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RESUMEN

Taenia solium es un cestodo que causa neurocisticercosis (NCC), una enfermedad
que afecta el sistema nervioso central, y es considerado como la principal causa de
epilepsia adquirida en el mundo. El estadio de postoncosfera es una etapa temprana
del cisticerco de T. solium (causante de la NCC); y el estudio de sus proteinas es
importante para identificar antigenos para el inmunodiagndstico, asi como, para
comprender la relacion huésped-parasito. En esta investigacion se realiz6 2
estudios, el primero consistié en una revision sistematica y metaanalisis de la
sensibilidad y especificidad del western blot para el inmunodiagndstico de la NCC;
mientras que el segundo estudio consistio en la caracterizacion de las proteinas de
postoncosfera reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC. En el primer
estudio, el metaanalisis estimo que el western blot tiene una sensibilidad del 78.9%
[1C95%:71.8% - 83.6%] y una especificidad del 97.6% [1C95%;95.7%-98.7%] para
el diagnostico de la NCC, sin embargo, estos datos varian dependiendo del tipo de
antigeno, el tipo de estudio, el nimero y estado del cisticerco en el cerebro. En el
segundo estudio se detectd bandas proteicas (23, 46 y 48 kDa) de postoncosfera que
son reconocidas por el 98% y 100% de pacientes con NCC parenquimatosa y
subaracnoidea respectivamente; por espectrometria de masas se identificd las
proteinas presentes en las bandas de postoncosfera que podrian ser evaluadas como
candidatos para el inmunodiagnostico y en el estudio de la modulacién de la

respuesta inmune y establecimiento de la postoncosfera en el hospedero.

PALABRAS CLAVES: ESPECTROMETRIA DE MASAS,
NEUROCISTICERCOSIS, POSTONCOSFERA, PROTEINAS WESTERN

BLOT.



ABSTRACT

Taenia solium is a cestode that causes neurocysticercosis (NCC), a disease that
affects the central nervous system, and is considered the leading cause of acquired
epilepsy in the world. Postoncospheral form are early T. solium cysticercus stages
(which causes NCC) and the study of its proteins is important to identify targets for
the immunodiagnosis and to understand the host-parasite relationship. In this
research 2 studies were carried out, the first consisted of a systematic review and
meta-analysis of the sensitivity and specificity of the western blot for the
immunodiagnosis of NCC; while the second study consisted of the characterization
of the postoncosphere proteins recognized by antibodies of NCC patients. In the
first study, the meta-analysis estimated that western blot has a sensitivity of 78.9%
[95%CI: 71.8%-83.6%] and a specificity of 97.6% [95% CI: 95.7%-98.7%)] for the
immunodiagnosis of NCC, however, these data vary depending on the antigen type,
the study type, and the number and state of the cysticercus in the brain. In the second
study, antigenic protein bands (23, 46 and 48 kDa) of postoncosphere were
recognized by 98% and 100% of patients with parenchymal and subarachnoid NCC
respectively; mass spectrometry identified the proteins present in the post-
oncosphere bands that could be evaluated as candidates for diagnosis and for the
study of the modulation of the immune response and establishment of the post-

oncosphere in the host.
KEYWORDS:

MASS SPECTROMETRY, NEUROCYSTICERCOSIS, POSTONCOSPHERE,

PROTEINS, WESTERN BLOT.



l. INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad del sistema nervioso central
(SNC) causado por el estadio larval denominado cisticerco de Taenia solium,
ocasionando sintomas neuroldgicos como convulsiones y epilepsia (1,2). En zonas
endémicas aproximadamente el 30% de los casos de epilepsia es causado por este
parasito, pudiendo incrementar hasta en un 70 % en comunidades de alto riesgo (3).
La OPS/OMS reporta que en América Latina y el Caribe se estima que 14.9

millones de personas padecen NCC (4).

El diagnostico de la NCC se basa en los estudios de neuroimagen que aportan
informacién de la localizacion, numero y estado del parasito; y es apoyado por
pruebas seroldgicas, datos clinicos y epidemioldgicos (5,6). EI western blot o
electroinmunotransferencia-blot (EITB) que usa glicoproteinas purificadas con
Lentil Lectin (LLGP), es una de las pruebas seroldgicas consideradas como el
estandar de oro para el diagndstico inmunolégico de la NCC debido a su alta
sensibilidad y especificidad (7), sin embargo, se ha reportado que esta sensibilidad
disminuye cuando los pacientes presentan un cisticerco o cisticercos calcificados

en el cerebro (8).

El LLGP-EITB es utilizada en la actualidad para el inmunodiagndstico de la
NCC; y se han publicado varios estudios epidemioldgicos en las cuales usaron esta
prueba junto con la neuroimagen obteniendo resultados de sensibilidad bajos o que
varian en cada estudio, poniendo en duda su validez para el inmunodiagnéstico de

la NCC, por tal motivo, en la primera parte de esta investigacion se ha propuesto



realizar una revision sistematica y metaanélisis de la sensibilidad y especificidad

del western blot para el inmunodiagnostico de la NCC.

Asi mismo, existe la necesidad de encontrar nuevos antigenos que puedan
mejorar la capacidad de diagnostico del western blot, siendo los antigenos de la
postoncosfera de T. solium una alternativa para ser evaluados como candidatos para
el inmunodiagnostico de NCC, debido a que se ha reportado que sus proteinas son
reconocidas por un pool de sueros de pacientes con NCC (9), ademas al ser
reconocidos por la respuesta inmune del hospedero podrian cumplir un rol en la

interaccion hospedero-parasito.

Motivo por el cual, el objetivo de la segunda parte de esta investigacion fue la
caracterizacion de las proteinas de los estadios postoncosferales de T. solium que
son reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC, con la finalidad de
identificar antigenos candidatos para el diagndstico inmunoldgico de la NCC y

antigenos que participen en la interaccion hospedero- parasito.



1.1. ANTECEDENTES

Las proteinas de T. solium que son reconocidas por anticuerpos de pacientes

con NCC han sido estudiados en los diferentes estadios de desarrollo del parasito.

En oncésferas:

En el estadio de oncosfera, Molinari y colaboradores en 1993, demostraron
que las oncosferas de T. solium son reconocidas por anticuerpos de pacientes con
NCC, estas proteinas tienen pesos moleculares de 22, 64 kDa y 70 kDa. Los
resultados de este grupo sugieren que el suero de pacientes con cisticercosis puede
destruir a las oncosferas in vitro y puede ser usado para identificar antigenos

protectores (10).

Otro estudio realizado en el 2003 por Verastegui y colaboradores mostraron
que las proteinas (de 22.5 kDa y 31.3 kDa) de las oncosferas activadas de T. solium
son reconocidas por el 20 % de personas con NCC activa, sugiriendo que estos
anticuerpos contra oncosfera persisten en estos pacientes probablemente porque se

infectaron con una mayor carga parasitaria, 0 porque es una infeccion reciente (11).

En el 2009, un estudio realizado por Mayta y colaboradores reportd que el
85 % de personas con cisticercosis y 35% de personas sin cisticercosis reconocen
proteinas recombinantes (42 kDa y Tso31) de oncosferas de T. solium concluyendo
que estas proteinas tienen un bajo rendimiento para el diagndstico de la cisticercosis

humana (12).



En cisticerco:

En el estadio de cisticerco, en 1985 Grogl y colaboradores mostraron 37
polipéptidos de cisticerco de T. solium que son reconocidas por anticuerpos de
personas con NCC, seis de estos polipéptidos son reconocidos tanto por anticuerpos
de personas con y sin NCC; siendo 31 antigenos especificos del cisticerco de los
cuales el 65% son glicoproteinas. Segun los autores, los polipéptidos de 64 kDa, 53
kDa y 32-30 kDa son probablemente los mejores antigenos para desarrollar una

prueba inmunoldgica para el diagnostico seroldgico de la NCC (13).

Tsang y colaboradores en 1989, purificaron 7 glicoproteinas (13 kDa, 14
kDa, 18 kDa, 21 kDa, 24 kDa, 42-39 kDa y 50 kDa) que son reconocidas por
anticuerpos de pacientes con NCC (Meningeal, parenquimal e intraventricular);
estas glicoproteinas fueron evaluadas en el western blot como antigenos para el
diagnostico de la cisticercosis, obteniendo 98% de sensibilidad y 100% de

especificidad, a esta prueba se le denomina como LLGP-EITB (7).

Wilson y colaboradores en 1991, evaluaron la prueba de LLGP-EITB en
pacientes con NCC, sus resultados mostraron que el 94% de pacientes que tienen 2
0 maés lesiones (cisticercos) en el cerebro fueron positivos a esta prueba, mientras
que, solo el 28% de pacientes que tienen 1 lesion (cisticerco) en el cerebro fueron
positivos a esta prueba. Asi mismo, encontraron que pacientes que tienen cisticercos

calcificados en el cerebro son menos probables de ser positivos a esta prueba (8).

El LLGP-EITB es utilizada hasta la actualidad para el inmunodiagnéstico
de laNCC, y ha sido ampliamente utilizado también para estudios epidemioldgicos,

demostrando una sensibilidad que varia en cada estudio; por ejemplo en un estudio



realizado en Colombia por Palacio y colaboradores en 1998, la sensibilidad del
LLGP-EITB fue de 51% (14). Asi mismo, en un estudio realizado en Per( por
Moyano y colaboradores en el 2016, la sensibilidad del LLGP-EITB fue del 60%
(15). Otros estudios optaron por utilizar el EITB con glicoproteinas obtenidas en
sus propios laboratorios, por ejemplo, en un estudio realizado en India por
Rajshekhar y colaboradores en el 2006, la sensibilidad del LLGP-EITB fue del 26%
(16). Incluso se han reportado estudios en donde utilizan kits comerciales basados
en el LLGP, como por ejemplo el estudio de Goodman y colaboradores realizado
en 1999 en Ecuador, donde obtienen una sensibilidad del LLGP-EITB que varia de
41% a 86% dependiendo de las lesiones que presenta la persona con NCC. Debido
a la baja sensibilidad del LLGP-EITB observada en varios estudios, otras
investigaciones se han enfocado en la identificacion de otros antigenos de
cisticerco, o la obtencion de proteinas recombinantes para evaluarlos como
candidatos para mejorar la sensibilidad el EITB para el inmunodiagndstico de la

NCC.

En postoncosferas:

Las formas postoncosferales en etapas tempranas de desarrollo in vitro
expresan proteinas antigénicas que estan presentes en oncosferas, mientras que las
postoncosferas en etapas mas avanzadas de desarrollo, expresan proteinas presentes
en cisticerco (17). Asi mismo, se ha reportado que las postoncosferas pueden ser
reconocidas por un pool de suero de pacientes con NCC (9), pero aun no se ha
evaluado su rol en el inmunodiagndstico, ni se ha realizado la identificacion y

caracterizacion de estas proteinas.



1.2. MARCO TEORICO

1.2.1. Taenia solium

Es un cestodo zoono6tico cuya forma adulta se desarrolla en el intestino del
hombre (hospedero definitivo), y cuya forma larvaria (cisticerco) se desarrolla en
el tejido del cerdo o accidentalmente en el hombre (hospederos intermediarios)

(18).

1.2.1.1. Ciclo de vida

T. solium causa dos enfermedades: teniasis en el ser humano y cisticercosis
en el cerdo. El ser humano también puede desarrollar la cisticercosis. El ciclo
empieza cuando el cerdo ingiere huevos de T. solium; cada huevo libera una forma
larvaria con 6 ganchos, denominado embrion hexacanto u oncoésfera, la cual
atraviesa la barrera intestinal y se dirige hacia el tejido muscular en donde se
establece y desarrolla hasta cisticerco, causando la cisticercosis en el cerdo. El ciclo
continda cuando una persona ingiere la carne de cerdo con cisticercos; el cisticerco
llega y se adhiere al intestino a través de su escolex y desarrolla hasta la forma
adulta, ocasionando la teniasis. Una persona con teniasis elimina huevos y
proglétides gravidas en las heces contaminando el agua, suelo o la vegetacion,
pudiendo ser ingerido por un cerdo para continuar asi con el ciclo de vida del

parasito (figura I-1).

El ser humano puede actuar como hospedero intermediario accidental al

ingerir huevos de T. solium, los huevos liberan a la oncosfera que penetra la pared



intestinal y migra por la circulacion hacia diferentes tejidos, de preferencia al tejido
subcutaneo, ojo, o cerebro en donde se establece y desarrolla hasta cisticerco,
causando cisticercosis en la persona. Cuando el cisticerco desarrolla en el SNC, la

enfermedad se denomina NCC (19).
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Figura I-1. Ciclo de vida T. solium.
[Fuente: Imagen tomada de CDC-DPDX, contenido de la imagen traducido al
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En el ciclo de vida de T. solium se distinguen 6 etapas de desarrollo del
parésito: la forma pre adulta, la forma adulta, el huevo, la oncosfera, las formas

postoncosferales y el cisticerco (Figura 1-2) (18).

1. Forma pre adulta

=

2. Forma adulta

e
(Progldtide
gravida)

o)

3. Huevo

4. Oncosfera

5. Post-oncosfera

S

6. Cisticerco

Figura I-2. Diagrama de las diferentes etapas de desarrollo de T. solium.

[Fuente: Imagen modificada, tomada de Singh, 2002 (18)].



1.2.1.2. Forma pre - adulta de T. solium

Es la etapa en donde el cisticerco ha tenido una invasion exitosa en el
hospedero definitivo y empieza a madurar a la forma adulta en el intestino. La
ingestion de carne de cerdo con cisticerco es un prerrequisito para esta etapa, el
cisticerco llega al intestino del hospedero definitivo, evagina, se adhiere al intestino
a través de los ganchos del escélex y pierde su capa vesiculosa. El gusano adulto
empieza a crecer a partir del escolex del cisticerco y toma aproximadamente 2

meses para desarrollar en un gusano adulto maduro capaz de producir huevos.

1.2.1.3. Formaadultade T. solium

Es una etapa reproductiva capaz de producir miles de huevos. La forma
adulta tiene un escolex, un cuello alargado y un estrébilo (figura 1-3). El escolex
tiene cuatro ventosas y un rostelo armado con 22-23 ganchos; el estrobilo esta
formado por 700-1000 proglétides. Las proglétides cercanas al cuello son
denominadas proglétides inmaduras que se caracterizan por ser pequefias, cortas e
inmaduramente reproductivas; luego le siguen las proglétides maduras que son
rectangulares y tienen 6rganos sexuales desarrollados; en la parte final del estrobilo
estan las proglotides gravidas, que son alargadas y cada una tiene un Utero cargado
de huevos. Cada proglotide contiene aproximadamente 40 000 huevos, y la mayoria
son liberados a través de un poro ubicado en la proglétide. La forma adulta puede
liberar diariamente hasta 300 000 huevos. Las proglotides gravidas también se
pueden desprender del estrébilo en grupos o individualmente y pasan a través de

las heces en menos de una semana (18).



i
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Figura 1-3. Forma adulta de T. solium.
A) escolex, B) estrobilo mostrando proglotides inmaduras, maduras y gravidas
[Fuente: Garcia et al., 2003 (20)].

1.2.1.4. HuevodeT. solium

El huevo es el estadio infectivo de T. solium, y puede ser ingerido por el
hospedero intermediario. El huevo mide de 31 a 43 micras de didmetro, tiene una
cubierta gruesa y estriada denominada embriéforo, en el interior contiene una
oncosfera armada con 6 ganchos (figura I-4). El embriéforo protege a la oncosfera
frente a condiciones ambientales desfavorables, pero dentro del hospedero es

facilmente digerido liberando a la oncosfera a nivel del intestino.

Figura I-4. Huevos y oncosferas de T. solium.
A) Huevos, B) oncosferas liberadas del huevo [Fuente: Singh, 2002 (18)].
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1.2.1.5. Oncodsfera de T. solium

Es la forma larvaria o embridén con seis ganchos, que migra desde el
intestino a los tejidos internos u 6rganos dentro del hospedero intermediario. La
oncosfera esta protegida por una membrana oncosferal que le da la forma elipsoidal
caracteristica, tienen un tamafio de 22.4 a 25.6 micras de longitud por 18.4 a 21.6
micras de ancho (21). La oncdsfera esta compuesto por varias celulas, las cuales
forman parte del sistema muscular, excretor y nervioso; ademas de los 6 ganchos,
presenta un par de glandulas de penetracion importantes para la migracion (18).
Cuando la oncosfera esta cubierta por su membrana oncosferal, ésta se encuentra
en un estado inactivo (sin movimiento) y es denominada “oncosfera no activada”;
y cuando la oncosfera se libera de esta membrana, pasa a un estado activo y es
denominada como “oncosfera activada”. La activacion de la oncosfera se da gracias
a la accion de los componentes de los jugos intestinales, e inicia dentro de su
membrana oncosferal. El proceso de activacion consiste en el movimiento activo
de los ganchos y el cuerpo de la oncosfera logrando romper la membrana oncosferal

para posteriormente liberarse de esta (figura I-5).

10um 10um 10um

Figura I-5. Proceso de activacion de la oncosfera de T. solium.

A) Se observa una oncosfera rodeada por su membrana oncosferal. B) Con el
tiempo la membrana oncosferal se desprende. C) Al final, la oncosfera se libera de
su membrana oncosferal [Fuente: Mendlovic et al., 2014 (22)].
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Las oncosferas activadas se caracteriza por presentar un movimiento tipo
ameboide por contraccidn y expansion (21), y son capaces de adherirse a las células
através de microvellosidades presentes en su superficie (figura 1-6) (23), para luego
atravesar la mucosa intestinal probablemente por la liberacion de enzimas (24), que
podrian estar presentes dentro de las vesiculas que libera durante la adherencia
(figura 1-6). Las oncdsferas demoran dos horas para atravesar la mucosa intestinal
y Via vasos sanguineos o linfaticos se dirige hacia diferentes drganos del hospedero

(18).

Figura 1-6. Oncosfera de T. solium adherido a monocapa de células CHO-K1.
a) Oncosfera adherida a la superficie de las células a través de microvellosidades
elongadas. b) Vesiculas secretorias (flecha) de la oncosfera [Fuente: Verastegui et
al., 2007 (23)].
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1.2.1.6. Estadios o formas postoncosferales de T. solium
Es una etapa intermedia entre una oncosfera en el tejido y un cisticerco
completamente desarrollado. También son denominados formas jovenes del

cisticerco o formas de transicion.

Postoncosferas en el hospedero intermediario (cerdo)

Yoshino en 1933, estudio el desarrollo de las formas postoncosferales en el
cerdo. Las postoncosferas se observan en los 6rganos internos o el musculo del
cerdo entre las 24 y 72 horas de infeccion, y adoptan formas ovales o esféricas y no
presentan ganchos. El tamafio de las postoncosferas a las 24 a 48 horas después de
la infeccion es de 24 a 42 micras de largo por 21 a 36 micras de ancho; y entre las
48 y 72 horas, las postoncosferas miden entre 30 a 58 micras de longitud por 27 a
54 micras de ancho. Entre los 6 a 12 dias después de la infeccion,
macroscOpicamente las postoncosferas son como manchas transparentes e
incoloras, lo cual dificulta su identificacibn en el tejido; mientras que

microscopicamente, tienen forma esférica, oval o cilindrica.

A los 6 dias, las postoncosferas de menor tamafio son generalmente solidas,
mientras que las de mayor tamafio tienen forma quistica y llegan a medir entre 320
a 443 micras de longitud por 256 a 375 micras de ancho. Tienen una membrana
externa delgada y células pleomorficas con procesos protoplasmicos; estas células
estan distribuidas irregularmente y se localizan principalmente hacia la parte

externa; y esporadicamente en la parte central con formas estrelladas mixomatosas.
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A los 12 dias, las postoncosferas son mas grandes y tienen forma quistica
con liquido en el interior. La pared del quiste es mas delgada que las postoncosferas
jovenes; estda compuesto de una membrana cuticular y una capa subcuticular; a
través de la pared del quiste cerca de un polo, se puede ver una mancha que podria

ser el origen del escdlex, en esta region se observa una gran cantidad de células.

Entre 20 y 30 dias, se observa el escolex rudimentario, que tiene forma de
un brote vacio que esta usualmente dirigida hacia el interior de la cavidad vesicular.
Entre los 40 y 50 dias, el escolex estd casi completamente desarrollado con 4

ventosas y un rostelo provisto de ganchos (25).

Postoncosferas obtenidas in vitro

Las postoncosferas también pueden ser obtenidos in vitro al cultivar
oncosferas activadas en monocapa de células. Presentan una morfologia similar a
las postoncosferas que se encuentran en el hospedero intermediario, por ejemplo:
no presentan ganchos, adoptan diferentes formas (esféricas, ovales o cilindricas), el
tamafio incrementa a medida que pasa el tiempo en el cultivo, forman una
protuberancia en uno de los extremos, y cuando la postoncosfera alcanza un mayor
tamafio (1900 um) adopta una forma esférica con células que se concentran en la
parte central (figura I-7), que podria ser el inici6 de la formacion del escélex del
futuro cisticerco (17). Otra de las caracteristicas de las postoncosferas es que a nivel
del tegumento no presentar microvellosidades elongadas como las oncosferas

activadas, en lugar de esto, presentan microtriquias (Figura 1-8).
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Figura I-7. Formas postoncosferales de T. solium obtenidas in vitro.
a) Cultivo de oncosferas activadas en monocapa de células. Postoncosferas a los 15
dias (b), 30 dias (c) y 60 dias de cultivo (d) [Fuente: Chile et al., 2016(17)].

a) b) ]

Figura I-8. Oncosfera comparada con postoncosferas de T. solium.
a) Oncosfera activada mostrando las microvellosidades elongadas; b) y d)
Postoncosferas de 15 dias y 30 dias de cultivo; c) Tegumento de las postoncosferas

mostrando las microtriquias [Fuente: Chile et al., 2016 (17)].
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1.2.1.7.  Cisticerco de T. solium

Denominado como Cysticercus cellulosae, es una forma vesiculosa o
quistica que se desarrolla en los tejidos del hospedero intermediario. Los cisticercos
también denominados quistes, completan su desarrollo entre los 60 y 70 dias
después de la infeccion (18). Estas vesiculas son redondas u ovoides con un tamarfio
que oscila entre 5 a 15 mm de largo, presenta una pared o0 membrana delgada que
rodea una cavidad llena de liquido. En uno de los extremos de la vesicula, la
membrana se encuentra plegada hacia adentro (invaginacion), dando origen a un
cuello que en su extremo interior presenta un escolex con 4 ventosas y una doble
corona de ganchos (figura 1-9). En cortes histoldgicos de tejido con cisticerco, se
observa la pared delgada del cisticerco y una porcion parenquimatosa que contiene
el escélex invaginado rodeado por un canal espiral contorneado. En el escélex se

puede observar los ganchos y las ventosas (19).

