permiten que con mayor facilidad los cerdos puedan consumir heces
humanas, lo que propicia la transmision de la parasitosis. Esto es mucho menos probable en la porcicultura
altamente tecnificada. Para evitar este tipo de problemas se requiere de una inspeccién sanitaria confiable, lo
cual se dificulta dada la extension y complejidad geografica y socioecondmica de México y produce un aito
indice de decomiso de carne que afecta directamente la economia del pais (Aluja et al., 1987).

INeurocistioercosis|

Cisticercos T Huevos
ingeridos ingeridos
por el —— porel
hombre hombre

Cisticercosis
sistémica

Agua o alimentos

Carne de contaminados
cerdo mal o
cocida autocontaminacion
— ; y| Tacnia solium
Cisticercosis adulto en el
porcina intestino delgado
-~
Huevos ingeridos Huevos en
por ¢l cerdo las heces

Figura 3. Ciclo de vida de T. solium.

Taenia crassiceps: modelo experimental de cisticercosis

El requerimiento indispensable del cerdo, para la manutencién del ciclo de vida de este parasito, ofrece la
alternativa de controlar la cisticercosis al interrumpir, en esta etapa, €l ciclo de vida del parasito. Con el fin
de eliminar ]a cisticercosis porcina, se han comenzado a estudiar diferentes estrategias de control. Un primer
obsticulo para el andlisis sistemdtico de los factores bioldgicos que participan en la susceptibilidad a la
cisticercosis por T. sofium, lo constituyen las dificultades y altos costos que su estudio requiere, debido a los
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hospederos en los cuales se aloja. El uso de modelos experitnentales ha resultado una estrategia que ha
permitido avanzar substancialmente en el eswudio de esta enfenmedad. En el Departamento de Inmunologia,
del IIB de la UNAM, se ha utilizado para este proposito el modelo murino de cisticercosis por T. crassiceps.
En éste el parasito tiene la capacidad de crecer en la cavidad peritoneal del ratén, propiedad que permite
mantenerlo facilmente, por medio de pases intraperitoneales sucesivos (Freeman, 1962). Su interés como
modelo mumenta si se considera la homologia antigénica de mas del 90% entre T solium y T. crassiceps 'y
la alta inmunogenicidad cruzada entre ambos céstodos (Larralde er al., 1989). El ciclo de vida de los dos
céstodos es muy similar, con la diferencia de que T. crassiceps puede dividirse por gemacion, lo cual permite
reproducirlo en condiciones de laboratorio e inducir su crecimiento en la cavidad peritoneal del ratén. Esta
forma de reproduccion facilita la obtencion de grandes cantidades de antigenos en pocas semanas, después de
la infeccion (Larralde er al,, 1990).

Diferencias de susceptibilidad del hospedero

El modelo murino ha permitido evaluar la relevancia de componentes antigénicos del hospedero en la
susceptibilidad a la infeccidn. Asi, actualmente se han identificado diferencias determinadas genéticamente en
la susceptibilidad a la cisticercosis murina. Las cepas con el fondo genético BI0 son resistentes a la
cisticercosis, mientras que la cepas BALB tienen diferentes grados de susceptibilidad; de éstas, la cepa
BALB/cAnN es la mds susceptible y la cepa BALB/CJ es la mds resistente (Fragoso ef al., 1996).

Avances en el desarrollo de vacunas recombinantes y sintéticas en
cisticercosis

Los esfuerzos para desarrollar una vacuna contra T. solium se basan en algunos resultados previos, obtenidos
con un extracto antigénico complejo de 7. solium en pruebas de campo (Molinan e al, 1993), asi como en
los experimentos con cisticercosis murina por T. erassiceps (Sciutto et al,, 1990). Ademas, el éxito logrado
con la vacuna contra T. ovis (Johnson er al, 1989) establece un buen precedente en el desarrollo de otras
vacunas recombinantes contra helmintos como T. solium .

En el laboratorio se han concentrado los esfiterzos en ¢! desarrollo de una vacuna eficiente en contra de la
cisticercosis porcina. Para lograr este objetivo, se han evaluado antigenos provenientes del cisticerco de T,
crassiceps. con respecto a su capacidad de prevenir la cisticercosis murina, por medio de fracciones
antigénicas que en conjunto inducen niveles de proteccion superiores a los obtenidos cuando se utilizan los
antigenos totales del cisticerco (Valdéz er al., 1994). Con el fin de poder identificar proteinas pertenecientes a
estas fracciones antigénicas, se elabord una biblioteca de ADN complementario (ADNc) de cisticerco de 7.
crassiceps (Manoutcharian et al,, 1996}, En esta biblioteca se identificaron varias clonas por medio de
inmunodeteccitn, usando anticuerpos especificos contra las fracciones antigénicas protectoras y anticuerpos de
cerdos infectados con cisticercos de 7. solium. Las clonas que fueron reconocidas por ambos anticuerpos, se
denominaron KETcl, KETe4, KETc7, KETell y KETcl2 y han sido consideradas para el desarrollo de la
vacuna, Ademds, fueron evaluadas en su capacidad de proteccién contra la cisticercosis murina causada por 7.
crassiceps en ratones susceptibles BALB/cAnN de ambos sexos.

Los resultados indicaron que KETcl, KETcd4, KETc7 y KETcl2, tienen una capacidad de proteccion que
varia del 70% al 80% en machos y del 30% al 60% en hembras. Mientras tanto, la clona KETcl1, en ratones
machos, indujo un aumento en la susceptibilidad a la parasitosis, lo cual permite suponer que esta presente el
fenémeno de facilitacion, que hace posible [a proliferacion de los parsitos (Manoutcharian er af., 1995).

Caracteristicas del antigeno recombinante KETc¢7

El antigeno recombinante KETc7 estd formado por cien aminodcides y constituye una parte de la proteina
nativa de 56 kDa (Figura 4). A partir de la secuencia de KETc? se predijo el perfil de antigenicidad y se
seleccionaron tres regiones (Gevorkian er al., 1996). Las secuencias de estas tres regiones se sintetizaron en el
laboratorio y dieron lugar a tres péptidos que fueron denominados GK-1, GK-2 y GK-3 (Figura 5);
reconocidos por los anticuerpos de individuos infectados, obtenidos de sueros de humanos, ratones y cerdos.
Asi se confirmd la antigenicidad de los mismos.
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AART TCG GCA CGA GCA TTT ATG CAG CCG CAT CCT TCC TTC TCT CCA
N S A R A F M Q P H P S F 5 P
CCG CCA GTT GAT TAT CTG TAC CAG ACA AAC TCT CCA CCG CCC TAT
P P v D Y L Y Q T N S P P P Y
GGG GGC GCT GTC CCT CCA CCT TAC GCG CCG AAT CCA GGT CCA CCG
G G A v P P P b4 A P N P G P P
CCG CCA TAC ACG GGT GCG GCA AGT TCG ATG CCG CCT TAT CCG ACC
P P Y T G A A ] S M P P Y P T
GGT GGT CCG CCA CCC GTC AAC ACC GGT TAT TAC TAT CCA TCT GAT
G G P P P v N T G b4 Y Y P ] D
CCA AAT ACC TTC TAC GCT CCA CCC TAC AGC CAG GCT TCA GCA CCT
P N T F Y A P P Y ] Q A S A P
CCT ATG GAA CCA GAA GAT AAG AAG AAT CTT TAG

P M E P E D K K N L

Figura 4. Secuencia de nucledtidos y aminoicidos de el antigeno KETc7. Se muestran en negritas los
tres péptidos sintéticos, GK-3, GK-2 y GK-1. La secuencia NS4R corresponde al vector de clonacién.

GK-1
GYYYPSDPNTFYAPPYS
GK-2

MPPYPTGGPPPV

GK-3
PPPYAPNPGPPPPYTGA

Figura 5. Secuencia de aminoscidos de los tres epitopos deneminados, GK-1,GK-2 y GK-3
pertenecientes al antigeno KETc7.
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Objetivos

Objetivo General

* Caracterizar al antigeno recombinante KETc7 con base en criterios inmunoldgicos y en el andlisis de su
secuencia

Estrategias
= Determinar si el péptido GK-1 es exclusivo de cisticercos y tenias, o es compartido con otros parasitos

* Determinar la reactividad con GK-1 que poseen los anticuerpos de diferentes compartimientos de los
cisticercos, tanto de T. sofium como de T. crassiceps, asi como de huevos y tenias de T. solium

* Realizar un analisis de la reactividad de los anticuerpos 0-GK-1 con GK-1, antigenos de E. histolytica y
antigenos de cisticercos de T. crassiceps.

» Estimar la constante de afinidad promedio y la distribucién de afinidades de los anticuerpos dirigidos
contra GK-1

o Determinar el grado de homologia de la proteina KETc7 con otras proteinas

+ Especular, con base en la informacion obtenida, sobre las posibles funciones de la proteina KETc7 en el
cisticerco



Materiales y Métodos

Técnica de Lowry para determinacion de proteinas (Lowry et al., 1951)

Materiales

» Hidréxido de sodio (NaOH) o Carbonato de sodio (Na;CO3)
¢ Tartrato de sodio (Na;CiHiO¢) s Sulfato de cobre (CuSQOs)

+ Reactivo de Folin-Ciocalteu » Albiimina

e Agua bidestilada

Reactivos

Hidroxido de Sodio 1 N

Solucién A: Carbonato de sodio al 2% en hidroxido de sodio 0.1 N (Preparar al momento)
Solucién B: Tartrato de sodio al 2% en agua

Solucién C: Sulfato de cobre al 1% en agua

Solucion de Folin (Preparar al momento)

Solucién ABC (Ver protocolo)

Estandar de albimina, 1 mg/ml en agua

Protocolo

Curva Estandar

Albimina Agua
Blanco 0.0 ml 5.0 ml
0.2 mi 4.8 ml
0.4 mi 4.6 ml
0.6 ml 4.4 ml
0.8 ml 4.2 ml
1.0 ml 4.0 ml

(W N LR WS I S

1. Preparar solucién ABC de la siguiente manera: Mezclar 98 ml de la solucién A y 1 ml de la solucion B,
agitar bien y agregar 1 ml de la solucién C. La solucién debe siempre realizarse en ese orden para evitar
precipitaciones

Preparar la solucién de Folin: mezclar una parte de Folin-Ciocalteu con dos partes de agua
Preparar la curva estandar

Realizar las diluciones de muestras en agua 1:10 y 1:100 (por duplicado)

Afiadir 3 ml de solucién ABC, agitar e incubar durante 10 minutos

Agregar 3 ml de solucién de Folin, agitar y dejar reposar 30 minutos

Leer en el espectrofotdmetro a 625 nm

I

Calcular la concentracion de proteinas con la férmula:

Concentracion [mg / ml]=200x D.O.



Técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Larralde et al,
1989)

Materiales

+ Bicarbonato de sodio (NaHCO;) + Carbonato de sodio (Na,COs)

»  Agua bidestilada e Acido clorhidrico (HC!)

» Hidroxido de sodio (NaQH) * Dietanolamina

¢ Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,'6H,0O) + Azida de sodio (NaN3)

¢ Fosfaio de sodio monobasico (NaH;PO,) + TFosfato de sodio dibdsico (NazHPO,)

e Tween 20 ¢ Alblimina sérica bovina (BSA)

e DParanitrofenilfostato (p-NPP) + Cloruro de sodio {(NaCl)

e Antlicuerpo -1gG acoplado a fosfatasa e Suero problema

e Antigeno ¢ Placa de polipropileno (Nunc:-lmmunoTM plate
maxisurp ™ surface, Nunc™ Brand Products,
DEN)

Reactivos

e Soluciéon A: Bicarbonato de sodio | M

¢ Solucién B: Carbonato de sedio | M

» Amortiguador de carbonatos: 45.3 mM de NaHCO; , 18.2 mM de Na;CO;, pH 2 9.6

¢ Amortiguador de dietanolamina: 1 M de dietanolamina, 0.5 mM de cloruro de magnesio, 6 mM de azida

de sodio, pH 9.8

s Solucion salina de fosfatos (PBS) 10x: 30 mM de NaH,PO, 72 mM de Na,HPO4y 1.26 M deNaxCl

¢ PBS(1x)-Tween al 0.3%

s PBS(ix)-BSA al 1%

¢ Pidroxido de sodie 2 N

Protocolo

1. Preparar la solucion de PBS 10x : tomar 3.6 g de fosfatc monobasico de sodio, 10.22 g de fosfato
dibasico de sodio anhidro y 74 g de cloruro de sodio; aforarlo a 1 litro con agua

2. Preparar ¢l amortiguador de carbonatos: tomar 45.3 mi de la solucion A, 18.2 ml de la solucion B,
aforarlo con agua a 1 litro y ajustar el pH a 9.6 con 4cido clorhidrico o con hidroxido de sodio, segin sea
el caso

3. Preparar el amortiguador de dietanolamina: tomar 100 ml de dietanolamina, 102 mg de cloruro de
magnesio, 400 mg de azida de sodio y 700 ml de agua, ajustar el pH a 9.8 y aforar a 1 litro con agua.
Esta solucion debe protegerse de la luz.

4. Sensibilizar la placa de polipropileno con de 1 a 10 ug de antigeno, por pozo, diluide en 100 pl de
amortiguador de carbonatos (En caso de sensibilizar con un péptido, se deja incubar toda la noche a
temperatura ambiente. En caso de sensibilizar con un antigeno total, se deja incubar una hora a 37 °C o
toda la noche a 4 °C)

Preparar las diluciones del suero en PBS-BSA al 1%,
Lavar 4 veces con PBS-Tween al 0.3% vy dejar pasar 3 minutos en reposo entre cada lavado
Bloquear la placa con 100 pl de PBS-BSA al 1%, por pozo. Dejar incubar una hora a 37 °C

Lavar 4 veces con PBS-Tween al 0.3% y dejar pasar 3 minutos en reposo entre cada lavado

Adicionar 100 ul por pozo del suero problema, en la dilucién deseada. Dejar incubar una hora a 37 °C
10. Lavar 4 veces con PBS-Tween al 0.3% y dejar pasar 3 minutos en reposo entre cada lavado

11. Adicionar 100 w! por pozo del anticuerpo conjugado (-IgG) con fosfatasa, en dilucién 1:1,000 en PBS-
BSA al 1%. Dejar incubar una hora a 37 °C

12. Lavar 4 veces con PBS-Tween al 0.3% y dejar pasar 3 minutos en repose entre cada lavado
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13. Preparar el lector de ELISA a 405 nm con un diferencial de 630 nm

14. Adicionar 100 pl por pozo del sustrato p-NPP, en dilucién de 1 mg/ml. Cada pastilla contiene 5 mg,
para una placa se necesitan dos pastillas disueltas en 10 ml de amortiguador de dietanolamina

15. Incubar a 37 °C por aproximadamente 20 minutos. Controlar en la reaccion que el control negativo no
cambie de color

16. Detener la reaccidn con 50 pl por pozo de NaOH 2 N

17. Obtener las lecturas

Obtencion de anticuerpos contra cisticercos

Materiales

* Antigenos de 7. solium (membrana, escilex y e Antigenos de T. crassiceps (membrana y fluido
fluido vesicular) vesicular)
Ratones hembras de la cepa C57BI/6] + Saponina (Sigma)
Clorure de sodio {(NaCl) * Agua bidestilada

Jeringas de insulina

Reactivos

s Solucién de saponina de 1 mg/ml
+ Solucidn salina isoténica

Protocolo

1. Para cada inmunizacion usar, por ratén: 10 pg de antigeno, 100 ug de saponina y suficiente solucidn
salina para completar un volumen de 200 ul (McColm ef a/, 1982)

2. Realizar 3 inmunizaciones con intervalos de 10 dias
3. Diez dias después de la Gltima inmunizacion, sangrar los ratones a blanco

4. Incubar la sangre una hora a 37 °C y posteriormente, una hora a 4 °C. Centrifugar a 6,000 rpm durante 10
minutos, recuperar el suero y guardarlo a -20 °C

5. Los anticuerpos producidos en cada uno de los sueros se cuantifican segin la técnica de ELISA

Obtencion de antigenos de diferentes pardsitos
tencion de los antigenos de cisticercos d Jinem

Los cisticercos se extraen de came de cerdo infectada; se aislan y se rompen mecanicamente con pinzas. Se
separan el fluido vesicular, la membrana y el escélex. El fluido vesicular se centrifuga a 14,000 rpm durante 5
minutos, recuperandose el sobrenadante. Tanto la membrana como el escolex se homogeneizan con un
Politrén, después se centrifugan a 14,000 rpm durante 5 minutos se recupera el sobrenadante. Los antigenos
se guardan a -20 °C hasta que se utilizan. La concentracidn de proteinas se determina por el método de
Lowry.

Obtencidn de ntigenos de cisticercos de 7. crassi Larrald al

Los cisticercos se extraen de la cavidad peritoneal de ratones parasitados y se centrifugan, el sobrenadante es
ei fluido vesicular y el pastilla que se forma son las membranas. Las membranas se homogeneizan con un
Politron y se recupera el sobrenadante. Los antigenos se guardan a -20 °C hasta que se utilizan. La
concentracién de proteinas se determina por el método de Lowry.
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Obiencion de antigeno total de E. histolitica (Portnoy et af, 1990)

. Cultivar los trofozoitos durante 72 h
. Cosechar los parésitos de su medio, incubar en el hielo durante 10 minutos, centrifugar a 150 g.
. Resuspender la pastilla de trofozoitos en amortiguador de glicina 0.1 M, pH de 2.0 ajustado con HCI.

- Someter a 5 ciclos de congelacion-descongelacion (37 °C y nitrégeno liquido) de 30 segundos por ciclo.

3

4

5. Conservar a -20 °C hasta su uso (se pueden conservar durante varios meses)
6

1

. La concentracidn de proteinas se determina por el método de Lowry.

tencion de antigeno de membrana de £, coli

. Crecer E. coli en XL-1 Blue en 50 m! de L.B-maltosa MgSQ; toda la noche a 37 °C

2. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos

3.

Resuspender la pastilla en PBS en dilucién 1/10 del volumen original

. Sonicar 5 veces durante 30 segundos, con intervalos de 1 minuto, en hielo

. Resuspender la pastilla en PBS 1x al mismo volumen.

4
5. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos a 4 °C
6
7

- La concentracién de proteinas se determind por el método de Lowry.

Qbtencion de antigenototal de T cruzi

1.

2

-
3.

4,
5

Cultivar los epimastigotes en medio LIT (base de peptona y extracto de higado)

. Cosechar los parasitos de su medio de cultivo mediante lavados con PBS, pH 7.2 a 1,500 rpm durante
15 minutos. En la dltima lavada la pastilta se coloca en una solucion de glicina-HCl 0.1 M, apH de 2.0

Someter a 5 ciclos de congelacién-descongelacion (37 °C y nitrégeno liquido) de 30 segundos por ciclo.
Conservar a -20 °C hasta su uso (se pueden conservar durante varios meses)

. La concentracion de proteinas se determina por el método de Lowry.

o

Obtencion de antigeno total de G, famblia

1.

2

Cultivar los trofozoitos en medio TYI-8-33 (base de tripticasa y bilis bovina)

Cosechar los pardsitos de su medio de cultive mediante 3 lavados en PBS pH 7.2 a 1,000 rpm durante
10 min. En la ultima lavada la pastilla se coloca en una solucién de glicina-HC 0.1 M,apH de 2.0

Someter a 5 ciclos de congelacion - descongelacion (37 °C y nitrégeno liquido) de 30 segundos por ciclo.

4. Conservar a -20 °C hasta su uso (se pueden conservar durante varios meses)

Técnica de purificacion de anticuerpos o-GK-1
1.
2.

