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RESUMEN

Las moléculas TSES33 y TSES38 son antigenos de secrecién producidos por los adultos de Taenia
solium, descritos previamente por su interés en el diagndstico especifico de teniosis intestinal. En el
presente trabajo se disefiaron dos estrategias para su clonacion, transcripcion reversa del ARN a
ADNCc acoplado a amplificacién posterior (RT-PCR) y sintesis de ADNc quimérico. En el caso de
TSES38, la aproximacion de RT-PCR permitié su obtencion a partir del disefio de cebadores
(primers) especificos y empleo de ARNms de cuello/escolex y proglétides maduras-gravidas del
adulto de T. solium. Para la clonacion de TSES33, fue necesaria la preparacion de una molécula
qguimérica, sintetizando en primer lugar fragmentos truncados solapantes de la molécula mediante
PCR que finalmente fueron ligados. Tras la obtencién de los correspondientes ADNcs completos,
éstos fueros subclonados en vectores de expresion, pGEX-4T, para la induccion de la expresion de
las proteinas recombinantes en el sistema procariota. Los productos recombinantes obtenidos
resultaron ser insolubles y, si bien fueron ensayados en “Western blot”, no fueron reconocidos por los
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sueros de pacientes portadores de Taenia saginata, por los sueros de individuos sanos ni por los
sueros de animales inmunizados con moléculas de secrecion de metacestodos de T. solium.

Palabras clave: Taenia solium, TSES33, TSES38, RT-PCR, ADNc quimera, pGEX-4T/ BL21
Escherichia coli, teniosis.
ABSTRACT

Cloning approaches for secretion products of adult Taenia solium TSES33 and TSES38.
Preliminary antigenicity study of recombinant molecules

TSES33 and TSES38 secreted antigens are molecules produced by Taenia solium adult described
previously for its interest in the specific diagnosis of intestinal taeniosis. In this study two strategies
were designed for cloning, reverse transcription of RNA to cDNA coupled to posterior amplification
(RT-PCR) and synthesis of chimeric cDNA. In the case of TSES38, the RT-PCR approach enabled to
obtain it by the design of specific primers and the use of mRNA from neck/scolex and gravid
proglétides of T. solium mature-adult. For TSES33 cloning was necessary to prepare a chimeric
molecule, synthesizing first overlapping truncated fragments of the molecule by PCR which were
linked. After obtaining the corresponding complete cDNAs, these are subcloned in expression
vectors, pGEX-4T to induce the expression of recombinant proteins in prokaryotic system. The
recombinant products obtained were insoluble and, although they were tested in Western blot, were
not recognized by sera from patients with Taenia saginata, by sera from healthy individuals or sera
from immunized animals with the T. solium metacestodes secretion molecules.

Key words: Taenia solium, TSES33, TSES38, RT-PCR, cDNA quimera, pGEX-4T/ Escherichia coli
BL21, Taeniosis.

N° de Acceso al GenBank: TSES 33 (FN356899) y TSES 38 (FN356899).
Abreviaturas: Neurocisticercosis (NCC), sistema nervioso central (SNC), antigenos de secrecion-
excrecion (E/S), Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA), acido desoxirribonucleico (ADN), &cido
desoxirribonucleico complementario (ADNCc), acido ribonucleico (ARN), acido ribonucleico mensajero
(ARNm), marco de lectura abierto (ORF, Open Reading Frame), Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

INTRODUCCION

Taenia solium puede producir dos enfermedades diferentes en el ser
humano dependiendo de que la infeccién este causada por el cestodo adulto
(teniosis) o por la forma larvaria (cisticercosis). En el primer caso, tras la
ingestion de los cisticercos o metacestodos presentes en carne de cerdo, el
cestodo se desarrolla hasta el estado adulto en el intestino del hombre, lo
gue suele cursar con pérdida de apetito, nauseas, malestar intestinal,
constipacién o diarrea, pero también existen muchos casos en los que la
infeccién puede resultar asintomatica (1-2).