Figura I-9. Cisticerco de T. solium.

A) en musculo de cerdo. B) Removido del musculo de cerdo y colocado en una
placa Petri, la estructura blanca dentro de cada cisticerco corresponde al escolex
[Fuente: Garcia et al., 2003 (20)].

16



1.2.2. EPIDEMIOLOGIA

El complejo teniasis/cisticercosis por T. solium es endémica en regiones de
Latinoamérica, Africay Asia. (figura I-10), y se ha estimado que la seroprevalencia
de cisticercosis humana basada en la deteccion de anticuerpos contra T. solium es
del 13 %, 17% y 15.6% respectivamente, mientras que la prevalencia de teniasis se

estima que esta en el rango de 0 a 17.25% (26).

Endemicity of Taenia solium, 2015
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Figura 1-10. Mapa mostrando &reas donde la cisticercosis es endémica.

En cuanto a la NCC, la organizacion mundial de la salud estima que 50
millones de personas a nivel mundial tienen NCC, y esto causa al menos 50 000
muertes anualmente. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyen las
convulsiones, la hipertension intracraneal y déficit neuroldgico. En paises en vias
de desarrollo, aproximadamente el 30 % de los casos de epilepsia de inicio tardio

estd asociado a la NCC (27).
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En el Per, se estima que las zonas endémicas para NCC son: toda la sierra,
la costa norte y la selva alta (Figura I-11). Siendo la seroprevalencia de cisticercosis
entre 10 y 20 % basado en la deteccion de anticuerpos; mientras que la prevalencia
de la teniasis es entre 0.5 a 1% (28), pudiendo llegar hasta 1.5 % en el norte del

Perd (29).

Figura I-11. Mapa del Pert mostrando las principales areas endémicas para
teniasis/cisticercosis por T. solium.
[Fuente: Garcia et al, 2010 (28)]
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1.2.3. NEUROCISTICERCOSIS

Es una enfermedad del SNC causada por el cisticerco de T. solium, y se
adquiere por la ingestion accidental de huevos del parasito. Las manifestaciones
clinicas difieren segun la ubicacion del cisticerco en el SNC, el parasito se puede
ubicar dentro (NCC parenquimatosa) o fuera (NCC extraparenquimal) del

parénquima cerebral.

1.2.3.1.  Neurocisticercosis parenquimatosa

Los pacientes con NCC parenquimatosa usualmente presentan convulsiones
y dolor de cabeza cronico. Esta asociado con la tercera parte de los casos totales de
epilepsia en regiones endémicas, y como tal representa la causa més importante de
epilepsia adquirida en todo el mundo (1). En el parénquima (figura 1-12), los
cisticercos raramente crecen mas alla de los 2 cm, pasan de un estado de reposo
viable a un estado de resolucion completa o calcificacion; este proceso involucra
inflamacion focal, seguida de la degeneracion del cisticerco y finalmente la
calcificacién. La degeneracion del cisticerco implica inflamacion perilesional y se

asocia frecuentemente con la aparicion o exacerbacion de sintomas neurologicos.

Existen casos de pacientes con una pequefia lesion quistica en el
parénquima, que puede ser viable o en degeneracién; estos casos son comunes en
el subcontinente indio, y afecta a individuos jovenes, tiene un prondéstico benigno.
Existen también casos raros, en donde los pacientes con NCC parenguimatosa
pueden presentar cientos de pequefios cisticercos degenerados; a esta particular y
severa presentacion se le denomina “encefalitis cisticercosa” donde la inflamacion

intensa pone al paciente en riesgo de muerte (1).

19



Figura 1-12. Neurocisticercosis parenquimatosa.
A) cisticercos viables y degenerados; B) lesiones calcificadas; C) encefalitis

cisticercosa [Fuente: Garcia et al. 2020 (1)].

1.2.3.2.  Neuraocisticercosis extraparenquimal

La presencia de cisticercos fuera del parénquima (figura 1-13) es un factor
importante de morbilidad y mortalidad; la mayoria de los casos se localizan en los
ventriculos o en el espacio subaracnoideo. Los cisticercos tienden a crecer y
diseminarse a los espacios circundantes, causando manifestaciones clinicas

relacionadas con efectos de masa y tienen un peor pronostico (1).

- Intraventriculares: los cisticercos ubicados particularmente en el tercer y

cuarto ventriculo pueden causar hidrocefalia o pueden causar sintomas debido
a la compresion directa del tronco encefalico. Los cisticercos también se
pueden localizar en los ventriculos laterales, y pueden migrar de un ventriculo
a otro. El grado de inflamacidn presente, puede ser importante al momento de
la extirpacion quirdrgica del cisticerco, ya que los cisticercos con inflamacién

circundante pueden ser adherentes y dificiles de extirpar.
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Subaracnoideos: Las localizaciones mas frecuentes de los cisticercos son: las

cisuras de Silvio, las cisternas basales y los espacios interhemisféricos. En estas
zonas, particularmente en las cisuras de Silvio, las lesiones tienden a formar
grandes agregados (cisticercos "gigantes™ o grupos de cisticercos). Las lesiones
en los espacios subaracnoideos basales o en las areas interhemisféricas también
tienden a extenderse a los espacios circundantes. Una de las caracteristicas de
los cisticercos encontrados en estas zonas, es la naturaleza proliferativa de su
membrana, con areas de crecimiento exuberante y la ausencia del escélex, que
se asocia con niveles elevados de antigenos parasitarios circulantes, fuerte
respuesta inmune por anticuerpos y respuesta inflamatoria. Los efectos de masa
y la respuesta inflamatoria cronica con fibrosis resultante, con frecuencia
conducen a hidrocefalia y la presentacién comun de hipertension intracraneal.

La inflamacion también puede provocar vasculitis y eventos isquémicos

asociados.

FH 26 head

Figura 1-13. Neurocisticercosis extraparenquimal.

A)

Cisticerco intraventricular; B) Cisticercosis subaracnoidea basal; C)

Cisticercosis en la cisura de Silvio e interhemisférica [Fuente: Garcia et al. 2020

D]
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1.2.4. RESPUESTA INMUNE HUMORAL EN NEUROCISTICERCOSIS
La evidencia del rol de los anticuerpos en la NCC ha sido demostrada por la
identificacion de cuerpos de Russell (inclusiones de anticuerpos) dentro de las
células plasmaéticas cercanas a la lesion cerebral. Durante el curso clinico de laNCC
se producen varias clases de anticuerpos, siendo la mé&s destacada la

inmunoglobulina (Ig) G en suero y liquido cefalorraquideo (LCR) (30).

En la infeccion extraparenquimal, los pacientes sintométicos que tienen
cisticercos en los espacios subaracnoideos presentan un incremento de IgG, IgM e
IgE comparado con paciente asintomaticos. También se ha reportado que algunas
personas sin NCC de zonas altamente endémicas tienen niveles altos de 1gG e IgE
comparado con personas que habitan en zonas de baja endemicidad, demostrando
que la respuesta de anticuerpos esta relacionado con la intensidad de exposicion al
parasito, y que algunas personas de zonas endémicas estan expuestas a T. solium,
pero no desarrollan la enfermedad por tener una respuesta inmune fuerte que podria

prevenir el establecimiento del paréasito (30).

Otros estudios sugieren que la presencia de anticuerpos esta influenciada
por la etapa de desarrollo del parasito. Por lo tanto, la carga parasitaria y las
presentaciones radioldgicas de los pacientes contribuye a la respuesta humoral en
la NCC; y esta asociada con la exposicion y la intensidad de la infeccion, asi como,

con la etapa de desarrollo del parasito y la respuesta inmune celular inducida (30).
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1.2.5. DIAGNOSTICO DE LA NEUROCISTICERCOSIS
Se realiza principalmente por neuroimagen complementado con la serologia

que es usado como herramienta confirmatoria de acuerdo con el tipo de NCC (31).

1.2.5.1. Neuroimagen

Se utiliza la tomografia axial computarizada (TAC) y/o la imagen por
resonancia magnética. En la TAC se puede detectar formas activas, en degeneracién
e inactivas del cisticerco; también es atil en NCC extraparenquimal (subaracnoidea,
quistes intraventriculares) y en encefalitis cisticercosica. La imagen por resonancia
magnética es mas sensible que la TAC para detectar NCC parenquimal y
extraparenquimal, su sensibilidad disminuye en la deteccion de lesiones

calcificadas (1,31).

La neuroimagen es de mayor utilidad que la serologia debido a que provee
datos del numero, tamafio, localizacion y etapa de las lesiones, asi como la

inflamacion perilesional (1).

1.2.5.2.  Inmunodiagndstico

En algunos casos el diagnostico por neuroimagen no es conclusivo, en estos
casos el inmunodiagnéstico puede cumplir un rol importante en confirmar el
diagnostico (1). El western blot que usa 7 glicoproteinas purificadas de cisticerco
de T. solium denominado como LLGP-EITB es la técnica usada para el
inmunodiagnostico (figura 1-14). Esta técnica se basa en la deteccion de anticuerpos

contra las glicoproteinas del cisticerco de T. solium en suero o LCR. El
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reconocimiento de cualquiera de las 7 glicoproteinas de diagndstico por los

anticuerpos de los pacientes indica un resultado positivo.

En cuanto a la sensibilidad de esta prueba, se ha reportado que es alta (98%)
en pacientes que tienen mas de un cisticerco en el cerebro (7); mientras que en
pacientes que tienen 1 cisticerco o cisticercos o lesiones calcificadas, la sensibilidad

disminuye (8). La especificidad de esta prueba es del 100 % (7).

CSF
Serum

50 kDa
: 39.42 kDa

‘ 24 kDa

21 kDa
18 kDa

| ! 14kDa
| 13kDa

Figura I-14. Inmunoelectrotransferencia-blot con glicoproteinas purificadas
con Lentil Lectin.

Se muestra el peso molecular de las 7 bandas de diagnostico y la diferencia entre
los niveles de anticuerpos en suero (Serum) y liquido cefalorraquideo (CSF) del

mismo paciente [Fuente: Rodriguez et al., 2012 (32)].
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1.2.6. MODELO ANIMAL DE NEUROCISTICERCOSIS

Los modelos animales contribuyen al entendimiento de la inmunopatologia
de la enfermedad, de la interaccidn del parasito con su hospedero y de otros factores
envueltos con la adquisicion/progresion de la enfermedad. EI modelo porcino,
infectado natural o experimentalmente, representa un modelo ideal para el estudio
de la NCC debido a que la progresion de la enfermedad es similar a lo que sucede
en humanos, sin embargo, el manejo experimental de animales de gran tamafio tiene
ciertos desafios y limitaciones. Por ese motivo, los modelos en ratdn o rata son los
mas utilizados debido a su facil manejo y también por la disponibilidad comercial

de reactivos (33).

Modelo de rata para el estudio de la neurocisticercosis

Este modelo utiliza oncosferas activadas de T. solium para infectar
intracranealmente ratas. Se ha reportado un alto porcentaje de éxito de infeccion
(83%) cuando las ratas son infectadas a los 10 dias de edad, esto se evidencia por
el desarrollo de cisticercos en el cerebro a los 4 meses post infeccion (34). El
modelo muestra una distribucion diversa de cisticercos en el SNC y la
inmunopatologia es similar a lo que se observa en humanos (35); una gran ventaja
sobre otros modelos de roedores es el uso de T. solium responsable de la enfermedad
humana (33,35). Asi mismo, en este modelo se ha detectado antigenos del parasito
y anticuerpos contra el parasito en el plasma de ratas que desarrollan NCC, similar
a lo que ocurre en su hospedero natural (34), lo cual hace posible su utilidad para
evaluar la respuesta inmune humoral desde el inicio de la infeccion hasta el

desarrollo de la NCC.
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1.2.7. PROTEINAS DE T. solium

Segun el anélisis bioinformatico del genoma, T. solium tiene 12902
proteinas, de las cuales 838 son de tipo excretorio/secretorio (E/S). Varias de estas
proteinas son antigenos de diagnostico, proteinas secretorias ricas en cisteina,
antigenos de oncosfera, entre otros. La mayoria de las proteinas E/S tienen como
funcion molecular la uniény actividad catalitica; asi mismo participan en diferentes

procesos bioldgicos (36).

1.2.7.1.  Proteinas de oncosferas

En las oncosferas activada se ha identificado 65 proteinas por
espectrometria de masas, estas proteinas participan en procesos como la adhesion
celular, plegamiento de proteinas, protedlisis, detoxificacion, entre otros. Muchas
de las proteinas identificadas cumplen un rol en la interaccién con el hospedero,
otras actian como moduladoras de la respuesta inmune (por ejemplo: el precursor
del antigeno 5, tropomiosina A y B, paramiosina, fructuosa difosfato aldolasa, beta
enolasa, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, glutation S transferasa (GST),
superdéxido dismutasa (SOD) y la proteina de choque térmico 70 (HSP70), y
algunas han sido reportados como potenciales candidatas a vacunas (como:
tropomiosina A y B, Tsol22a, cadena ligera de dineina, proteina similar a Sm20 de
unién a calcio, paramiosina, fructuosa difosfato aldolasa, GST, SOD, 14-3-3zy la
HSP70) (37). Otras proteinas reportadas en oncosferas son: la Tso31 (que es similar
a un receptor extracelular) (38), la TSOL16, TSOL18, TSOL45-1A (39), una
proteina de 42kDa (con un dominio similar a troponina) (12), y las proteinas de 22.5

y 31.3 KDa que son especificos de oncosferas de T. solium (11).
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1.2.7.2.  Proteinas de postoncosfera
AUn no se han identificado las proteinas de las postoncosferas, pero se ha
demostrado que estas formas de transicion comparten bandas proteicas con el

estadio de oncosfera y cisticerco (17).

1.2.7.3.  Proteinas de cisticerco

En los cisticercos se ha identificado proteinas a partir del E/S, el fluido
vesicular y el extracto salino vesicular. En el E/S se report6 76 proteinas
identificadas por espectrometria de masas, de estas proteinas 17 corresponden a
proteinas del hospedero (cerdo), y 27 son proteinas de T. solium descritas en la
literatura como: los antigenos de diagndéstico (GP50, T24, y la familia de proteinas
de 8 kDa) que son parte de las siete bandas de diagnostico del LLGP-EITB,
paramiosina, proteina 14-3-3, actina, P27, HSP y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.
Otras proteinas identificadas participan en el sistema antioxidante y son
considerados como blancos terapéuticos y candidatos a vacunas. También se
identificaron cisteinas proteasas que ayudan al parasito a evadir la respuesta inmune

del hospedero (40).

En el fluido vesicular se han identificado 7 antigenos especificos para
cisticercosis porcina (tropomiosina 2, tubulina alfa 1 y beta, anexina B1, HSP,
proteina 14-3-3 y una cinasa dependiente de adenosin monofosfato ciclico) (41). En
el extracto salino vesicular se ha reportado 68 proteinas, algunas de estas son usadas
como antigenos para el inmunodiagnostico de la NCC y /o en el desarrollo de

vacunas recombinantes o sintéticas contra cisticercosis humana (42).
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1.2.8. TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Entre las técnicas més utilizadas para la identificacion de proteinas esta la
espectrometria de masas, definida como una técnica analitica que identifica y
cuantifica moléculas por anélisis de la relacion masa/carga (m/z) de los iones de la
molécula (43). El principio consiste en la separacion de las moléculas por
ionizacion con electrones de alta energia que rompen una molécula en fragmentos
(las proteinas son usualmente ionizados via protonacién debido a su grupo amino
que acepta iones de H+). El patron de fragmentacion y los valores de m/z proveen

informacion acerca del peso molecular y la estructura quimica de la proteina (44).

La separacion e identificacion se realiza en un espectrometro de masas que
basicamente consiste en: 1) un dispositivo para la entrada de la muestra, 2) una
fuente de ionizacion molecular y transferencia de los iones de las moléculas de la
muestra hacia una fase gaseosa, 3) un analizador de masas que separa los iones de
acuerdo con su m/z, 4) un detector que monitorea los iones separados, 4) y un
sistema informatico para la obtencion y anélisis de datos (45). El espectrometro de
masas analiza cualquier molécula bioldgica susceptible a ionizacion gracias a 2
técnicas de ionizacion: la ionizacion por electroespray (electrospray ionization,
ESI) (46); y la ionizacién mediante desorcién por laser asistida por matriz (matrix-

assisted laser desorption ionization, MALDI) (47).

Previo a la espectrometria de masas, se aplican otros métodos para reducir
la complejidad de la muestra e incrementar la identificacion de proteinas menos
abundantes (48). A continuacion, se explican 2 alternativas que combinan técnicas

para la identificacion de proteinas.
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1.28.1. SDS-PAGE Yy LC-MS/MS

Para la identificacion de proteinas primero se realiza la separacion mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) conteniendo el detergente
dodecilsulfato sodico (SDS), a esta técnica se le conoce como SDS-PAGE; luego
se realiza un andlisis mediante cromatografia liquida (LC) el cual esta acoplado a

un espectrometro de masas en tindem (MS/MS) para su identificacion (48).

A. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.

Este método lleg6 a ser popular para al menos dos propdsitos: la
determinacion del peso molecular y la evaluacion de la pureza de las proteinas. Sin
embargo, en la actualidad, esta técnica es usada para muchas aplicaciones como la
comparacion de la composicion de proteinas de diferentes muestras, para el
Western blot acoplado a la inmunodeteccién, y como un segundo paso en la técnica

de electroforesis bidimensional (48).

Esta técnica separa las proteinas en base a su habilidad para migrar en un
campo eléctrico, en funcién al tamafio de la cadena polipeptidica de la proteina.
Para lograr esto, se requiere que la proteina se encuentre en una forma lineal es
decir como una cadena polipeptidica, ademas la cadena polipeptidica debera tener
una carga negativa para que pueda migrar hacia el polo positivo del campo

eléctrico; ambos requisitos se logran por la adicion del detergente SDS.

Para que las proteinas se separen en base a su tamafio es necesario colocarlo
en un gel de poliacrilamida. El gel de poliacrilamida es preparado entre dos placas

de vidrio, primero se prepara el gel donde se separaran las proteinas (conocido como
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el resolving gel); y luego se prepara el gel conocido como stacking gel, en donde se
colocaréa un peine durante la polimerizacion para la formacion de pozos que serviran
para colocar la muestra. Después de la polimerizacion el peine es retirado, y el gel
es colocado en una cdmara conteniendo buffer, seguidamente se coloca la muestra
en los pozos, y luego se conecta a la corriente para su separacion. Al finalizar la

corrida, el gel es coloreado para visualizar las proteinas (figura 1-15) (44).
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Figura I-15. Diagrama esquematico de la electroforesis en geles de
poliacrilamida.
[Fuente: Biiyiikkoroglu et al., 2018 (44)].

30



B. Cromatografia liquida acoplado a espectrometria de masas en tandem

Esta técnica combina la separacion y andlisis de las muestras por
cromatografia liquida y espectrometria de masas respectivamente. Una vez que las
proteinas se separan por SDS-PAGE, se procede a cortar las bandas de interés.
Luego las proteinas presentes en las bandas pasan por un paso de
reduccion/alquilacion y digestion proteolitica obteniendo al final péptidos, los
cuales pasan por un siguiente paso de separacién por cromatografia liquida
(denominada como nano-HPLC) seguido de la espectrometria de masas en tindem

(MS/MS) (figura 1-16).

Mezcla de proteinas (Banda del gel 1D) 0

|

Reduccién/alquilacion & -
Digestion con tripsina AL

| l

Nano-HPLC
MS/MS ‘E.._..A e SN _I_L“..\....._...u.i_.__xu‘_._“‘,._d—_'.
Busqueda en la base de datos para la ,‘f ‘* fo
identificacion del ID de la proteina &)‘) " J,’

Figura 1-16. Pasos para el LC-MS/MS.
[Adaptado de Applied Biomics (49)]
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- Cromatografia liquida

Es un método fisico de separacion en la cual los componentes a ser
separados son distribuidos entre dos fases: una de ellas es estacionaria (fase
estacionaria) y la otra se mueve en una direccion definitiva (fase mavil). El proceso
cromatografico ocurre como resultado de pasos repetidos de sorcidn/desorcion
durante el movimiento de los analitos a través de la fase estacionaria. La separacion
es debido a la diferencia en los coeficientes de distribucion de los analitos

individuales en la muestra (50).

Un sistema cromatografico consiste en 4 componentes: un dispositivo para
introducir la muestra, una fase movil, una fase estacionaria y un detector. La
muestra se inyecta por medio del puerto o dispositivo de inyeccion en el flujo de la
fase movil entregado por la bomba de alta presién y luego es transportado a través
de la columna (fase estacionaria) donde tiene lugar la separacion. La separacion es
monitoreada con un detector de flujo. La columna es el corazén del sistema de
cromatografia liquida, y cuando va acoplado a un espectrometro de masas, se usan
columnas pequefias de 30 a 50 mm que son empaquetados con material de 3-5 pum,
a estas columnas se les denomina como nano-LC que estan disefiadas de tubos de

silice fundida de 0.05-0.5 mm de didmetro interno (50).