La concentracién de proteinas se determina por el método de Lowry.
Wk

Agregar a un volumen de liquido de ascitis 4 volumenes de solucién salina 0.15 M

Agregar 5 volimenes de solucion saturada de sulfato de amonio gota a gota bajo agitacién constante a 4
°C, durante | o 2 horas

Centrifugar a 1,500 rpm durante 20 o 30 minutos a 4 °C

.

.

Amablemente donado por Julio César Carrero
Amablemente donado por Maricela Hernandez

" Amablemente donado por José Antonio Ramirez
" Amablemente donado por José Antonio Ramirez

""" Amablemente donados por Gemma Garcia
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4. Conservar el sobrenadante en un tubo graduado a 4 °C como medida de seguridad hasta que la
precipitacidn del anticuerpo haya sido confirmada

S. Resuspender el precipitado con la menor cantidad posible de solucién salina (por lo menos la mitad del
volumen original)

6. Dializar en un volumen considerable de solucién salina 0.15 M con 2 cambios per dia durante una
semana.

7. Revisar diariamente la presencia de sulfato de amonio de la solucién salina del dializado tomando una
alicuota y afiadiendo unas gotas de HCI 1 M seguidas de unas gotas de BaCl, al 2% si el sulfato de
amonio se encuentra aun presente se formara un precipitado turbio.

8. Remover el anticuerpo del tubo de dialisis y centrifugar a 1,500 g durante 30 minutos a 4 °C.

9. Revisar el contenido de proteinas con por lo menos dos diferentes diluciones y dos replicas para cada
muestra. Las diluciones sugeridas son 1:10 y 1:50.

10. Leer en el espectrofotdmetro a 280 nm,
i1.La férmula a seguir es 1 mg/ml de proteina es igual a 1.460/1 cm en light path.

12.Si la concentracién de proteina obtenida es de mas de 5 mg/ml, diluir la solucién a esta concentracidn
con solucion salina.

13. Filtrar y esterilizar el anticuerpo con un filtro millipore de 0.22 micras y guardar a -70 °C en viales
graduados.

Reactividad de péptidos con sus anticuerpos especificos

Materiales

» Suero —péptido sintético o anticuerpos ¢ Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCly6H,0)
purificados del mismo

» Bicarbonato de sodio (NaHCO;) » Carbonato de sodio (Na;COs)

« Agua bidestilada ¢ Acido clorhidrico (HCI)

+ Hidréxido de sodio (NaOH) ¢ Dietanolamina

s DPépiido sintético ¢ Azida de sodio (NaNj)

¢ Fosfato de sodio monobasico (NaH,POy) » Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,)
¢ Tween 20 s Alblimina sérica bovina (BSA)

¢ Paranitrofenilfostato (p-NPP) s Cloruro de sodio (NaCl)

¢ Anticuerpo o-1gG acoplado a fosfatasa

Reactivos

« Preparar reactivos segin la técnica de ELISA

Protocolo

1. Sensibilizar la placa de ELISA con 10 ug/pozo del péptido sintético en amortiguador de carbonatos.
Incubar a temperatura ambiente toda la noche.

2. Preparar varios tubos con distintas concentraciones molares del péptido sintético en PBS-BSA al 1%,
cada una con la misma cantidad de suero o de anticuerpo purificado. En cada tubo debe haber liquido
suficiente para llenar al menos dos pozos de la placa de ELISA. Estos tubos se preparan ¢l mismo dia que
se sensibiliza la placa y se dejan incubara 4 °C, toda la noche.

3. Sesigue el protocolo de la técnica de ELISA
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Resultados

Con el propésito de conocer algunas de las caracteristicas del antigeno recombinante KETc7 se utilizaron dos
estrategias: una experimental y una tedrica

Debido a que no se dispone del antigeno recombinante KETc7, para comenzar a estudiar algunas de sus
caracteristicas, se utilizaron dos péptidos sintéticos, el péptido GK-1 y el péptido GK-2, que corresponden a
regiones altamente inmunogénicas de KETc7. Si bien, las secuencias de ambos péptidos corresponden a
epitopos reconocidos por anticuerpos especificos contra los cisticercos, el péptido GK-1 ha sido identificado
como un epitopo capaz de proteger del 40 al 70% de los ratones infectados. Mientras tanto, al péptido GK-2
no se le ha detectado capacidad protectora {Toledo ef a!., articulo remitido para su publicacién).

Reconocimiento de diferentes antigenos por anticuerpos de ratones
parasitados con cisticercos de T. crassiceps
Un aspecto muy interesante es el conocer si éstos péptidos son exclusivos de cisticercos y de tenias.

Se realizd un experimento control para determinar si los anticuerpos {(IgG o IgM) presentes en sueros de
ratones no infectados o infectados con 7. crassiceps son capaces de reconocer los antigenos de Trypanosoma
cruzi, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Escherichia coll, cisticercos de T. crassiceps vy cisticercos
de 7. solium. Se utilizaron sueros de ratones sanos (controles) y parasitados con cisticercos de T. crassiceps
y se determind la presencia de anticuerpos por medio de la técnica de ELISA. Los ratones utilizados
pertenecen a la cepa BALB/cAnN. La dilucion de! suero fue de 1:50.

En la Tabla 1l y en la Figura 6 se puede observar que los anticuerpos IgG de ratones parasitados, reconocen
antigenos de cisticercos de T. crassiceps y cisticercos de T, solium y en menos exiension a los antigenos de
E.coli.

Se encontré una reactividad diferente cuando se determinaron los niveles de anticuerpos de clase IgM. Los
datos de la Tabla Il y la Figura 7, muestran que los anticuerpos IgM reconocen antigenos de G. lamblia, E.
histolytica v E. coli, mas no a los demads antigenos, incluso a los del cisticerco.

Tabla 11. Reactividad de anticuerpos IgG de ratones parasitados con cisticercos de T. crussiceps con
antigenos obtenidos de difercntes parasitos. Se muestran en negritas los valores que mostraron una
diferencia significativa en una prueba t de Student con 95% de confianza (*).

Parasito Suero de raton normal  Suero de ratdn parasitado
T cruzi 0.112 £ 0.0099 0.088 % 0.0240
G. lamblia 0.204 + 0.0028 0.106 £ 0.0021
E. histolytica 0.093 + 0.0007 0.135 £ 0.0099
E. coli 0.221 £ 0.0198 0.304* £ 0.0283

T. crassiceps
T. solium

0.106 £ 0.0035
0.138 £ 0.0014

0.940* + 0.0728
0.896* + 0.0403
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Figura 6. Se muestran los valores correspondientes al promedio de dos densidades opticas obtenidas en un
ensayo de ELISA que representan anticuerpos IgG de ratones parasitados con cisticercos de T. crassiceps,

reconocidos por diferentes parasitos. Los anticuerpos IgG de ratones parasitados reconocen antigenos de E.
coli, T. crassiceps y T. solium, mas no a los demas antigenos.

Tabla I11. Anticuerpos IgM de ratones parasitados cen cisticercos de T. crassiceps reconocidos por
diferentes parasitos. Se muestran en negritas los valores que mostraron una diferencia significativa
en una prueba t de Student con 95% (*) y 99% (**) de confianza.

Parasito Suero de ratén norimal  Suero de ratén parasitado
T. cruzi 0.039 £ 0.0078 0.056 + 0.0014
G. lamblia 0.110 £ 0.6057 0.245* £ 0.0078
E. histolytica 0.135 £ 0.0028 0.300* £ 0.0226
E coli 0.042 + 0.0021 0.118** + 0.0035
T. crassiceps 0.042 £ 0.0156 0.050 £ 0.0000
T. solium 0.040 £ 0.0007 0.045 + 0.0021

0.300 Z
0250 /
0.200 ? %
0.150 % /
N
0.100 §é §§ 7 ~

Parasito

K Suerc de ratén normal Suero de raién parasitado

Figura 7. Se muestran los valores correspondientes al promedio de dos densidades 6pticas obtenidas
en un ensayo de ELISA que representan anticuerpos 1gM de ratén parasitado con cisticercos de T,
crassiceps reconocidos por diferentes parisitos. Los anticuerpos IgM son reconocidos por G, lamblia,
E. histolytica y E. coli, mas no por los demds antigenos.
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Los datos obtenidos nos indican que los ratones infectados con cisticercos de Taenia crassiceps reconocen
los antigenos de cisticercos con anticuerpos de clase IgG.

Reconocimiento de diferentes antigenos por anticuerpos de conejo
inmunizado con el péptido sintético GK-1

Con el proposito de saber si el péptido GK-1 es exclusivo de los cisticercos o si se presenta en otros
parasitos, se determind su presencia en antigenos provenientes de diferentes parasitos mediante el uso de un
anticuerpo policlonal a-GK-1, obtenido en un conejo inmunizado con el péptido GK-1. El suero preinmune
pertenece al mismo conejo.

Las densidades opticas, para una dilucidon de suero de 1:50, que se presentan en la Tabla IV son
proporcionales a la cantidad de 1gG reconocidas por los diferentes antigenos. Los anticuerpos del conejo
inmunizado reconocen a todos los antigenos, fo cual indica que el péptido GK-1 es compartido por todos los
parasitos probados (Figura 8).

Tabla IV. Anticuerpos IgG de conejo inmunizado con el péptido GK-1 reconocidos por diferentes
antigenos. Se muestran en negritas los valores que mostraron una diferencia significativa en una
prueba t de Student con 95% (*) y 99% (**) de confianza.

Parasito Suero preinmune GK-1  Suero inmune o-GK-1
T. cruzi 0.113 £ 0.0099 2.696** + 0,0495
G. lamblia 0.104 £ 0.0028 0.877* + 0.0750

E. histolytica
E. coli
T. crassiceps

0.353 £ 0.0014
0.130 £ 0.0198
0.314 2 0.6028

1.843** £ 0.0587
2.639** + 0.1252
1.469** + 0.0255

T. solium 0.193 £ 0.0014 1.262** + 0.0184
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Figura 8. Anticucrpos IgG de conejo inmunizado con el péptide GK-1 reconocidos por diferentes
antigenos. Se muestran los valores correspondientes al promedio de dos densidades épticas obtenidas
en un ensayo de ELISA, realizado entre los diferentes antigenos y el suero de conejo preinmune e
inmune. Los anticuerpos del conejo inmunizado reconocen a todos los antigenos, ésto sefiala que el
péptido GK-1 es compartido por todos los parasitos cuyos antigenos se probaron.