En contraste, la cisticercosis, producida habitualmente por la ingestion de
huevos de T. solium, puede resultar muy grave debido a la tendencia de los
cisticercos a localizarse en el SNC (3). En este caso, neurocisticercosis
(NCC), las manifestaciones clinicas dependen tanto del numero vy
localizacion de las lesiones como de la severidad de la reaccion inducida
por el sistema inmunitario del enfermo frente al parasito. En la NCC, la
epilepsia es el sintoma mas frecuente (70% de los pacientes) pero también
pueden aparecer otras manifestaciones entre las que se incluyen signos
neurolégicos focales, encefalitis, hidrocefalia, etc., pudiendo terminar con la
vida del paciente.
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En este sentido, la OMS estima que se producen alrededor de 50.000
muertes cada afio por neurocisticercosis (2-6). Ya fuera del sistema
nervioso central, la cisticercosis es frecuentemente asintomatica, pero
cuando los cisticercos se localizan en el ojo son causa habitual de ceguera

(7).

Desde el punto de vista epidemioldgico, el complejo teniosis/cisticercosis es
endémico en la mayoria de los paises latinoamericanos, en muchos paises
del Africa subsahariana, y en Asia (principalmente India, China y paises del
sureste asiatico). También se han descrito un nimero relevante de casos en
Europa, particularmente en Portugal y Espafia, nimero que se incrementa
de manera marcada como consecuencia de la inmigracién (8-10).

En relacién con el diagnéstico de las enfermedades, hoy en dia la deteccidn
de teniosis continla presentando limitaciones, en contraposicién a la
cisticercosis en la que se ha concentrado todos los esfuerzos con buenos
resultados (11). Asi, las técnicas coprolégicas, tanto macro como
microscépicas, son econémicas pero carecen de la especificidad vy
sensibilidad adecuadas (12); por ejemplo, es imposible diferenciar los
huevos de los ténidos ya que todos exhiben idéntica morfologia, o clasificar
proglétides rotas o en mal estado, o detectarlas en el estado pre-patente de
la enfermedad o en la fase de patencia en periodos sin eliminacion de
formas parasitarias.

Otra alternativa seria optar por los métodos moleculares, principalmente
PCR, que a partir de los afios 90 se han ido describiendo en la literatura, y
gue permiten la identificacion especie-especifica de T. saginata y T. solium
(13-22). Estos protocolos estan basados en el polimorfismo que presenta el
ADN de los parasitos, como fragmentos de ADN repetidos, el ADN
ribosomal, el ADN mitocondrial y otras secuencias de interés, diferencias
gque después se reflejan en el disefio de protocolos de amplificacion,
amplificacion-restriccion, o amplificacion-secuenciacion. Aunque este tipo
de aproximacién diagndstica muestra una especificidad exquisita, y funciona
con una sensibilidad excelente con ADN purificado de muestras del parasito,
a veces se aprecia problemas cuando se procesa muestras biolégicas, mas
concretamente cuando se trabaja con heces sin o poca cantidad de huevos
de pacientes portadores del ténido.

Otra alternativa diagnostica son los métodos inmunoldgicos; hasta la fecha,
se han descrito diferentes protocolos (ELISA-captura, “Western blot”, etc)
para el diagndstico de teniosis intestinal basados en la deteccién de
coproantigenos (23), y en la de anticuerpos en el suero de los pacientes
(24). Con respecto a coproantigenos, se han preparado tanto anticuerpos
policlonales (25-27) como monoclonales (28), aunque en el caso de los
monoclonales sélo se describié este ultimo y no se volviéo a utilizar. Los
anticuerpos policlonales reconocen antigenos de los ténidos adultos, que
son especificos del género Taenia.

Los ensayos no discriminan entre T. solium y T. saginata, son por tanto
género-especificos y capaces de detectar la infeccién en su prepatencia,
con una sensibilidad independiente del nimero de huevos eliminados,
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muestran gran robustez y se tornan negativos tras el tratamiento eficaz (25,
29-30). Las criticas en relacién con este tipo de pruebas derivan de que la

mayoria de ellas se basan en el empleo de anticuerpos policlonales con
problemas de reproducibilidad y casos de deteccion de falsos positivos,
desconocimiento de la naturaleza de los antigenos detectados, y falta de
especificidad, al no diferenciar entre T. saginata y T. solium. Con respecto a
la deteccién de anticuerpos especificos contra el adulto de T. solium en el
suero de pacientes con la patologia intestinal, Wilkins et al (24) describieron
una prueba con antigenos de E/S del parasito adulto con una sensibilidad y
especificidad excelentes, préoximas al 100%. Mas recientemente, mediante
aproximaciones de protedémica y gendmica, los mismos autores han clonado,
caracterizado y expresado en células de insecto, los genes que producen
dichos antigenos de E/S (TSES33 y TSES38) (31), y han adaptado los
antigenos recombinantes a un ensayo de inmuno- electrotransferencia (32).