El detector mide un pardmetro fisico del efluente de la columna o de los
componentes del efluente de la columna y transforma esto a una sefial eléctrica. Un
detector puede ser un dispositivo sensible a la concentracion (el cual da una sefial
que esta en funcion de la concentracion de un analito en el efluente) o un dispositivo
sensible al flujo de masa (donde la sefial es proporcional al flujo de masa del analito)

(50).
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- Espectrometria de masa en tandem

En la MS/MS se obtiene espectros de masa de iones de fragmentos
peptidicos a partir de un ion precursor peptidico particular. Estos fragmentos son
producidos en mdaltiples reacciones de colision de baja energia. Para la
identificacion de las proteinas, el espectro de iones de fragmentos de baja energia
observados se empareja con uno que se predice para un péptido de la misma masa

precursora que se encuentra en una base de datos (51).

Un equipo de MS/MS esta constituido de 6 componentes: el sistema de
introduccién de muestras, la fuente de ionizacién, primer analizador de masas
(MS1), camara o celda de colision, segundo analizador de masas (MS2), y un
detector (figura 1-17) (45). Se requieren 2 analizadores de masas, uno para
seleccionar el ion precursor de interés de otros iones generados en la fuente de

ionizacion, y el otro para analizar los iones producto después de la colision (50).

Sistema de Fuente de Analizador de Celda de Analizador de Detector

introduccion - ionizacioén - masas (MS1) - colision - masas (MS2) -

de muestra

ESI Q Q

HPLC MALDI TOF TOF

Figura I-17. Esquema general de un sistema de espectrometria de masa en
tandem.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia, ESI: ionizacion por electroespray,
MALDI: ionizacion mediante desorcion por laser asistida por matriz, Q:
Cuadrupolo, TOF: tiempo de vuelo [fuente: adaptado de Fernandez-Lainez, et al.,
2009(45)].
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1.2.8.2.  Electroforesis bidimensional y MALDI-TOF/TOF

A. Electroforesis bidimensional

Es una de las técnicas mas empleadas para la separacion de proteinas previo
al andlisis por espectrometria de masas tipo MALDI-TOF. Las proteinas se separan
en 2 pasos: en el primer paso (primera dimension) se realiza el isoelectroenfoque
en un gradiente continuo de pH, que separa las proteinas en base a su punto
isoeléctrico (pl); seguidamente, en el segundo paso (segunda dimensidn) se realiza

la SDS-PAGE para separar las proteinas en funcion a su masa o peso molecular.

Primera dimensién: Isoelectroenfoque. Las proteinas se separan en base a
sus puntos isoeléctricos. El punto isoeléctrico (pl) se define como el pH en el cual
la proteina tiene una carga neta de 0. La carga neta de una proteina es la suma de
las cargas positivas y negativas en las cadenas laterales de los aminoécidos, y este
valor cambia de acuerdo con el pH. Una proteina tiene carga neta de 0 cuando el
nimero de cargas positivas se iguala al nimero de cargas negativas. En el
isoelectroenfoque, cuando se aplica la muestra en el gradiente de pH, las proteinas
que estan por debajo de su pl estaran cargadas positivamente y migraran hacia el
electrodo cargado negativamente (catodo) mientras que las proteinas que estén por
encima de su pl estardn cargadas negativamente y migraran hacia el electrodo
cargado positivamente (anodo); y se detendran cuando alcancen la regién del

gradiente de pH donde sus cargas netas sean de 0 (figura 1-18) (44).

Segunda dimensidn: En este paso las proteinas son separadas de acuerdo
con su masa molecular. Las proteinas separadas en la primera dimension son

cargadas negativamente con SDS, luego son colocados en forma horizontal en el
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gel SDS-PAGE (figura 1-18) (44). Para visualizar las proteinas separadas se puede
usar Azul de Coomassie (si la cantidad de proteinas es de 10 ng), coloracién plata
o un marcaje fluorescente (si la cantidad de proteinas sea de 0.5 ng). En el gel se
observaran manchas denominadas “spots”, cada spot corresponde a proteinas que

tienen el mismo peso molecular y el mismo punto isoeléctrico.
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Figura 1-18. Pasos de la electroforesis bidimensional.

A) primera dimension, B) segunda dimension [Fuente: Biiyiikkoroglu et al., 2018

(44)].
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B. MALDI-TOF/TOF

A partir de los geles tefiido, los spots pasan por procesos de escision,
destefiido, extraccion de proteinas, digestion y analisis de los péptidos por

espectrometria de masa (figura 1-19).

Reduction, Alkylation, Gel Washing
& In-gel Trypsin Digestion

l N
Desalting w/ Zip-tip C18 (Millipore) N

l

Spotting on MALDI plate

l

MALDI-TOF I = -

l

MALDI-TOF/TOF D

l

Database Search for Protein ID

Figura 1-19. Pasos para el MALDI-TOF/TOF.
[Fuente: Applied Biomics (49)]

MALDI-TOF. En esta técnica se combinan 2 tecnologias el MALDI como fuente
de ionizacion y el tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF) como analizador de masas.
En el MALDI, el analito se mezcla con una matriz en presencia de un disolvente
organico y se deposita en una superficie metalica. Al evaporarse el compuesto
organico, la matriz co - cristaliza junto con el analito. La placa metalica se introduce
en la cdmara de ionizacion del espectrometro de masas, que se encuentra en alto
vacio, y a continuacion se incide con un pulso de un laser ultravioleta (UV) sobre

ella. La matriz cristalizada absorbe la energia del laser UV y se produce un
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importante aumento de energia en una superficie pequefia, lo que conlleva una
répida sublimacién de la mezcla, dejando el analito ionizado y en fase gaseosa. La
accion de un campo eléctrico produce el movimiento de los iones del analito hacia
el analizador de masas. ElI TOF, mide el tiempo que necesitan los iones acelerados
para recorrer una distancia, que depende de las caracteristicas del instrumento, sin

que los iones estén sometidos a un campo eléctrico y/o magnético (figura 1.20).

MALDI-TOF/TOF. En esta técnica el primer analizador es usado como un filtro
de masas. Los fragmentos metaestables, asi como los productos de decaimiento
inducido por colisién se aceleran en un segundo analizador TOF para el andlisis de

masas (figura 1-20).

MALDI-TOF

A. Measurement

+ Matrix-embedded Acceleration Orit
analyte on | ol
) Pt |

microtiter plate target

Detector

|

Laser desorption/ionization |

Time-of-flight

B. Mass spectrum

+ Analyte ions separated
according to their Intensity
mass/charge ratio

miz

MALDI-TOF/TOF

Reflectron

TOF 1 TOF 2

Figura 1-20. Principio del MALDI-TOF y del MALDI-TOF/TOF.
[Fuente: Pusch et al., 2003 (52)]
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1.2.9. OBTENCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN Escherichia

coli

La obtencion de proteinas recombinantes en una gran cantidad permite su
caracterizacion bioquimica, entre otros. En teoria, los pasos para obtener una
proteina recombinante son bastantes sencillos: primero el gen de interés es clonado
en un vector de expresion, luego este vector es transformado en un hospedador,
luego este hospedador es inducido para que exprese el gen de interés, y finalmente
la proteina esta lista para su purificacion y caracterizacion. Sin embargo, en la
practica, decenas de cosas pueden salir mal, como el bajo crecimiento del
hospedador la formacion de cuerpos de inclusién o la inactividad de las proteinas

(53)

E. coli, es uno de los organismos de eleccién para la producciéon de proteinas
recombinantes. Las ventajas de usarlo como organismo huésped son: 1) la cinética
de crecimiento es incomparablemente rapida, 2) se consigue facilmente cultivos de
alta densidad celular, 3) se pueden preparar medios complejos ricos a partir de
componentes econdmicos y facilmente disponibles, 4) la transformacion con ADN

exogeno es rapida y sencilla (53).

Vector de expresion

Los plasmidos de expresion son el resultado de multiples combinaciones de
replicones, promotores, marcadores de seleccion, sitios de clonacién multiples

(MCYS), y estrategias de remocién de proteinas fusionadas (figura 1-21).
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Los replicones son los elementos genéticos que se replican como unidades
auténomas, consiste en un origen de replicacion juntos con sus elementos de control
en cis. Los promotores son regiones del operén que controlan el inicio de la
transcripcion, y uno de los mas utilizados es el promotor lac componente clave del
operon lac, el cual es inducido por lactosa; otros promotores usados son los hibridos
sintéticos que combinan otros promotores con el promotor lac, por ejemplo, el
promotor tac que consta de la region -35 del promotor trp y la region -10 del
promotor lac. Ambos sistemas pueden ser inducido por lactosa o su analogo no

hidrolizable Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (53).

El marcador de seleccién utilizado en los plasmidos es el marcador de
resistencia, que favorece el crecimiento de las células que tienen el plasmido e
impide el crecimiento de células sin plasmido; en el sistema de E. coli, los genes de
resistencia a antibidticos se usan para este propoésito. Por ejemplo, el gen bla
confiere resistencia a ampicilina, cuyo producto es una enzima periplasmica que

inactiva el anillo B-lactamico de los antibidticos betalactamicos (53).

Las etiquetas de afinidad también son importantes en el plasmido, para la
deteccidn de la proteina recombinante durante la expresion y purificacion, para
lograr la méaxima solubilidad y para purificar facilmente la proteina del medio
celular de E. coli; las etiquetas de afinidad se expresan junto con la proteina
recombinante y puede ser una secuencia corta de aminoacidos (etiqueta peptidica)
0 un polipéptido grande (pareja de fusidn); las etiquetas peptidicas son menos
probables de interferir cuando se fusionan a proteinas, sin embargo, en algunos
casos pueden provocar efectos negativos en la estructura terciaria o en la actividad

bioldgica de la proteina. Las etiquetas de afinidad permiten detectar la proteina
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recombinante mediante western blot con anticuerpos comerciales, asi mismo,
permite la purificacion de la proteina recombinante en un solo paso con el uso de
resinas con afinidad a estas etiquetas. Las parejas o proteinas de fusion incrementan
la solubilidad de las proteinas recombinantes, entre los més usados se tiene a:
proteina de union a maltosa (MBP) y GST, que pueden ser usado para purificar las
proteinas fusionadas mediante cromatografia de afinidad. MBP esta presente en la
serie de vectores pMAL mientras que GST esta presente en la serie de vectores

PGEX (53).

Para realizar estudios bioquimicos o estructurales con la proteina
recombinante es necesario remover las etiquetas, para que no interfiera con las
estructura o actividad de la proteina. Las etiquetas pueden ser removidas por accion
enzimatica o quimica. En el caso de la remocion con enzimas, el vector de expresion
posee secuencias que codifican para el sitio de escision o corte de la enzima
downstream del gen que codifica para la etiqueta. En el caso de la remocion

guimica, se puede tratar a la proteina recombinante con un reactivo quimico (53).

ori affinity tags selection marker
* pMBL1 (15 - 60 copies) * Peptide tags (poly-Arg-, FLAG-, * Antibiotic resistance (Amp,
* ColE1 (15 — 20 copies) poly-His-, c-Mye-, 5-, Strep ll-tag) Cm, Tet, Kan, etc.)
* pUC(pMB1 derivative, 500
—700 copies) * Fusion partners (MBP, NusA, Trx, *Plasmid addiction systems

*plSA (10— 12 copies)

*pSC101 (<5 copies)
ocs | Wi
promoter L codingsequence for terminator

+lac / lacUVS tag removal
* tac / tre

* T7/T7/lac
*araPgap [ rhaPgap
*pL/pR

*cspA

GST, ubiquitin, SUMO, Fh8)

* Enterokinase
* Thrombin

* Factor Xa
*TEV

Figura I-21. Componentes de un vector de expresion.
[Fuente: Rosano & Ceccarelli 2014(53)].
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Hospedador

La cepa de E. coli utilizada como hospedador es la BL21 y algunos
derivados del linaje K12. Las células BL21 son deficientes de la proteasa Lon que
degrada varias proteinas extrafias. Otro gen ausente en el genoma de los ancestros
de BI21 es el gen que codifica la proteasa de la membrana externa OmpT cuya
funcion es degradas las proteinas extracelulares. Cuando el gen de interés se coloca
en un vector que tiene promotor T7, el hospedador debe proporcionar T7 RNAP,
en estos casos se trabaja con la cepa BL21 (DE3) que tiene el profago ADE3 en el
cromosoma de BI21 y contiene el gen T7 RNAP bajo el promotor lacUV5. Otra
cepa utilizada es BL21 (DE3) pLysS, esta cepa contiene el plasmido pLysS que
confiere resistencia a cloranfenicol, ademas contiene el gen que codifica a la
lisozima T7 que disminuye el nivel de expresion de fondo (basal) de los genes diana
bajo el control del promotor T7 pero no interfiere con el nivel de expresion logrado

tras la induccion con IPTG (54).

Consideraciones para trabajar con el vector de expresiéon pGEX

Las proteinas con etiqueta GST son construidos al insertar un gen en el sitio
de clonamiento mdltiple de uno de los 13 vectores pGEX. El promotor tac controla
la expresion, y es inducida por el analogo de lactosa IPTG. Los vectores pGEX
tienen un gen lacl9 cuyo producto es una proteina represora que se une a la region
del operador del promotor tac, y previene la expresion hasta la induccién por IPTG.
El vector pGEX-6P-1 codifica una secuencia de reconocimiento para el sitio

especifico de escision por una proteasa PreScission ubicada entre el dominio GST
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y el sitio de clonamiento multiple. En cuanto al hospedador, se recomienda cepas
de E. coli deficiente de genes que codifican proteasas citoplasmaticas tales como
Lon, OmpT, DegP o HtpR, que ayudan a minimizar los efectos de la degradacion
proteolitica por el hospedador. E. coli BI21, es una cepa defectiva en la produccion
de la proteasa OmpT, dando altos niveles de expresion de proteinas con etiquetas
GST. También se recomienda usar una cepa alternativa para el clonamiento y
mantenimiento del vector, por ejemplo, JM109 o DH5a. En cuanto al inserto de
DNA, debe poseer el marco abierto de lecturay debe ser menos que 2kb de longitud.
Si el inserto ha sido subclonado en otro vector o si ha sido amplificado por PCR, el
inserto debe tener los extremos compatibles con los extremos del vector linealizado.
Se recomienda usar dos diferentes enzimas de restriccion que permitiré la clonacion
direccional del inserto en el vector. La clonacion direccional optimizard las

inserciones en la orientacion correcta (55).
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1.2.10. PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES EN

CONEJOS

Una manera de identificar proteinas de interés es el uso de anticuerpos. Los
anticuerpos policlonales son heterogéneos y se unen a diferentes epitopos del
antigeno proteico. A pesar, de que esto pueda disminuir la especificidad e
incrementar las reacciones no especificas, estos anticuerpos tienen mayor
probabilidad de unirse con éxito al antigeno especifico en una variedad de técnicas
que tienen condiciones diferentes. EI conejo es el animal de laboratorio que se usa
con frecuencia para la produccién de los anticuerpos policlonales debido a que

ofrece muchas ventajas comparadas a otras especies (56).
Dosis del inmundgeno

Un inmundgeno es una molécula capaz de generar una respuesta inmune
cuando es inyectado en un animal. Ejemplo de inmundgeno son los polipéptidos
que tienen pesos moleculares por encima de 10 kDa. El conejo es capaz de montar
una respuesta de anticuerpos a multiples inmundgenos simultdneamente. La dosis
de inmundgeno puede afectar el nivel de la respuesta de anticuerpos (cantidad) y la
afinidad del anticuerpo producido (calidad). La dosis muy baja del inmundgeno
puede ser no adecuado para estimular la produccion de anticuerpos, aunque pueden
dar como resultado la produccion de células B de memoria que pueden ser
estimuladas por una exposicién secundaria al inmunégeno. Mientras que, una dosis
excesiva de inmundgeno puede ocasionar la produccion de anticuerpos de baja
afinidad o el desarrollo de tolerancia sin produccion de anticuerpos. La dosis del
inmunogeno es generalmente estimada en base a la experiencia del investigador o

referencias en la literatura en la que utilizan compuestos similares. Generalmente,
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100 a 250 pg de proteinas en adyuvante son adecuados para producir una respuesta

con altos titulos de anticuerpos en conejos (56).

Ruta de inmunizacién

La ruta de inmunizacion, en gran parte, determina la distribucion y
presentacion del inmundgeno y tiene un efecto sobre la respuesta inmune. La ruta
ideal de inmunizacidn debe resultar en la exposicion del antigeno a un gran nimero
de células presentadoras de antigenos. Ademas, el sitio de inmunizacion debe
elegirse de manera que la reaccién inflamatoria al inmundgeno/adyuvante genere
el minimo deterioro funcional, minimo dolor o angustia en el animal huésped. Las
rutas primarias de inmunizacion en conejos son: subcutaneo, intradérmica,
transdérmica e intramuscular. La inyeccién subcutanea del inmundgeno-adyuvante,
técnicamente es facil de realizar en conejos y permite la inyeccion de grandes
volimenes de inmunodgeno/adyuvante. La inyeccion se realiza en la zona dorsal de
la espalda del conejo con un volumen maximo de 0.25 ml de emulsion de agua en

aceite por sitio y 1 ml de volumen total (56).

Esquema de inmunizacion

La frecuencia de re - inmunizacion o refuerzos es una variable significante
en la produccion de anticuerpos policlonales. El objetivo del refuerzo es re -
estimular el sistema inmune e incrementar los niveles de anticuerpos en la
circulacion. El refuerzo debe administrarse después de que el nivel de inmunégeno

inicial haya desaparecido (es decir, cuando los titulos de anticuerpos hayan
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disminuido de manera apreciable), lo que permite la seleccion de células B que
producen anticuerpos de mayor afinidad por el antigeno. Las inyecciones de
refuerzo en el momento apropiado estimulan la expansion de las células B de
memoria de alta afinidad, lo que resulta en la produccién de altos niveles de

anticuerpos de alta afinidad (56).

Adyuvante

Los adyuvantes se definen como compuestos que aumentan la respuesta
inmunoldgica a un inmundgeno. Las proteinas purificadas son inmundgenos pobres
y rara vez dan como resultado una respuesta inmune robusta cuando se inyectan sin
un adyuvante. Uno de los requisitos previos para una buena respuesta inmune a un
antigeno es una respuesta inflamatoria. La inflamacion da como resultado el
reclutamiento de células inflamatorias y activacién de macrofagos y células
dendriticas, un componente esencial en el desarrollo de una respuesta inmune. El
adyuvante completo de Freund sigue siendo el adyuvante mas utilizado y efectivo
para la produccion de anticuerpos policlonales, y esta compuesto de aceite mineral,
monooleato (surfactante) y micobacterias muertas por calor, se usan en la
inmunizacién inicial. El adyuvante incompleto de Freund carece de las
micobacterias y son usadas para los refuerzos. Los adyuvantes de Freund actuales
son mas refinados y menos tdxicos que las formulaciones originales. Ambos son
emulsiones de agua en aceite, y cuando son preparados apropiadamente, liberan

lentamente sus inmundgenos durante muchas semanas (56).
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1.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La NCC es una enfermedad causada por el desarrollo del cisticerco de T.
solium en el cerebro. Es un problema de salud publica en paises endémicos de
América Latina, en especial en areas rurales de México y Pert donde es considerado
como la causa principal de epilepsia (20,57,58). Partes de Africa y Asia también
son severamente afectados por esta enfermedad, asi mismo también se reportan
casos en paises no endémicos debido a la migracién de personas provenientes de
zonas endémicas, por ejemplo, en Estados unidos se reporta que el nimero de
muertes y la carga total de hospitalizacion relacionado a la enfermedad hace de la
NCC un gran problema de salud, especialmente entre la poblacion hispana (59,60).
El 50 a 70% de todos los pacientes con NCC presentan convulsiones y es la causa
principal de la aparicion de ataques epilépticos en personas mayores de 25 afios en

paises donde la infeccion por T. solium es endémica (61).

En Perd, se ha llevado a cabo una serie de estudios epidemioldgicos para
determinar la prevalencia de la cisticercosis, los estudios se basaron en el uso de la
técnica del western blot demostrando seroprevalencias basales de 10 y 20% en la
poblacién general. Los valores son dos a tres veces mas altos en personas con
epilepsia confirmando el rol de la NCC en la etiologia de la epilepsia en zonas
endémicas (28). Se estima que las zonas del Per( claramente endémicas para NCC
son la sierra, la costa norte y la selva alta (28). En la region norte del Perd, se ha
reportado que las personas con epilepsia el 39% presentan NCC sugiriendo que la

NCC es un factor contribuidor de epilepsia (62).
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El diagndstico de la NCC se basa principalmente en el resultado de la
neuroimagen el cual es apoyado por el LLGP-EITB para la deteccion de anticuerpos
anti-cisticerco. La sensibilidad y especificidad reportada para la LLGP-EITB es 98
% y 100% respectivamente (7). Esta técnica ha sido usada junto con la neuroimagen
en varios estudios epidemioldgicos (15,63-69), en los cuales se evidencié que la
sensibilidad de esta prueba varia en cada estudio(35% a 60%). Asi mismo, se ha
reportado que la sensibilidad de esta prueba depende del nimero y estado del
cisticerco en el cerebro, generalmente la sensibilidad es baja (28%) en muestras de

pacientes que presentan 1 cisticerco viable o calcificado en el cerebro (8).