Reconocimiento de diferentes antigenos mediante anticuerpos de conejos
inmunizados con los péptidos sintéticos GK-1 0 GK-2

Se realiz6 un experimento adicional para evaluar el reconecimiento de anticuerpos o-GK-1 y a-GK-2 de un
conjunto de antigenos de diferentes parasitos. Se decidié incluir ademds de los antigenos de diferentes
parasitos, un extracto de células de ganglio de ratones normales para determinar si el péptido GK-1 se
expresaba en tejidos del ratdn (Tabla V). Los sueros problema fueron obtenidos de dos conejos inmunizados
con los péptidos GK-1 y GK-2, respectivamente. El suero preinmune pertenece a los mismos conejos.

Las densidades 6pticas que representan la cantidad de 1gG reconocidas por los diferentes antigenos, para una
dilucion de suerc de 1:200, se muestran en la Tabla V y en la Figura9 y Figura 10

Los anticuerpos del conejo inmunizado con el péptido GK-1 reconocen claramente antigenos de G. Lamblia,
E. histolvtica, E. coli, cisticercos de T. crassiceps y cisticercos de T. solium. Los anticuerpos del conejo

inmunizado con el péptido GK-2 reconocieron a los mismos antigenos reconocidos por los anticuerpos a-
GK-1, v al péptido GK-2.

Esto sefiala que los péptidos GK-1 y GK-2 son epitopos compartidos por los diferentes parasitos y que no se
encuentran en el ganglio del ratdn.

Tabla V. Reactividad de sueros policlonales inmunes (a-GK-1 y a-GK-2) clase IgG de conejo en
contra de diferentes antigenos. Se muestran en negritas los valores que mostraron una diferencia
significativa en una prueba t de Student con 95% (*) y 99% (**) de confianza.

Suero Suero Suero Suero

Antigeno Sin suero GK-1 o-GK-1 GK-2 a-GK-2
preinmune  jpmune PreiNMmune jamune

Sin antigeno 0.105 0.203 0.089 0.087
+0.0049 +£0.0240 £0.0240 £0.0240

T. cruzi 0.042 0.103 0.249 0.095 0.090
+ 0.0000 10.0042 *0.0580 *0.0580 = 0.0580

G. lamblia 0.044 0.104 0.240** 0.077 0.101*
+0.0007 00014 £0.0064 £0.0064 = 0.0064

E. histolytica 0.049 0.353 0.730** 0.152 0.252%*
+0.0049 100396 £0.0163 +0.0163 +0.0163

E. coli 0.044 0.130 2.106** 0.328 0.435*
+0.0007 00148 £0.0629 +0.0629 +0.0629

Ganglio de ratén 0.043 0.082 0.120 0.067 0.078
+0.0014 +0.0042 £0.0042 +0.0042 £0.0042
T. crassiceps 0.042 0.314 0.740** 0.138 0.288**
£0.0014 +0.0057 +0.0028 +£0.0028 +0.0028
T. solium 0.042 0.193 0.463** 0.105 0.264**
+0.0028 +0.0064 +£0.0233 £0.0233 £0.0233
GK-2 0.047 0.091 0.171 0.091 0.218*%*
£0.00i4 £0.0021 +£0.0085 0.0085 + 0.0085
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Figura 9. La reactividad del suero inmune policlonal a-GK-1 clase IgG de conejo reconocieron a

todos los antigenos, a excepci6én de T. cruzi, ganglio de ratén y GK-2.
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Figura 10. Los anticuerpos del conejo inmunizado con GK-2 reconocieron a todos los antigenos a
excepcion de T. cruzi y G. lamblia

Reactividad del péptido GK-1 con anticuerpos contra las diferentes etapas
de desarrollo de T, crassiceps y T. solium

Como parte de la caracterizacién del antigeno KETc7 en el parasito, se evalué la reactividad de los
anticuerpos que se generaron inmunizando con antigenos obtenidos de los diferentes compartimientos de
cisticercos de T. crassiceps y T. solium, con el péptido GK-1. Se realizé un ensayo de ELISA con placas
sensibilizadas con GK-1. La dilucién de los sueros fue de 1:200. Los resultados se muestran en ta Tabla V1 y
en la Figura I1.

Se realizaron distintos analisis de varianza (ANOVA) con estos datos y se obtuvieron los siguientes
resultados, cuyas tablas se encuentran en el apéndice 2:

« Existe diferencia en la cantidad del péptido GK-1 hallada, entre los grupos; fue mayor en el suero de
ratones parasitados.

« Existe diferencia en la cantidad del péptido GK-| hatlada, entre las membranas; la mayor se encontro en
T. solium.
No existe diferencia en la cantidad del péptido GK-1 hallada entre los fluidos vesiculares.
No existe diferencia en la cantidad del péptido GK-1 hallada entre los compartimientos de T. sofium.
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* Existe diferencia en la cantidad del péptido GK-1 hallada entre los compartimientos de T crassiceps; foe
mayor en el fluido vesicular.

Tabla VI. Reactividad de anticuerpos generados en contra de los diferentes compartimientos de
Taenia crassiceps y Taenia solium, con el péptido GK-1. Se muestran en negritas los valores
significativos para p=0.95 (*).

Grupos n  Promedio Varanza
Ratones parasitados 6 09975  0.0283
Ratones normales 6 0.0773 7x10%
a-Escolex de T. solium 12 0.2641*  0.0039
a-Fluido vesicular de T sofium 26 0.2585*  0.0086
a-Membrana de T solium 14  0.3147*  0.0057
o-Fluido vesicular de T. crassiceps |28 0.2861*  0.0040
o-Membrana de T. crassiceps 18 0.2097* 0.0035
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1.0000 ®
. 0.8000
o
2 06000
0.4000 - - = -
® ® -
0.2000 ¢ ¢ - - °
[ ] - -
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Ratones Ratones a-Ets a-FVTs a-MTs a-FvTg a-MTc
parasitados normales

Figura 11. El péptido GK-1 se encuentra en todos los compartimientos de los cisticercos estudiados y
es también reconocido por el suero de ratones parasitados.

Para determinar si el péptido GK-1 se encuentra en los diferentes estados de! desarrollo de T. solium se
utilizaron homogeneizados de cuatro diferentes tenias (T1, T2, T3, y T4) y homogeneizados de huevos de
dos diferentes tenias (T3 y T4). Las mismas condiciones del experimento anterior se utilizaron en este
experimento. Los resultados de la Figura 12 muestran que el epitopo GK-1 se encuentra tanto en huevos
como en tenias, Se observaron diferencias en la cantidad de péptido GK-1 presente en huevos de diferentes
tenias.
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Figura 12. Reactividad de anticuerpos de 7. solium (huevo y adulto) con GK-1.

Analisis de la reactividad de los anticuerpos o -GK-1 con antigenos de E,

histolytica y de cisticercos de T. crassiceps

Con el propésito de determinar la especificidad del reconocimiento de los anticuerpos a-GK-1 de antigenos
de cisticercos y de E. histolytica se decidio utilizar un ensayo de competencia, basado en curvas de
inhibicion usando la técnica de ELISA (Reyna, 1995). Este método permite obtener la constante de afinidad
directamente de la curva de inhibicién, sin necesidad de cdlculos matematicos posteriores (Arroyo, 1998).

D.O.

1.0E-08 1.0E-07 1.0E-06 1.0E-05 1.0E-04

Concentracion Molar de GK-1
------ GK-1Vs. GK-1 Preinmune == =A-~ GK-1Vs. GK-1 Inmune
E. histolytica Vs, GK-1 Preinmune —O—-E. histolytica Vs. GK-1 Inmune
T. crassiceps Vs. GK-1 Preinmune ~—LJ—T. crassiceps Vs. GK-1 Inmune

Figura 13. Fijacién de anticuerpos ct-GK-1 contra el péptido GK-1, E. histolytica y T. crassiceps. En
esta figura se observa que los anticuerpos a-GK-1 reconocen los diferentes antigenos utilizados.
Ademds, se aprecian dos posibles poblaciones de anticuerpos con diferente afinidad.
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Se analizd la capacidad de diferentes concentraciones solubles de GK-1 (10* a 10'? M) de inhibir la
asociacion de los respectivos antigenos unidos a la placa con el anticuerpo o—GK-1.

El suero a-GK-1 es el mismo que se utilizd en los experimentos anteriores en dilucién 1/50.

Los resultados obtenidos en este primer experimento (Figura 13) muestran que la presencia de GK-1 soluble
es capaz de inhibir la fijacion de los anticuerpos o-GK-1 a GK1, a los antigenos de cisticercos y a los
antigenos de E. histolytica, lo cual indica la especificidad de la reaccion. Con el proposito de poder
caracterizar las poblaciones de anticuerpos en cuanto a su afinidad se hicieron las siguientes curvas de
inhibicién.
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{ 0450
0.400
0.350
0.300
0.250
JPomn-o-0Th - o0gn At 0200
G150
0.100
0.050

3 0.000
1.0E-12  1.0E-11 10E-10  1.0E-08 1.0E-08 1.0E-07 1.0E06 1.0E-05 1.0E-04

Concentracion Molar de GK-1
—el—GK-1 Vs, GK-1 Inmune —{3—GK-1Vs. GK-1 Preinmune

D.O.

