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1. RESUMEN

El objetivo general de este trabajo es expresar antigenos de Taenia
crassiceps en la superficie del fago filamentoso M13 e identificar fagos
recombinantes, mediante ensayos de bioseleccion, para evaluar su potencial en
el diagnostico de la neurocisticercosis (NCC). Para esto, se construyd una
biblioteca de ADNc de T. crassiceps expresada como fusion en el amino terminal
de la proteina VIII (pVIll) del fago filamentoso M13. Se realizaron tres
bioselecciones utilizando un suero de ratén inmunizado con extracto total de
Taenia solium o un ‘pool' de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes
diagnosticados con NCC. Asi mismo, se escogieron ocho clonas al azar de
cada bioseleccion para analizarlas en ensayos de ELISA con el suero de ratén

inmunizado y LCR con los que fueron originalmente seleccionadas.

En ELISA, los fagos seleccionados tuvieron bajas reactividades con el
suero de raton inmunizado y un ‘pool’ de LCR de pacientes con NCC,
mencionados antes. Sin embargo, cuando se formaron grupos de clonas
pertenecientes a la misma bioseleccion y analizaron con LCR de pacientes con
NCC, el ‘pool’ 1, formado por ocho clonas escogidas en la bioseleccion 1, tuvo
un valor de casi la mitad (43%) con respecto al control positivo (extracto total de
T. solium) en ese ensayo. Hasta el momento, once secuenciaciones de insertos
de fagos recombinantes han sido completadas (siete clonas de la bioseleccién 1,
una clona de la bioseleccidon 2 y cuatro clonas de {a bioseleccion 3) y siete (64%)
se expresan como fusiones en el amino terminal de pVill en M13. Estas
secuencias se analizaron a nivel nucledtido y a nivel aminoacido y encontraron
homologias con genes y proteinas de varios organismos. Asi mismo, se
encontrd una secuencia de ocho aminoacidos (PNSARAAR) que presentaban
dos fagos recombinantes seleccionados. Este es el primer reporte que describe
la construccion de una biblioteca de ADNc expresada como fusién en el amino
terminal de pVIll en M13 y su utilizacién para seleccionar fagos recombinantes

con potencial para diagnosticar NCC.




2. INTRODUCCION

Taenia solium es un platihelminto cuyas larvas (cisticercos) pueden
alojarse en el sistema nervioso central (SNC) causando neurocisticercosis
(NCC) en humanos (1). También, pueden localizarse en érganos como los ojos,
musculo esquelético, corazoén, lengua y peritoneo provocando cisticercosis (CC).
La NCC es la causa mas comun de transtornos serios en el SNC en regiones
endémicas, paises en vias de desarrollo, y responsable de al menos 50000
muertes al afio (2) en América Latina, Africa, Asia y otras regiones del mundo
donde prevalencen condiciones de vida insalubres. Ademas, la NCC es una
enfermedad re-emergente en paises industrializados debido a la migracién de

personas provenientes de paises endémicos (3).

2.1 Taenia solium: Morfologia y Ciclo de Vida.

Taenia solium pertenece al orden Ciclophyllidea y a la familia Taeniidae.
En la tenia adulta se pueden distinguir las siguientes estructuras: un escélex
provisto de cuatro ventosas y un rostelo con ganchos, un cuello delgado y poco
segmentado y el estrobilo (2 — 4 m) formado por segmentos denominados
proglétidos (800 - 1000) donde se encuentran los 6rganos genitales masculinos
y femeninos. El grado de madurez del sistema reproductor permite identificar
tres tipos de proglotidos: inmaduros que se encuentran cerca del cuello y cuyos
6érganos son visibles pero no funcionales, maduros donde el aparato reproductor
es funcional y los gravidos que estan mas alejados del escdlex y repletos de
huevos fértiles en el utero (4, 5). Su ciclo de vida involucra al cerdo como
huésped intermediario y al humano como huésped definitivo. ElI hombre puede
infectarse al ingerir carne de cerdo contaminada con cisticercos vivos vy
desarrollar teniasis. Asi mismo, puede ingerir huevos fértiles, por el mecanismo

mano-ano-boca, y desarrollar cisticercosis.




El ciclo se cierra cuando el cerdo ingiere huevos presentes en las heces
de humanos infectados por la tenia adulta (figura 1). Se ha calculado que una
tenia puede liberar de 1-5 progiétides al dia y que cada proglétide produce
aprox. 50000 - 60000 huevos fértiles (2, 4). Los huevos de la tenia son muy
resistentes a las diferentes condiciones ambientales, se ha reportado que

pueden ser viables hasta por 8 meses en climas hiumedos y célidos (2).
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Figura 1: Ciclo de vida de Taenia solium.
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En el intestino humano o porcino, la oncosfera conocida como embrién
hexacanto, provista de seis ganchos y varias capas protectoras, es liberada del
huevo por los jugos digestivos, atraviesa la pared intestinal y, por via sanguinea,
se establece en varios 6rganos donde se convierte en larva o cisticerco (4, 5). El
cisticerco es una vesicula llena de fluido que esta formada por. la pared
vesicular, compuesta por tres capas, un escolex que tiene cuatro ventosas y un

rostelo con ganchos y un estrébilo rudimentario que incluye el canal espiral (4).




2.2 Manifestaciones Clinicas y Tratamiento.

La infeccion por la tenia adulta, es en la mayoria de los casos,
asintomatica aunque puede ocasionar algunos sintomas gastrointestinales en el
huésped. Las manifestaciones clinicas mas severas son ocasionadas por la
presencia de larvas en el SNC. Aunque los sintomas de la NCC son variados e
inespecificos, el sintoma mas comun es epilepsia y se manifiesta por la
ubicacion de cisticercos en el parénquima del cerebro. También puede
presentarse hipertension intracraneal, relacionada con la falta de circulacion del
liquido cefalorraquideo (LCR) o por la obstruccion de su absorbcion, asociada
con la presencia de larvas en el espacio subaracnoideo. En Ia forma severa de
NCC se encuentran cisticercos necroticos rodeados por infiltrado celular,
algunas lesiones presentan linfocitos, macréfagos, células gigantes
multinucleadas y algunos eosinodfilos. En la forma benigna de NCC se presentan
cisticercos calcificados con un infiltrado celular escaso (1, 4). El pleomorfismo
clinico manifestado por la NCC esta relacionado con el numero de larvas,
localizacion, edad y género del paciente, asi como, la respuesta inmune de cada

individuo evocada contra los cisticercos.

Los medicamentos, prazicuantel y albendazol, han sido muy eficaces en
combatir la cisticercosis en humanos y cerdos. La primera aumenta la
permeabilidad de la membrana del parasito provocando una pérdida de calcio
intracelular y el albendazol causa la degeneracion de los microtubulos en el
cisticerco (6). En México, el 85% de los cisticercos en el parénquima del cerebro
son destruidos con una dosis de albendazol, aprox. el 75% son eliminadas con
una dosis de prazicuantel y el 95% si ambos son empleados por separado (1).
El empleo de estos medicamentos aumenta la reaccién inflamatoria alrededor
del cisticerco en el SNC, para controlar esta reaccidon se administran anti-
inflamatorios (corticoesteroides). El tratamiento dependera del ndamero,
focalizacion de cisticercos y la respuesta del paciente ante los medicamentos

administrados.




2.3 Diagnéstico de NCC.

La heterogeneidad en la manifestacion de NCC dificulta su diagnoéstico
basado en datos clinicos. Actualmente, la tomografia computarizada (TC) y la
resonancia magnética (RM) son los métodos utilizados para diagnosticar casos
donde se sospecha de NCC. La TC permite visualizar formas activa e inactiva
de NCC, mientras que la RM detecta las lesiones en la base del cerebro, en los
ventriculos y en fa médula espinal, asi como también, permite evaluar la
reaccion inflamatoria alrededor del cisticerco (1). Desafortunadamente, en
regiones endémicas, estos métodos son poco accesibles, poseen un alto costo y
requieren de personal capacitado. Varios grupos de investigacion se han
enfocado en el disefio de inmunodiagndsticos para minimizar los costos del
diagnostico actual. Sin embargo, la reactividad cruzada con antigenos de otros
parasitos, [a dudosa representatividad de antigenos, la discriminacion entre
formas activa e inactiva de NCC vy ia exclusion entre la NCC vy la cisticercosis en
otras partes, son problemas que no resuelven, en su totalidad, las técnicas
disefiadas hasta el momento (1). En la actualidad, el ensayo de ELISA
(Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay) y el ensayo serolégico denominado
EITB (enzyme-linked immunotransfer blot) con antigeno total o fracciones
purificadas de antigenos de T. solium, son los mas usados. Para ambos
ensayos se han reportado varios porcentajes de sensibilidad (porcentaje de
resultados positivos por el ensayo de un grupo de muestras confirmadas para
NCC) y especificidad (porcentaje de resultados negativos en el ensayo de un
grupo de muestras utilizadas como control) (7, 8). Las diferencias entre la
sensibilidad y especificidad para estos ensayos dependen de las muestras
utilizadas en cada trabajo, ya que, se han observado reacciones cruzadas con

muestras provenientes de pacientes con otras infecciones helminticas.