En el presente trabajo, se ha subclonado los antigenos TSES33 y TSES38,
moléculas de E/S producidas por el adulto de T. solium con propiedades
diagnodsticas, utilizando como abordajes moleculares RT-PCR y construccién
de genes quiméricos. Ademas, se llevdo a cabo el analisis preliminar de la
antigenicidad de las correspondientes proteinas recombinantes expresadas
en sistema procariota utilizando suero de pacientes con teniosis (T.
saginata) y suero de animales inmunizados con el parasito.

MATERIALES Y METODOS

Material Parasitario. Un adulto de T. solium fue aislado de un paciente venezolano,
sometido a tratamiento tenicida. Del adulto se separaron el escolex/cuello por una parte, y
el estrobilo por otra, almacenandose las dos porciones en Trizol (Sigma) hasta su
manipulacion en el laboratorio.

Sueros. 12 sueros humanos, de pacientes con teniosis (T. saginata), confirmada mediante
analisis molecular, multiplex HDP2-PCR (14), de las proglétides eliminadas. 30 sueros
humanos procedentes de individuos sanos. Sueros de conejo: mezcla de sueros de 3
conejos inmunizados con glicoproteinas de metacestodos de T. solium (TEW53, TEW54,
TEWS55), obtenidas por cromatografia de afinidad con lectinas de acuerdo con Tsang et al.
(33).

Vectores de clonacion. -TOPO® pCR4® (Invitrogen). Vector para la clonacion de
productos de PCR. Contiene los cebadores T3 y T7, flanqueando la regién de policlonaje.
Gen de resistencia a ampicilina y kanamicina, y peso molecular de 3,9 Kb. Utiliza células
Escherichia coli TOPO10 para su propagacion. -pGEX-4T-3 (General Electric). Vector para
la expresion de los genes de interés. Rinde proteina de fusion con la enzima glutation S-
transferasa (GST) de Schistosoma japonicum, propiedad que facilita su purificacion y
seguimiento. Contiene una region de policlonaje variado. Gen de resistencia a ampicilina,
promotor T7 y tamafio de 4,9 Kb. Utiliza E. coli BL-21 para la expresion de las proteinas
recombinantes.

Extraccion de ARN total, RT-PCR. Para la extraccion del ARN total de las dos porciones
del verme adulto, escolex/cuello y proglétides maduras-gravidas, se utilizé el kit “SV-Total
ARN Isolation System” de Promega, siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.
El ARN total extraido se cuantificé de acuerdo con Sambrook y Russell (34) y se almacend
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a —80 °C hasta su uso. Después se realizé la amplificacién por transcripcion reversa, RT-
PCR, empleando el kit “Retrotools DNA-cDNA Polymerase” de Biotools, el ARN total como
molde, y los cebadores especificos disefiados a partir de la secuencia AY128681 de la
molécula TSES38. Los cebadores especificos fueron TSES38F1'(5'-
CGGCTGAGAATGATGAGAATTATTGTGG-3) y TSES38R1 (5-
TTACTTCCACAAAAGTATCACCATC-3’). Las amplificaciones se realizaron en un
termociclador automatico “Gene Amp PCR, System 2400", Perkin Elmer, con las siguientes
condiciones de reaccion: Inicio (60 °C/ 30 min, 85 °C/ pausa, 94° C/3 min); 45 ciclos (94 °C/
10 sec, 55 °C/ 20 sec, 72 °C/ 1 min); Extension final (72 °C/ 7 min).