Frente a esta problematica, y al hecho de que el procedimiento para realizar
esta prueba resulta laboriosa (sobre todo en la obtencion de las glicoproteinas del
cisticerco), se han reportado varios estudios en donde evallan otros antigenos
nativos (70-76) o recombinantes (77-84) del cisticerco de T. solium e incluso
antigenos del cisticerco de otras especies de Taenia como T. cracciceps (85-87) y
T. saginata (88-90), algunos de estos estudios reportan una sensibilidad similar al
LLGP-EITB, pero aun no han sido validados en campo, salvo algunos estudios
como el realizado por Arora et al., 2020 (91) en donde evaluaron el Western blot
usando proteinas del fluido vesicular del cisticerco de T. solium en una poblacién
rural endémica del norte de la India, obteniendo una sensibilidad del 91.5% vy

especificidad del 91.6%.

Si bien algunas de estas pruebas (dependiendo del tipo de antigeno usado)
reportan una sensibilidad similar al EITB, el problema ahora surge con la
especificidad, que en el caso del LLGP-EITB evaluado en campo esta puede variar

desde 57.9% hasta el 100 % (15,67). Motivo por el cual, hasta la actualidad se
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siguen realizando estudios para identificar antigenos que puedan incrementar la

capacidad de diagnostico del western blot.

Hace unos afios, se ha reportado la obtencién in vitro de estadios intermedios
entre oncosfera y cisticerco de T. solium denominados como formas o estadios
postoncosferales (17). Las bandas proteicas de estas formas intermedias son
reconocidas por el suero de pacientes con NCC (9), pero aln no se conoce que
proteinas estan presentes en estas bandas proteicas y su utilidad en el diagnostico
de la cisticercosis y tampoco se conoce la funcion o localizacion de estas proteinas
en las postoncosferas. Caracterizar las proteinas de los estadios PO nos ayudarian a

responder la siguiente pregunta de investigacion:

¢Los antigenos de los estadios postoncosferales de T. solium seran Utiles para

el diagndstico inmunoldgico de la NCC?
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1.4.  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Este trabajo de investigacion se realizo con la finalidad de caracterizar los
antigenos de los estadios postoncosferales de T. solium que son reconocidos por
anticuerpos de pacientes con NCC. Caracterizar las proteinas de los estadios
postoncosferales permitira identificar las proteinas candidatas para el diagndstico
de laNCC, asi mismo permitira identificar proteinas que participan en la interaccion

hospedero-parasito.

En base a las proteinas identificadas se pueden obtener proteinas
recombinantes para estudiar la localizacién y funcion de la proteina para
comprender los mecanismos que utiliza el estadio de postoncosfera para evadir la
respuesta inmune y establecerse en el tejido del hospedero para completar su
desarrollo hasta cisticerco y causar NCC. Ademas, se pueden identificar antigenos
blancos para el desarrollo de vacunas que actlen a nivel de estas proteinas y asi

eviten el desarrollo de la enfermedad.

Finalmente, de encontrarse proteinas candidatas para el diagnoéstico de NCC,
se podrian obtener proteinas recombinantes para ser usados en el diagnostico de
esta enfermedad en zonas endémicas de NCC donde las técnicas de neuroimagen

son muy costosas e inaccesibles para la poblacion rural.
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2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo del primer estudio
Realizar una revision sisteméatica y un metaandlisis de la sensibilidad y

especificidad del western blot para el inmunodiagnostico de la NCC.

Objetivos del segundo estudio

Objetivo principal

Caracterizar las proteinas de los estadios postoncosferales de T. solium que

son reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC.

Objetivos especificos

- Detectar bandas antigénicas de los estadios postoncosferales de T.
solium reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC mediante
western blot.

- Evaluar la utilidad de las proteinas de los estadios postoncosferales de
T. solium en el inmunodiagndstico de la NCC.

- Evaluar la respuesta inmune humoral contra las proteinas de los
estadios postoncosferales de T. solium en un modelo animal de NCC.

- ldentificar las proteinas de los estadios postoncosferales de T. solium
reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC mediante
espectrometria de masas.

- Localizar las proteinas identificadas por espectrometria de masas en las
postoncosferas de T. solium mediante la obtencion de proteinas

recombinantes en Escherichia coli y anticuerpos policlonales.
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3.1.

METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO

Parasitos: estadios adultos de Taenia en medio de transporte (25% de
glicerol, 1000 UIl/mL de penicilina, 1mg/mL de estreptomicina, 0.2
mg/mL de gentamicina, 0.025 mg/mL de anfotericina B), donado por el
Laboratorio de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (LIEI)-LID-

Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

Células: Tubo criovial conteniendo células humanas de adenocarcinoma
intestinal (HCT-8) compradas de la ATCC (American Type Culture
Collection), células competentes DH5a. compradas de Invitrogen, y células
BL21 (DE3) plysS donados por el Laboratorio de Bioinformatica y

Biologia Molecular-LID-UPCH.

Sueros: Sueros de humanos con y sin neurocisticercosis donados por el
Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas. Unidad de Cisticercosis.
Lima, Peru; Suero de conejo antiproteina recombinante Enolasa de T.
solium obtenido por Ponce et al., 2018 (92), donado por el Laboratorio de

Bioinformatica y Biologia Molecular-LID-UPCH.
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3.2. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

3.2.1. PRIMER ESTUDIO: REVISION SISTEMATICA Y
METAANALISIS DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL

WESTERN BLOT PARA EL INMUNODIAGNOSTICO DE LA NCC

3.2.1.1. Estrategia de busqueda de articulos

La revision sistematica fue realizada de acuerdo con la declaracion PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (93). La
busqueda de literatura se realiz6 en inglés, espafiol y francés usando las bases de
datos electronicos Medline/Pubmed, Scopus y Google scholar, hasta mayo del
2020. Para la busqueda se emple6 el término MeSH (Medical Subject Heading) y
los operadores booleanos: “Diagnosis” AND “Neurocysticercosis”. Otras palabras

claves también fueron usados (Anexo 1.1).

3.2.1.2. Seleccidn de articulos

Los articulos fueron explorados primero por titulo y resumen para
seleccionar los estudios relevantes. Luego se realizo la seleccion de los articulos
completos considerando los siguientes criterios de inclusion: 1) estudios
epidemiolégicos y de laboratorio en el cual usan el EITB o western blot (WB) para
el inmunodiagnostico de la NCC; 2) articulos en los cuales analizan muestras de
suero de personas con NCC confirmado por estudios de neuroimagen o biopsia; 3)
estudios en los cuales analizan muestras de suero de personas sin NCC (presencia

de un grupo control); 4) estudios que tienen datos para calcular la sensibilidad y
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especificidad de la prueba; 5) Estudios que usen EITB o WB para la deteccion de

anticuerpos IgG; 6) Estudios que usen antigenos de T. solium en el EITB 0 WB.

Los criterios de exclusién fueron: 1) estudios que usan otras pruebas
diferentes al EITB o WB para el diagnostico de NCC; 2) estudios de cisticercosis
porcina; 3) estudios en la cual usaron muestra de liquido cefalorraquideo, saliva u
orina; 4) estudios en la cual utilizan el EITB o WB para la deteccion de anticuerpos
IgA o 1gG; 5) estudios que usen antigenos de T. saginata, T. crassiceps o T.
pisiformis en EITB o0 WB; 6) casos clinicos; 7) articulos de revision, libros y cartas
al editor sin datos originales; 8) resimenes de conferencias debido a que es poco
probable que tengan detalles suficientes acerca de la metodologia usada; 9) EITB o

WB usados para confirmar el resultado del ELISA.

3.2.1.3. Definiciones

Todos los articulos seleccionados incluyeron muestras de personas con
NCC diagnosticados en base al criterio absoluto (demostracion histologica del
cisticerco a partir de una biopsia de cerebro) o al criterio de neuroimagen (5). En

base a estos datos se realiz6 una recategorizacion en 6 grupos:

NCC activa: incluye estudios que reportan casos de NCC activa (63,65,67,94), en
este grupo también se incluyd estudios que reportan pacientes con NCC
transicional, pacientes sin calcificaciones (por ejemplo: pacientes con quiste Unico

viable o quistes multiples viables) (14,65,95).
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NCC inactiva: incluye estudios que reportan casos de NCC inactiva (63,65,67,96),
y estudios donde incluyeron pacientes con calcificaciones Unicas o multiples, o

lesion calcificada unica o maltiple (14,15,64,95).

Quiste Unico: en este grupo se incluyo estudios que reportan casos de NCC con un
quiste, un quiste viable con o sin escélex, una calcificacion, una lesion quistica, o

un granuloma que quiste Unico (14,63,64,67,94-99).

Multiples quistes: en este grupo se incluyd estudios que reportan NCC con
mdaltiples quistes, multiples quistes viables con o sin escolex, multiples quistes
viables o un quiste racemoso, mas de una calcificacion, o mas de una lesion activa

(14,63,64,67,94-99).

Quiste viable Unico: en este grupo se considero a aquellos articulos que reportan
NCC con quiste unico (no calcificado), un quiste viable con o sin escolex

(14,67,94,95,97,99).

Multiples quistes viables: se incluyd estudios que reportan NCC con multiples
quistes (no calcificados), multiples quistes viables con o sin escolex, multiples

quistes viables o un quiste racemoso (14,94,95,97,99).

3.2.1.4. Extraccién de datos y evaluacién de la calidad

Se colectd los siguientes datos de cada articulo: autor (s), afio de
publicacidn, tipo de estudio (epidemioldgico o de laboratorio), procedencia de la
muestra de sueros, nimero de sueros de pacientes con NCC, método de diagndstico

de NCC, numero de sueros control, tipo de antigeno usado en el western blot, datos
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de la neuroimagen. Para cada estudio, se evalué el riesgo de sesgo (risk of bias) y

la aplicabilidad (Applicability concerns) usando la herramienta QUADAS-2 (100).

3.2.1.5.Andlisis estadistico

Para el metaanalisis se siguid las recomendaciones del Manual Cochrane
para revisiones sistematicas de validez de las pruebas de diagndstico (101). Los
datos fueron reportados en tablas 2x2 para calcular la sensibilidad y especificidad
estimada e intervalos de confianza (IC) del 95% de los estudios originales. Las
estimaciones de la sensibilidad y especificidad observada fueron presentadas en una

grafica de forest plot.

En el metaandlisis, se utilizé el modelo jerarquico a fin de preservar la
naturaleza bidimensional de la precision del diagnostico, ya que la sensibilidad y la
especificidad generalmente estan correlacionadas (102). Se utilizé el modelo de
efectos aleatorios, bivariante para obtener estimaciones resumidas de la sensibilidad
y especificidad y su IC del 95% (103). Para obtener la curva de resumen ROC
basado en el modelo jerarquico se usé el modelo HSROC (The hierarchical
summary receiver operating characteristic) (104). Los graficos muestran las curvas
de resumen ROC, resumen de los puntos de sensibilidad y especificidad con sus
regiones de confianza y prediccion del 95%. La region de prediccion proporciona

una representacion visual del grado de heterogeneidad entre estudios (105).

Para el analisis por el tipo de antigeno usado en el western blot, se categorizo
los tipos de antigenos en 3 grupos: glicoproteinas purificadas con lentil lectin

(LLGP) u otro procedimiento, antigeno recombinante y otros antigenos (ejemplo:
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antigeno purificado, E/S, fluido vesicular, etc.). En el caso de que un estudio evalud
diferentes antigenos de la misma categoria, solo se considerd el que presenta una
alta sensibilidad y especificidad. El resumen de la sensibilidad y especificidad fue
reportado para cada categoria de antigeno. Asi mismo, también se hizo un
subandlisis basado en el tipo de estudio (epidemioldgico y de laboratorio) y en las
categorias (NCC activa/inactiva, NCC con quiste tnico/multiples quistes, y NCC
con quiste Unico viable/mdaltiples quistes viables) el resumen de la sensibilidad y

especificidad fueron reportadas para cada grupo.

Los analisis fueron realizados usando el software Meta-DiSc version 1.4

(106) y el software estadistico Stata version 11.1, paquete: metandi (109).
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3.2.2. SEGUNDO ESTUDIO: CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE
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3.2.2.1. Deteccion de bandas antigénicas de los estadios postoncosferales de
T. solium reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC
Para detectar las proteinas de los estadios postoncosferales de T. solium que
son reconocidos por anticuerpos de pacientes con NCC, se sigui6 los siguientes

pasos.
A. Obtencidon de estadios postoncosferales

Para obtener estadios postoncosferales se utilizd gusanos adultos de T.
solium, de los cuales se extrajo los huevos que contienen oncosferas, las oncosferas

fueron activadas y cultivadas en una monocapa de células HCT-8.

Obtencion de estadios adultos de T. solium. Los estadios adultos de Taenia
donados por el LIEI-LID-UPCH, fueron confirmados como T. solium utilizando la
técnica de PCR-REA reportado por Mayta et al. (108). Una vez confirmado, se

procedi6 a seleccionar las progl6tides gravidas.

Obtencidn de oncosferas activadas. Para la obtencion de oncosferas se siguio la
metodologia reportada por Verastegui et al., 2007 (23). Las proglétides gravidas
fueron trituradas en agua destilada usando un homogenizador de vidrio, luego se
colecto el sobrenadante que contiene los huevos. Los huevos fueron tratados con
hipoclorito de sodio al 0.75% durante 5-10 minutos con la finalidad de romper la
envoltura del huevo vy liberar la oncosfera, seguidamente, las oncésferas fueron
activadas en un medio intestinal artificial pH 8.04 (1% de bilis de cerdo, 0.01 g/mL
de pancreatina, 0.002g/mL de carbonato de sodio, 0.01g/mL de bicarbonato de
sodio, preparado en medio RPMI [10.4g/L de RPMI 1640, 1.5¢/L de bicarbonato

de sodio, 5.9g/L de hepes, 1000UIl/mL de penicilina, 0.2mg/mL de gentamicina)]

58



durante 1 hora a 37°C. Las oncosferas activadas fueron contadas, lavadas 2 veces
con medio RPMI y resuspendidas en medio RPMI méas 10 % de suero fetal bovino

(RPMI-10%SFB).

Obtencion de monocapa de células HCT-8. Las células de adenocarcinoma
intestinal HCT-8 fueron descongeladas, lavadas y cultivadas en frascos de 75 cm?
conteniendo 5 mL de medio RPMI-10%SFB; e incubadas a 37°C con 5% de CO2
y 95% de humedad relativa (HR) hasta alcanzar confluencia (~95%). Una vez
alcanzado la confluencia, se procedié a la tripsinizacion, las células fueron
desprendidas del frasco mediante incubacion a 37°C con 1 ml de tripsina-EDTA.
Luego se realizé el conteo de células en una camara neubauer. Las células fueron
colocadas en una placa de 24 pozos (1x10° células por pozo) e incubadas a 37°C

con 5% de CO2 'y 95% de HR hasta formar una monocapa de células en cada pozo.

Cultivo de oncosferas en monocapa de células HCT-8. Para la obtencién de
postoncosferas se siguio el protocolo reportado por Chile et al. (17). 10 000
oncosferas activadas fueron colocadas en placas de 24 pozos conteniendo
monocapa de células HCT-8. Las placas fueron incubadas durante 15 dias a 37°C
con 5% de CO2 y 95% de HR, y el cambio de medio del cultivo se realiz6 cada 3
dias. Después de los 15 dias de cultivo las postoncosferas fueron trasladadas a una
nueva monocapa de células HCT-8, y fueron incubadas durante 45 dias adicionales,

en este periodo de tiempo, el cambio de medio y monocapa se realizé cada 3 dias.
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B. Obtencidn de proteinas de los estadios postoncosferales

Proteinas solubles totales. A partir del cultivo, las postoncosferas fueron
colectados en tubos de 1.5 ml a los 15, 30 y 60 dias de incubacién, a estas
postoncosferas se les denominé como PO15d, PO30d y PO60d respectivamente.
Seguidamente fueron lavados 3 veces con buffer fosfato salino (PBS) (cada lavado
consistio en dejar sedimentar por gravedad los parasitos durante 10 minutos en el
tubo de 1.5 ml, luego se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se agregé 1 ml
de PBS). Las postoncosferas fueron resuspendidas en PBS y sonicadas a 4.5Hz, 9-
12W durante 30 segundos. El sonicado de paréasitos fue centrifugado a 10000g
durante 15 minutos a 4°C, seguidamente se colecto el sobrenadante (considerado
como proteinas solubles totales). Se obtuvo proteinas solubles totales de PO15d,

PO30d y PO60d.

Proteinas excretorio secretorio. También se colecto proteinas E/S de
postoncosferas de 30 dias de cultivo, de la siguiente manera: los parasitos fueron
colectados de la monocapa de célula HCT-8 y lavados 3 veces con medio RPMI,
luego fueron colocados en una placa de 24 pozos libre de monocapa en incubados
con medio RPMI durante 24 horas a 37°C, 5% CO. Después de la incubacion, el
medio del cultivo fue colectado y centrifugado a 2700 g por 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante fue utilizado como proteinas E/S. A ambos tipos de proteinas
obtenidas se les agregd inhibidores de proteasas: 1 pg/mL de Leupeptina (Sigma
Aldrich), 1ImM de Pefabloc SC PLUS (Roche) y 1 pg/mL de Pepstatina (Sigma
Aldrich). Se retird 5 pL de cada muestra para realizar la cuantificacion y el resto

fue congelado a -70°C hasta su posterior uso.

60



Cuantificacién de proteinas. Las proteinas fueron cuantificadas utilizando el
espectrometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) (109) . Se colocd 2 ul de
muestra de las proteinas en el pedestal del equipo, la lectura se realizé usando la
opcion “Protein A280”, “Type: 1 Abs=1mg/mL”. Las lecturas se realizaron por

duplicado.

C. Obtencion de anticuerpos policlonales anti — postoncosfera

Se obtuvo anticuerpos policlonales mediante inmunizacién de conejos, este
procedimiento fue realizado con el objetivo de identificar proteinas antigénicas en
los estadios postoncosferales. Se usé la metodologia reportada por Verastegui et al.,

2007 (23).

Inmunizacién de conejos. Tres conejos hembras, raza Nueva Zelanda de 2kg,
comprados del Instituto Nacional de Salud fueron trasladado al bioterio de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Las dos primeras semanas los animales estuvieron en un periodo de
adaptacion; pasado este tiempo, se realizd la extraccion de sangre (500 pl
aproximadamente) de la arteria central de la oreja del conejo de la siguiente manera:
se desinfectd la oreja con alcohol al 70%, seguidamente se le aplicé lidocaina en
gel y se esper6 15 minutos, seguidamente se insertd una aguja de 23G en la arteria
central de la oreja y se colectd la sangre en un tubo de 1.5 mL. Después de la toma
de muestra de sangre, se procedi6 a la inmunizacién de los conejos (el primer,

segundo y tercer conejo fue inmunizado con proteinas solubles totales de PO15d,
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PO30d y PO60d respectivamente). Para la inmunizacion se prepar6 un inoculo de
500 pl de proteina (0.5mg/ml) + 500 pl de adyuvante de Freund (adyuvante de
Freud completo para la primera inmunizacion y adyuvante de Freud incompleto
para las siguientes inmunizaciones), seguidamente se desinfectd el sitio de
inoculacién con alcohol al 70%, y se le inyectd subcutaneamente el indculo. El
conejo recibio 4 dosis del inoculo (dia 1, 15, 22 y 29). La muestra de sangre fue
recolectada previo a cada inoculacion para medir los titulos de anticuerpos (Anexo
3). Al final del experimento se realizo la eutanasia de los animales para el sangrado

total y obtencion de suero que contiene los anticuerpos policlonales.

Eutanasia. La eutanasia se realizé con el objetivo de colectar la mayor cantidad de
muestra de sangre y obtener el suero necesario para las diferentes técnicas que se
realizaran. ElI método que se utilizé fue eutanasia por agentes inyectables, para lo
cual el animal fue previamente anestesiado de la siguiente manera: el animal fue
sujetado con delicadeza y se le administré una combinacion de Xilacina y Ketamina
de 40mg/kg y 60mg/kg respectivamente. Cuando el animal se encontr6 en plano
quirdrgico se procedio a la extraccion de sangre por puncion cardiaca mediante
introduccion de una aguja de 21’ y se colecto la sangre con sistema Vacutainer en
tubos de 10 ml. Una vez colectada la mayor cantidad de sangre, se procedi6 a la
eutanasia para lo cual se inyectd pentobarbital sddico 20mg/kg por via
intracardiaca. El cese de la respiracion, del latido cardiaco y la ausencia de reflejos
nos indicaron la muerte irreversible de los conejos. Luego se procedi6 al descarte:

autoclavado y eliminacion a través de DISAL.
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ELISA. La muestra de sangre colectada de los conejos (antes de cada inmunizacion
y del sangrado total) fue centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos, luego se colecto
el suero el cual fue almacenado a -70°C hasta su posterior uso. Para la medicion de
titulos de anticuerpos policlonales se realizo la técnica de ELISA, el cual consistio
en fijar 100 pl de proteinas solubles totales (0.5 mg/ml) de postoncosfera en placas
de 96 pozos durante toda la noche a 4°C, luego se realizé 5 lavados con 200 pl de
PBS-0.05% de Tween20 (PBS-T), seguidamente se procedid a bloquear la placa
con 200 pl PBS-T mé&s 5% de leche durante 1 hora a 37°C. Terminado el tiempo de
incubacion, se repitio el lavado y se incubd por 1 hora (a 37°C) con 100 pl de suero
de conejo (pre-inmune, lera dosis, 2da dosis, 3era y 4ta dosis) diluido en PBS-T
(1:500), luego se repitio el lavado y se incubd durante 1 hora (a 37°C) con 100 pl
de conjugado cabra anti- conejo marcado con peroxidasa diluido en PBS-T hora a
37°C (dilucién 1:10000), se volvio a lavar y a revelar con 100 ul de sustrato TMB
(3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina) durante 3 minutos, luego se detuvo la reaccion con
50 ul de &cido sulfurico 2N y se midié la absorbancia (450nm) en el lector de

ELISA.