Se ha reportado que EITB puede diagnosticar pacientes con lesiones
multiples (>2 cisticercos) (6, 9). Esta técnica utiliza una mezcla de antigenos de
T. solium que es dificil de obtener sin equipo sofisticado. En un estudio
realizado por Correa y cols. compararon los ensayos de ELISA e EITB para
diagnosticar NCC, y demostraron que EITB es mas sensible que ELISA
especialmente cuando se utiliza con suero. Asi mismo, encontraron que ambas
técnicas son mas sensibles para detectar casos con muiltiples cisticercos vivos

que casos con un cisticerco vivo o lesiones calcificadas (10).

En los ultimos afos se han blUscado otras fuentes de antigenos para
diagnosticar NCC. La obtencién de antigenos de 7. solium es dificil y laboriosa,
ya que la unica fuente proviene de cisticercos en carne de cerdo infectada.
Algunos estudios describen el disefio de inmunodiagndsticos sustituyendo
antigenos de T. solium por aquellos de Taenia crassiceps (8, 11, 12, 13, 14). En
un reporte, utilizando ensayos de ELISA, ambas mezclas totales de antigenos
detectaron la NCC en muestras de LCR de pacientes enfermos mientras que no
reaccionaron con las muestras de pacientes control (8). Otro reporte analiza la
eficacia de los diferentes inmunodiagnosticos como fijacion de complemento,
ELISA y Western blot para detectar la NCC usando antigenos de T. crassiceps y
T. solium en LCR (11). Actualmente, para la obtencion de antigenos de T.
crassiceps se cuenta con un modelo murino donde los cisticercos se reproducen
asexualmente en el peritoneo del raton. De esta forma se pueden obtener
antigenos, no relacionados a T. solium, que pueden detectar la NCC en

muestras de LCR y suero de pacientes.




2.4 Expresion de antigenos en la superficie del fago filamentoso M13 y su

aplicacion en el inmunodiagnostico de NCC.

En el 80 -~ 90% de los casos con NCC se encuentran anticuerpos en
suero y LCR. Al menos 50 bandas electroforéticas han sido detectadas en
Western Blot utilizando antigeno total de T. solium y muestras de pacientes con
NCC (1). Sin embargo, hay un 10% de pacientes confirmados con NCC que no
presentan anticuerpos al momento del ensayo, mientras que los pacientes con
NCC serolégicamente negativos presentan una lesion o algunas lesiones
calcificadas. La presencia de anticuerpos en suero y LCR ha permitido
desarrollar varios inmunodiagnésticos para NCC, sin embargo, hay problemas
(la reactividad cruzada con infecciones parasitarias no relacionadas a NCC,
poca representacion de los antigenos empleados, falta de discriminacion entre
formas activa e inactiva de NCC y exclusion entre la NCC vy la cisticercosis en
otras partes) que no han sido resueltos. De aqui surge la necesidad de
identificar y caracterizar epitopos o antigenos especificos con el fin de mejorar
los ensayos existentes. El escaso conocimiento que se tiene acerca de los
genes de este parasito y su organizacién limitan esta buasqueda.
Recientemente, Manoutcharian y cols. han identificado: una secuencia de un
antigeno partir de una biblioteca de ADNc de T. crassiceps (15), asi mismo, hay
otros reportes que describen el perfeccionamiento del ensayo EITB utilizando
antigenos recombinantes obtenidos de una biblioteca de ADNc de T. solium (16,
17). En el presente trabajo se pretenden expresar antigenos de 7. crassiceps en
la superficie del fago filamentoso para después evaluar los fagos recombinantes
en ensayos de bioseleccion y determinar su potencial para diagnosticar NCC.

La estrategia consiste en emplear la técnica de Phage Display que permite

expresar hasta 10° diferentes péptidos, proteinas o fragmentos de anticuerpos
(Fab o scFv) fusionados al gen de la proteina lll (plil) o al de la proteina Vill
(pVII) en la superficie del fago filamentoso M13 (18, 19, 20, 21).




La primera biblioteca de péptidos descrita fue de Scott y Smith (22).
Actualmente, esta técnica ha permitido estudiar las interacciones de varios
complejos como aquellos de antigeno-anticuerpo o ligando-receptor ademas de
resuitar Gtil para la expresion de fragmentos de genes individuales o del genoma

completo de varios organismos (23, 24, 25, 26).

Las bibliotecas construidas, en los diferentes trabajos, fueron sometidas a
un ensayo de bioseleccidon denominado ‘biopanning’ que consiste en colocar el
fago recombinante con moléculas blanco (anticuerpos, proteinas, péptidos, etc)
para permitir la interaccion de ambos. Los fagos que tienen gran afinidad por la
molécula blanco son eluidos y amplificados para someterlos a una nueva
bioseleccidén. Las ventajas que tiene este sistema de expresidon y bioseleccion

son: selecciona fagos recombinantes con afinidad por el blanco a partir de una

poblacién de hasta 109 diferentes fagos recombinantes en un procedimiento facil
y rapido, ademas, se obtiene una poblacion enriquecida de fagos recombinantes
con afinidades por la molécula blanco. Una caracteristica de este sistema de
expresion es que permite identificar epitopos, relacionados con el antigeno
estudiado, y mimotopos, que son secuencias no relacionadas con el antigeno
original pero que son capaces de mimetizar la unién original del antigeno con su
epitopo. EIl potencial de este sistema es grande y ha despertado gran interés
para utilizarlo con ADN complementario (ADNc). Sin embargo, es imposible
clonarlos directamente en el extremo 5’ del gen /Il o gen Vil de M13 por los
codones de terminacion, la cola poli-A y las regiones no traducibles en sus
extremos 3'. Crameri y cols. generaron el vector de expresién pJufFo, basado en
la interaccion de los ‘zippers’ de leucina de Jun y Fos, que les permitid expresar
ADN complementarios fusionados indirectamente a plil (27, 28). Los zippers de
leucina interacttan con gran afinidad para mantener estable al complejo AP-1,

formado por Jun y Fos.




Otra estrategia describe la expresion de ADNc mediante la fusion directa
al carboxilo terminal de la proteina VI (pVI) en la superficie del fago (29), el
carboxilo terminal de esta proteina esta orientado hacia la superficie del fago. En
el presente trabajo se evalué una biblioteca de ADNc de T. crassiceps con el fin
de identificar fagos recombinantes cuyas secuencias recombinantes codifiquen
antigenos que puedan tener la capacidad de diagnosticar la NCC en muestras
de suero y LCR de pacientes. La biblioteca de ADNc se expresa en el amino
terminal de pVIII en la superficie del fago filamentoso M13. El amino terminal de
esta proteina queda expuesto en fa superficie del fago, facilitando la interaccion
del antigeno recombinante con la molécula blanco en un ‘biopanning’. La
ventaja de clonar ADNc en pVili es que los fragmentos recombinantes seran
expresados en mayor numero de copias a diferencia de otras proteinas del fago
(si se clona en plll o pVI se obtendran menos de cinco copias). Para construir la
biblioteca se eliminaron las regiones no codificadoras y la cola poli-A del ADNc
utilizando una exonucleasa. Después de amplificar los diferentes ADNc por
PCR, se clonaron unidireccionalmente en un fagémido. Los fagémidos estan
formados por un origen de replicacion del fago, la sefial de empaquetamiento del
fago filamentoso, el origen de replicacion del plasmido, un gen que codifica para
alguna proteina de la superficie del fago (plll, pViil, pVl) y algunos genes
resistentes a la accion de antibidticos (ampicilina, tetraciclina). En este caso, los
diferentes ADNc se clonaron en pG8SAET (30) que tiene el gen VIil que codifica
para la proteina pVlll de la capside del fago. Para obtener esta biblioteca de
fagos recombinantes se utilizd un fago ayudador que activa el origen de
replicacion del fago en el plasmido y provee todas las proteinas restantes para
formar la capside del fago, incluyendo pVIll silvestre. Por lo tanto, los fagos
recombinantes tendran una mezcla de proteina pVIil silvestre y recombinante.
En este sistema una de nueve clonas puede expresar ADNc en el marco de

lectura correcto.