Figura 14. Curva de inhibicién del péptido GK-1 contra si mismo utilizando suere a-GK-1. Las
lineas horizontales indican el punto en ¢l que no se puso GK-1 en el suero, es decir es el pegado
miximo.
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Figura 15. Curva de Inhibicién del péptide GK-1 contra si mismo utilizando anticuerpos o-GK-1
purificades. Las lineas horizontales indican el punto en el que no se puso GK-1 en el suero, es decir
es ¢l pegado maximo.

26



La curva de inhibicién de la Figura 14 se realizé segin el protocolo Los sueros problema fueron los que se
utilizaron en el expenmemo antcrmr Se pueden observar dos picos: uno, que se encuentran entre las
concentraciones de 1x10° My 1x10* M y otro entre 1x107 M y 1x10° M. Este resultado fue confirmado
con 3 experimentos independientes.

Se repitid el experimento anterior, bajo las mismas condiciones, sélo que se utilizaron anticuerpos
purificados del suero a-GK-i (Figura 13). En esta figura se observa un perfil de inhibicién similar al
obtenido con los anticuerpos en el suero sin purificar. Como puede observarse, en esta curva de inhibicion
aparecen dos pendientes que podrian ser compatibles con dos poblaciones de anticuerpos de diferentes
afinidades.

Reconocimiento del péptido GK-1 por cepas resistentes y susceptibles en
infeccion temprana y tardia

Con el objeto de saber si el péptido GK-1 es reconocido diferencialmente por ratones resistentes o
susceptibles a la cisticercosis, de las cepas C57B1/6] y BALB/cAnN respectivamente, en distintas etapas de

la infeccién. Se determind el reconocimiento del péptido GK-1, después de 10 y 90 dias de la infeccion y los
resultados se muestran en la Figura 16,

1.2
1 -
0.8 - =
© g6 - = -
= = =
0.4 - -
- _ -
0.2 - - _ =
. -— - —
o]
Control 10 dias 90 dias Control 10 dias 90 dias
BALB/cANN BALB/cANN BALB/cARN Cc5781/6J C57BIl/6d C57BI/6J

Figura 16. Niveles de anticuerpos a-GK-1 en ratones 10 y 90 dias después de ser infectados,

Para determinar estadisticamente si existe una diferencia entre cepas y entre dias de infeccién se realizé un
analisis de varianza de dos factores cuyos resultados se muestran en el apéndice.

Los resultados indican que la cepa BALB/cAnN (susceptible) presenta mayores niveles de anticuerpos que la
cepa C37BI/6) (resistente). La mayor produccién de anticuerpos «-GK-1 en la cepa C57BI/6) se obtiene en
etapas tardias de la infeccion, mientras que en la cepa BALB/cAnN la cantidad de anticuerpos es alta desde
los 10 dias y ya no se incrementa conforme avanza la infeccion.

Resultados con base en el andlisis de secuencia del antigeno KETc7

Con el proposito de ahondar en el conocimiento de las caracteristicas del antigeno recombinante KETc7 se
realizé un analisis de secuencia que permitid identificar las proteinas mas relacionadas con éste. Para
considerar a KETc¢7 como miembro de una familia de proteinas, en términos generales, debe ser similar en
mas de la mitad de sus posiciones de aminodcidos y ser homéloga en varias especies o bien producto de una
duplicacién de un gen (Dayhoff, 1969). El programa que se utilizé con esta finalidad ¢s el denominado
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“BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool), cuya funcién es precisamente comparar una secuencia
problema (en este caso los 100 aminoacidos de KETc7), con las secuencias de distintas bases de datos para
encontrar homologias (Doolittle, 1990).

Se realizd un BLAST utilizando todas las bases de datos que permite el programa y el resultado se muestra
en la Tabla VII, donde se muestran, en orden de homologia (de mayor a menor), las proteinas mas parecidas
a KETc7. Para poder considerar que las proteinas pertenecen a una misma familia, el valor de probabilidad
debe ser muy cercano a cero.

Tabla VII BLAST de KETc?7

Menor
Suma de

Secuencias que produjeron las puntuaciones (PO) mas altas Probabilidad
al aparear los segmentos: PO P (N} N

gp:TCU30899_1 Antigeno recombinate protector de [Taenia cra.. 581 4.5e-75 1
gp:TCU31524_1 Antigeno recombinate protector de [Taenia cra.. 574 4.le-74 1
sp:EXTN_TOBAC Precursor de Extensipa (HPRP de pared celular.. 110 8.2e-15 2
gp: HUMTRFAA_1 Factor de transcripcién ZFM1 [Homo sapiliens} 89 2.3e-13 3
prf:2202162A Gen DRPLA - Home sapiens {(hombre) gp:HUMDRPL. . 62 3.6e-13 5
pir:850832 Proteina DRPLA - humana 62 3.6e-13 5
gp:HSU23851 1 Atropina-1 [Homo sapiens] 62 3.6e-13 5
gp:HUMDRPLAl 1 Productoc genético DRPLA [Homo sapiens] 62 3.6e-13 5
gp:H5U47924_13 DRPLA [Homo sapiens]>gpu:HS5U47924_13 DRPLA.. 62 3.7e-13 5
gp:HSSF1HL 1 Iscforma SF1-H1ll [(Homo sapiens]>gpu:HSSFIHL.. 87 4.3e-13 3
gp:HUMZEM1A 1 Proteina ZfM1l [Homo sapiens) 80 1.2e-12 q
prf:2007304A Gen ZFM1 - Homo sapiens (hombre) 80 1.Z2e-12 q
gp:D87744_1 Proteina DRPLA [Mus musculus] 58 4.le-11 5
prf:2119277A Gen rdrpla - Rattus norvegicus (Noruega ra.. 73 5.Be-11 q
gp:RNU31777_1 Atropina-1 {Rattus norvegicus] 70 1.4e-10 4
gp:GMU44838_1 Extensina [Glycine max) 131 2.2e-10 1
sp:EXTN_DAUCA Precursor de extensina.>»pir:A24354 extensin.. 127 8.6e-10 1
gp:D86B54_1 Extensina [Catharanthus roseus) 114 2.4e-09 2
sp:1CP4_HEVI11 Froteina transcripcional trans-activadora ICP4 53 Z2.4e-09 5
prf:-2008314A Extensina ~ Glycine max (scya)>gp:S0YHRG.. 123  2.%e-09 1
sp:TEGU_EBV Proteina grande de tegumente.>pir:QQBES BPLFl. 72 3.3e-0% 4
gp:HSSF1BO 1 Isoforma SFl-Bo [Homo sapiens] 80 1.2e-08 4
pir:C29356 Glicoproteina rica en hidroxiproclina{clona Hy. 119 1.6e-08 1
prf:1314246A Glicoproteina rica en Hyp Hyp2.l13-Phaseolus .. 119 1.6e-~08 1
gp:CELR144_14 Producto genétice R144.4([Caenorhabditis elegans| 75 3.4e-08 ]
pir:s207%0 Extensina - almendra»prf:190%363* extgens,. 79 6.0e-08 2
pir:PQO479 Proteina tipo extensina de pistilo({clone pMGl4} 115 6.6e-08 1
Gp:NTPMG14_1 Proteina tipe extensina de pistile {Nicotiana ..ll5 6.6e-08 1
pir:522697 Extensina - Volvox carteri {fragmento) 115 6.8e-08 1
prf:1812216A Glicoproteina especifica de inversién{extensina).l15 6.8e-08 1
pir:554156 Proteina tipo extensina - frijoi (fragmento) 114 7.9e-08 1
gp:VURNAEXT3 1 Proteina tipo extensina[Vigna unguiculatal>.. 114 7,9e-08 1

Al conocer las caracteristicas de las proteinas que se encuentran en la Tabla VII, se pudo observar que varias
secuencias reportadas en las bases de BLAST son muy parecidas o idénticas entre si, de modo que se
agruparon para evitar repeticiones (Tabla VIII1 y Tabla IX).

En ambas tablas se muestran algunas de las caracteristicas mas importantes de las secuencias y se pucden
distinguir dos grupos las extensinas y las proteinas DRPLA, cuyas descripciones mds extensas se incluyen
en el apéndice 1.
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Tabla VII Caracteristicas de las proteinas de]l BLAST

Proteina

Organismo

Tipo

Referencia

KETe¢7

Taenia crassiceps

desconocido

Manoutcharian et al.,
1995

EXTN_TOBAC Nicotiana tabacum extensina Keller er al., 1989
{Tabaco comiin)
GMU44838_1 Glycine max extensina
2008314 A {Sovya) Hong et al,19%4
EXTN DAUCA Daucus carota (zanahoria) extensina Chen v Vamer, 1985
D868§54 1 Catharanthus roseus extensina no publicado
C29356 Phaseoulus vulgaris extensina Corbin er al., 1987
1314246 A {Frijol comin)
520790 Prunus amvedalus (Almendra) extensina no publicado
PQ0479 Nicotiana tabacum extensina Goldman et al., 1992
NTPMG14 1 {Tabaco comun}
§22697 Volvox carteri extensina Ertl er al.,, 1992
1812216A
354156 Vigna ungulata extensina
VURNAEXT3_1 (Frijol) Arsenijevic-
Maksimovic et af,,
1957
2202162A gen Homo sapiens DRPLA Onodera et al.,. 1995
550832. proteina Nagafuchi er al., 1994
HSU23851_1. ARNm Margolis et al.,, 1996
HUMDRPIL.A1 1. proteina Lieral, 1993
HSU47924_13 Homo sapiens receptor Ansari-Lari et al,,
1996; y. Ansari-Lari
et al, 1997
D87744 1. ARNm Mus musculus DRPLA Oyake er al., 1997
2119277A gen Ratus norvegicus
RNU31777_1. proteina
HUMTRFAA_1 Homo sapiens factor no publicado
HSSFIH1_I Arning et al., 1996
HUMZFMiA_l Toda et al., 1994
2007304A Toda et al.,, 1994
HSSFiBO | Arning ef al,, 1996
ICP4_HSVI11 Virus del herpes proteina McGeoch et al,,
(tipo 1, cepa 17) multifuncional 1988; McGeoch et
ICP4/IE140/1E180 al., 1986; Wu et al.,
1990; v,
Papavassiliou et al.,
1991
TEGU_EBV Virus del herpes proteina de tegumento Baer et al., 1984
(tipo 4, cepa B95-8) HSV-1 UL36, EHV-1
24, EBV BPLF],
HVS-1 64, VZV 22,
y HCMV UL48
CELR144 4 Caenorhabditis. elegans cosmido R144 Wilson et al., 1994
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Tabla IX Caracteristicas de las proteinas del BLAST

Proteina Valor SSP'

Resumen

KETc¢? 4.5x10"

Antigeno recombinante protector de Taenia crassiceps, (KETc7)
ARNim de un ADNc parcial

EXTN_TOBAC 8.2 x107"

Precursor de extensina (proteina rica en hidroxiprolina de pared
celular). Tiene una funcién estructural especializada, posiblemente en
la penetracién mecanica de la corteza y la epidermis de la raiz principal
en el suelo. Se localiza en la Pared Celular (raiz lateral) contiene ¢l
pentapéptido repetido caracteristico. SER-PRO(4). Los residuos de
prolina estin hidroxilados y posteriormente glicosilados

GMU44838_1 2.2 x107" Proteina rica en hidroxiprolina. Contiene motivos repetitivos:
SP4KHSP4Y3H SPAVYKYKSPAYKYPSPSYKYPSP4VYKY. Su
expresion se induce durante la maduracién de la semilla, a causa de
heridas o sacarosa.