D. Western blot para detectar proteinas antigénicas de postoncosfera

Para identificar las proteinas antigénicas de las postoncosferas, se utilizé la
técnica de Western blot. En el primer experimento se utilizd diferentes
concentraciones de proteinas solubles totales de postoncosferas de 15, 30 y 60 dias
de cultivo, para determinar la concentracion ideal de proteinas que son reconocidas
por los anticuerpos policlonales producidos en conejo. El segundo experimento

consistid en comparar las proteinas solubles totales (0.1 pg/ul) de oncosferas,
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postoncosferas y cisticercos, con el objetivo de identificar proteinas especificas de

los estadios postoncosferales.

Preparacion de la muestra. Por cada 100 pl de proteina se le agregd 2 ul del buffer
para muestra (10% de SDS mas 0.1% de azul de bromofenol (1:1)). Seguidamente

la mezcla fue colocada en bafio Maria a 65 °C durante 15 minutos.

Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio. Para la
SDS-PAGE se prepar6 geles de poliacrilamida, cada gel esta formado por un gel de
separacion al 15% (para 1 gel: 1.1 mL de agua ultrapura; 2.5mL de la mezcla de
acrilamida al 30%; 1.3 de buffer Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8; 0.05 mL de SDS al 10%;
0.05mL de persulfato de amonio [APS] al 10%; 0.002 mL de TEMED) continuado
por el gel de apilamiento al 5% (para 1 gel: 0.68 mL de agua ultrapura; 0.17 mL de
la mezcla de acrilamida al 30%; 0.13 de buffer Tris-HCI 1M, pH 6.8; 0.01 mL de
SDS al 10%; 0.01mL de APS al 10%; 0.001 mL de TEMED). El gel de apilamiento
tiene 10 pozos para colocar las muestras. 20 pl de la muestra fue colocado en cada
pozo del gel de apilamiento, paralelo a las muestras también se agregd un marcador
de peso molecular en uno de los pozos; luego se procedid a realizar la corrida
electroforética en una camara conteniendo buffer Tris-glicina-SDS (25 mM de Tris,
192 mM de glicina, 0.1% de SDS). La camara fue conectada a una fuente de poder
y se realiz0 la separacion de las proteinas bajo las siguientes condiciones de corrida:
5 mA/gel para alinear la muestra y/o marcadores de peso molecular en el gel de
apilamiento y luego se cambid a 25mA/gel para la separacion proteinas en el gel de

separacion.

Transferencia: Se retird los geles de la cAmara de electroforesis, luego se removid

el gel de apilamiento. El gel de separacion fue colocado sobre una membrana de
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nitrocelulosa que tiene el mismo tamafo del gel; seguidamente ambos fueron
colocados entre 2 papeles filtro y 2 esponjas a manera de un sadndwich, este
sdndwich fue colocado en una camara de transferencia conteniendo buffer de
transferencia, la cdmara fue conectado a una fuente de poder bajo las siguientes

condiciones de transferencia: 350 mA durante 1 hora.

Blot: Terminada la transferencia de proteinas del gel hacia la membrana de
nitrocelulosa, las membranas fueron lavadas 3 veces con PBS mas 0.3% de
Tween20. Una de las membranas fue incubada durante toda la noche con el suero
de conejo anti — postoncosfera (dilucion: 1 en 200 con PBS 0.3% de Tween20 mas
5% de leche). Otra membrana fue incubada con suero de conejo pre inmune
(dilucion: 1 en 200). Después de la incubacion, las membranas fueron lavadas 6
veces con PBS mas 0.3% de Tween20 e incubadas con el conjugado (cabra anti-
conejo marcado con peroxidasa, dilucion 1 en 800) durante 1 hora. Las membranas
fueron lavadas 6 veces y reveladas con el sustrato diaminobencidina (DAB) (50 mL
de PBS, 500 uL de DAB, 5 pL de perédxido de hidrégeno) hasta que se visualicen
las bandas. El peso molecular de las bandas proteicas fue estimado usando un

marcador de peso molecular.

E. Western blot para detectar proteinas de postoncosfera reconocidas por

anticuerpos de pacientes con NCC

Para la identificacion de proteinas antigénicas reconocidas por anticuerpos
de pacientes con NCC se utilizo la técnica de Western blot descrita anteriormente.

Se realiz6 2 experimentos:
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Primer experimento. Se comparé las proteinas solubles totales (0.1pg/ul) de
oncosferas, postoncosferas (PO15d, PO30d, PO60d) y cisticerco. Estas proteinas
fueron separados por SDS-PAGE, luego fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa. La primera membrana fue incubada con un pool de suero de pacientes
con NCC (dilucion 1 en 50) (el pool se realizé con 5 sueros de pacientes
confirmados por neuroimagen y LLGP-EITB); y la segunda membrana fue
incubada con un pool de sueros de personas sanas (negativos por neuroimagen y
LLGP-EITB). Después de la incubacion se lavd y se incub6 con el conjugado (cabra
anti - humano IgG marcado con peroxidasa) (dilucion 1 en 4000), y se revel6 con

el sustrato DAB.

Segundo experimento. Se separo (0.1ug/ul) las proteinas E/S de postoncosferas de
30 dias (PO30d) por SDS-PAGE, seguido de la transferencia. Una membrana fue
incubada toda la noche con el pool de sueros de pacientes con NCC (dilucién 1 en
50) mientras que la segunda membrana fue incubada con el pool de sueros de
personas sanas (dilucién 1 en 50). Después de la incubacion fueron lavados, e
incubados durante 1 hora con el conjugado (cabra anti — humano 1gG marcado con

peroxidasa) dilucion 1 en 4000. Seguidamente se lavo y revel6 con el sustrato DAB.
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3.2.2.2. Evaluacién de la utilidad de las proteinas de los estadios
postoncosferales en el diagnéstico inmunolégico de la NCC
Como las proteinas de las formas postoncosferales son reconocidas por un
pool de suero de pacientes con NCC, se evalu6 su utilidad en el inmunodiagndstico
de laNCC. Para lo cual se utiliz6 el western blot o EITB (7) usando como antigenos
las proteinas solubles totales de postoncosfera de 30 dias de cultivo para detectar

anticuerpos en los sueros de pacientes con NCC.

A. Informacion de los sueros
Se evaluaron 100 sueros, agrupados de la siguiente manera:

o Grupo I (control): conformado por 10 sueros de personas sin NCC, negativo
por neuroimagen y LLGP-EITB.

o Grupo Il (casos con NCC parenquimatosa): conformado por 50 sueros de
pacientes que presentan entre 2 a 5 cisticercos en el parénquima cerebral,
positivos al LLGP-EITB.

o Grupo Il (casos con NCC subaracnoidea): conformado por 20 sueros de
pacientes que presentan cisticercos en el espacio subaracnoideo, positivos al
LLGP-EITB.

o Grupo IV (casos con quistes calcificados): conformado por 20 sueros de
pacientes que presentan cisticercos calcificados en el cerebro, negativos

al LLGP-EITB.
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B. Preparacion de tiras con antigenos de postoncosfera

Para preparar las tiras con antigenos se procedio de la siguiente manera: 0.1
ng/ul de proteinas solubles de postoncosferas fueron separadas por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras en el sistema MiniPROTEAN Tetra cell (Bio-Rad). Se
usaron geles de poliacrilamida al 15% que contienen el gel de apilamiento (al 5%)
con 2 pozos: un pozo pequefio para el marcador de peso molecular (5 pL) y otro
pozo de 67 mm de ancho y 8 mm de profundidad para la muestra; en este pozo se
coloc6 200 pl de las proteinas de postoncosferas. Después del SDS-PAGE se realiz6
la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa. Las
membranas fueron lavadas 3 veces con PBS-0.3% de Tween20, y 2 veces con PBS
solo, seguidamente cada membrana fue cortada en tiras de 3 mm de ancho usando
la maquina inmuno strip membrane cutter, obteniendo entre 20 a 22 tiras que

contienen el antigeno de postoncosfera.

C. Evaluacion de los sueros

La evaluacién de los sueros se realizo en ciego. Cada tira fue incubada toda
la noche con sueros individuales de pacientes con y sin NCC dilucion 1 en 50 en
PBS-0.3% Tween20 conteniendo 5% de leche descremada. Después de la
incubacidn, las tiras fueron lavadas 6 veces con PBS-0.3% Tween20 e incubadas
por 1 hora con el conjugado cabra anti - humano IgG marcada con peroxidasa
(dilucion 1 en 4000). Luego, las tiras fueron lavadas 3 veces con PBS-0.3%
Tween20 y luego 3 veces con PBS solo. Finalmente, las tiras fueron reveladas con
el sustrato DAB. La presencia de bandas en la tira se consider6 como positivo

mientras que la ausencia de bandas en la tira fue considerada como negativo.
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3.2.2.3. Modelo animal de NCC para evaluar la respuesta inmune humoral

contra las proteinas de postoncosferas

A. Infeccion de ratas

Se utilizo el modelo animal de NCC (34). Se realizaron 2 experimentos.
Infeccion con postoncosferas: se realizo con la finalidad de comprobar si las ratas
eran capaces de formar anticuerpos contra las postoncosferas, para lo cual se
infectaron 8 ratas de 15 dias de edad (raza Holtzman) con 10 postoncosferas de 15
dias de cultivo, la via de infeccién fue intracraneal usando una jeringa de
tuberculina, el volumen de indculo fue de 50 pl. A los 15 dias post infeccion se
procedié al sacrificio de las ratas por eutanasia humanitaria, se colecté muestra de
sangre para evaluar anticuerpos en el suero mediante western blot, luego se realiz

la perfusion y obtencion del cerebro para confirmar la infeccion.

Infeccidén con oncosferas activadas: se realiz6 después de confirmar que las ratas
son capaces de desarrollar anticuerpos contra postoncosferas. Este experimento se
realizé con la finalidad de evaluar en qué momento de la infeccion aparecen los
anticuerpos anti — postoncosfera y si estos persisten hasta el desarrollo de la NCC.
Para este experimento se infectd via intracraneal 9 ratas de 15 dias de edad, la dosis
fue de 500 oncosferas activadas de T. solium en 50 pl de solucion salina. Ademas,
3 ratas adicionales fueron inoculadas con solucion salina como control. Después de
la infeccion se recolectd muestra de sangre de la cola a los 15 dias, 1, 2, 4 y 6 meses
para evaluar la formacion de anticuerpos. Al afio despues de la infeccion, las ratas
fueron sacrificadas mediante eutanasia humanitaria, luego se realizé la coleccion

de sangre, perfusion y obtencion del cerebro.
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B. Eutanasia humanitaria

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (150mg/kg) y
Xilacina (20 mg/kg) via intraperitoneal. Luego se procedio a verificar que el animal
se encuentre completamente anestesiado al presionar una de las patas traseras con
una pinza, la ausencia de acto reflejo indicé la pérdida de sensibilidad. Luego se
colectd la muestra de sangre mediante puncion cardiaca en un tubo Vacutainer,
seguidamente se realiz6 la perfusion con PBS (2 veces), y luego con
paraformaldehido al 4% (1 vez). Después de la perfusién se procedio a remover el
cerebro de las ratas, y colocarlos en un tubo de 50 ml conteniendo 10 ml de

paraformaldehido al 4%.

C. Obtencion de muestra de sangre

Durante la eutanasia se colecté muestra de sangre por puncion cardiaca de
ambos experimentos. En el segundo experimento ademas se colectd pequefios
volimenes de sangre usando el método de corte de la cola para obtener un volumen
menor a 100 pl; el protocolo consistié en inmovilizar al animal, calentar la cola con
una bolsa térmica durante 10 minutos, luego se desinfectd la cola con etanol al 70%
y se cortd perpendicularmente con una hoja de bisturi estéril (1-2 mm desde el
extremo de la cola). Se recolectd la sangre en un tubo de 0.6 ml, y luego se aplico
hemostasia con un algodon durante 30 segundos. Las siguientes extracciones se
realizaron a partir de la vena de la cola utilizando una jeringa. Las muestras de
sangre fueron centrifugados durante 15 minutos a 3500 rpm, luego se colecto el

suero, el cual fue guardado a -70 °C hasta su posterior evaluacion.
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D. Evaluacion de anticuerpos

El protocolo fue similar al utilizado en la evaluacion de sueros humanos. La
concentracion de proteinas solubles totales de PO30d fue de 0.1 pg/uL, se utilizo
200 pL para la separacion por SDS-PAGE, luego se realizo la transferencia a
membranas, las cuales fueron cortadas en tiras de 3 mm de ancho. Cada tira fue
incubada toda la noche con los sueros individuales de las ratas infectadas y ratas
sanas (dilucion 1 en 50), las tiras fueron lavadas e incubadas por 1 hora con el
conjugado cabra anti- rata IlgG marcada con peroxidasa (dilucién 1 en 1000), luego

fueron lavadas y reveladas con el sustrato DAB.

E. Procesamiento de los cerebros

Los cerebros colectados fueron lavados con agua destilada y almacenados
en etanol al 70%. Los cerebros del primer experimento fueron colocados en
parafina, y se realiz6 cortes coronales de 3 um de grosor utilizando un micrétomo;
luego se selecciono cortes al azar, se desparafing, se rehidraté y se colored con
hematoxilina y eosina (34). Las laminas coloreadas fueron observadas en un
microscopio para buscar los estadios postoncosferales. Los cerebros del segundo
experimento fueron observados macroscépicamente para identificar cisticercos

extra o intra parenquimales.
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3.2.2.4. Identificacion de proteinas de los estadios postoncosferales

reconocidos por anticuerpos de pacientes con NCC

A. ldentificacion de proteinas de postoncosfera por SDS-PAGE y LC-

MS/MS

Para identificar las proteinas presentes en las bandas de interés se procedid
de la siguiente manera, las proteinas solubles totales y E/S de PO30d (12 ug) fueron
separadas por SDS-PAGE. Uno de los geles con las proteinas fue tefiido con azul
de Coomassie G-250; el otro gel con proteinas fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa, luego fue incubado con un pool de suero de pacientes con NCC o
suero anti-postoncosfera para detectar la banda de 46 y 48 kDa. Una vez
identificada la banda de 46 y 48 kDa, se procedi0 a cortar estas bandas a partir del
gel tefiido. Las bandas fueron colocadas en un tubo de 1.5 ml y se le agreg6 agua
ultrapura, para luego ser enviados a la empresa Applied Biomics Inc. (Hayward,
CA, USA) para su elucion, digestion y separacién por cromatografia liquida
acoplado a un espectrémetro de masa (LC-MS/MS), y su posterior analisis
protedmico. El analisis proteémico realizado por la empresa consistio en buscar la
similitud entre la secuencia de aminoacidos de los péptidos identificados por LC-
MS/MS con las secuencias de las proteinas reportadas en la base de datos de
secuencias primarias de T. solium y Echinococcus granulosus, para lo cual usaron

el software MASCOT.
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B. ldentificacion de proteinas de postoncosferas por electroforesisen 2Dy

MALDI-TOF/TOF

En este experimento se separd las proteinas de postoncosferas mediante
electroforesis bidimensional (2D), luego se selecciond las proteinas de interés para

su identificacion por MALDI-TOF/TOF.

Preparacion de la muestra: las proteinas totales solubles fueron obtenidas como
se describi6 previamente; luego fueron precipitadas con 3 volimenes de acetona
(previamente enfriado a -20°C) durante toda la noche a — 20°C. Seguidamente se
centrifugd a 10000g por 15 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y el
precipitado fue rehidratado con la solucion ReadyPREP2D (BIORAD), luego se
realizo la cuantificacion de las proteinas usando el kit 2-D Quant (GE Healthcare),
para lo cual se sigui6 las recomendaciones del fabricante (110). La concentracion

que se utilizé fue de 75 pg de proteinas en un 125 pl de solucion ReadyPREP2D.

Primera dimension. La muestra de proteinas fue separada en base a su punto
isoeléctrico usando el equipo de isoelectroenfoque PROTEAN IEF Cell
(BIORAD). La muestra de proteinas (125 pl) fue colocada en una de las canaletas
de la bandeja de enfoque del equipo, luego sobre la muestra se colocd una tira de
IPG (gel con gradiente de pH (3-10) inmovilizado) de 7 cm (BIORAD). La bandeja
fue colocada en el equipo de isoelectroenfoque, y se program6 la corrida de la
siguiente manera: 11 horas de rehidratacién activa, 250V por 30 minutos, 500V por

1 hora, 1000V por 1 hora, 2000V por 2 horas, y 4000 V por 11 horas.
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Segunda dimension. Después del isoelectroenfoque, la tira de IPG fue retirada del
equipo y fue colocada en un tubo de 15 mL. Luego se incub6 primero con 5 mL de
buffer de equilibrio (6M de urea, 75mM de Tris-HCI pH 8.8, 29.3% de Glicerol,
2% de SDS y 0.002% de Azul de bromofenol) conteniendo 10 mg/ml de DTT por
15 minutos en agitacion a temperatura ambiente, y luego con 5 mL de buffer de
equilibrio conteniendo 25mg/ml de lodoacetamida. Seguidamente la tira de IPG fue
colocada en un gel de poliacrilamida al 15% (que tiene el gel de apilamiento para
tiras de IPG) o en un gel de gradiente para tiras de IPG comercial (4-20% Mini-
PROTEAN TGX Precast Protein Gels, 7 cm IPG/prep well, 450 pl #4561091,

BIORAD) para su separacion por peso molecular.

Coloracion de geles. Después de la corrida el gel fue coloreado con azul de

Coomassie G-250 (Bio-safe Coomassie Stain, BIORAD).

Transferencia y blot. Dos geles fueron transferidos a una membrana de
nitrocelulosa, para luego ser incubados con un pool de suero de pacientes con y sin

NCC respectivamente.

MALDI-TOF/TOF. A partir de los resultados del western blot se procedio a
seleccionar las proteinas de interés, para luego identificar estas proteinas en el gel
teflido. Las proteinas seleccionadas que son visibles en el gel a manera de manchas
o “spots” fueron cortadas y colocadas en tubos de 1.5 mL conteniendo agua
ultrapura (mili-Q) para luego ser enviados a la empresa Applied Biomics Inc.
(Hayward, CA, USA) para su posterior elucion, digestion, separacion por MALDI-

TOF/TOF vy andlisis protedmico usando el programa MASCOT. Las muestras
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fueron corridas por la empresa junto con 4 controles con 1 fmol de proteina.
Brevemente el protocolo empleado por la empresa fue el siguiente: primero los
spots fueron lavados para remover el colorante y otros inhibidores quimicos,
seguidamente los spots fueron secados y rehidratados en un buffer de digestion
conteniendo tripsina modificada. Las proteinas fueron digeridas en el gel a 37°C,
seguidamente los péptidos obtenidos de la digestion fueron extraidos del gel (spot)
con un buffer que contiene &cido trifluoroacético, para luego ser desalados usando
C-18 Zip-tips (Millipore). Los péptidos desalados fueron mezclados con la matriz
CHCA (&cido alfa ciano-4-hidroxicindmico) y colocados en los pozos de la placa
MALDI. El espectro de masas de los péptidos en cada muestra fue obtenido usando
el analizador protedmico Applied Biosystems. Luego se selecciond 10 a 20 de los
mas abundantes péptidos en cada muestra para luego ser fuertemente sujetos a
fragmentacion y a analisis por espectrometria de masa en tandem. La identificacion
de la proteina fue basada en el mapeo de masas de huellas peptidicas y el mapeo de
los péptidos fragmentados. Los espectros combinados se enviaron para la busqueda
en la base de datos utilizando el software GPS Explorer acoplado al programa
MASCOT para la identificacion de proteinas en la base de datos de secuencias
primarias de Taenia solium y Echinococcus granulosus. El reporte de la
espectrometria de masa incluy6 los 10 resultados con la més alta puntuacion para
cada spot, asi como un resumen que enumera la mejor coincidencia para cada

muestra.

75



C. Andlisis de las proteinas identificadas

Para las proteinas identificadas por espectrometria de masas (LC-MS/MS o
MALDI-TOF/TOF) identificadas usando la base de datos de T. solium y que
reportan una secuencia parcial, se busco la secuencia completa en la base de datos
del genoma de T. solium usando el recurso de acceso abierto WormBase ParaSite
(111) y en base a esa secuencia se calculé el peso molecular. Para el caso de las
proteinas identificadas en la base de datos de E. granulosus, se utilizé los péptidos
identificados por espectrometria de masas (que emparejaron con las secuencias de
E. granulosus) para buscar secuencias similares en la base de datos del genoma de
T. solium usando el recurso de acceso abierto WormBase ParaSite (111), y en base
a esas secuencias se calculd el peso molecular. Una vez determinada el peso
molecular de todas las proteinas identificadas, se procedi6 a seleccionar a aquellas
proteinas que tienen el peso molecular de las proteinas de interés, por ejemplo, en
el caso de las proteinas identificadas a partir de la banda de 46-48 kDa se procedio
a seleccionar a las proteinas que estan entre ese rango de peso molecular; y en el
caso de los spots se procedid a seleccionar a las proteinas que tienen el peso
molecular y punto isoeléctrico esperado. Una vez seleccionadas las proteinas de
interés, se procedid a trabajar con sus secuencias de aminoacidos para predecir si
son de tipo secretora ya sea por la via clasica o no clasica usando el servidor SignalP
(version 5.0) (112) y SecretomeP (version 2.0) (113) respectivamente. También se
realizd la prediccion de la funcién molecular y el proceso bioldgico en el que
participa usando la base de datos de InterPro (114); asi como la localizacién de las

proteinas usando el servidor deepLoc (version 1.0) (115).
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3.2.2.5. Localizacion de las proteinas de los estadios postoncosferales

reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC

A. Obtencidn de proteinas recombinantes de postoncosferas en E. coli

Disefio de cebadores. Se disefiaron cebadores (5° = 3”) Forward y Reverse para
cada uno de los genes que codifican las proteinas seleccionadas. Primero se obtuvo
la secuencia codificante en el servidor del NCBI (116) o en la base de datos del
genoma de T. solium (111). A partir de la secuencia se disefiaron los cebadores: el
cebador forward fue disefiado copiando los 25 primeros nucleétidos de la secuencia
codificante, a esta secuencia se le agregd ocho nucleétidos adicionales (que
contiene el sitio de corte para la enzima BamHI) en el extremo 5’; el cebador
reverse fue disefiado seleccionando los 25 nucledtidos finales de la secuencia
codificante, a partir de esta secuencia se obtuvo su complementaria reversa
utilizando el servidor Oligo Calc (117). A esta secuencia complementaria reversa
se le agregd 8 nucledtidos (que tienen sitio de corte para la enzima Sall) en el
extremo 5°. Luego se calculd la temperatura de melting y de annealing de los
iniciadores usando el servidor Tm calculator (118), en algunos casos, se redujo el
namero de nucledtidos en el extremo 3’ de los iniciadores hasta conseguir una
temperatura de melting y temperatura de annealing adecuado. También se evalud
que los cebadores no formen bucles u horquillas, ni que se unan entre si, para lo
cual se usé el servidor Oligo Cal (117). Finalmente se verifico in silico que los
cebadores amplifican la secuencia deseada usando el servidor Sequence
Manipulation Suite (119); también se verificé que las enzimas de restriccion no

corten la secuencia codificante para lo cual se utilizé el servidor Web cutter (120).
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RT-PCR. La reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa (RT-
PCR) consiste en retro transcribir una hebra de ARN en ADN complementario
(cDNA) usando una enzima llamada transcriptasa reversa, y el resultado se

amplifica mediante una PCR convencional.