La expresién de antigenos de T. crassiceps en la superficie del fago
filamentoso M13 ofrece una alternativa viable para identificar antigenos que
especificamente puedan diagnosticar la NCC. La estrategia de expresion y
bioseleccion, realizadas en el presente trabajo, constituyen una estrategia con
alto potencial en la aplicacion de un inmunodiagnéstico para NCC utilizando

fagos recombinantes.
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3. OBJETIVO GENERAL

Expresar antigenos de Taenia crassiceps en la superficie del fago
filamentoso M13 y evaluar los fagos recombinantes seleccionados en las
bioselecciones para determinar su potencial diagnéstico en NCC.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a. Construir una biblioteca de ADNc de Taenia crassiceps expresada
como fusion al amino terminal de la proteina Vill (pVIll) en la superficie
del fago M13.

b. Realizar bioselecciones con un suero de ratén inmunizado con fluido
vesicular de cisticercos de Taenia solium y LCR de pacientes con
NCC.

c. Analizar las secuencias obtenidas de las clonas seleccionadas en las
diferentes bioselecciones.

d. Realizar ensayos de ELISA (Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay)
con las clonas escogidas utilizando suero de ratén inmunizado con
extracto vesicular de cisticercos de T. solium y LCR de pacientes con
NCC.




4. MATERIALES Y METODOS

A partir de una biblioteca de ADN complementario de Taenia crassiceps
(PSK) clonada en el fagémido pBluescript SK (15) se construyd una nueva
biblioteca (LPSK) cuyos insertos, tedéricamente, no presentan la cola de poli-A y
la regién no traducida en el extremo 3'. Estas modificaciones se realizaron de la.
siguiente manera: Aproximandamente 2ug de ADN de la biblioteca PSK, donde
originalmente fue clonado el ADNc en los sitios de restriccion EcoRI y Xhol, se
digirié con las enzimas Kpnl / Xhol (aprox. 1U de cada enzima). Las regiones no
deseadas (poli-A y no traducidas en el extremo 3’) se eliminaron con
Exonucleasa lll (GIBCO). Previamente se realizd un ensayo para monitorear la
degradacion del ADN con Exolli incubando 0.5 min, 1 min y 1.5 min. Para la
construccion de la biblioteca se incubdé por 1 min con Exolll para obtener
fragmentos no tan degradados como se observé con 1.5min de incubacion.
Cabe mencionar que el extremo 3' generado por Kpnli es resistente a la accion
de Exolll mientras que el extremo 5’, en el sitio Xhol, es susceptible. Los
extremos cohesivos se convirtieron en romos (blunt) con la nucleasa Mung/Bean
(GIBCO) y religaron en el sitio Kpni en el extremo 3' del plasmido.

La estrategia para expresar los diferentes insertos, en la superficie del
fago, consistié en fusionarlos al amino terminal de pVIll en M13 (este extremo
se encuentra expuesto en la superficie del fago mientras que el carboxilo esta
orientado hacia el interior). Para lograr esto, se amplificaron los insertos de
LPSK por PCR utilizando oligonucledtidos especificos (figura 2) con sitios de
restriccion internos, SnaBl y Ncol, para clonartos en el fagémido. Se realizaron
8 reacciones y los productos de PCR aparecieron como un barrido de muchas
bandas con diferentes tamafios. Este ADN se precipitd con etanol absoluto (ver
protocolos), se digiri6 con SnaBl y Ncol y eluyeron, de un gel de agarosa al 1%,
los productos que tuvieron un tamafio de 500 pb - 2.5 kb. Los fragmentos
eluidos se clonaron en el vector pG8SAET, digerido previamente con ambas

enzimas.




Oligonucledtidos Utilizados para Amplificar los Insertos en LPSK

Oligonucleétido 5’

5 GTTCGTACCATGGAGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTC 3’

Oligonucleétido 3'

5’ GTTCCATACGTACACTATAGGGCGAATTGG 3

Figura 2: Oligonucleétidos utilizados en PCR para amplificar los insertos en
LPSK. El oligonucledtido 5' contiene el sitio de restriccion Ncol (azul) mientras
que el oligonucledtido 3’ tiene SnaBl (rojo). La regidn verde en ambos indica la

secuencia de anclaje en los extremos 5’ (oligo 5') y 3’ (oligo 3') del vector
pBluescript donde esta clonada esta biblioteca.

Cinco reacciones de ligacion se purificaron con el kit Concert Rapid PCR
Purification System (GIBCO BRL) y se electroporaron en células
electrocompetentes Escherichia coli cepa TG1 (New England BioLabs): A 45 pl
de células electrocompetentes se agregaron 2 ul de ligacion purificada. Las
células se colocaron en una celda (Eppendorf) fria y dejaron en hielo. Se
retiraron las burbujas de aire, que se pudieron formar al agregar las células,
usando agujas estériles. Las células se electroporaron y, rapidamente, se
agregé 1 ml de medio SOC (Invitrogen). Todas las electroporaciones se

colocaron en un tubo (Falcon) e incubaron a 37°C durante 1 h sin agitacion.
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La diversidad de la biblioteca se obtuvé sembrando, en cajas con medio
LB y ampicilina [100 ug/ml], 5 pl, 50 ply 200 pl del cultivo de células mencionado
antes (incubacion 37°C durante toda la noche). Para obtener las particulas de
los fagos recombinantes se agrego, al cultivo de células electroporadas, medio
LB con ampicilina [100 pg/ml] (incubacion 2 hrs a 37°C a 225 rpm). Parte de este
cultivo se infectd con fago ayudador M13KO7 (Invitrogen). El cultivo infectado
se amplificd a 37°C durante toda la noche (225 rpm) con medio LB, ampicilina
[100 ng/mi] y kanamicina [50 pg/ml]. La biblioteca de fagos recombinantes se
purificd y resuspendié en un volumen final de 200ut de TBS. Asi mismo, se
guardaron gliceroles del cultivo de células electropororadas no infectadas con

fago ayudador a —70°C y purific6 ADN que se guardé a ~20°C.

Con esta biblioteca se realizaron tres bioselecciones utilizando: a) Un
suero de raton inmunizado con extracto vesicular de 7. solium y b) LCR de

pacientes diagnosticados con NCC. EIl formato de dos bioselecciones consistid

en sensibilizar 4 o mas pozos de una placa de ELISA con un anticuerpo. .

monoclonal anti-IgG de ratén (Goat anti-mouse IgG Zymax). Estos pozos se

bloguearon con PBS 1X/ albiumina 2% y la biblioteca se agregé (1011 fagos /
pozo). Las clonas seleccionadas se eluyeron y neutralizaron. En la ultima
bioseleccién, 4 pozos de una placa de ELISA fueron sensibilizados con un
anticuerpo monoclonal anti-lIgG de humano (mouse anti-human IgG ZyMed), se
bloquearon con PBS 1X/ albumina 1%. En un tubo eppendorf se colocé la
biblioteca con el ‘pool' de LCR proveniente de pacientes con NCC y PBS 1X/
albimina 1%, 100ul de esta mezcla se agregaron a los pozos sensibilizados y
bloqueados. Los fagos seleccionados se eluyeron y neutralizaron. Finalmente,
se seleccionaron clonas al azar de cada bioseleccion y rescataron los fagos
recombinantes para analizarios en ensayos de ELISA usando el suero de raton
mencionado antes y LCR de pacientes con NCC. Los insertos de estas clonas
fueron secuenciados utilizando el estuche de Sequenase Quick-Denature
Plasmid Sequencing Kit (USB).
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5. RESULTADOS

La biblioteca de ADNc de T. crassiceps, expresada como fusion en el
amino terminal de pVIl en la superficie del fago, se construyé a partir de una
biblioteca denominada LPSK. Los insertos (ADNc) en esta biblioteca carecen de

las colas poli-A y las regiones no codificadoras en el extremo 3’ (figura 3).

ADNCc de T. crassiceps clonado en pBluescript en los
sitios EcoRl y Xhol.

EcoRI
Xhol

Smal \ k Kpnl
3' Vector pBluescript

La biblioteca fué digerida con Xhol / Kpnl y las
colas poli-A eliminadas con Exonlll. Los
extremos cohesivos fueron tratados con

nucleasa y religados en el sitio Kpnl.