2008314 A 2.9 x10° _ ADNc de extensina

EXTN_DAUCA 8.6 x10™" Precursor de extensina. Componente estructural en la pared celular
primaria. (matriz extracelular). Contiene el pentapéptido repetido
caracteristico. SER-PRQO(4). Los residuos de prolina estan
hidroxilados y posteriormente glicosilados.

D86854 1 2.4 x107 ARNm para extensina. ADNc completario.

C29356 1.6 x107 Glicoproteina rica en hidroxiprolina. Se encuentra asociada al sistema
de sefiales intracelulares causadas por estrés por infecciones o heridas.

1314246 A 1.6 x10°

$20790 6.0 x10” 7

PQ0479 6.6 x10" Fragmentos de una clona de una proteina parecida a las extensinas, se

NTPMGi4 1 6.6 x10° encuentra en el pistilo y su funcidn es desconocida.

822697 6.8 x10™ Glicoproteina de la familia de las extensinas cuya funcién parece ser
organizar la biogénesis de la matriz extracelular, in virro, Contiene el

1812216A 6.8 x10™ pentapéptido repetido caracteristico SER-PRO{4).

S54156 7.9 x10" ARNm de una proteina parecida a las extensinas localizada en los

VURNAEXTS3 1 7.9 x10°®

pelos radiculares .
Su expresidn especifica estd modulada por rhizobia.

2202162A gen 3.6 x10™

S50832. proteina 3.6 x10™

HSU23851 1. 3.6 x107
ARNm

HUMDRPLAL 1 3.6x107
. proteina

Gen y proteina responsables del desorden DRPLA (dentatorubral and
pallidoluysian atrophy) enfermedad del sistema nervioso central o de
Smith, causada por tripletes repetidos.

Este desorden se caracteriza por la pérdida de neuronas en el nicleo
dentado, rombo y globo palido.

Las caracteristicas clinicas son epilepsia, demencia y ataxia cerebral,
su aparicién ocurre generalmente entre los 10y los 20 afios de edad y
la muerte entre los 30 y 40 afios.

La region de poli-GLN es altamente polimorfica. Los individuos
normales presentan de 7 a 23 repeticiones, los pacientes de DRPLA
presentan de 49 a 75. Las expansiones mayores resultan en una
manifestacién mas temprana o mas severa de la enfermedad.

Se localiza en cerebelo, corteza cerebral y cerebro. Es tejido especifica,
los niveles son relativamente altos en el cerebro, ovarios, testiculos y
prostata. Sc detectan niveles mas bajos en el higado, timo y
leucocitos.

D87744_1. 4.1x10" Proteina DRPLA. Se encuentra en cerebeio, estriado, cerebro,
ARNm hipocampo y substancia negra. Es tejido especifica.
2119277A gen 5.8 x107"

RNU31777_1. 1.4 x10™"

proteina

! Suma de probabilidades, reportada por BLAST
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Tabla X (continuacion) Caracteristicas de las proteinas del BLAST

Proteina Valor SSP Resumen

H5U47924 13 3.7 x10™"”  Secuencia completa del cromosoma 12p13. Funcién: correceptor de células
T que participan en el reconocimiento de antigenos; asi como en la ruta de
transduccién de sefiales. Receptor importante del HIV-1, miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, produce el antigeno de superficie
CD4.

HUMTRFAA 1 23 x10"  Clona B4 de Homo sapiens factor de transcripcion ZFM1. ZFMI es una

familia de proteinas de transduccidn de sefial y activacién de ARN.

HSSFIHI 1 4.3 x10""  ARNm para factor de edicién

HUMZFMIA 1 1.2 x10"°  ARNm para ZFM1

2007304A 1.2 x107°  Gen ZFMI. Posee la sefial de transporte nuclear PSKKRKRSR, un motivo
de unién de metales CTKCGGAGHIASDC vy una regién rica en Glu/Pro.

HSSF1BO 1 1.2 x10"  ARNm para factor de edicién

ICP4_HSV11 2.4x10”  Secuencia completa de ADN del virus del herpes. Es una proteina

multifuncional capaz de migrar al nlcleo, unirse al ADN, trans-activar otros
genes virales y autorregular su propia sintesis. Es un homodimero
locatizado en el nicieo de células infectadas. Su funcidn es dependiente de
la fosforilacion.

TEGU EBV 3.3 x10”  Proteina del tegumento

CELR144 4 3.4 x10°  Cosmido

Algunas de las secuencias repetidas que se encuentran en las extensinas, se presentan en el antigeno
recombinante KETc7; como son SPPP y PPXYX (Tabla X).

Tabla X. Sc muestran en negritas las secuencias repetidas que se encuentran en las extensinas,

AFMQOQPHPSFSPPPVDYLYQTNSPPPYGGAVPPPYAPN
PGPPPPYTGAASSMPPYPTGGPPPVNTGYYYPSDPNT
FYAPPYSQASAPPMEPEDEKEKNL

Este resultado nos indica que el antigeno recombinante KETc7 pertenece a esta familia.
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Discusion

En este trabajo se realizaron un conjunto de experimentos y analisis de secuencia que permitieron comenzar a
caracterizar y conocer las propiedades de un antigeno recombinante de cisticerco de Taenia crassiceps ,
denominado KETc7.

La deteccion de anticuerpos IgM producidos durante la infeccion con cisticercos de Taenia crassiceps,
capaces de reconocer E. histolytica, E. coli y G. lamblia, que no reconocen antigenos del propio pariésito,
permite proponer que durante la cisticercosis murina por Taenia crassiceps se podria estar induciendo una
activacion policlonal. Aunque en el caso de la cisticercosis este fendmeno no ha sido reportado previamente,
parece probable en especial considerando que el  fenodmeno de activacidén policlonal se ha observado en
diferentes infecctones parasitarias (Ordofiez er of., 1995; Umezawa et al., 1996).

Dentro de las caracteristicas del antigeno KETc7, destaca ¢l alto contenido de prolinas en su secuencia. En la
literatura se reporta que las proteinas ricas en prolina tienen diversas funciones; entre ellas, se encuentra la
capacidad de activar proteinas cinasas por medio de los dominios SH3 (Yu et al., 1994). Algunos péptidos
ricos en prolina, de sélo 10 aminodcidos, pueden servir como blancos para la unidn de dominios SH3. Este
tipo de interacciones promueven la activacion de la cinasa de fosfatidilinositol-3, en respuesta al
entrecruzamiento en la superficie linfocitaria de las IgMs {Alexandropoulos et al., 1995). Con base en estas
observaciones resulta probable que el pardsito tenga componentes capaces de ser liberados € interactuar con
las cinasas y activar policlonalmente a los linfocitos. Para evaluar esta posibilidad se requerird realizar
experimentos adicionales.

Como una estrategia para caracterizar al antigeno KETc7, se utilizaron dos regiones del mismo que
corresponden a dos epitopos que son reconocidos por individuos infectados; uno capaz de inducir proteccion
- en contra de la cisticercosis murina (el péptido GK-1) y otro que no induce proteccidn (el péptide GK-2).
Resulta interesante la presencia del péptido GK-1, en distintos parasitos, en especial si se considera que este
epitopo indujo niveles altos de proteccién contra cisticercosis murina (datos no publicados). Este resultado
sefiala la importancia de estudiar este péptido en la proteccién contra otros parasitos. El péptide GK-2, a
pesar de no ser un epitopo protector, presentd una reactividad muy parecida a la del péptido GK-1. Cabe
sefialar que los péptidos GK-1 y GK-2 no se encuentran en el ganglio del hospedero, lo cual indica que la
respuesta inducida con su inmunizacién, no causa dafio al mismo.

Con objeto de confinmar la presencia del péptido GK-1, previamente detectada en otros pardsitos, se
realizaron experimentos de inhibicion de la fijacion del anticuerpo al antigeno pegado a la placa, con
concentraciones crecientes de péptido soluble. Al utilizar antigenos de cisticerco y antigenos de £. histolytica
se obtuvieron las curvas de inhibicion (Figura {3); que demuestran la especificidad de la fijacién y confinman
la presencia de este epitopo en . histolytica. Con el propésito de estimar la afinidad de los anticuerpos se
decidio hacer una curva de inhibicidn entre el anticuerpo ®-GK-1 con el péptido GK-1 pegado a la placa y el
soluble. En las curvas de inhibicidn (Fagura 14 y Flgura 15) pueden observarse dos plCDS uno, que se
encuentran entre las concentraciones de 1x10° M y 1x10° My otro entre 1x10” M y 1x10° M, mismos
que podrian ser compatibles con dos poblaciones de anticuerpos de diferentes afinidades. En este sentido, si
bien en la literatura se han utilizado extensamente péptidos para estudiar distintos aspectos de la respuesta
inmune que inducen (Salcedo ef al., 199}; Van Regenmortel, 1989), poco se ha explorado al respecto de la
afinidad. Aunque parece razonable suponer que esta variable esté relacionada con la efectividad de los
fenémenos inmunoldgicos esta drea del conocimiento queda aun por explorar mas profundamente.