Construccion de una quimera de ADNc. Se procedié a la construccion de ADN quimérico
mediante PCR para obtener la molécula TSES33 segln la metodologia empleada por Jado
et al. (35). Para ello utilizamos la “Tag GOLD” de Applied Biosystem y los cebadores
especificos disefiados a partir de la secuencia con niumero de acceso AY183761, que
corresponde a la molécula indicada y contiene un marco de lectura abierto de 804 pb. Se
disefiaron cebadores directos y reversos solapantes con una longitud entre 59 y 75
nucledtidos que nos permitié sintetizar dos fragmentos (inicial y terminal) de forma
independiente y que se corresponden con el ORF de la molécula TSES33 (Figura 2). Las
amplificaciones se realizaron con las siguientes condiciones de reaccion: Inicio (94 °C/
2min); 40 ciclos (94 °C/ 30 sec, 55 °C/ 1min, 72 °C/ 30 sec); Extensidn final (72 °C/ 5 min).

Geles de agarosa, purificacion de productos de amplificacién. Los productos de
amplificacion, y otras mezclas de fragmentos de ADN, se fraccionaron en geles de agarosa
de 1-3% segun el tamafio de los amplicones (34). Los geles se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) y se utilizaron como marcadores el ADN del fago lambda digerido con
Hindlll o Bst Ell y PCR markers (Sigma). Las bandas de amplificacién se purificaron bien
de los geles de agarosa empleando el kit “QIAquick gel extraction (QIAGEN) o bien el kit
“QIAquick PCR purification” (QIAGEN).

Secuenciacién. Los ADNs se secuenciaron por el método de Sanger et al (36), a partir del
producto purificado y usando los cebadores universales suministrados por los vectores de
clonacion. Se emple6 secuenciacion automatica (modelo 377 de Applied Biosystem) y el
protocolo de reaccion “Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" (ABI-
PRISM, PE Biosystems). La informacion fue analizada y editada mediante el paquete
informatico Lasergene (DNASTAR). Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
deducidas fueron comparadas con las secuencias de los genes descritos en las bases de
datos Genbank y EMBL mediante el algoritmo BLAST y PSI-BLAST (37). La secuenciacion
asi como la sintesis de cebadores fue llevada a cabo por la Unidad de Gendmica del
Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos lIl.

Expresion de proteinas de fusion. La subclonacién de las moléculas TSES33 y TSES38
en el vector de expresién pGEX-4T-1 se llevo a cabo en dos etapas. Una primera etapa
gue consistié en la introduccion de los sitios de restriccion en cada extremo de ambos
antigenos mediante PCR y subclonacién en el plasmido pCR 4® TOPO®. Para ello, a la
molécula TSES38 se afiadieron las secuencias EcoRI (extremo 57) y Xhol (extremo 3") y
por otro lado, a los fragmentos inicial y terminal de la molécula TSES33 se afiadieron las
secuencias EcoRI (extremo 57)/Hind 1l (extremo 3’) y Hind Il (extremo 5’)/Xho | (extremo
3’), respectivamente. Una segunda etapa que consisti6 en la digestion de los clones
recombinantes con las enzimas de restriccion adecuadas y posterior ligacion con el vector
pPGEX-4T-1 (Figuras 1 y 2). Las células BL21 competentes se transformaron con las dos
construcciones TSES33 y TSES38 en el vector pGEX-4T-1, siguiendo los protocolos
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habituales (34). La induccidn de las proteinas recombinantes y su purificacion se realizaron
segun Ferrer et al. (38).

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), “Western Blot”.
El fraccionamiento de los extractos proteicos en geles de poliacrilamida, su posterior
transferencia a membranas de nitrocelulosa, y el desarrollo del “Western blot” con los
sueros humanos y de conejos se realizd siguiendo protocolos ya previamente descritos
(39).

RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal del presente trabajo fue el aislamiento de los genes TSES33 y
TSES38, productos E/S producidos por el adulto de T. solium. Para ello, se utilizaron dos
estrategias. Un primer abordaje consistié en la clonacion del ORF de la molécula TSES38
mediante RT-PCR, con la combinacién de cebadores especificos TSES38F1/TSES38R1.
Dicha reaccion se realiz6 empleando diferentes cantidades de ARN total de cuello-escélex
(13,5 ng) y proglétides maduras-gravidas (22,95 ng), obteniéndose unas bandas con un
tamafio esperado de 800 pb (Figura 1).