5l - — —— 3)
EcoRI Kpnl
Exolll Amplificacion de los insertos por PCR,
digestion (fragmentos de 500 pb - 2.5 kb) con
\L SnaBl y Ncoal y clonacion en pG8SAET.

| Mung/Bean Nucleasa
\L \ Biblioteca de ADNc

SnaBl

Ligasa | —> LPSK ”"'°' . pG8SAET

Figura 3: Representacion esquematica de la construccion de la biblioteca de ADNc de T.

TESIS CON 15
FALLA DE QRIGEN




Los insertos en LPSK fueron amplificados por PCR y presentaron un
tamario de 200 pb — 2.5 kb. Aquellos de 500 pb — 2.5 kb fueron clonados en el
fagémido p8GSAET en los sitios SnaBl y Ncol (figura 4). Las reacciones de

ligacion fueron electroporadas en E. coli TG1 y la biblioteca rescatada tuvo una

diversidad de 1 x 106 clonas recombinantes.

Secuencia
Promotor E-tag Gen Vili

BT

Ncol SnaBl M131G
ori

3395pb

AMP R

Figura 4: Mapa del fagémido pGB8SAET. Este vector contiene el promotor
y la secuencia sefal de la proteina A de Staphylococcus aureus, una
secuencia que codifica para un péptido de 13 aminoacidos (E-tag) y el gen
de la proteina Vill de superficie del fago. El péptido se encuentra fuera de
fase con respecto a la secuencia senal y en fase con el gen VI, de esta
manera el péptido solo se expresara en clonas que tengan un inserto que
reestablezca el marco de lectura correcto. De acuerdo con un estudio
realizado por Frykberg y cols., este vector es capaz de disminuir la
seleccidn de clonas con insertos fuera de fase en una bioseleccion (30).

Se realizaron tres bioselecciones empleando un suero de ratéon
inmunizado con extracto vesicular de T. solium o un ‘pool’ de LCR de pacientes
con NCC. Las caracteristicas de las bioselecciones realizadas se resumen en la
Tabla 1.
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Bioseleccion

Antigeno

Preabsorcion

Amortiguador
de

elucién

Amortiguador
de

neutralizacion

Nlamero
de

rondas

Suero de
raton
inmunizado
con
extracto
vesicular de

T. solium

Glicina/HCI
PH2.2

TRIS Base

Suero de
ratéon
inmunizado
con
extracto
vesicular de
T. solium

Suero de
ratén
inmunizado
con TBS

Glicina/HCI
PH22

TRIS Base

Pool de
LCRs de
pacientes

con
neurocisti-

cercosis

Trietilamina

TRIS HCI

Tabla 1: Resumen de las diferentes bioselecciones realizadas con la biblioteca
de ADNc de T. crassiceps
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En las tres bioselecciones se obtuvieron los siguientes titulos de fagos

eluidos (Tabla 2).

Bioseleccién Input Output Ronda No. clonas
analizadas
1 43x10" | 2.8x10° 1 8
11 1
43x10
x1 4.9 x10°
2
1x 10" 5.28 x 107 2 8
43x10" | 1.13x10° 1
3
1x 10" | 5.035x107 2 8

Tabla 2:; Titulos de los fagos eluidos en las diferentes bioselecciones utilizando

la biblioteca de ADNc de T. crassiceps

En la segunda bioseleccion se observa un enriquecimiento de 10 veces

entre el titulo obtenido de la primera ronda y la segunda. En la bioseleccién 3, el

enriquecimiento fue de 100 veces entre la primera y segunda rondas. De cada

bioseleccion se picaron 8 clonas al azar y se analizo el tamafio de sus insertos
En la figura 5 se muestran los

por restriccion enzimatica con BamHl y Ncol.

diferentes insertos de las ocho clonas correspondientes a la bioseleccion 1,

como se puede observar el tamario de estos varia de 150 - 450 pb.
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3kb ——

500 pb

200 pb

A

1 234 567 8 9 1011 12 13 14

Figura 5. Gel de agarosa al 1% con las ocho clonas de la bioseleccion 1.
Lineas: 1, marcador de peso molecular de 1 Kb (GIBCO); 2-9, ocho clonas
digeridas con BamHI y Ncol; 10, fagémido pGB8SAET sin inserto no digerido; 11,
pGB8SAET digerido con Ncol; 12, pG8SAET digerido con BamHl; 13, pG8SAET
digerido con BamHI y Ncol; 14, marcador de peso molecular100 pb (Invitrogen).

Las clonas seleccionadas en las bioselecciones 2 y 3 tuvieron tamarios
muy similares a los mostrados en la figura 5. Las 24 clonas escogidas de las
tres bioselecciones se rescataron y, en la mayoria, se obtuvieron titulos de 1 x

1013, se realizaron ensayos de ELISA (Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay)
con el suero de ratéon inmunizado con extracto vesicular de T. solium y un ‘pool’
de LCR de pacientes diagnosticados con NCC, ambos utilizados en las
bioselecciones. En cada ensayo de ELISA, las clonas recombinantes y el fago
no relacionado se evaluaron por duplicado a una absorbancia de 405nm

(A405nm> ’
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El valor final para cada fago se obtuvo promediando el duplicado
correspondiente y el valor de corte, para considerar a una clona positiva, se
calculé obteniendo el promedio de los valores finales de cada clona (incluyendo
al fago control y el control positivo, extracto vesicular de T. solium) con un suero
de ratén inmunizado con TBS o un ‘pool de LCR de pacientes con otras
enfermedades neurolégicas y, sumando a este valor, tres veces la desviacion

estandar de los mismos valores.

En los ensayos realizados con las clonas pertenecientes a las
bioselecciones 1 y 2 se utilizaron el suero de ratéon inmunizado con extracto
vesicular de T. solium, mencionado antes, y un suero de ratdon inmunizado con
TBS. Los valores obtenidos, con ambos sueros, para el fago no relacionado
(control) fueron inconsistentes en cada ensayo efectuado, a pesar, de que se
apreciaban diferencias entre las reactividades de los fagos recombinantes con
estos sueros. Por la inconsistencia observada en los valores del fago control, no
se pudieron establecer diferencias estadisticamente significativas para los fagos

recombinantes.

Con las clonas pertenecientes a la bioseleccion 3 se utilizaron el ‘pool' de
LCR positivo para NCC, y un ‘pool' de LCR de pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas. En estos ensayos se obtuvieron reactividades muy
bajas, probablemente, como resultado de la concentracion utilizada, 1:160. De
las ocho clonas analizadas, siete (87.5%) fueron consideradas positivas
estadisticamente (Tabla 3). La diferencia entre los valores obtenidos por las
clonas y el fago no relacionado con los LCR positivo para NCC y LLCR con otras
enfermedades neurolégicas, indican que los fagos recombinantes positivos
reconocen anticuerpos especificos en el LCR positivo para NCC que no estan
presentes en el LCR con otras enfermedades neurologicas y, que esta diferencia
de reactividades, se debe al producto génico que expresan en la superficie y no
a la secuencia no relacionada expresada en la superficie del fago control.
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LCR positivo para LCR con otras enfermedades
Clona NCC neuroldégicas
Dilucién 1:160 Dilucién 1:160
31 0.176 0.024
32 0.151 0.021
33 . 0.181 0.021
34 . 0.179 0.018
35 0.199 0.020
36 ' 0.167 0.021
37 0.166 . 0.020
38 0.081 0.024
Fago control .16 0.084 0.022
Control Positivo 1.532 0.034

Tabla 3: Valores de las ocho clonas seleccionadas (31-38) en la bioselecciéon 3.
El control positivo utilizado para este ensayo fue extracto total de T. solium. Los
valores positivos estdan marcados en negritas.