Extraccion de ARN: La extraccion de ARN se realizé a partir de-50 postoncosferas
colectadas a los 30 dias de cultivo, las postoncosferas fueron lavadas 3 veces con
PBS y almacenadas en solucion RNAlater por 24 horas a 4°C y luego a -70°C hasta
su posterior uso. Para la extraccion de ARN se utilizd el kit Direct-zol RNA
MiniPrep Plus (Zymo Research), se siguid las recomendaciones del fabricante.
Después de la extraccion, se realizé la cuantificacion y evaluacién de la pureza en
el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), también se evalud la integridad del

ARN por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Obtencion de cDNA: A partir del ARN extraido se obtuvo cDNA usando el kit
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) se siguid el procedimiento del
fabricante. Se utiliz6 ARN que cumpla con las siguientes caracteristicas: proporcion
260/280 =~2 (que es una proporcion aceptada como “pura” para ARN); proporcion
260/230 = 2 a 2.2 (rango aceptable); ARN integro al observar en un gel de agarosa.

La cantidad de cDNA obtenido fue cuantificado usando el NanoDrop 2000.

PCR convencional: en un tubo de 0.2 mL se prepard una mezcla de los reactivos

para la PCR (tabla Il1-1).
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Tabla I11-1. Reactivos y concentraciones usada para la PCR convencional

Reactivos 1 reaccion Concentracion
de 20 pL final
Agua libre de nucleasas 10.68 pL
Buffer 10X 2 uL 1X
25mM de MgCl; 2 uL 2.5mM
2.5 mM de dNTPs mix 1.6 uL 0.2mM clu
10 uM Iniciador F 0.8 uL 0.4 uM
10 UM Iniciador R 0.8 pL 0.4 uM
Enzima Taq polimerasa (5U/pl) 0.12 pL 0.03U/pL
cDNA [50ng-100ng] 2 uL
TOTAL 20 L

Seguidamente el tubo con la mezcla fue colocado en un termociclador para

la amplificacion. Se utilizé las condiciones para Taenia (108) con la variacion en la

temperatura de hibridacion (annealing) (tabla 111-2), el cual fue estandarizado para

cada par de cebadores.

Tabla I11-2. Condiciones para la PCR convencional

Pasos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 4 minutos
Ciclos del PCR Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
=32 Hibridacion Estandarizar 1 minuto
Extension 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 4 minutos
Mantenimiento 4°C 0
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Electroforesis en geles de agarosa: Los productos amplificados fueron retirados
del termociclador, luego se realiz6 una electroforesis horizontal en gel de agarosa
con el objetivo de confirmar que los productos tienen el tamafio esperado. Se
preparO 1 gel de agarosa al 1 % para lo cual se agreg6 1g de agarosa en 100 mL de
buffer Tris-Acetato-EDTA 1X, luego fue calentando hasta que se disuelva
completamente, se esperd a que enfrie para seguidamente agregarle 15 pL bromuro
de Etidio (Img/ml), se mezcld y vertié el preparado sobre el molde para el gel,
luego se colocd el peine para formar los pozos, y se esperé a que la agarosa
polimerice. Después el gel fue colocado en una camara electroforética con buffer
Tris-Acetato-EDTA 1X, seguidamente se colocaron en los pozos los productos de
amplificacion (10 pL de producto méas 3 ul de azul de bromofenol o rojo de Cresol)
y en un pozo aparte se coloco el marcador de pares de bases (100bp) y se dejo
corriendo a 90 V por 45 minutos. Finalizada la corrida, el gel fue retirado y colocado

en un transiluminador UV conectado a una computadora con camara.

PCR con la enzima DNA Polimerasa de alta fidelidad: una vez confirmada que
los iniciadores amplifican los productos deseados, se procedié a amplificar cada
uno de estos productos para la clonacion. Esta vez se uso la enzima DNA
polimerasa de alta fidelidad con actividad de correccion (Platinum™ SuperFi™
DNA Polymerase, Invitrogen), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El
procedimiento fue el siguiente: en un tubo de 0.2 mL se prepar6 una mezcla de los

reactivos que se muestran en la tabla 111-3.
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Tabla I11-3. Reactivos y concentraciones usada para la PCR con la enzima
DNA polimerasa de alta fidelidad.

Reactivos [stock] 1 reaccion Concentracion
de 50 pL final

Agua libre de nucleasas Hasta 50 pL

5X SuperFi Buffer 10 uL 1X

10 mM dNTP mix 1L 0.2 mM cada uno
10 uM forward primer (Iniciador F) 2.5 uL 0.5 uM

10 uM reverse primer (Iniciador R) 2.5puL 0.5uM

Platinum SuperFi DNA polimerasa (2U/uL) 0.5 puL 0.02 U/uL
cDNA [5-50ng] varia

Seguidamente el tubo con la mezcla fue colocado en un termociclador para la

amplificacion. Las condiciones se muestran en la tabla 111-4.

Tabla I11-4. Condiciones para la PCR con la enzima DNA polimerasa de alta
fidelidad.

Pasos Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 98 °C 30 seg.

Desnaturalizacion 98°C 10 seg.
Ciclos del PCR = | Hibridacién (anneal) | Depende de los 60 seg.
40 iniciadores

Extensién 72°C 60 seg.
Extension final 72°C 5 min
Mantenimiento 4°C 0

Para verificar que los productos de amplificacion tienen el tamafio correcto, se

realizd la electroforesis en gel de agarosa como se describio previamente.
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Clonamiento y expresion de genes de interés en E. coli. Para el clonamiento y
expresion se utilizo el vector pGEX-6P-1 (figura I11-1) (GE Healthcare). El vector
contiene los genes de resistencia a ampicilina y el gen beta-lactamasa como

marcadores de transformacion.
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Figura I11-1. Mapa del vector pGEX-6P-1.

Las flechas rojas indican las enzimas que se utilizaron para la clonacion en este

vector.
Purificacion de los productos de amplificacion: Los productos amplificados por

RT-PCR usando la enzima DNA polimerasa de alta fidelidad fueron purificados

antes de realizar el clonamiento. Se utilizé el kit de purificacion GeneJet PCR
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Purification (Thermo Scientific) y se siguio el protocolo del fabricante. Luego se

procedio a realizar la cuantificacion en el NanoDrop 2000.

Digestion del vector y los productos de amplificacion purificados: Una vez
obtenidos los productos de amplificacion purificados se procedio a digerir los
extremos de los productos; y a linealizar el vector usando las enzimas de restriccion
BamHI y Sall (FastDigest BamHI y FastDigest Sall, Thermo Scientific). Se

prepar0 la reaccion de digestion segun la tabla 111-5.

Tabla I11-5. Concentracion de reactivos usados para la digestion del vector y
los productos de amplificacion de la PCR.

Reactivos Digestion

Vector (plasmido) Producto de la PCR

Agua libre de nucleasas 30 pL 22 L

10X FastDigest buffer 4 uL 2 uL
FastDigest BamHI 2 uL 1L
FastDigest Sall 2 uL 1L

DNA 2 uL (hasta 2 pg) 4 uL ¢0.2 pg)
Total 40 pL 30 puL

Se mezclé suavemente la reaccidn, luego se centrifugo por 3 a 4 segundos, se incub6
a 37°C por 15 a 20 minutos para el vector o por 60 minutos para el producto de
PCR, seguidamente se inactivo las enzimas a 80°C por 5 minutos. Las muestras
digeridas fueron purificadas usando el kit GeneJET purification PCR (para

productos de PCR) y el kit GeneJET plasmid minipred (para el plasmido) siguiendo
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las recomendaciones del fabricante. Las muestras purificadas fueron cuantificadas

en el NanoDrop.

Ligacion: para la ligacion del producto de la PCR digerido (purificado) en el
plasmido pGEX-6P-1 digerido, se prepard la reaccion segun la tabla 111-6. Ademas,
se incluyeron 2 controles: Primer control sin la enzima ligasa T4 y segundo control
sin el producto de PCR. Se mezcl6 brevemente la reaccion y se centrifugé por 3 a
5 segundos, seguidamente se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, y se

uso inmediatamente para realizar la transformacién en bacterias E. coli.

Tabla I11-6. Concentracion de reactivos usados para la ligacion del vector con
el producto de amplificacion de la PCR

Reactivos TsCBP Ts50 NEFTs  TsanB2
2X Buffer de reaccion 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
Producto de PCR digeridoy 2.5 puL 8 uL 2.2 uL 3.4 uL
purificado [68ng] [68 ng] [70ng] [70ng]
Proporcion inserto/vector 1:5 ~60 ng ~43 ng ~52 ng ~53 ng

Vector pGEX-6P-1 digeridoy 0.5 pL 1puL 0.5 puL 0.5puL

purificado [s0ng]  [50ng] [50ng]  [50ng)
Agua libre de nucleasas 6 uL . 6.3uL 5.1uL
T4 DNA ligase 1L 1L 1L 1L
Total 20 pL 20 uL 20 uL 20 uL

Transformacion bacteriana y clonacion: El inserto (producto de PCR) ligado al
vector pGEX-6P-1 fue introducido en bacterias E. coli cepa DH5 alfa competentes
(Invitrogen) con el objetivo de obtener una gran cantidad de bacterias con el inserto

ligado al plasmido. El procedimiento fue el siguiente: 100 pL de bacterias

84



competentes mas 1.5 pL (3.75 ng) del producto de ligacién (inserto+pGEX-6P-1)
fueron colocadas en un tubo de 15 mL, la mezcla fue incubado en hielo por 30
minutos, seguidamente se le dio un shock térmico por 45 segundos a 42°C en bafio
maria y luego se coloco en hielo por 2 minutos. Luego se agregd 900 pL de medio
SOC vy se incub6 por 1 hora a 37°C en agitacién. 200 pL de las bacterias
transformadas fueron sembradas en una placa de agar Luria-Bertani (LB)
conteniendo ampicilina (100 pg/mL), la placa fue incubada toda la noche a 37°C.
Al dia siguiente se selecciond 4 colonias, cada colonia fue resembrada en otra placa

de agar para luego confirmar si tienen el plasmido con el inserto.

PCR colonia: A partir de la placa resembrada se analizaron 4 a 6 colonias por PCR
colonia para confirmar que presentan el DNA insertado. Para lo cual se preparo la

reaccion segun la tabla I11-7.

Tabla I11-7. Reactivos y concentraciones usadas para la PCR colonia

Reactivos [stock] 1 reaccion de 20 Concentracion
puL final

Agua libre de nucleasas 13.9 uL

10X Taq Buffer 2 uL 1X

dNTP mix, 2mM cada uno 2 UL 0.2 mM cada uno

25mM MgCl: 1.2 uL 1.5mM

10 uM forward primer (Iniciador F) 0.4 puL 0.2 uM

10 uM reverse primer (Iniciador R) 0.4 pL 0.2 uM

Tag DNA polimerasa (5U/uL) 0.1puL 0.02 U/uL

Seguidamente, se pico una colonia con una punta para micropipeta y se resuspendio

en los 20 pL de la reaccion. Y luego fue colocado en un termociclador bajo las
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siguientes condiciones: 95°C por 3 minutos; (94°C por 30 segundos, __ °C (depende
del par de iniciadores) por 30 segundos, 72°C por 2 minutos; 32 ciclos); 72°C por
4 minutos. Luego se analizo la presencia del producto de PCR en gel de agarosa al

1%.

La punta para micropipeta fue colocada en 5 mL de caldo LB mas ampicilina y fue
incubado durante toda la noche a 37°C en agitacion, para luego extraer el plasmido

de las bacterias y realizar el analisis con enzimas de restriccion.

Analisis con enzimas de restriccion: Otra manera de confirmar que las colonias
tienen el plasmido con el inserto es la extraccion del plasmido y digestion con las
enzimas de restriccion. Para lo cual se realizd la extraccion de plasmido por lisis
alcalina siguiendo el protocolo reportado por Maniatis et al.,, 1982 (121).
Seguidamente se realiz6 la cuantificacion de plasmidos usando el
espectrofotometro NanoDrop. Luego se procedié a digerir el plasmido usando la

reaccion segun la tabla I11-8.

Tabla 111-8. Reactivos y condiciones para la digestion del plasmido

conteniendo el producto de amplificacion de la PCR.

Reactivos Digestion Sin digerir
(1 reaccion) (control)

Agua libre de nucleasas 14 uL 16 puL

10X FastDigest Green buffer 2 UL 2 UL

FastDigest BamHI 1puL

FastDigest Sall 1uL

DNA plasmidico

2 UL (hasta 1 pg)

2 UL (hasta 1ug)

Total

20 uL

20 uL
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Se mezcl6 suavemente la reaccion, se centrifugd por 3 a 4 segundos (spin), se
incubd a 37°C por 15 a 20 minutos, seguidamente se inactivo las enzimas a 80°C
por 5 minutos. Las muestras fueron corridas por electroforesis en un gel de agarosa

al 1% para visualizar el producto de la digestion.

Secuenciamiento del pldsmido: Una vez confirmado por PCR colonia y por
digestion del plasmido con enzimas de restriccion, se envid a secuenciar el plasmido
a la empresa Psomagen (Macrogen USA) para verificar que la secuencia es la
correcta y que no existan mutaciones. Para lo cual se sembrd una de las colonias
positivas en 50 mL de caldo LB mas ampicilina, se dej6 incubando toda la noche a
37°C. Al dia siguiente se realizd la extraccion del pldsmido por lisis alcalina,
seguidamente se realizd la purificacion del plasmido usando el kit de GeneJET
plasmid miniprep (Thermo Fisher) siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizd
1 pL de plasmido (50 ng/ pL) para la PCR con los iniciadores para el plasmido
PGEX-6P-1 (pGEX 5_F: GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG, pGEX 3_R:
CCG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG); bajo las siguientes condiciones de
ciclamiento: 95°C por 3 minutos; (94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos,
72°C por 2 minutos; 32 ciclos); 72°C por 4 minutos. Seguidamente se corrieron los
productos de amplificacidn por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Una vez
confirmado que el plasmido tiene el inserto, se envidé 50 uL (50ng/uL) de plasmido

para el secuenciamiento con los primer del plasmido y del inserto.

Transformacion bacteriana y expresion de proteinas recombinantes: Una vez
confirmada que el plasmido pGEX-6P-1 contiene el inserto y la orientacion

correcta, se procedio a expresar las proteinas recombinantes fusionadas a GST en
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la bacteria E. coli BL21 (DE3) pLysS. El procedimiento fue el siguiente: se realizo
la transformacion de bacterias usando 200 pL de células E. coli BL21 (DE3) pLysS
competentes mas 2 pL del plasmido purificado ¢200 ng) que fueron colocados en
hielo por 30 minutos, seguido de un shock térmico de 90 segundos a 42°C, luego
se volvid a colocar en hielo por 3 minutos, seguidamente se le adicion6 800 pL de
medio SOC y se incub6 a 37°C durante 1 hora en agitacion. Terminado el tiempo,
se centrifugo y el pellet fue resuspendido en 100 pL de medio SOC, el cual fue
distribuido sobre una placa de agar LB conteniendo ampicilina y cloranfenicol. La
placa fue incubada a 37°C durante toda la noche. Después de la incubacion, 4
colonias fueron evaluadas por PCR colonia para confirmar que tuvieran el inserto.
Una vez confirmada, se realizé la induccién de la expresion de la proteina
recombinante usando IPTG, para lo cual 1 de las colonias fue colocada en 5 mL de
caldo LB mas ampicilina y cloranfenicol y fue incubada a 37°C y en agitacion
durante toda la noche. Al dia siguiente se traslado los 5 mL de cultivo a un matraz
conteniendo 500 mL de medio LB mas ampicilina y cloranfenicol, el matraz fue
incubado a 37°C en agitacion hasta que alcance un OD =0.6 a 0.8, seguidamente se
agreg6 0.1 mM de IPTG y se dej6 incubando en agitacion a 37°C por 4 horas. Antes
de pasar al siguiente paso, se confirmd que las bacterias expresan la proteina
deseada mediante SDS-PAGE, para lo cual 1 mL de bacterias antes de la induccion
y 1 mL de bacterias después de la induccién fueron centrifugados a 13000 rpm por
1 minuto, el pellet fue resuspendido en buffer de la muestra mas DTT y fue corrido

por SDS-PAGE, y coloreado con azul de Coomassie G-250.

88



Lisis celular y obtencion de proteinas recombinantes. Las bacterias inducidas
fueron centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos a 4°C, luego al pellet fue
resuspendido con 12.5 mL de buffer de lisis (300 mM de NaCl, 50mM de Tris-HCI
pH 7.5, 1ImM de EDTA) y sonicado (3 ciclos de sonicacion, cada ciclo fue de 1
minuto, y 2 minutos de descanso entre ciclo). Luego de la sonicacién, se centrifugd
y se colecté el sobrenadante (fraccion soluble) y se guard6 a -20°C; por otro lado,
el pellet fue resuspendido en buffer de aislamiento (2M de Urea, 20mM de Tris-
HCI pH8, 0.5M de NaCl, 2% de Triton X-100) y sonicado 3 ciclos (1 minuto/ciclo),
centrifugado, el pellet fue resuspendido en buffer de solubilizacion (8 M de Urea,
20mM de Tris-HCI pH8, 0.5 M de NaCl, 1mM de mercaptoetanol) y se dejé 1 hora
en agitacion suave a 25-37°C, luego se centrifug6 a 12000rpm por 15 minutos a
4°C. El sobrenadante recuperado es la proteina solubilizada a partir de los cuerpos

de inclusién.

Se colecto alicuotas (100 uL) antes de la sonicacién, después de la sonicacion
(lisado total), del sobrenadante después de la centrifugacion (fraccién soluble), de
la proteina solubilizada a partir de los cuerpos de inclusion (pellet); estas alicuotas

fueron corridas por SDS-PAGE.

B. Purificacion de las proteinas recombinantes

Una vez confirmada la expresion de la proteina de interés, asi como su
presencia en la fraccion soluble, se procedio a la purificacion usando la resina
Glutathione Sepharose 4B (GE Healhcare), se siguié las indicaciones del

fabricante. El procedimiento fue el siguiente: 250 pL de Glutathione Sepharose 4B
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fue transferido a un tubo de 1.5mL, luego centrifugado a 500 g por 5 minutos,
seguidamente se decanto el sobrenadante. La Glutahione Sepharose 4B fue lavado
2 veces por adicion de 1.25 mL de buffer de union (140 mM de NaCl, 2.7mM de
KCI, 10mM NazPOs, 1.8mM de KH2PO4, pH 7.3), se mezclo por inversion, luego
fue centrifugado a 500 g por 5 minutos. Se decanto el sobrenadante, la Glutahione
Sepharose 4B fue trasladado a un tubo de 50 mL que contiene 12.5 mL del
sobrenadante del sonicado (fraccion soluble) obtenido anteriormente, luego fue
incubado durante toda la noche a 4°C en agitacién. Al dia siguiente se procedi6 a
centrifugar a por 5 minutos a 500g, luego se decant6 el sobrenadante, y la
Glutahione Sepharose 4B fue transferido a un tubo de 1.5mL para luego ser lavado
4 veces por adicion de 1.25 mL de buffer de unidn, se mezcl6 por inversion, se
centrifugd a 500g por 5 minutos y se decantd el sobrenadante. Seguidamente se
realizo la elucién por adicion de 250 pL de buffer de elucion (50mM de Tris-HCI,
10mM de glutation reducido, pH8)), se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos en agitacion, luego se centrifugd y se colecto el sobrenadante para

analizarlo por SDS-PAGE, este paso fue realizado 4 veces.

C. Evaluacion de las proteinas recombinantes de postoncosferas

Para evaluar si las proteinas recombinantes obtenidas son reconocidas por
anticuerpos anti-postoncosfera, se realizé el western blot, para ello 0.1ug/ul y 0.3
ug/ul de proteinas recombinantes anexina B2 y precursor de proteina de unién a
calcio respectivamente fueron separadas por SDS-PAGE vy transferidas a
membranas de nitrocelulosa, y luego fueron incubadas con suero de conejos anti —

postoncosferas (dilucion 1/200) durante toda la noche, luego fueron lavados e
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incubados con el conjugado marcado con peroxidasa (cabra anti — conejo, dilucion:

1/800) y revelados con el sustrato DAB.