Los experimentos realizados para determinar la localizacién del péptido GK-1 en el parasito, aportan
evidencias de que este antigeno esta presente en las diferentes etapas del desarrollo de T. solium. A nivel del
cisticerco los resultados sugieren que se encuentra en las diferentes partes que lo constituyen. Sin embargo, se
requiere confirmar este resultado con experimentos adicionales de inmunolocalizacion,

Con base en los resultados teodricos y en las caracteristicas de las proteinas con las que KETc7 comparte
homologia, se puede afirmar que todas las proteinas pertenecientes a la familia de la extensinas estin
directamente relacionadas con: la estructura de la pared celular; los cambios en el desarrollo de la planta y
los fendémenos que incluyen mecanismos de defensa. Existen varias proteinas tipo extensina que se han
reportado en animales (erizo de mar) y algas; que también intervienen en situaciones tanto de crecimiento y
diferenciacién como en estados de estrés debidos a varios patogenos. Corbin er al, en 1987, caracterizaron



tres HPGP de pared celular (Tabla IX, C29356) inducidos por un inductor fingico, por heridas o por
infecciones. Estos autores encontraron que los transcritos se codifican en genes separados y en una o pocas
copias en el genoma haploide. Las proteinas muestran diferentes patrones de acumulacién segin el tipo de
estrés al que es sometida la planta. Estos resultados indican que las plantas poseen varias proteinas que se
expresan ante distintos tipos de estrés y que varias de ellas son extensinas.

La forma en la que las extensinas permiten que la invasion de un parasito se detenga, posiblemente se debe a
una produccién de radicales activos de oxigeno que provocan el entrecruzamiento de las extensinas y forman
una pared muy rigida. Estos procesos parecen ser dependientes tanto del pH como de la explosion oxidativa.

En los estudios con Volvox se observa la participacion de una proteina parecida a las extensinas, cuya
funcién est4 directamente relacionada con la inversion del embrion. El cisticerco posee una etapa de desarrollo
en la cual tiene que evaginarse para Hberar el escdlex, ambos fendmenos del desarrollo necesitan un proceso
de inversién, podria especularse que una proteina del tipo de la extensina esté relacionada con el procese de
evaginacidn del escolex. Con base en estas especulaciones podria tratarse de inhibir la organizacién del
cisticerco con la presencia de anticuerpos x—extensinas como estrategia para la evaluar su posible papel en
este proceso y de hecho utilizar los anticuerpos para interferir el ciclo de vida del parasito.

Al parecer, algunas bacterias pertenecientes al grupo de las rhizobia modulan la expresion de las extensinas en
las plantas. Arsenijevic-Maksimovic er al. en 1997, aislaron tres proteinas tipo extensina de una biblioteca
de ADNc¢ de Vigna ungulata, (Tabla IX, VURNAEXT3_1) estos transcritos sélo se encontraron en los pelos
radiculares. Cuando se incuban las raices con rhizobia, los niveles de estos transcritos disminuyen. Ademas,
los pelos radiculares se deforman, hecho que coincide con el primer cambio morfologico de una interaccidn
entre las leguminosas y los rhizobia.

A pesar de que las extensinas se encuentren en la pared celular de las plantas, los mecanismos en los cuales
participan, estan relacionadas con la interfas planta - patégeno, huésped - parasito (Corbin et al., 1987} y en
el desarrollo de la planta.

Se han encontrado evidencias de un tipo de nemitodo que interactiia con una planta de tomate, en la que
regula la produccidn de ciertas proteinas tipo extensinas que necesita para parasitar a la planta. Esto es una
evidencia de que, en las interacciones huésped - pardsito, éstos son capaces de regular la produccion de
proteinas del huésped en su beneficio.

Algunas de las secuencias repetidas que se encuentran en las extensinas, se presentan en el antigeno
recombinante KETc7; como son SPPP y PPXYX (Tabla X).

Con base en las caracteristicas reportadas para las extensinas, KETc¢7 podria participar en el desarrollo y en
los mecanismos de defensa del propio pardsito. Asi, cuando se induce una respuesta a—KETc7, por
vacunacion, si el hospedero entra en contacto con el parasito, se produce una inhibicion tanto del crecimiento
como de la capacidad de defenderse del hospedero, lo cual aumentaria las probabilidades de este tltimo para
eliminarlo.

En este sentido, esta tesis muestra evidencias de que KETc7 se encuentra en diferentes estadios del desarrollo
del parasito. Debe considerarse que la fase de tenia ocurre en un nmedio critico. La localizacion de la proteina
en esta fase del pardsito podria permitirle tantc su crecimiento como su defensa de las condiciones
ambientales caracteristicas del medio en que se desarrolia. Los resultados obtenidos con la comparacién de
secuencias seflalan la necesidad de realizar mas experimentos para confirmar si KETc7 es una proteina
parecida a las extensinas y profundizar en el conocimiento de la relacidn huésped - parasito.

Con base en estas consideraciones resulta de interés realizar la experimentacién necesaria para confirmar que
KETc7 es una extensina. Asi, seria de necesario realizar diferentes experimentos in vitro, en que se pongan en
contacto, tanto células de cisticercos como cisticercos completos, con anticuerpos o—~KET¢7 asi como o~
extensinas para observar su efecto en el desarrollo de los mismos. También seria interesante averiguar si la
expresion de esta proteina se ve regulada por su interaccion con el hospedero.

Existen muchos factores que intervienen en que un parasito pueda establecerse en el hospedero. Si se
considera a la parasitosis como una interaccion constante, entre dos organismos que compiten por un mismo
ambiente, situacién que se puede comparar con el efecto de las heridas que le causa un insecto a una planta,
en que participan las extensinas como elementos de la respuesta al dafio; en ambas interacciones, los
participantes tienen que poner en juego un sistema de comunicacion que haga posible establecer y mantener
fa condicion de parasitismo. ,Cudnto se sabe sobre el proceso de la coevolucion de estas interacciones? ;Se
trata de interacciones genéticamente compatibles ¢ incompatibles? ;Se podria suponer que la proteina nativa
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de la que se tiene un fragmento que se ha denominado KETc7, participe en algunos de los fendmenos que
tienen lugar durante el desarrolle del cisticerco, pero que ademas, intervenga activamente en el proceso de
defensa de este parsito? Como ocurre por lo general en la investigacion cientifica, la realizacién de este
trabajo originé mds interrogantes de las que se tenfan en un principio, por lo que serd necesario realizar varios
experimentos para tratar de contestar las nuevas preguntas y resolver las hipdtesis correspondientes.
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Conclusiones

Los péptidos GK-1 y GK-2 son epitopos compartidas por varios parasitos,
El péptido GK-1 se localiza en todos las fases de desarrollo de T. sofium y en cisticercos de T. crassiceps.

Las curvas de competencia con el péptido GK-1 soluble y unido a la placa, al parecer, son compatibles la
presencia de dos poblaciones de anticuerpos con diferentes afinidades en los sueros policlonales 0-GK-1 de
conejo.

El péptido GK-1 se reconoce desde los primeros dias de infeccién en ratones parasitados con cisticercos de T.
crassiceps.

El antigeno KETc¢7 es similar a las proteinas DRPLA y a las extensinas, principalmente por su alto
contenido en prolina.

Se puede proponer que el antigeno KETc7 pertenece a la familia de las extensinas, si se considera que
contiene secuencias repetidas caracteristicas de las mismas.

Es posible que el antigeno KETc¢7 participe en fendémenos de reconocimiento en la interaccion huésped -
parasito y probablemente también en el desarrollo del parésito.



Perspectivas

e Encontrar el gen completo del antigeno KETc7 que codifica para la proteina de 56 kDa.

« Hacer un andlisis de secuencia de la proteina completa.

o Conocer la capacidad protectora de la proteina completa.

e Localizar la proteina nativa en tenias, cisticercos y huevos.

e Utilizar al péptido GK1 para probar su proteccion en contra de otros pardsitos.

o Utilizar anticuerpos o-extensinas para verificar su reaccion cruzada con el antigeno KETc7.

e Realizar experimentos de colocalizacién con anticuerpos o-extensinas y a-KETc7 para conocer si se trata
del mismo tipo de proteinas.

e Medir la produccién de radicales de oxigeno durante la parasitosis
» Conocer el papel que puedan tener las proteinas tipo KETc7 en otros parasitos.

¢ Conocer si existe alguna diferencia en la cantidad de KETc7 en cisticercos extraidos del SNC y del
-musculo.
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Apéndice 1

Proteinas DRPLA

Los genes DRPLA (Dentatorubral Pailidoluysian Atrophy) pertenecen a una familia que contiene una serie de
tripletes repetidos en forma continua, que al parecer se expanden y causan enfermedades neuropsiquiétricas. La
expansién de estos genes tiene como caracteristica el fendmeno de anticipacién, que significa que en cada
generacion se incrementa la severidad y se presenta en edades mas tempranas. Al menos tres desérdenes
neoropsiquidtricos son causados por repeticiones de tripletes inestables de varios genes. Distrofia mioténica
que consiste en una afeccién muscular progresiva. Las personas normales poseen de 5 a 30 repeticiones,
mientras que los pacientes con este desorden poseen cientos de ellas. La severidad de la enfermedad se
incrementa a través de las generaciones (anticipacion). El sindrome de X Fragil, encontrado comunmente en
personas que padecen retraso mental, es también causado por repeticiones de tripletes inestables, en este caso
una repeticién en el triplete CGG que se encuentra en un gen conocido como FMR-1; este desorden es
también conocido como “Paradoja de Sherman”. Finalmente, la enfermedad de Kennedy (X-linked spinal and
bulbar muscular atrophy) es causada por la expansion de la repeticién en el triplete CAG, dentro del primer
ex6n del gen de un receptor para androgenos.