Los resultados obtenidos en ELISA para las 24 clonas no eran esperados,
ya que tedricamente, las clonas deberian reconocer los anticuerpos, presentes
en el suero de ratén inmune o LCR positivo para NCC, con los que fueron
originalmente seleccionadas. Por esto, se realizaron mas ensayos de ELISA
para probar la reactividad de los fagos eluidos de cada ronda, y entonces,
descartar la posibilidad de una bioseleccion mal realizada. Por otro lado, se
probaron ‘pools’ de cada grupo de 8 clonas seleccionadas para analizar el
comportamiento de los fagos recombinantes en conjunto, ya que en forma
individual, todos reaccionaban poco con el LCR positivo para NCC (figura 6).
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El unico grupo de fagos recombinantes que no resulté positivo fue el ‘pool’
2, correspondiente a las ocho clonas escogidas en la bioseleccion 2. De los
grupos de fagos recombinantes considerados positivos, el pool 1 presento la
reactividad mas alta. El valor obtenido para el fago control se mantuvo por
debajo de los positivos. La dilucibn ocupada en este ensayo (1:200) es
realmente baja, ya que, en LCR se encuentra un bajo nivel de anticuerpos. Por
esta razén, el ensayo se repiti6 ocupando una dilucion 1:100 para observar el
comportamiento del ‘pool’ 1 y los grupos restantes de fagos recombinantes
considerados positivos, en este ensayo se incluyeron los fagos recombinantes

de forma individual obtenidos en las bioselecciones 1 y 3 (figura 7). Para los

grupos de clonas recombinantes se utilizaron 1010 fagos de cada clona. Como
se aprecia en la grafica, las clonas individuales de las bioselecciones 1y 3 y los
grupos de los fagos de las bioselecciones 2 y 3 presentaron una reactividad baja
pese al aumento en la concentracion de LCR. El ‘pool’ 1 aumentd su reactividad
dos veces en comparacion con el ensayo anterior (figura 6) y representé el 43%
de la reactividad obtenida por el control positivo en este ensayo . Este aumento
corresponde al incremento en la concentracion de LCR utilizada para este
ensayo. A nivel estadistico, los fagos 1, 2, 3, 4, 5, 7 (bioseleccion 1), 35
(bioseleccion 3) y ‘pool’ 1{ocho clonas de la bioseleccion 1) fueron considerados
positivos, el fago no relacionado GM45 se mantuvo por debajo de estos valores.
Para probar que tan eficiente es el ‘pool' 1 en identificar muestras positivas para
NCC de aquellas negativas, se realizaron ensayos de ELISA utilizando LCR de
pacientes candidatos a tener un diagnostico positivo para NCC y LCR de
pacientes candidatos a presentar un diagnéstico negativo (figura 8). A diferencia
de los LCR utilizados anteriormente, estos no tienen un diagndstico definitivo
para NCC, por esto, son pacientes candidatos. En este ensayo se utilizaron
ocho LCR de posibles pacientes con NCC, y tres (no. 2, 5, 6) resultaron positivos
estadisticamente. Los LCR de pacientes, candidatos a presentar un diagnéstico
negativo, no reaccionaron con el ‘pool’ 1. El fago no relacionado M13 no

reaccion6 con ningtn LCR.
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Figura 6: Ensayo de ELISA utilizando LCR positivo para NCC y LCR con otras enfermedades neurolégicas en
una dilucion 1:200 con los fagos eluidos (amplificados) y 'pools' de las clonas seleccionadas: 1bio2, primera
ronda de la bioselecci6n 2; 2bio2, segunda ronda de la bioseleccién 2; 1bio3, primera ronda de la bioseleccion
3; pool 1, ocho clonas de la bioseleccion 1; pool 2, ocho clonas de la bioseleccion 2; pool3, ocho clonas de la
bioseleccion 3; evTs, extracto vesicular de T. solium como control positivo y fago control (expresa una
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Figura 7: Ensayo de ELISA empleando el ‘pool’ de LCR positivo y ‘pool’ de LCR con otras enfermedades neuroldgicas
con fagos recombinantes individuales y en grupos: 1-8, representan ocho clonas de |a bioseleccion 1; 31-38, clonas
correspondientes a la bioseleccion 3; pool 1, grupo de las clonas de la bioseleccion 1; pool 2, grupo de clonas de la
bioseleccion 2; pool 3, grupo de clonas de la bioseleccion 3; evTs, extracto vesicular de T. solium; GM45, fago no

relacionado que expresa una secuencia no relacionada en el amino terminal de pVIIl en M13.
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Figura 8: Ensayo de ELISA con el ‘pool 1’ formado por seis clonas. LCR 1 — 8 representan muestras de pacientes
candidatos a tener NCC y LCR 9 — 12 son muestras de pacientes candidatos a no tener NCC. La dilucion utilizada para
los LCR fue 1:40. El control positivo fue extracto total de 7. solium (evTs) y el fago no relacionada fue M13 silvestre.
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Simultaneamente a los ensayos de ELISA, se secuenciaron los insertos
de todas las clonas escogidas. Al analizarlas, se encontré6 un artefacto de
clonacion, proveniente del vector pBluescript. Las secuencias se analizaron a
nivel nucledtido y aminoacido para encontrar alguna homologia, asi mismo, se
determiné si estos péptidos se expresan en el marco de lectura correcto en el
vector donde fueron clonados. En total, se han completado 11 secuenciaciones
de insertos de fagos recombinantes (siete clonas de la bioseleccion 1, una de la
bioseleccion 2 y cuatro de la bioseleccién 3) y 7 (64%) se expresan en la

superficie del fago filamentoso.

A continuacidbn se presentan las homologias a nivel nucleétido
encontradas para algunas clonas que se expresan en la superficie del fago
(figura 9). Se encontraron homologias con Solanum tuberosum, Schistosoma
Japonicum, Cavia porcellus y Echinococcus granulosus. El porcentaje de
homologia encontrado para las secuencias en estudio fue de 89 — 100%. Con
respecto el analisis de estas secuencias a nivel aminoacido, no se encontraron
resultados significativos en blastp (NCBI) utilizando la busqueda estandar. Sin
embargo, los péptidos en la figura 9 fueron sometidos a otro andlisis en blastp
utilizando la busqueda para encontrar homologias cortas y exactas. En la figura
10 se resumen los resultados de esta busqueda. El porcentaje de homologia
para las secuencias analizadas fue de 62 — 80%. Asi mismo, dos secuencias
obtenidas de fagos recombinantes, escogidos en la bioseleccion 1, presentaron
una secuencia de ocho aminoacidos (PNSARAAR). Esta secuencia fue
analizada en blastp para encontrar posibles homologias (figura 11). El
porcentaje de homologia encontrado para esta secuencia fue de 75 — 85% y los
péptidos homologos encontrados provienen de proteinas como: canales de Na+
presentes en los cerebros de ratén y rata, asi como también proteinas notch 4

presentes en los cerebros de humano y ratén.
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NEDIO 40 V114
NOD SISHL

Péptido Expresado en pVill del Fago M13

Homologia a Nivel Nucleétido
(No. de clonas con la misma secuencia)

(No. de Acceso, % de Homologia)

AADAPNSARAAR (1) GCAGCGGATGTGCCGAATTCGGCACGAGCGGCA
240 GTGCCGAATTCGGCACGAGCGGCA 263
Regidn codificadora de la proteina oxidasa ACC de Solanum tuberosum
(AY098939.1, 100%)
GTELVPNSARAAR (1)

GGCACGGAGCTCGTGCCGAATTCGGCACGAGCGGCA
54 GCTCGTGCCGAATTCGGCACGAGC 77

Regién no codificadora del gen de la triosafosfato isomerasa de Schistosoma japonicum
(U50847.1, 100%)

GTSEMHSLIALLALLAVVAVSAEENN (2)

GGCACGAGCGAGATGCATTCCCTC A TCGCCCTCCTCGCCCTCCTTGCTGTCGTCGCCGTCTCTGCTGAAGAGAACAAC
1001 CCTC C TCGCCCTCCTCGCCCTCCT 1024

Region codificadora de la proacrosina de Cavia porcellus
(Z212153.1, 95%)

GTRDVGGGGCQEGRWRCSRVV (1)

.| GGCACGAGGGATGTCGG CG GAGG T GGTTGTCAAG A AGGT C GATGGCGATGCTCTCGAGTTGGGGT

9 ATGTCGG TA GAGG C GGTTGTCAAG C AGGT G GATGGCGATGCTCTCGAG 56

Regidn codificadora del gen de la tioredoxina de Echinococcus granulosus
(AF034637, 89%)
Figura 9: Péptidos que se expresan como fusiones en el amino terminal de pVIll en M13. Las secuencias de
nucleétidos se analizaron en BLASTN (NCBI). En la figura se muestra el alineamiento de las secuencias en
estudio (rojo) con las secuencias homologas encontradas (azul). 27



Alineacion entre los péptidos expresados en pVIlI Homologia a nivel aminoacido
del fago M13 y los posibles péptidos homdlogos (No. de acceso NCBI, % de homologia)