Las bandas fueron purificadas y subclonadas en el plasmido pCR4® TOPO®. La
secuenciacion de los clones recombinantes nos confirm6é que habiamos clonado la
molécula TSES38 (AY128681). Ademas, este resultado puso de manifiesto que dicha
proteina se estaba expresando en las porciones analizadas del verme adulto, cuello-
escolex y proglétides maduras y gravidas de T. solium.

RT-PCR TSES 38

{ bCR®4-TOPO®
3956 bp

/ . o Sitios de restriccion
/ Digestion ST f
~ s s afiadides mediante
. N y Ligacion ‘ PR
‘\\‘ S ‘t
VN N e L e e T

( [ peEX4Ta | L

4968bp/

Figura 1. Esquema del aislamiento y subclonacion de la molécula TSES38. A) Electroferesis en gel
de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, donde se observa el ADNc de TSES38 amplificado
por RT-PCR: (1) RNA de cuello-escélex de adulto de T. solium; (2) RNA de proglétides maduras-
gravidas de adulto de T. solium; (M) marcador de 100 pb ladder (Biotools). B) Estrategia para la
subclonacion del cDNA de TSES38 en el vector pCR 4®-TOPO®. C) Estrategia para la subclonacion
del cDNA en el vector de expresion pGEX-4T-1.
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El segundo abordaje consisti6 en la sintesis del ORF de la molécula
TSES33 mediante ingenieria genética utilizando como herramienta la PCR
(construcciéon de un ADNc quimérico). Con este objetivo, se estudié el ORF
de 804 pb de TSES33 (N° de acceso AY183761) mediante el subprograma
MAPDRAW del paquete LASERGENE para seleccionar un sitio de restriccion
Unico en dicha secuencia. Se confirmd que presentaba un sitio Unico para la
endonucleasa Hindlll, localizado en el nucleétido 642, rindiendo la digestion
dos fragmentos de 642 pb y 162 pb. Posteriormente, se disefiaron una serie
de parejas de cebadores directos y reversos solapantes para cada uno de
los fragmentos indicados.

La construccién se realizd6 mediante 7 y 2 amplificaciones seriadas para el
fragmento inicial y terminal respectivamente, en las que el producto
obtenido de cada reaccién se utiliz6 como molde para la siguiente
amplificacion. Por tanto, fuimos sintetizando amplicones de 106 pb, 202 pb,
286 pb, 384 pb, 475 pb, 588 pb y 642 pb para el fragmento inicial y 108 pb y
162 pb para el fragmento terminal. Con los amplicones finales de ambos
fragmentos se realiz6 la ligacion en el vector pCR 4® TOPO®. Finalmente,
una vez confirmadas por secuenciacién la composicién de los clones inicial
y final obtenidos, se procedié a introducir los sitios de restriccién
adecuados. Asi, en el fragmento inicial se introdujo los sitios EcoRIl en el
extremo 5" y Hindlll en el extremo 3", y en el fragmento final los sitios
Hindlll en el extremo 5" y Xhol en el extremo 3”; de esta manera se permitié
su posterior subclonaciéon en los vectores de expresion pGEX-4T-1. Todas
las modificaciones indicadas se llevaron a cabo mediante PCR con los
cebadores disefiados para este fin (Figura 2).
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Tamafio de los
amplicones

| Cebadores | | Construccion del FRAGMENT O INICIAL TSES33 mediante PCR |

F1-R1 106 pb
F2-R2 202 pb
A F3-R3 236 pb
F4-R4 —- b LEERRELLLIE LRI 384 pb
F5-RS —_— S rrrrrerOOreere 475 pb
Fé-RE — frerrrerrniirnrennns 588 pb
R7 | —— P e e ’H‘
K Eeo R I Hind 111

Subclonacion

n PLASMIDO
PLASMIDO . PCR4-TOPO
PCR4-TOPO # Eco R | E— 7o 111 # Digestién y
: Qacic’m
j £coR 1 Hind TIT Ko

PLASMIDO
PGEX-4T-1

Sitios de restriceion B
B afiadidos mediante Subclonacion

PLASMIDO i SNPPIIEDNIL LN
PCR4-TOPO 3 PLASMIDO
PCR4-TOPO

bigestion y
Ligacion

Cebadores Construccion del FRAGMENTO FINAL Tamafio de los
TSES 33 mediante PCR amplicones