D. Localizacién de las proteinas recombinantes en las postoncosferas

Para localizar las proteinas en las postoncosferas se utilizd anticuerpos
policlonales anti - proteinas recombinantes producidos en conejos siguiendo el
protocolo descrito previamente. La identificacion se realizd por western blot e

inmunohistoquimica.

Western blot

Se separ6 0.1 pg/uL de proteinas solubles totales de PO30d por SDS-PAGE. Se us6
geles formados por el gel de separacion al 15% y el gel de apilamiento al 5% que
tiene 2 pozos, en el pozo pequefio se colocd 5 pL del marcador de peso molecular,
y el pozo grande se colocé 200 pL de la muestra de proteinas. Después del SDS-
PAGE se realizo la transferencia. Las membranas fueron cortadas en tiras largas,
cada tira fue incubada toda la noche con los sueros de conejos antiproteinas
recombinantes (1:200 para anti - anexina B2 y anti-enolasa; y 1:100 para anti-
precursor de proteina de unién a calcio) y anti - proteina de postoncosfera como
control positivo, las tiras fueron lavadas e incubadas por 1 hora con el conjugado
(cabra anti- conejo IgG marcada con peroxidasa) dilucién 1 en 800. Las tiras fueron

lavadas y reveladas con el sustrato DAB.
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Inmunohistoquimica

Se utilizé los cerebros del primer experimento de infeccion de rata (infeccion con
postoncosferas). Los cerebros fueron fijados en solucion PBS més 4% de
paraformaldehido por 24 horas, luego fueron lavados y colocados en etanol al 70%.
A partir de los cerebros se obtuvo cortes finos en parafina y colocados en Iaminas
portaobjetos. Cada lamina fue calentada y luego sumergido en xilol, seguidamente
fue rehidratado en una bateria decreciente de alcoholes. Luego se realizo el
desenmascaramiento con buffer citrato 10 mM. Seguidamente se realizé el bloqueo
con la solucion de PBS méas 5% de albumina de suero bovino y 5% de suero de
cabra. Las laminas fueron incubadas con los anticuerpos policlonales antiproteina
recombinante (anti- enolasa dilucion 1/8000, anti- precursor de proteina de unién a
calcio dilucion 1/1000, anti- anexina B2 dilucion 1/500). Las laminas fueron
lavadas e incubadas con el conjugado cabra anti-conejo marcado con peroxidasa
(dilucion 1/400). Las laminas fueron reveladas con la solucion de DAB, contra
teflidos con hematoxilina y montados con una solucion de Entellan. Las iméagenes
fueron tomadas con la camara Axiocam ERc5 acoplada al microscopio Zeiss Axio

Lab. Al.

3.2.2.6. Analisis de datos

Para calcular el peso molecular de las proteinas identificadas se utilizo el
programa GelAnalyser version 19.1 (122). La evaluacion de los sueros de personas
con o sin NCC en el western blot con proteinas de postoncosfera se realizé en ciego;
y para el calculo de la sensibilidad y especificidad del western blot se usé el

software online MedCalc (123).
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3.2.3. CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio ha sido aprobado por el comité de ética de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (UPCH) con cédigo de inscripcion 1011060.

Los experimentos en animales se realizaron siguiendo las recomendaciones
del comité de ética para el uso de animales. En el caso de los sueros de personas,
estos fueron seleccionados del repositorio del Grupo de Trabajo de Cisticercosis en
Per0. Todos los sueros de pacientes y controles sanos fueron obtenidos por el grupo

usando el consentimiento informado que incluye el permiso para usos futuros.
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IV. RESULTADOS

41. PRIMER ESTUDIO: REVISION SISTEMATICA Y
METAANALISIS DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL

WESTERN BLOT PARA EL INMUNODIAGNOSTICO DE LA NCC

4.1.1. Busqueda de articulos

Usando la estrategia de busqueda, se encontraron en total 4422 articulos; de
los cuales 1266 fueron duplicados, quedando 3156 que fueron evaluados por titulo
y resumen. De estos, 3052 articulos fueron excluidos debido a que no cumplian con
los criterios de inclusion quedando 104 articulos, de los cuales 42 fueron incluidos

para el andlisis (figura 1\V-1).

4.1.2. Cobertura geografica

Los estudios seleccionados evaluaron muestras de sueros que provienen de
diferentes areas endémicas como Africa [Burkina Faso (n=1), Tanzania (n=1) y
Zambia (n=1)]; Asia [India (n=6)] y Latinoamérica [Brasil (n=2), Colombia (n=1),
Ecuador (n=2), Honduras (n=1), México (n=3) y Pert (n=8). Cinco estudios usaron
muestras de sueros procedentes de varias regiones endémicas, mientras que once

estudios no mencionan la procedencia de la muestra (Anexo 1.2).
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Palabras claves: Diagnosis AND Neurocysticercosis

v

Articulos en total
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>

v

Resumenes excluidos
n= 156
Razones para la exclusion:

* ELISA u otra prueba (n= 58)

* Solo datos de la autopsia o
neuroimagen (n=33)

+ Solo datos de serologia (n=21)

* Revisiones (n=14)

»  Estudio no relacionado al
diagnéstico de NCC (n= 14)

» Casos clinicos (n=7)

* Resumen no disponible (n=4)

» Cartas (n=3)

»  Test para deteccion de antigeno
(n=1)

*  Tesis (n=1)

Resimenes leidos

n=260

Revision de referencias

n=1

v

N=4422
PubMed Scopus Google scholar
n= 2344 n= 1645 n=433
Duplicado P Excluidos por titulo
n= 1266 n= 2896

Razones para la exclusion:

»  Estudio no relacionado al
diagnostico de NCC (n=2312)

* Reportes o casos clinicos (n=192)

» Test diferente al WB (n= 98)

« Cisticercosis porcina (n= 53)

« Casos y/o revisiones (n= 76)

* Libros, tesis o resimenes de
conferencia (n=74)

« Test para deteccion de antigeno (n=
29)

* Reporte, cartas o metaanalisis (n=
21)

* Muestra de LCR o saliva (n= 20)

» Test con antigeno de especies
diferentes a T. solium (n=20)

+ Test para deteccion de IgA (n=1)

Articulos completos
leidos

n=104

A 4

Articulos completos
incluidos

n=42

Articulos completos excluidos
N=63
Razones para la exclusion:

» Datos incompletos para el andlisis
(n=21)

+ ELISA (n=18)

* Atrticulo completo no disponible
(n=16)

» Idioma diferente al inglés, espafiol o
francés (n=3)

« Cisticercosis humana (n=2)

«  Estudio no relacionado al
diagndstico de NCC (n=2)

* Solo datos serolégicos (n=1)

Figura IV-1. Diagrama de flujo de la basqueda de articulos.
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4.1.3. Caracteristicas de los articulos

Se incluyé 42 estudios originales [12 epidemioldgicos (14-16,63—
69,91,124) y 30 estudios de laboratorio (7,70-79,81-84,94-99,125-133)] con un
total de 11,599 muestras de suero. En el caso de los estudios epidemioldgicos, 11
fueron estudios que usaron el western blot con glicoproteinas, mientras que un
estudio utiliz6 el western blot con antigenos nativos del cisticerco. En el caso de los
estudios realizados en laboratorio, usaron diferentes antigenos (glicoproteinas,
antigenos recombinantes y otras proteinas nativas del cisticerco) para mejorar la
sensibilidad del western blot, para comparar el western blot con el ELISA o para
evaluar el western blot en nifios 0 pacientes que tienen un granuloma con un
cisticerco. Las caracteristicas de los estudios seleccionados estan descritas en el
anexo 1.2. También se evalué la calidad metodoldgica de cada estudio usando la
herramienta QUADAS-2, los resultados y la evaluacion de cada estudio se muestra

en el anexo 1.3.

4.1.4. Metaandlisis

Los 42 estudios fueron tomados en cuenta para 46 evaluaciones con
diferentes tipos de antigenos (figura 1V.2). La sensibilidad esta en el rango de 26%
a 100% mientras que la especificidad estd en el rango de 58% a 100%. El
metaanalisis muestra que el western blot tiene una sensibilidad resumen de 78.9%
[IC95%, 71.8%-83.6%] y una especificidad del 97.6% [IC95%, 95.7%-98.7%]

(figura 1V.3).
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Sensitivity (95% Cl) Specificity (95% CI)

Ayala-Sulca. 2015 Glicoproteina  1.00 (0.93-1.00) 1.00 (0.93-1.00) — 9
Feldman. 1990 Glicoproteina  1.00 (0.84-1.00) 1.00 (0.87-1.00) ey —
Tsang. 1989 Glicoproteina  0.97 (0.91-1.00) 1.00 (0.99-1.00) 4 [}
Rodriguez-Canul. 1997  Glicoproteina  0.95 (0.85-0.99) 1.00 (0.96 - 1.00) e -4
Proafio-Narvaez. 2002 Glicoproteina  0.86 (0.78-0.92) 0.93 (0.84-0.98) —— —
Greene. 1999 Glicoproteina  0.82 (0.71-0.90) 1.00 (0.94-1.00) —r— ~4
Noh. 2014 Glicoproteina  0.82 (0.75-0.87) 0.97 (0.94-0.98) —8 ]
Garcia. 1991 Glicoproteina  0.79 (0.49-0.95) 0.88 (0.74-0.96) —_— e
Thamilselvan. 2017 Glicoproteina  0.78 (0.69-0.86) 0.85 (0.65-0.96) —— —_—
Gekeler. 2002 Glicoproteina  0.75 (0.53-0.90) 1.00 (0.97 - 1.00) e 4
Hernandez. 2019 Glicoproteina  0.72 (0.59-0.83) 0.95 (0.83-0.99) i —4|
Aguilar-Rebolledo. 2002  Glicoproteina  0.72 (0.51-0.88) 0.96 (0.86 - 1.00) —_— e
Villota. 2003 Glicoproteina  0.69 (0.56-0.80) 1.00 (0.94-1.00) — 4
Prabhakaran. 2004 Glicoproteina  0.69 (0.61-0.77) 0.98 (0.94-1.00) — »
Moyano. 2016 Glicoproteina  0.60 (0.44-0.74) 0.58 (0.51-0.65) — —— :
Goodman. 1999 Glicoproteina  0.56 (0.35-0.75) 1.00 (0.77 - 1.00) —_— —
Zammarchi. 2018 Glicoproteina  0.55 (0.23-0.83) 0.99 (0.98-0.99) _——— ®
Blocher. 2011 Glicoproteina  0.54 (0.37-0.71) 0.91 (0.79-0.98) e —t
Dermauw. 2018 Glicoproteina  0.46 (0.28-0.66) 0.98 (0.94-1.00) — i ! -0
Mwape. 2015 Glicoproteina  0.40 (0.19-0.64) 069 (0.49-0.85) —_— —_—
Cruz. 1999 Glicoproteina  0.36 (0.13-0.65) 0.92 (0.62-1.00) —_— e e
Sanchez. 1999 Glicoproteina  0.35 (0.21-0.50) 1.00 (0.75-1.00) — ’
Palacio. 1998 Glicoproteina  0.34 (0.25-0.43) 0.98 (0.96-0.99) —— 8
Rajshekhar. 2006 Glicoproteina  0.26 (0.14-0.41) 0.92 (0.86-0.96) —— —+
Hernandez-Gonzalez. 2017 Recombinante 0.93 (0.87-0.96) 0.99 (0.97 - 1.00) - 4
Bae. 2008 Recombinante 0.88 (0.82-0.92) 0.98 (0.95-0.99) - E
Chung. 1999 Recombinante 0.86 (0.81-0.90) 0.98 (0.95-1.00) e ‘s
Noh. 2014b Recombinante 0.85 (0.78-0.90) 0.97 (0.95-0.98) — L]
Bae. 2014 Recombinante 0.81 (0.72-0.88) 0.93 (0.89-0.96) - -+
Rueda. 2011 Recombinante 0.70 (0.63-0.77) 0.83 (0.77-0.88) — -
Hanckok. 2006 Recombinante 0.70 (0.64-0.75) 0.98 (0.96-0.99) - o
Scheel. 2005b Recombinante 0.70 (0.64-0.75) 0.98 (0.96 - 0.99) -4 *
Dermauw. 2018b Recombinante 0.39 (0.22-0.59) 0.98 (0.94-1.00) —_—— B
Ito. 1998 Otros 1.00 (0.93-1.00) 1.00 (0.98-1.00) — '
Lee. 2005 Otros 0.94 (0.83-0.99) 0.97 (0.83-1.00) e S
Arora 2020 Otros 092 (0.85-0.96) 0.92 (0.88-0.95) -4 &
Escalante. 1995 Otros 091 (0.77-0.98) 1.00 (0.95-1.00) — in.
Rodriguez-Canul. 1997b  Otros 091 (0.81-0.97) 1.00 (0.96-1.00) |— -
Sahu. 2010 Otros 0.88 (0.73-0.97) 1.00 (0.98-1.00) ——— 4
Zimic. 2009 Otros 0.87 (0.79-0.93) 0.92 (0.87-0.96) — e
Atluri. 2009 Otros 0.86 (0.78-0.91) 0.64 (0.55-0.72) — ——
Yang. 1998 Otros 0.85 (0.80-0.89) 0.97 (0.92-0.99) -4 -+
Atluri. 2011 Otros 0.74 (0.57-0.87) 0.92 (0.74-0.99) — e
Villota. 2003b Otros 066 (0.53-0.78) 0.98 (0.90-1.00) —— e
Barcelo. 2007 Otros 0.65 (0.41-0.85) 1.00 (0.69-1.00) —_ ’
Shiguekawa. 2000 Otros 0.60 (0.36-0.81) 0.98 (0.87-1.00) —_— —
¢ ¢
0 02 04 06 08 10 02 04 06 08 1

Sensitivity Specificity

Figura 1V-2. Forest plot que muestra la sensibilidad y especificidad del western
blot en cada estudio.
Los estudios estan representados por los circulos rojos, y la estimacion de la

sensibilidad y especificidad resumen esta representado por el rombo rojo.
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Figura IV-3. Curva HSROC para el western blot en el diagndstico de la

NCC.

Cada estudio esta representado por un circulo vacio que varia de tamafio en relacién
con el namero total de individuos evaluados en cada estudio. El cuadrado rojo
representa el resumen estimado de la sensibilidad y especificidad. La region de
prediccion del 95% ilustra el grado de heterogeneidad entre los estudios.

Cuando el analisis se realiza por el tipo de estudio, la sensibilidad del
western blot es menor en los estudios epidemioldgicos (55.3% [IC95%, 41.1% -
69.8%]) comparado con los estudios de laboratorio (84.8% [IC95%, 79.4% -
88.9%]). La especificidad es mayor al 90% en ambos (92.7% [1C95%, 85.4% -

96.5%] en estudios epidemioldgicos y 98.6% [IC95%, 97.0% - 99.3%)]).

Cuando se analiza por tipo de antigeno la sensibilidad es ligeramente mayor
cuando el western blot usa otros antigenos nativos (86.5% [IC95%, 79.3% -
91.4%]) comparado con el western blot que usa glicoproteinas (72.7% [IC95%,

60.3% - 82.4%]) o antigenos recombinantes (78.7% [1C95%, 69.3% - 85.9%]). En
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cuanto a la especificidad, esta es mayor a 97 % en los tres grupos (97.9% [1C95%,
94.9% - 99.2%] para glicoproteinas, 97.2% [IC95%, 94.7% - 98.5%)] para antigeno

recombinante, y 98.4% [IC95%, 93.9% - 99.5%] para otros antigenos.

Al analizar el tipo de estudio con respecto al antigeno glicoproteina, la
sensibilidad es menor en los estudios epidemioldgicos (49.7% [IC95%, 38.7% -
60.8%]) comparado con los estudios en laboratorio (85.9% [IC95%, 74.6% -
92.7%]). Asimismo, la especificidad es ligeramente menor en los estudios
epidemiolégicos (92.8% [IC95%, 84.4% - 96.8%]) comparado con los estudios en
laboratorio (99.4% [IC95%, 97.1% - 99.9%]) (anexo 1.4). No se realizo el analisis
con los otros antigenos debido a que solo fueron usados en los estudios de

laboratorio.

El andlisis también se realiz6 de acuerdo con los grupos de neuroimagen
(tabla IV-1). El western blot tiene una alta sensibilidad para identificar pacientes
con NCC activa (89.2% [IC95%, 82.8% - 93.4%]), con quistes multiples (88.7%
[IC95%, 78.9% - 94.3%]) y con quistes maltiples viables (95.5% [IC95%, 92.0% -
97.5%]). La especificidad estuvo alrededor del 96% para todos los grupos. Con
respecto al tipo de antigeno usado en la prueba, en la tabla I\VV-1 se observa que la
sensibilidad es ligeramente menor cuando se usa glicoproteinas comparado con los
antigenos recombinantes. Asimismo, el western blot con glicoproteinas tiene una
sensibilidad alta para detectar anticuerpos de pacientes que presentan multiples
quistes viables en el cerebro [91.6% (1C95%, 79.5% - 96.8%)], mientras que en
pacientes con quiste Unico (viable o calcificado) o con NCC inactiva la sensibilidad
de la prueba estd por debajo del 50%. En todos los analisis realizados la

especificidad global del western blot con glicoproteinas fue mayor al 90%.
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Tabla IV-1. Sensibilidad y especificidad del western blot de acuerdo con los resultados de neuroimagen
Todos Glicoproteinas Antigeno recombinante Otros antigenos
Grupos Sen (IC95%) Esp (95%Cl) Sen (IC95%) Esp (95%Cl) Sen (IC95%) Esp (95%Cl) Sen (IC95%) Esp (95%Cl)
NCC activa 89.2% 96.5% 83.8% 96.4% 91.4% 97.2% 89.7% 94.1%
(82.8%-93.4%)  (94.2%-97.9%)  (65.0% - 93.5%)  (94.0%-97.8%)  (84.0%-95.5%)  (94.7%-98.6%)  (82.3%-94.2%)  (69.7% - 99.1%)
NCC inactiva 40.7% 96.8% 30.9% 95.3% 56.2% 97.7% NC NC
(26.4% - 56.9%)  (93.5% -98.4%) (21.2%-42.7%) (88.4%-98.2%) (35.6% - 74.8%)  (95.9% - 98.7%)
Quiste unico 58.9% 95.9% 44.7% 96.6% 67.6% 97.5% NC NC
(45.9% - 70.7%)  (93.4%-97.6%) (28.8%-61.7%)  (95.2%-97.6%)  (51.4% - 80.4%)  (93.6% - 99.1%)
Multiples 88.7% 95.8% 78.5% 96.8% 96.2% 97.3% NC NC
quistes (78.9% -94.3%)  (93.1%-97.5%) (61.1%-98.5%) (95.5%-97.7%) (89.5% -98.7%)  (93.4% - 98.9%)
Quiste 64.5% 96.7% 54.8% 96.8% 67.6% 97.5% NC NC
viable unico  (52.3%-75.1%) (94.7%-98.0%) (36.6%-71.8%)  (94.7%-98.1%)  (51.4%- 80.4%) (93.6% - 99.1%)
Multiples 95.5% 96.8% 91.6% 97.0% 96.2% 97.3% NC NC
quistes (92.0% - 97.5%) (94.7%- 98.0%) (79.5% - 96.8%) (95.5% -98.0%) (89.5% - 98.6%)  (93.4% - 98.9%)
viables

Sen=Sensibilidad, Esp= especificidad IC= intervalo de confianza, NC= no calculado (debido al nimero limitado de estudios).
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4.2. SEGUNDO ESTUDIO: CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS
DE LOS ESTADIOS POSTONCOSFERALES RECONOCIDOS POR

ANTICUERPOS DE PACIENTES CON NCC

4.2.1. Deteccidn de proteinas de los estadios postoncosferales reconocidos por

anticuerpos de pacientes con NCC

4.2.1.1. Proteinas antigénicas de estadios postoncosferales

En la figura 1V-4 se muestra la morfologia de las postoncosferas de T.
solium de las cuales se realizd la extraccion de proteinas. Las postoncosferas se
diferencian de las oncosferas principalmente por la ausencia de ganchos y el
incremento del tamarfio. Las proteinas solubles totales obtenidas de postoncosferas
colectadas a los 15, 30 y 60 dias de cultivo fueron utilizadas para inmunizar conejos
y obtener anticuerpos policlonales IgG anti- postoncosferas (Anexo 3). En la figura
IV-5 se muestra los resultados del western blot de las proteinas solubles totales de
postoncosferas incubadas con los anticuerpos policlonales anti-postoncosfera, la
imagen muestra las proteinas antigénicas de las postoncosferas de T. solium a los
15, 30 y 60 dias de cultivo. Las postoncosferas de T. solium presentan bandas
antigénicas de diferentes pesos moleculares (rango de 12 kDa a 99 kDa), de las
cuales dos bandas antigénicas de 46 y 48 kDa aproximadamente presentan una
reaccion fuerte o intensa en las proteinas de postoncosferas de 30 y 60 dias de
cultivo (figura IV-5A). Asi mismo, también se enfrentd las proteinas de
postoncosferas con suero de conejo pre-inmune como control, no se observo

reaccion en el western blot (figura 1\V-5B).
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Figura 1V-4. Morfologia de los estadios postoncosferales de T. solium.

A) Oncosferas activadas (24 horas de cultivo), magnificacion 400X. B)
postoncosferas de 15 dias de cultivo, magnificacion 100X. C) postoncosferas de 30
dias de cultivo, magnificacion 100X. D) postoncosferas de 60 dias de cultivo,

magnificacion 100X. Cultivos observados en un microscopio invertido.
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A) M PO15d PO30d PO60d

B) M PO15d M PO30d PO60d

Figura IV-5. Proteinas antigénicas de postoncosferas de T. solium observadas
por Western blot.