AADA P N SARAAR

256 ADA L N AARAA 265 Proteina queA de Ia biosintesis de tRNA
ribosiltransferasa de Caulobacter crescentus (Q9A7Y2, 80%)

GT EL VPNS AR AAR

1267 GT GLI EV VPNS ET AAR 1282 Fosfatidilinositol 3 cinasa de
Dictyostelium discoideum (P54675, 62%)

GTSEMHS LI A LLAL L AV V AVSAEENN
108 LIVLLAL I AV | AVS 122 Serinproteasa periplasmica de Methanosarcina
mazei (AAM30562.1, 78%)

Figura 10: Péptidos homélogos encontrados para los péptidos que se expresan en pVIli del fago M13.
En negritas se muestran los péptidos en estudio mientras que las regiones homoélogas estan en azul.
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NOD SISAL

Homologia a nivel aminoacido

Alineacion entre la secuencia consenso
(No. de acceso NCBI, % de homologia)

y los posibles péptidos homélogos

PNSARAAR

1740 NNARAAR 1746 Proteina homéloga Notch 4 de ratén (P31695, 85%)

Proteina homoéloga Notch 4 de humano (hNotch4)

1745 NNARAAR 1751
(Q99466, 85%)

Subunidad a del canal de Na* independiente de

224 PNPARSAR 231
voltaje de ratén (Q61180, 75%)

1059 PNSAKTAR 1066 Canal de Na* del cerebro de ratén (P97445, 75%)

1107 PNSAKTAR 1114 Canal de Na® del cerebro de rata (P54282, 75%)

Figura 11: Alineacion entre la secuencia consenso y los péptidos homélogos encontrados. El péptido consenso
esta en negritas mientras que las regiones homalogas en los otros péptidos se muestran en azul.
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6. DISCUSION / CONCLUSION

La biblioteca de ADNc de T. crassiceps, construida en este trabajo, es la
primera en ser expresada directamente como fusion al amino terminal de pVI|
en el fago M13. En las tres bioselecciones realizadas, los insertos de las clonas
escogidas resultaron pequefios, un analisis previo mostré que el tamafio de los
insertos de la biblioteca sin seleccionar estaban entré 100 - 600 pb
aproximadamente. En un trabajo por Hoogenboom y cols., utilizando una
biblioteca de ADNc de una linea celular de cancer colorectal, expresada en la
superficie del fago (29), ocurrié lo mismo a lo reportado en este trabajo. Los
insertos de los fagos seleccionados resultaron mas pequefios que los insertos
analizados en la biblioteca antes de la bioseleccidon. Lo que se observa en
ambos trabajos puede ser el resultado de la seleccidn negativa que hub6 contra
fagos, que expresan proteinas grandes de T. crassiceps, en un ‘biopanning’.
Otra posibilidad es que algunas secuencias recombinantes generaron productos

toéxicos para la bacteria.

El criterio para evaluar los insertos de los fagos recombinantes, elegidos
en cualquier bioseleccion, consistid en analizar el marco de lectura en el vector
donde estan clonados y buscar homologias a nivel nucleétido y aminoacido. EI
64% de las clonas analizadas se expresan en la superficie del fago filamentoso y
el 36% restante requiere de un cambio en el marco de lectura, +1 o —1, para
expresarse. Cabe mencionar, que algunos fagos recombinantes, que fueron
clonados en el marco de lectura incorrecto, obtuvieron valores positivos en ios
ensayos de ELISA. La reactividad que muestran estos fagos indica que algunos
pueden expresar los insertos clonados fuera del marco de lectura correcto. Este
fendmeno ha sido descrito por Jacobsson y Frykberg quienes reportaron que las
clonas seleccionadas de una biblioteca genémica de Staphylococcus aureus
contra fibronectina, fibrindgeno o IgG presentaban saltos (frameshift) en el
marco de lectura en los extremos 5’ y 3' del inserto en el vector donde fueron

clonados (31).
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De acuerdo con estos autores, los hallazgos en este estudio indican que
el mecanismo traduccional necesario para la expresion de polipéptidos,
fusionados a plll o pVIll en la supefficie del fago, involucra ‘ribosomal slippage’.
En otro reporte, Mandecki et al describen el mismo fenémeno en clonas
seleccionadas de un ‘biopanning’ utilizando una biblioteca de péptidos (32),
ademas, reportan que las clonas seleccionadas con cambios en el marco de
lectura dependen del blanco (proteina, anticuerpos, etc.) con que fueron

seleccionadas.

Es probable que las secuencias seleccionadas de la biblioteca de ADNc
de T. crassiceps, incorrectamente clonadas en el fagémido pG8SAET, se
expresen en la superficie del fago por un cambio en el marco de lectura
‘frameshift’. Esto posiblemente ocurra con un fago recombinante escogido en la
bioseleccion 1 que tuvo un valor positivo en los ensayos de ELISA realizados y
que posee homologias a nivel nucleétido del 89% y a nivel aminoacido del 81%
con la region codificadora del gen de la tioredoxina de E. granulosus.
Probablemente, la reactividad observada en ELISA se deba a que una porcion
del amino terminal de la tioredoxina (18 aa) se exprese por saltos en el marco de
lectura del inserto en el vector donde esta clonado. De ocho clonas analizadas,
correspondientes a la bioseleccion 1, dos presentan una secuencia consenso de
ocho aminoacidos (PNSARAAR). Al analizar esta secuencia, se encontraron

posibles homologias correspondientes a un sitio de glicosilacién en la subunidad

o del canal de Na* independiente de voltaje del raton, regiones repetitivas ANK

4, ‘ankyrin repeats’, en las proteinas homologas Notch 4 en el ratén y humano

asi como también, posibles dominios citoplasmicos en los canales de Na*en los
cerebros de rata y raton. Hasta el momento, no hay reporte alguno que describa
la caracterizacion molecular y bioquimica de algun canal iénico en T. crassiceps
o T. solium. Sin embargo, hay estudios que han caracterizado las propiedades
de conductividad de canales idnicos presentes en E. granulosus (33, 34).
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A pesar de que no se cuenta con las secuencias de estos canales, la
secuencia de nucledtidos del consenso encontrado puede servir como sonda
para encontrar las secuencias relacionadas a canales ionicos presentes en T.

crassiceps o T. solium.

Por otro lado, para probar que tan eficiente es el ‘pool’ 1 en identificar
muestras positivas para NCC de aquellas negativas, se realizaron ensayos de
ELISA utilizando LCR de pacientes candidatos a ser diagnosticados con NCC y
LCR de pacientes candidatos a tener otras enfermedades neurolégicas, cabe
mencionar que en dos muestras se cuenta con diagnésticos definitivos. En
estos ensayos solo se utilizaron seis de las ocho clonas que originalmente
forman este ‘pool’. Las secuencias de las clonas eliminadas no se expresan en
la superficie del fago: una clona presenta un codén de terminacién a la mitad del
inserto mientras que otra se encuentra fuera del marco de lectura en el fagémido
donde esta clonada. En la figura 8 se presentan los resultados preliminares de
este ensayo, tres LCR de pacientes (no. 2, 5, 6), candidatos a tener NCC,
resultaron positivos estadisticamente con el ‘pool’ 1. El LCR no. 2 proviene de
un paciente con cisticercosis activa y fue reconocido por el control positivo,
extracto total de T. solium, y el ‘pool’ 1. En el resto de las muestras de pacientes,
con probable diagnéstico de NCC, el control positivo reaccion6é con algunas.
Esto se debe a que en estas muestras se encuentran pacientes que
probablemente no tienen NCC. Es importante sefialar, que cada paciente
manifiesta diferente la NCC y la diferencia en las reactividades con el control
positivo refleja la heterogeneidad de la infeccion. Por otro lado, el LCR no. 10,
proveniente de un paciente sin NCC con diagnostico confirmado, no reaccioné
con el control positivo ni con el ‘pool’ 1. Es probable que en este grupo de fagos
se presente un fendmeno de sinergia o cooperatividad, ya que los fagos
recombinantes individuales no mostraron una reactividad similar a la obtenida
por el grupo de éstos. Para evaluar con mas precision si este grupo de fagos es
capaz de identificar una infeccion activa de una pasiva se requieren mas

muestras bien catalogadas.
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En conclusion, es posible expresar una biblioteca de ADNc como fusion
en el amino terminal de pVIll en la superficie del fago M13. Las bioselecciones
permitieron identificar fagos que expresan péptidos derivados de 7. crassiceps,
dos secuencias de fagos seleccionados presentaron homologias a nivel
nucledtido con dos parasitos: E. granulosus y S. japonicum. Es importante
mencionar que hay pocas secuencias de genes reportados y caracterizados de
T. solium y T. crassiceps (35), y que las secuencias obtenidas en este trabajo
pueden utilizarse para caracterizar los genes a los que pertenecen. El potencial
que representa esta biblioteca de ADNc en el inmunodiagnéstico de NCC es
grande, en este trabajo se logré identificar un grupo de fagos recombinantes que
reaccionaron especificamente con un pool de LCR de pacientes con NCC.
Ademas, como lo muestran los resultados preliminares, probablemente, este
grupo de fagos pueda identificar muestras de pacientes que se encuentran en
una etapa activa de la infeccion. Sin embargo, hay que realizar mas
experimentos para evaluar la especificidad y sensibilidad de estos fagos. Asi
mismo, esta estrategia puede aplicarse con otras enfermedades. Finalmente, se
planea: a) buscar mas clonas usando la técnica de ‘screening’ en forma masiva
utilizando placas de cultivo y b) analizar y caracterizar las nuevas clonas como

se ha descrito en este trabajo (ELISA, secuenciacion, etc).
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8. PROTOCOLOS