Figura 2. Estrategia para la obtencién y subclonacion de la molécula quimérica TSES33. A)
Esquema de la construccion del fragmento inicial de la molécula TSES33: pareja de cebadores asi
como tamafio de los amplicones obtenidos en las siete PCRs seriadas llevadas a cabo. B)
Estrategias para la subclonacion de los fragmentos iniciales y terminales de la molécula TSES33 en
el vector pCR 4®-TOPO® y en el vector de expresion pGEX-4T-1. C) Esquema de la construccion
del fragmento terminal de la molécula TSES33: pareja de cebadores asi como tamafio de los
amplicones obtenidos en las dos PCRs seriadas empleadas

Es importante sefialar que se eligié el abordaje de la construccion de ADNc
gquimérico para el antigeno TSES33, ya que dicho antigeno no se pudo
aislar mediante RT-PCR a partir del ARN total de T. solium (dato no
mostrado) tras realizar varios intentos. Si tenemos en cuenta los resultados
obtenidos en la RT-PCR con la molécula TSES38, podemos afirmar que el
ARN total utilizado estaba en buenas condiciones, y el resultado negativo
con TSES33 se podria explicar porque este antigeno exhibe menores
niveles de expresiéon, y, por tanto, seria necesario mas ARN total en la
reaccion de partida, aspecto que no se contemplé en su momento. Otra
posibilidad a considerar podria ser que esta molécula se expresa solamente
en proglétides inmaduras y no en las porciones del adulto utilizadas en la
extraccion de &cidos nucleicos.

Reflexionando sobre todas las posibilidades comentadas, seria interesante
en el futuro averiguar si existe una expresion diferencial de las dos
moléculas entre las distintas regiones del adulto de T. solium, haciendo uso
por ejemplo de aproximaciones de PCR en tiempo real. Por otra parte, la
metodologia de construccion de una quimera de ADN ha sido empleada por
otros autores para la sintesis de varios fragmentos de ADN no codificantes
de Rickettsia prowazekii, R. bellii y R. aeschlimannii. Dichos fragmentos
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permitieron la optimizacion de una multiplex-PCR que fue capaz de
identificar, de manera especie-especifica, dichos patégenos bacterianos con
muestras de pacientes (35). Sin embargo, en nuestro trabajo, y a diferencia
del estudio anterior, el fragmento quimérico sintetizado se correspondi6 con
el ORF de la molécula TSES33. Por tanto, hubo que trabajar de manera
precisa en su sintesis para que no existiera ningun error en la secuencia del
ADNc, como mutaciones puntuales o “gaps”, errores comunes que se
producen como consecuencia del uso de la enzima Taqg polimerasa de forma
continuada. De hecho, se desarrollaron dos intentos de clonacion, ya que
durante el primero se perdié un nucleétido que varié el marco de lectura
encontrandonos con un codén de parada antes de tiempo (dato no
mostrado), y fue el segundo intento el que condujo a la obtencién del ORF
correcto y de esta manera la correspondiente proteina TSES33. Por tanto,
hemos podido comprobar y confirmar la ventaja de este abordaje molecular,
gue resulta particularmente util cuando no se dispone del correspondiente
material parasitario y se tiene informacion sobre la secuencia a clonar.