Ademis, cabe sefialar que muchas enfermedades neuropsiquidtricas muestran caracteristicas de anticipacién, lo
que sugiere la presencia de repeticiones de tripletes inestables en genes desconocidos.

Para identificar y localizar a los genes con tripletes repetidos se utilizan sondas. Una de ellas se hizo con base
en secuencias repetidas del triplete CTG lo que resulté en que de 50 a 100 genes que contienen esta
repeticion se encuentran en el cerebro. Otros estudios se han realizado con los tripletes repetidos de CTG y
CCG y todas las proteinas encontradas se codifican en el cerebro humano. Estos tripletes codifican el
aminoacido prolina, lo que los hace tener homologia con KETc¢7. El nivel de homologia entre KETc7 y este
tipo de proteinas se ve reflejado en su composicion, ambas son ricas en prolinas lo que no es suficiente para
considerarlas de la misma familia.

Algunos de estos tripletes se expresan tanto en cerebro como en musculo esquelético. Es muy interesante,
que a pesar de que al parecer estas proteinas no tienen una clara relaciéon con KETc¢7, se expresen en lugares
donde preferentemente se alojan los cisticercos.

Extensinas

El 4rea que limita a la planta con el medio es vulnerable a patogenos y se ve muy afectada ante condiciones
adversas del ambiente. Para sobrevivir en un medio ambiente variable, se necesita responder rapidamente a
los estimulos externos que pueden provenir tanto de otros organismos o de cambios en las condiciones
ambientales.

Las plantas utilizan éstas sefiales ambientales como sefiales que regulan su desarrollo. Una de las
caracteristicas sobresalientes de este fendmeno, es su plasticidad, es decir, su regulacién no estd restringida a
los estados embrionario y juvenil del ciclo de vida de la planta, sino que es un proceso continuo asociado
con el crecimiento o bien con las situaciones de emergencia o estrés.

Para cada interaccion que la planta experimenta, existe un mecanismo de accidén a seguir (Lamb ef al., 1989).
En algunas interacciones especificas, después de que se intenta infectar a la planta, una serie de sedlales
moleculares determinan si la interaccidn es compatible o incompatible. En una interaccién incompatible
(huésped resistente, patégeno avirulento), se presenta un reconocimiento molecular temprano, seguido de una
expresion rapida de la respuesta de defensa. En una interaccion compatible (huésped susceptible, patogeno
virulento), el patdgeno escapa del sistema de defensa y se presenta la enfermedad (Lamb ef al., 1989; Dixon
et al., 1994).

Para poder entender mejor el mecanismo de defensa de las plantas, las proteinas se han separado en tres
grupos (Bowles, 1990), segun a funcién que realizan:

1. Productos que cambian directamente las propiedades de la matriz extracelular ya sea
a) Fortaleciendo.



b)
©)

a)
b)

)
&)

3
a)

Reparando.
Alterando el ambiente de la pared.

Proteinas estructurales
Proteinas ricas en hidroxiprolina HPRP.
Glicoproteinas ricas en hidroxiprolina HRGP.

* Extensinas
* Proteinas repetitivas ricas en prolina (RPRP)
* Nodulinas
HRGP, Clicoproteinas de goma ardbiga (GAGP)

* Proteinas arabinogalactanicas (AGP)

‘* Lectinas (modulos de lectinas unidos a extensinas)

Proteinas ricas en prolina PRP o nodulinas tempranas (Showalter, 1993).

Proteinas ricas en glicina GRP. (Se acumulan en respuesta a la invasion de patogenos y a las heridas).
Enzimas que participan en la construccion o modificacion de otros polimeros de la pared, lignina,
suberina, etc.

Proteinas relacionadas con la defensa
Tienen actividades antimicrobianas, catalizan la sintesis de productos antimicrobianos.

Proteinas estructurales.

Son proteinas que alteran las propiedades de la matriz extracelular, ya sea por cambiar su composicion o ¢l
nimero de asociaciones interpoliméricas covalentes y no covalentes,

HPGP

E!l papel fundamental de estas proteinas en el autoensamblaje y extension de la pared celular recae en sus
propiedades quimicas, que dependen de:

Modificaciones postraduccionales: hidroxilacion, glicosilacion y entrecruzamiento
Rigidez intrinseca
Contacto multipuntual entre superficies complementarias

Sitios funcionales pequefios

La union de hidroxiprolinas a la pared celular de las plantas fue investigada desde 1960. Debido a la
insolubiiidad del peptidil de hidroxiprolina, llamado extensina por Lamport, acoplado a una composicion de
aminodcidos poco usual, su aislamiento y caracterizacion ha resuttado muy dificil.

Caracteristicas de las extensinas

Son proteinas estructurales intimamente ligadas a la organizacion de componentes arquitectonicos de la
pared celular { McNeil ef al., 1984; Chen y Vamer, 1985)

Tienen un papel importante en la organizacion de la pared celular primaria; en el desarrollo de la planta y
en la resistencia a enfermedades.

Se acumulan en respuesta a la invasion de patdgenos y a las heridas. (Lamb et a/., 1989; Bowles, 1990;
Brady et al., 1996; Wojtaszek et al., 1997, Wycoff ef al., 1965).

Son proteinas bsicas, altamente glicosiladas (Bowies, 1990).

Se sintetizan dentro de la célula y son secretadas como mondmeros solubles hacia la pared de la matriz,
donde progresivamente se insolubilizan hasta formar una red muy entrecruzada, de manera similar a como
ocurre con las proteinas de la matriz extracelular de las células de los animales, como por ejemplo con
las colagenas.
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Una causa probable de la insolubilizacién de las extensinas es la formacién de isoditirosina (Idt), un
dimero de tirosina. Se sugiere que la Idt sirve para entrecruzar intramolecularmente diferentes polipéptidos
de extensinas, gracias al dominio YKYK y YYYK. YVYK (Chen y Vamer, 1985; Kieliszewski y
Lamport, 1994),

Poseen la secuencia X—Hyp, (Ser - Hyp,). Su origen se remonta a los  Protoctistas, lo que obscurece su
afinidad filogenética a una sola familia de extensina-HRGP, debido a lo divergente de sus secuencias. Se
proponen algunas series filogenéticas que van desde los RPRP bdsicos muy poco glicosilados, hasta los
AGP acidos altamente glicosilados. Existen una serie de secuencias concense o motivos que se repiten a
lo largo de estas proteinas, asi como sitios funcionales y codigos postraduccionales (Kieliszewski y
Lamport, 1994).

Tienen un punto isoeléctrico (pl) elevado y una estructura de vara o varilla y se reconocen por la
secuencia Ser-Hyps. Cada Hyp posee un bloque de tetrarabinosa que le da rigidez a la proteina (Brady,
1996).

Posecen secuencias repetidas que actlan como sitios de reconocimiento para entrecruzamientos, para
cnzimas glicosilantes o para interacciones iénicas con otras proteinas y polisacdridos (Brady, 1996).

La hidroxilacidn es un fendmeno postraduccional que se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico rugoso
gracias a las prolil hidroxilasas (Bowles, 1990).

Estan codificadas por una superfamilia de genes, y se ha sugerido que también se presenta la edicién
alternativa de los ARNm codificados por un solo gen (Bowles, 1990).

La expresion de los genes de estas proteinas esta regulada tanto por el desarrolio como por estimulos
ambientales (Wycoff er al., 1995).

En ciertas especies de plantas la induccion depende del tejido (tejido especifico) y la regulacién de la
transcripcién de los genes de las extensinas es tejido especifica y la cantidad que se produce, depende del
estimulo y del tejido (Brady, 1996).

Parece existir una regulacion temporal de los genes para dichas proteinas que depende de la seflal que se
presente (Bowles, 1990).

Participan en diversas interacciones incompatibles que producen un entrecruzamiento oxidativo de las
HPRP, en el frijol se han aislado tres de elias (Bradley er al., 1992; Wojtaszek er al., 1997). Se ha
encontrado que la ovoperoxidasa (enzima responsable de! entrecruzamiento de la cubierta proteica de los
huevos del erizo de mar), es activada de manera similar por un incremento en el pH del compartimiento
exiracitoplasmico (Wojtaszek et al., 1997).
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Apéndice 2

Reactividad de anticuerpos o-GK-1 en contra de las diferentes etapas de desarrollo de T, grassiceps y T.
solium

Tabla XI Comparacioén entre todos los grupos.

Origen de las variaciones  SC gl CM F Probabilidad Valor critico para F

Entre grupos 3.4299 6 0.5717 91.707 4.8561E-39 2.1879
Dentro de los grupos 0.6420 103 0.0062
Total 4.0720 109

Tabla XII Comparacién entre membranas de T. solium. y T. crassiceps.

Origen de las variaciones  SC gl CM F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0868 1 0.0868 19.4237 [.2341E-04 4.1709
Dentro de los grupos 0.1341 30 0.0045
Total 0.2209 31

Tabla XII Comparacién entre fluidos vesiculares de T. solium.y T, crassiceps.

Qrigen de las variaciones SC gl CM F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0103 1 0.0103 1.6520 2.0438E-0l 4.0266
Dentro de los grupos 0.3234 52 0.0062
Total 0.3337 53

Tabla XIV Comparacién entre distintos compartimientos de T. selium.

Origen de las variaciones  SC gl CM F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0306 2 0.0153 2.2633 0.1148 3.1866
Deatro de los grupos 03311 49 0.0068
Total 0.3617 51

Tabla XV Comparacién entre distintos compartimientos de T, crassiceps.

QOrigen de las variaciones SC gl CM F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0639 1| 0.0639 16.6228 0.0002 4.0617
Dentro de los grupos 0.1692 44 0.0033

Total 0.2331 45
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