8.1 PCR: Se realiz6 utilizando el Kit Ready-to-go PCR beads (Amersham) con

las siguientes cantidades:

Templado (LPSK)

Primer §' 5SKNCO (30 pmol)
Primer 3' 3SKSNA (30 pmol)
Agua destilada

1 pi [20 ng/pl]
5ul
5 pul

14 pl

25 pl

El programa de PCR comprendi6 los siguientes ciclos y temperaturas: 1 ciclo a

94°C durante 1 min, 30 ciclos a 94°C durante 30 seg y 1 ciclo a 72°C durante

3min.

8.1.1 PRECIPITACION DEL PRODUCTO DE PCR:

Producto de 8 reacciones de PCR
Acetato de Sodio 5 M (1/25)
Etanol absoluto (2.5 vol)

164 ul
17 ul
300 pl

481 pl

Incubacién 2 hrs a —20°C. Centrifugacion durante 15 min a 13.000 rpm. Se

lavéd dos veces con etanol 70 % frio y resuspendié en 20 pl de agua bidestilada.

8.1.2 DIGESTION CON LAS ENZIMAS SnaBl/Ncol (New England Biolabs -NEB) :

Producto de PCR precipitado 20 pl
Enzima SnaBI 2 ul(=1U)
Enzima Ncol 2 pl(=1U)
Buffer NEB 4 10X 5ul
BSA 100X 0.5l
Agua 20.5 ul
50 ul
Incubacion a 37°C durante toda la noche.
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FALLA DE QRIGEN 38

e ———— e e p o i e e




8.1.3 ELUCION DE ADN:

Se prepard un gel de agarosa al 1% y cargaron 50 ul de la digestion SnaBI/Ncol.
El gel se corrio a 100 V durante 43 min. Las bandas correspondientes se
purificaron con el Kit CONCERT Rapid Gel Extraction System (GIBCO). Se
resuspendieron en un volumen final de 80 ul de buffer TE. Las bandas
purificadas se verificaron en un gel de agarosa al 1 % (100 V durante 30 min) y

se calculé aprox una cantidad de 40 ng en 8 yl.

8.2 LIGACION: fagémido pG8SAET + ADNc 7. crassiceps digeridos con SnaBl/Ncol

Ligaciéon Vector digerido 0.6 ul [40 ng]
ADNc 10.8 pl [54 ng]
T4 Ligasa (NEB) 1 ul (0.5U)
Buffer de la ligasa T4 10X 2 pl
Agua 5.6 ul
20 pl
Control Ligacién Vector digerido 0.6 ul
T4 ligasa 1ul(0.5U)
Buffer de ia ligasa T4 10X 2l
Agua 16.4 pl
20 ul
Control del vector digerido
Vector digerido 0.6 pul
Agua 19.4 pl
20 ul

Incubacion durante 3.5 hrs a temperatura ambiente. Esta ligacion se verificd con

una transformacion quimica que se realiz6 de la siguiente forma:

WSTA TESES Wl

S R VRS W A A T
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1. A cinco alicuotas con 100 pl de células quimicamente competentes
preparadas con RbCI2 se agrego:

a. Ligacion aprox 3 ng

b. Control ligacidon aprox 3 ng
c. Vector digerido aprox 3 ng
d. Vector sin digerir aprox 3 ng

2. Incubacién por 30 min a 4°C. Choque térmico a 42°C durante 2 min.
Incubar 1 min a 4°C, agregar 900 pl de SOC e incubar 1 hr a 37°C.
Platear 250 ul en cajas con medio LB y amp [100 ug/ml] (incubacién toda
la noche a 37°C). Se contaron las colonias obtenidas de esta
transformacion:

Ligaciéon: 260

Control ligacién: 9

Vector digerido: 1
Vector sin digerido: Se cubri6 toda la caja y no se pudieron contar.

e oD

Se realizaron 4 ligaciones mas siguiendo la misma proporcion de vector:inserto
y juntaron con la primera ligacion hecha. Se realizé una transformaciéon quimica
para monitorear el nimero de clonas totales. Los numeros de las colonias

obtenidas no cambiaron con respecto a la transformacion descrita antes.

8.2.1 PRECIPITACION DE LAS LIGACIONES:

Ligacion total 57 pl
Agua 343 pl
Acetato de sodio 5 M (1/25) 16 ul
Etanol absoluto (2.5 vol) 1040 pl

1456 pi

Se incubd toda la noche a —20°C y centrifugé por 15 min a 13000 rpm. Se lavo dos
veces con etanol 80% frio e incub6 a temperatura ambiente por 56 min. Se

resuspendié en un volumen final de 50 pl de agua.
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8.3 PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES

Diluir 1:1000 un cultivo de células E. coli cepa TG1 crecido durante toda
la noche en 0.5 L de medio LB o 2YT. Incubar durante 4.5 hrs a 37°C a
225 rpm. Las bacterias necesitan una densidad éptica (OD 600) de 0.6-

0.8 para poder ser procesadas.

Distribuir el 0.5 L de medio en cuatro tubos frios y centrifugar a 5000 rpm

durante 10 min a 4°C.

Decantar el medio excepto aprox 2 ml de este y resuspender en hielo

suavemente el botén de bacterias.

Agregar un volumen de glicerol 10% frio. Centrifugar a 5000 rpm durante
10 min y decantar el glicerol excepto aprox. 2 ml, resuspender el botén de
células con el glicerol no decantado. Vaciar las células en dos tubos y

llenar con un volumen de glicerol 10% frio.

Centrifugar a 5000 rpm por 10 min a 4°C. Decantar el glicerol y con 2 ml
restantes resuspender el boton. Vaciar las células en un solo tubo y
llenar con un volumen de glicerol 10%. Centrifugar a 5000 rpm durante
10 min a 4°C. Decantar el glicerol y resuspender el botén en 1.5 ml de
glicerol 10% frio, alicuotar las células y congelar con hielo seco con

alcohol industrial. Guardar a ~-70°C.
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8.4 CELULAS COMPETENTES PREPARADAS CON RbCI2

Inocular una colonia de E. coli cepa TG1 en 10 mi de medio LB. Incubar
a 37°C durante toda la noche.

Diluir el cultivo (1:100) en 100 ml de medio LB.

Incubar a 37°C hasta alcanzar una absorbancia (OD 600) de 0.5.

Incubar en hielo por 10 min y centrifugar a 4000 rpm durante 10 min a
4°C.

Resuspender las células suavemente en 30 ml de solucién TFB-! fria.
Incubar en hielo durante 30 min y centrifugar a 4000 rpm por 10 min a
4°C.

Resuspender el botén en 4 ml de solucién TFB-Il. Hacer alicuotas de

100-200 ul y congelar en hielo seco con etanol. Guardar a —70°C.

8.5 PURIFICACION DE LA BIBLIOTECA

Centrifugar el cultivo con fago durante 10 min a 10000 rpm a 4°C. Aradir
% parte del volumen de PEG 40%/NaCl 5 M al sobrenadante e incubar
por 1-2 hrs a 4°C.

Centrifugar 15 min a 10000 rpm a la misma temperatura. Decantar el
medio y resuspender el boton en 1 ml de TBS estéril. Centrifugar a 4°C
durante 5 min a 13000 rpm. Pasar el sobrenadante a un tubo eppendorf y
anadir 1/6 del volumen de PEG 40%/NaCl 5 M e incubar a 4°C por 1 hr.