Después, se llevé a cabo la subclonacion de los dos ADNc (TSES33 y
TSES38) en el vector de expresiéon pGEX-4T-1, se indujo la expresién de las
proteinas recombinantes fusionadas a GST. Para visualizar dichas
expresiones, se realiz6 el fraccionamiento de los extractos proteicos de E.
coli, previamente tratados con tampdén de lisis B-PER (Pierce), en un gel al
10% SDS-PAGE. Podemos observar en la Figura 3 que las proteinas
mayoritarias presentes en el extracto de E. coli inducido se corresponden
con las proteinas de fusiobn de GST (26 kDa) mas los antigenos
recombinantes TSES33 (28,8 kDa) y TSES38 (30,58 kDa), con un peso total
de 54,8 kDa y de 56,58 kDa respectivamente. Ademas, se confirmé que
dichas moléculas se expresaban como productos insolubles.
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Figura 3. A) Electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% con el fraccionamiento de los productos de
expresion pGEX-4T-1 de las moléculas TSES38 (I) y TSES33 (ll), tefiido con Azul de Coomassie.
(M) marcador de peso molecular (“Sigma marker wide ranger MW"), (1) extracto proteico inducido
soluble, (2) extracto proteico inducido insoluble. Las flechas indican la posicion de las proteinas
recombinantes expresadas. B) Analisis inmunoenziméatico “Western-blot” de la proteina
recombinante inducida del clon TSES38. C) Analisis inmunoenzimético “Western-blot” de la proteina
recombinante inducida del clon TSES33. (1-12): cada tira incubada con un suero de paciente
infectado con T. saginata, (13) tira incubada con una mezcla de sueros de pacientes sanos, (14) tira
incubada con una mezcla de suero de conejos inmunizados con glicoproteinas de metacestodos de
T. solium (TEW53, TEW54, TEW55).

Posteriormente, se llevo a cabo el “Western blot” con extracto proteico
inducido de E. coli correspondiente a la fraccién insoluble fraccionada, ante
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la imposibilidad de purificar las proteinas recombinantes expresadas. Las
membranas fueron incubadas con sueros de pacientes portadores de T.
saginata, asi como con una mezcla de sueros de pacientes sanos y una
mezcla de sueros de conejos inmunizados con glicoproteinas de
metacestodos de T. solium.

Las proteinas expresadas no fueron reconocidas por los sueros de los
pacientes portadores de T. saginata, ni por las otras muestras utilizadas,
resultando moléculas no antigénicas en nuestras condiciones de trabajo. En
relaciéon con la mezcla de sueros de conejos inmunizados con glicoproteinas
del metacestodo de T. solium, el resultado negativo obtenido se podria
explicar teniendo en cuenta la naturaleza estado-especifica de los
antigenos estudiados (31), si bien se necesitan otros estudios con las
proteinas expresadas en sistemas eucariotas y mas sueros para confirmar
dicha hip6tesis. Con respecto a los sueros de pacientes portadores de T.
saginata, los resultados negativos podrian explicarse por la naturaleza
especie-especifica de TSES33 y TSES38 de T. solium, como lo han
defendido algunos autores (31).

También se debe considerar que la inmunogenicidad de las proteinas
nativas reside exclusivamente en epitopos glucidicos, ya que las secuencias
aminoacidicas deducidas contienen sitios hipotéticos de glicosilacién, y los
antigenos en el presente trabajo se expresaron en E. coli. En este sentido,
Levine et al. (31) aislaron dichas proteinas nativas por abordajes de
proteémica y expresaron las proteinas recombinantes en un sistema
eucariota (Baculovirus), que aporta modificaciones postraduccionales en
relacion con los sistemas procariotas utilizados en el presente estudio.

Estos autores obtuvieron unos resultados excelentes de especificidad y
sensibilidad frente a un panel de sueros humanos de pacientes portadores
de T. solium y de pacientes con cisticercosis. Mas tarde, el mismo grupo de
investigacién llevé a cabo un trabajo empleando un mayor nimero de sueros
para confirmar las propiedades de las proteinas recombinantes TSES33 y
TSES38, expresadas en el mismo sistema (32). Los autores observaron
falsos positivos con la proteina TSES38, con 17 de los 26 sueros peruanos
de individuos portadores de T. saginata. Sin embargo, no observaron ningun
falso positivo con dichos sueros frente a la proteina TSES33.

En nuestro caso, las proteinas TSES33 y TSES38, expresadas en un
sistema procariota (sin modificaciones postraduccionales) y frente a un
panel reducido de sueros, no han mostrado antigenicidad. Hasta el
momento, en el Servicio de Parasitologia del Instituto de Salud Carlos Ill no
se ha registrado ningun suero de paciente portador de T. solium que podria
ser utilizado en el estudio. En el futuro préoximo, se llevara a cabo la
subclonacion de dichos antigenos en un sistema eucariota (Baculovirus) y
se haran trabajos en zonas endémicas, como Venezuela, México y Bolivia,
donde se puede tener acceso a las muestras séricas necesarias.
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