Centrifugar 1 min a 4°C a 13000 rpm. Quitar el sobrenadante y guardar

en un tubo nuevo a 4°C.
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8.6 BIOSELECCION 1: Para este ‘panning’ se utilizé un suero de ratén

inmunizado con extracto vesicular de T. solium

En una placa de 96 pozos para ELISA, se sensibilizaron cuatro pozos con
un anticuerpo monoclonal anti-lgG de raton (Goat anti-mouse IgG
ZyMax). El anticuerpo (1 pg/pozo) se diluyd en un amortiguador de
carbonatos e incubo 1 hr a 37°C. Los pozos se lavaron cinco veces con
PBS 1X/Tween 0.05% (PBST) y bloquearon con PBS 1X/albumina 2%
(200 pl/pozo) durante 1 hr a 37°C.

Al término de la incubacion se lavaron cinco veces con PBST y se agregé
el suero de raton diluido 1:200 en PBS 1X/albamina 1%. Se incubd 1 hr a
37°C y lavé cinco veces con PBST. Se agregd la biblioteca de ADNc

expresada en fago (aprox 101 fagos/pozo) diluida en PBS 1X/ albamina
0.01%. Se lavo 10 veces con PBS 1X frio rapidamente.

Para eluir las clonas seleccionadas se agregaron 100 nul de Glicina/HCI
pH 2.2 a cada pozo. Se incubd 5§ min a temperatura ambiente y después
10 min a 37°C. Se recuperaron 400 pl y neutralizaron con 25 ul de TRIS

Base. El eluido se guardd a 4°C.
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8.7 BIOSELECCION 2: Se realiz6 utilizando un suero de ratén inmunizado con

extracto vesicular de T. solium

1. Se sensibilizaron ocho pozos utilizando el mismo anticuerpo monocional
anti-IgG de raton (0.5 ug/pozo) y amortiguador que en la bioseleccion 1.
Se incubd 1 hr a 37°C y favo 4X con PBST. Se agregaron 200 pl a cada
pozo de PBS 1X/albumina 2% e incubaron 1 hr a 37°C. Se lavo
nuevamente cuatro veces con PBST y se agrego, a cuatro pozos, suero
de ratén inmunizado con TBS (suero control) en una dilucion 1:100 en
PBS 1X/albumina 1%. A los cuatro restantes se les coloc6 suero de ratén
inmunizado con extracto vesicular de T. solium en una dilucién 1:200 con
PBS 1X/albumina 1%. Se incubaron 1 hr a 37°C y lavaron cuatro veces
con PBST.

2. La biblioteca se diluyé en PBS 1X/ albumina 0.01% y a cada pozo se

agregaron aprox 1011 fagos recombinantes. La bibioteca diluida se
incubd 2 hrs a 4°C en los pozos sensibilizados con el suero control y se
recolectd en un tubo. Se agregd un poco de PBS 1X/ albamina 0.01%
para completar 400 ul y se agregaron 100 ul a cada pozo incubado con
suero de ratén inmunizado con extracto vesicular incubandose durante
toda la noche a 4°C. Se lavaron diez veces con PBS 1X frio y eluyeron
con 100 pl/pozo de glicina/HC! pH 2.2 incubando 5 min a temperatura
ambiente y 10 min a 37°C. Se recolectaron los fagos seleccionados y

neutralizaron con 25 ul de TRIS Base.
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8.8 BIOSELECCION 3: En este ‘panning’ se empleo un ‘pool' de liquidos
cefalorraquideos de pacientes con NCC. Los liquidos fueron proporcionados por

el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), México.

1. Se sensibilizaron cuatro pozos con un anticuerpo monoclonal anti-IgG de
humano (mouse anti-human IgG ZyMed) diluido en un amortiguador de
carbonatos (0.5 ng/pozo). Se incubd por 1 hr a 37°C y se lavaron tres
veces con PBS 1X frio y dos veces con PBST. Para bloquear estos pozos
se agregaron 100ul de PBS 1X / albimina 1% e incubaron 1 hr a 37°C.

Los pozos se lavaron cuatro veces con PBST.

2. En un tubo eppendorf se coloco lo siguiente:

394 ul PBS 1X / albimina 1%
45 pl biblioteca recombinante expresada en fago
11.25 pl ‘pool’ LCR en una dilucién 1:40

Se incubd 1.5 hrs a 4°C y 1.5 hrs a temperatura ambiente. Se agregaron
100 pl a cada pozo e incubd durante 1 hr a temperatura ambiente. Los
pozos se lavaron 10 veces con PBS 1X frio y se agregaron 100 ul de
trietilamina a cada pozo, se incub6 30 min a temperatura ambiente. Se

colectd y agregaron 200 ul de Tris/HCI se mezclé bien y guardé a 4°C.
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8.9 ENSAYOS DE ELISA (Enzyme-linked Immunoabsorbent Assay)

1. Placas de 96 pozos (Nunc- Immuno plate Maxisorp surface) para ELISA
se sensibilizaron con fago (1010 en 100 pl por pozo) e incubaron toda la
noche a 4°C. Los fagos se diluyeron en PBS 1X. Se lavé de 3-4 veces
con PBS 1X frio a mano y después 4 veces con PBS 1X/ Tween 20 al

0.1% (Sigma) en un lavador automatico.

2. La placa se bloqueé con PBS 1X con albumina sérica bovina (Fluka) al
2%, se colocaron 200 pl por pozo e incub6 1-2 hrs a 37°C. Se lavo 4

veces con PBS 1X/ Tween 20 en un lavador automatico.

3. Se usaron dos ‘pool’ de LCR, uno de pacientes candidatos a confirmar
NCC y otro con LCR de pacientes con diferentes enfermedades
neurolégicas, también se utilizaron muestras individuales de LCR
obtenido de pacientes con NCC y pacientes control. Para estos ensayos,
se emplearon diluciones de 1:200, 1:160, 1:100 y 1:40 usando PBS 1X
con albumina serica bovina al 1% e incubé 1.5 hrs a temperatura

ambiente. La placa se lavo de 4-8 veces en el lavador automatico.

4, El anticuerpo secundario, anti-lgG humano aclopado a peroxidasa
(ZyMED), se diluyé 1:5000 en PBS 1X con albumina sérica bovina al 1% y
colocaron 100 pl a cada pozo e incubd 1 hr a 37°C. La placa se lavo 4
veces con PBS 1X / Tween 0.1%.

5. Se colocaron 100 pl de sustrato, ABTS (ZyMED) o TMB (ZyMED) e
incubd a 37°C durante 30 min. Para leer la placa se utilizé una longitud

de onda de 405 nm.
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9. SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

< SOLUCION TFB-I: 500 ml

30 mM Acetato de Potasio

50 mM Cloruro de Manganeso
100 mM Cloruro de Rubidio
10 mM Cloruro de Calcio
Glicerol 15%

174 ¢
494 ¢
6.04 g
0.74 g

759

TESTS CON
FALLA DF ORIEY

Ajustar el pH a 5.8 usando acido acético, filtrar en esterilidad.

% SOLUCION TFB-Il: 500 ml

10 mM MOPS

75 mM Cloruro de Calcio
10 mM Cloruro de Rubidio
Glicerol 15%

1.04 g
550¢g
06g
759

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH, filtrar en esterilidad.

< PEG/NaCl (8000) 40%

NaCl
Polietilenglicol (PEG)

% TBE
Tris
Acido bérico
EDTA

< TBS

50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
150 mM NacCl

5M
400 g/L

54 g/L
27.5g/L
20 ml
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< Buffer de Yodo

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA
4 M NacCl

< PBS

0.01 M KHPO4
1 M NayHPO,4

1.37 M NaCl
0.027 M KCI

% Medio LB (Luria Bertani): 1 L

Bacto-Tryptone 1049
Extracto de Levadura 5g
NaCl 59
< Medio 2xYT: 1L
Bacto-Tryptone 16 g
Extracto de Levadura 109
NaCl 59
% Medio minimo para sembrar Escherichia coli cepa TG1.
NasHPO4 0.6%
KHoPO4 0.3%
NH4ClI 0.1%
NaCi 0.05%
Agarosa 1.5%
Glucosa 20%
Tiamina 1%
MgSOg4 1™

s Topagar:1L

Bacto-Tryptone 10g
Extracto de Levadura 5¢g
NaCl 5¢g
MgCloe6H,0 19

Agarosa 79
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