Proteinas solubles totales incubados con suero de conejo inmunizados con proteinas
de postoncosferas (A) o suero de conejo pre-inmune (b). PO15d= proteinas de
postoncosferas de 15 dias de cultivo; PO30d=proteinas de postoncosfera de 30 dias
de cultivo; PO60d= proteinas de postoncosfera de 60 dias de cultivo; M= marcador

de peso molecular para proteinas.
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Las proteinas solubles totales de postoncosfera de 30 dias de cultivo fueron
comparadas con las proteinas de oncosferas y cisticercos, en la figura V-6 se
presentan los resultados del western blot. La imagen muestra que los anticuerpos
policlonales anti - postoncosferas no reconocen proteinas de oncdésferas, pero si
reconocen proteinas de cisticerco. Aparentemente las bandas de 46-48 kDa y la
banda de 23 kDa de postoncosferas de 30 dias podrian ser especificas de

postoncosfera debido a que no estan presentes en oncosfera ni cisticerco.

Oncosfera PO30d Cisticerco

99 kDa— 99 kDa—.
66 kDa—

46-48 kDa— “ S1kba_
38 kDa—

12kDa— S 12 kDa— W

Figura 1V-6. Comparacion de las proteinas de oncosfera, postoncosfera y
cisticerco de T. solium por Western blot.

Proteinas solubles totales incubadas con el suero de conejos inmunizados con
proteinas de postoncosferas. Oncosfera = proteinas de oncésferas activadas;
PO30d= proteinas de postoncosferas de 30 dias de cultivo; Cisticerco = proteinas
de cisticerco. Las flechas sefialan las posibles bandas especificas de postoncosferas

de T. solium.
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4.2.1.2. Proteinas de postoncosfera reconocidas por anticuerpos de pacientes

con NCC

Las proteinas solubles totales de las formas postoncosferales también fueron
incubados con un pool de sueros de pacientes con NCC y un pool de sueros de
personas sin NCC. En la figura IV-7A se muestra los resultados del western blot,
se observa que las proteinas de 46 y 48 kDa presentes en las postoncosferas de 30
y 60 dias de cultivo son reconocidas por el pool de sueros positivos mientras que
no son reconocidos por el pool de suero de personas sin NCC. En el western blot
también se compar6 con las proteinas de oncosfera y cisticerco, observandose que
las proteinas de 46 y 48 kDa no estan presentes en oncosfera mientras que en
cisticerco se puede observar una banda ligeramente por encima de las bandas de 46
y 48 kDa, con un peso aproximado de 50 kDa. La banda de bajo peso molecular
(~23kDa) de las postoncosferas también son reconocidas por el pool de suero de
pacientes con NCC, pero estas bandas aparentemente estan presentes también en el

cisticerco.

Las proteinas E/S de postoncosferas de 30 dias de cultivo también fueron
enfrentados con el pool de suero de pacientes con NCC. En la figura IV-7B
podemos observar que el pool de sueros positivos también reconoce las bandas de
46 y 48 kDa en el E/S de postoncosferas, lo cual sugiere que las proteinas de 46 y

48 kDa podrian ser proteinas secretadas por las postoncosferas de T. solium.
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Figura IV-7. Western blot de proteinas de T. solium incubadas con un pool de
sueros de personas con y sin NCC.

A) proteinas solubles totales de oncosferas [O]; postoncosferas [PO] de 15 dias
[15d], 30 dias [30d] y 60 dias [60d] de cultivo; y cisticerco [C]. B) proteinas
excretorio secretorio de postoncosferas de 30 dias de cultivo incubadas con un pool
de suero de pacientes con NCC (carril 2) y un pool de suero de personas sin NCC
(carril 3). M= marcador de peso molecular en kilodaltons (kDa); las flechas rojas
sefialan las proteinas de 46 y 48 kDa de postoncosferas; la flecha azul sefiala las

proteinas de 50 kDa de cisticerco.
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4.2.2. Evaluacion de la utilidad de las proteinas de los estadios

postoncosferales en el diagndstico inmunologico de la NCC

Se evalud sueros individuales de pacientes con NCC confirmados por
neuroimagen. En la figura 1V-8 se muestra el patron de bandas observados en el
Western blot usando proteinas de las formas postoncosferales de 30 dias de cultivo,
se observa las bandas de 46 kDa y 48 kDa, ademas de una banda de 23 kDa que son
reconocidos por el suero de un paciente con NCC. También se muestra el resultado

del western blot del mismo paciente usando el estandar de oro (LLGP-EITB).

PO-WB LLGP-EITB
- + -+
- 46-48kDa S0 ko

42 kDa

It 24 kDa
3 23kDa 21 kDa
18 kDa

14 kDa

|
Figura IV-8. Comparacion del patron de bandas observados en el Western blot
usando proteinas solubles totales de estadios postoncosferales de 30 dias [PO-
WB] y glicoproteinas purificadas de cisticercos [LLGP-EITB].
Incubados con suero de una persona sin NCC [-] y suero de una persona con NCC

[+]
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En la tabla IV-2 se presenta los resultados del western blot usando las
proteinas solubles totales de postoncosfera (PO-WB). El 98% (49/50) de pacientes
con NCC parenquimatosa fueron positivos al PO-WB; y el 100 % (20/20) de
pacientes con NCC subaracnoidea fueron positivos al PO-WB. Del grupo de
personas sin NCC, el 100 % (10/10) fueron negativos al PO-WB. El grupo de
pacientes que presentan cisticercos calcificados y que son negativos a la prueba del

LLGP-EITB, fueron también negativos al PO-WB.

Tabla IV-2. Resultados del Western blot de proteinas de postoncosferas de T.

solium incubadas con sueros individuales de personas con y sin NCC.

Sensibilidad Especificidad
NCC NCC Calcificado,
Parenquimatosa, | subaracnoidea, | LLGP-
LLGP-EITB LLGP-EITB |EITB
PO-WB positivo positivo negativo
Cualquier | 49/50 20/20 0/20 10/10 (100%:
banda (98%); 1C95%, (100%; 1C95%, 1C95%,
89.35-99.95) 83.16-100) 69.15-100)
Banda de | 47/50 20/20 0/20 10/10 (100%:
46-48 (94%; 1C95%, (100%; 1C95%, 1C95%,
kDa 83.45-98.75) 83.16-100) 69.15-100)
Banda de | 46/50 20/20 0/20 10/10 (100%:
~23 kDa | (92%; 1C95%, (100%; 1C95%, 1C95%,
80.77-97.78) 83.16-100) 69.15-100)

IC= intervalo de confianza; PO-WB= western blot utilizando proteinas solubles
totales de postoncosfera de 30 dias; LLGP-EITB= Inmunoelectrotransferencia blot
con glicoproteinas purificadas con lentejas de lectina. El calculo se muestra en el
anexo 22
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4.2.3. Respuesta inmune humoral contra las proteinas de postoncosferas

Los pacientes con NCC presentan anticuerpos contra los estadios
postoncosferales; para conocer en qué momento de la infeccién con T. solium se
forman los anticuerpos contra las proteinas de postoncosferas, se utilizd el modelo

animal de NCC.

Las ratas infectadas con postoncosferas forman anticuerpos contra las
proteinas de 46-48 kDa (anexo 4), confirmando que, si es posible evaluar la
respuesta humoral contra las proteinas de postoncosfera en las ratas. Por lo cual se
procedi6 a infectar a un grupo de ratas, con oncosferas activadas de T. solium para
evaluar en qué momento de la infeccion aparecen los anticuerpos contra las

proteinas de 46-48 kDa.

De las 9 ratas infectadas, 7 desarrollaron NCC confirmado por necropsia
(figura 1V.9), siendo el porcentaje de infeccion 78%. Las ratas control no
desarrollaron NCC. De las 7 ratas que desarrollaron NCC, el 43% (3/7) formaron
anticuerpos anti — postoncosfera a partir del primer mes de infeccion, el porcentaje
de ratas con anticuerpos anti - postoncosfera incremento a 100% (7/7) a partir del
segundo mes después de infeccion. A los 6 meses post infeccion los anticuerpos
anti -postoncosfera continuaron presentes en el suero de las ratas con NCC (figura
IV-9C, anexo 5). Al final del experimento, solo 3 ratas con NCC cumplieron el afio
de infeccion, y los 3 aun presentaban anticuerpos anti-postoncosfera. Estos
resultados sugieren que los anticuerpos contra las postoncosferas empiezan a
formarse a partir del primer mes de infeccién y que estos perduran incluso hasta

después de haberse desarrollado el cisticerco en el cerebro.
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Figura IV-9. Infeccion de ratas con oncosferas activadas de T. solium.
Cisticercos extraparenquimales (A) e intraparenquimales (B) que desarrollaron en
el cerebro de rata a los 6 meses post infeccion. Las flechas sefialan a los cisticercos.
C) Porcentaje de ratas que formaron anticuerpos anti-postoncosfera. La formacion
de anticuerpos anti — postoncosfera (banda de 46-48 kDa) se evalu6 mediante
Western blot.
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4.2.4. ldentificacion de proteinas de postoncosfera reconocidas por
anticuerpos de pacientes con NCC, por espectrometria de masas
Para la identificacion de proteinas de postoncosferas reconocidas por
anticuerpos de pacientes con NCC, se utiliz6 dos estrategias: la primera fue a partir
de la banda de 46-48 kDa obtenido del SDS-PAGE, y la segunda fue a partir de los

spots de la electroforesis bidimensional (2D).

4.2.4.1.Proteinas identificadas por SDS-PAGE y LC-MS/MS

Usando la base de datos de T. solium. A partir de la banda de 46 - 48 kDa de las
proteinas solubles totales, se identificd 14 proteinas (anexo 6). Y a partir de la banda
de 46-48 kDa de las proteinas E/S se identificé 6 proteinas (anexo 7). Para ambos
casos las secuencias de los péptidos obtenidos por espectrometria de masa fueron
alineados con las secuencias de las proteinas reportadas en la base de datos de T.

solium para su identificacion.

Las proteinas factor de elongacion 1 alfa, actina, enolasa y el producto
proteico sin nombre se identificaron en ambos tipos de proteinas. El factor de
elongacion 1 alfa es la proteina mas abundante en la banda de 46 y 48 kDa de las
proteinas solubles totales mientras que el producto proteico sin nombre es la
proteina mas abundante en la banda de 46 y 48 kDa de las proteinas E/S (figura IV-

10).
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Espectrometria de
masas (LC-MS/MS)

B)

Fasciclina-1

PEPCK, parcial

Proteina de diagnostico TSES38
Proteina Ts5, parcial
2-Cys peroxiredoxina
Anexina B2

Cu/Zn-SOD citosolico
Proteina H17g, parcial
GA3P deshidrogenasa
Lactato deshidrogenasa A
Proteina inmunogénica

Proteinas identificadas

Precursor de proteina de unién a calcio

Producto proteico sin nombre
Enolasa
Actina

Factor de elongacidn 1 alfa

0.00 100 200 3.00 400 500 6.00 7.00 800 9.00 10.00
EmPAI

M Proteinas excretorio secretorio B Proteinas solubles totales

Figura 1V-10. Proteinas identificadas en la banda de 46 y 48 kDa mediante
LC-MS/MS y analisis proteémico usando la base de datos de T. solium.

A) Bandas de 46 y 48 kDa que fueron cortadas de un gel de poliacrilamida tefiido
con Azul de Coomassie G-250. B) Proteinas identificadas en la banda de 46-48 kDa
tanto del gel con proteinas solubles totales como del gel con proteinas excretorio
secretorio. EmPAI= Exponentially Modified Protein Abundance Index
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Usando la base de datos de E. granulosus. A partir de la banda de 46-48 kDa de
las proteinas solubles totales se identificaron 73 proteinas (anexo 8). Y en la banda
46-48 kDa de las proteinas E/S se identificaron 20 proteinas (anexo 9); para ambos
casos se usO la base de datos de proteinas reportadas para E. granulosus, para

identificar proteinas similares no reportadas en T. solium.

Las proteinas: actina citoplasmatica 2, enolasa, factor de elongacion 1 alfa,
proteina hipotética ERG_05011, ubiquitina, factor splicing rico en serina/arginina
y fosfoglicerato quinasa fueron identificado en ambos tipos de proteinas. El factor
de elongacion 1 alfa es la proteina méas abundante en las proteinas solubles totales,

mientras que enolasa es méas abundante en las proteinas E/S (figura 1\V-11).

De las 73 proteinas solubles totales identificadas usando la base de datos de
E. granulosus, 47 son proteinas no reportadas en la base de datos de proteinas de T.
solium. Y en el caso de las 20 proteinas E/S identificadas usando la base de datos
de E. granulosus, 16 son proteinas no reportadas en la base de datos de proteinas

de T. solium.
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Figura IV-11. Proteinas identificadas en la banda de 46 y 48 kDa mediante LC-
MS/MS y analisis protedmico usando la base de datos de E. granulosus.

EmPAI= Exponentially Modified Protein Abundance Index.
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4.2.4.2. Proteinas identificadas por electroforesis en 2D y MALDI-TOF/TOF
En el segundo experimento las proteinas solubles totales de postoncosferas
de 30 dias fueron separadas por punto isoeléctrico y peso molecular por
electroforesis en 2D, e incubados con un pool de suero de pacientes con NCC. En
la figura 1\VV-12 se observan spots que representan las proteinas reconocidas por el
pool de sueros de pacientes con NCC, de estas proteinas se seleccion6 16 spots
(rango de 15 a 75 kDa) que fueron visibles en el gel tefiido con azul de Coomassie.
Por MALDI-TOF/TOF y andlisis proteémico, las 16 proteinas fueron identificadas
con una alta confiabilidad (tabla IVV-3). En el caso del spot 5, una proteina adicional

ha sido identificado haciendo un total de 17 proteinas.

pH 3 - 10

Figura 1V-12. Electroforesis en 2D y western blot de las proteinas de
postoncosferas de T. solium.

Proteinas solubles totales de postoncosferas de 30 dias incubados con un pool de
suero de pacientes con NCC. Los circulos indican las proteinas seleccionadas para
la identificacion por espectrometria de masa.
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Tabla IV-3. Proteinas identificadas en las proteinas solubles totales de postoncosferas de 30 dias de cultivo mediante MALDI-
TOF/TOF y analisis protedmico. Esta lista incluye la mejor coincidencia para cada muestra.

Score
. i MW . lon total # de
# spot Nombre de la proteina No. De acceso Organismo (kDa) Pl proteina C.I. (%) péptidos
C. 1. (%)

1 Transcetolasa 0i|674563860 E. granulosus 67.72 6.3 100 6
2 Precursor Proteina de union a calcio 0i|14029538  T. solium 4554 44 100 11
3 p27 gi|333101790 T. solium 2668 5.1 100 7
4 Inhibidor de disociacion Rab GDP 0i|576694030 E. granulosus 50.17 5.9 999 5
5 Metaloproteinasa asociada a membrana gi|73672819  T. solium 5451 6.2 99.6 3

Antigeno diagnostico GP50, parcial gi|37789875  T. solium 29.72 8.8 77.7 2
6 TSES38 antigeno de diagndstico 0i|226894774 T. solium 30.56 4.7 95.4 3
7 Actina 0i|161652 T. solium 41.71 53 100 100 17
8 Actina 0161652 T. solium 4171 53 100 100 12
9 Actina 0i|161652 T. solium 41,71 53 100 100 20
10 Actina 0i|161652 T. solium 41,71 53 100 100 22
11 Actina 0i|161652 T. solium 41,71 53 100 100 14
12 Anexina B3 gi|63029698  T. solium 3483 55 100 100 21
13 Anexina B3 0i|63029698  T. solium 3483 55 100 100 11
14 Transportador de aminoacido Y+L gi|576691120 E. granulosus 30.04 4.9 96.9 1
15 Enolasa 0i|563425937 T. solium 4652 65 976 10
16 Enolasa 0i|563425937 T. solium 46.52 6.5 100 100 7

MW=peso molecular, C.l.= intervalo de confianza.
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4.2.4.3. Analisis de las proteinas identificadas

A. Proteinas identificadas por LC-MS/MS

Las proteinas identificadas por LC-MS/MS, fueron ordenadas en base al
peso molecular (anexo 10). 13 proteinas estan en el rango de 45.5-49 kDa que
podrian ser parte de las proteinas que se encuentran en la banda de 46 - 48 kDa de
las postoncosferas de T. solium. De estas proteinas, 3 fueron identificadas en la base

de datos de T. solium y 8 en la base de datos de E. granulosus.

Proteinas reportadas en la base de datos de T. solium

Las 3 proteinas identificadas son: el precursor de la proteina de union a calcio (45.5
kDa), enolasa (46.5 kDa) y el factor de elongacion 1 alfa (48.8 kDa), ademas, en
este grupo de proteinas se considerd al producto proteico sin nombre/ antigeno
GP50 (32.9 kDa) reportada como una proteina glicosilada de-50 kDa (80). En la
tabla 1V-4 se muestra la informacion y los resultados de la prediccion del tipo,

localizacion y funcion de las proteinas identificadas.

Factor de elongacién 1 alfa. Esta proteina ha sido identificada en las proteinas
solubles totales y en el E/S de las postoncosferas, sin embargo, en la prediccion esta
proteina no tiene la secuencia sefial para ser secretado por la via cléasica y no clésica,
sugiriendo otra via de secrecion. Los péptidos identificados por espectrometria de
masas llegan a cubrir el 41.5 % de la secuencia completa de la proteina (anexo 11).
La funcidn de esta proteina es la elongacion de la cadena peptidica durante la

sintesis de proteinas.
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Tabla IVV-4. Proteinas identificadas en la banda de 46-48 kDa de las proteinas de postoncosfera.

Proteina Péptidos identificados

emPAl

ST ES

Localizacion

Signal P

MW
(kDa)

Proceso bioldgico

R.LPLODVFK I K.CDVDIRK.D
R.FQEISSEMK.A K.MDAVDYSEK R
R.GITIDIALWK.F K.MDAVDYSEKR.F
., K.RFQEISSEMK.A K.ISGIGTVPVGR.V
Factor de elongacion 'y vripaPGHR.D K.IKSGDAAIVR.M
1 alfa REHALLAFTLGVKK  K.AGFAGDDAPR.A
: R.GNVAGDSKNHPPR.E
[T. solium] K.GPTLLASIDLVEPPTRPVDKPLR.L
R.VETGIMKPGMIVTFAPVGISTEVK.S
K.NMITGTSQADCAILVVAAGTGEFEAGISK.N
R.TTGIVLDSGDGVTHSVPIYEGYALPHAILR.L

9.99 0.14

Citoplasma

No

48.8

Biosintesis de
proteinas

KYNQLLR.I K.IDEFMIR.L
R.VQQAIDKK A KKACNALLLK.V
KAVYAGEHFR.N K.LAEIYLEMLSK.Y
RAAGWGVMVSHR.S  K.VNQIGSVTESIK.A

Enolasa K.FIVTDQEKIDEFMIRL K.MGTEVYHHLK.S

[T. solium] K.LAMQEFMILPTGAK.N
K.IGMDVAASEFYQDGK.Y
R.SGETEDSTIADIVVGLR.T
K.AGIQIVGDDLTVTNPER.V
R.AAVPSGASTGVHEAVELR.D

3.52 1.58

Citoplasma

No

46.5

Proceso glucolitico

K.DTPWFR.V R.VFRGVFPR.K
. . RESFAFAGLK.T R.FVKDTPWFR.V

Producto prOte,'CO SIN  IMEMDEITARPRV K.GAEFCTDMVK.D
nombre* o0 antigeno0  K.DLSTLVATMPAYATK.T
de diagndstico GP50  K.GAEFCTDMVKDESADLRV

: K.VKDLSTLVATMPAYATK.T
[T. solium] R.VIGKPSGPSDTMSYEYNDNYR.T

K. TALTVSIDYSQSGISPEVADCK.Q

1.54 8.78

Membrana

Yes

32.9

Ninguna prediccion

. K.HEQNIDCGGGYVKL  K.MIPNPAYR.G
Precu_r§or de pr_otema K.GDFDDKEDGGMR.T  R.YSAPFNKPLSNK.D
de unién a calcio, R.TFAYIGLDLWQVK.S
Calreticulina K. TAETGSLVADFDMIPPR.T

. K.SKYDESNLGLCEYAKPK.G
[T. solium] K.SGTIFDNFIVSDNVSECQAHAEYWOK.R

1.16

Reticulo
endoplasmico

Yes

45.5

Plegamiento de
proteinas

*Proteinas que hacen match con el mismo set de péptidos: antigeno de diagndstico GP50 gi|37787345, gi|37787347, gi|37787357, gi|37789875 y gi|37789877. emPAIl=

cuantificacién relativa de proteinas en una mezcla. MW= peso molecular. ST= proteinas solubles totales. ES: proteinas excretorio secretorio.
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Enolasa. También fue identificada en las proteinas solubles totales y en el E/S de
las postoncosferas. Sin embargo, en la prediccion esta proteina no tiene la sefial
para ser secretada por la via clasica y no clésica, sugiriendo otra via de secrecion.
Esta proteina tiene un peso molecular de 46.5 kDa y los péptidos identificados por
espectrometria de masa cubren el 52.2% de la secuencia completa (anexo 12).

Enolasa es una enzima de tipo liasa que participa en la glucélisis.

Producto proteico sin nombre. Esta proteina fue identificada en las proteinas
solubles totales y en el E/S, lo cual coincide con la prediccion, ya que presenta el
péptido sefal para ser secretado por la via clasica. Los péptidos identificados por
LC-MS/MS ademés de emparejar con esta proteina también emparejaron con las
siguientes proteinas: producto proteico sin nombre parcial (gi|17901100,
0i|17901102); precursor del antigeno de diagnostico GP50a (gi|37787345), GP50b
(0i|37787347), GP50c (gi|37787357); y con la secuencia parcial del antigeno de
diagnostico GP50 (gi|37789875, qi|37789877). Los péptidos identificados fueron
usados para buscar la secuencia completa de la proteina en la base de datos del
genoma de T. solium, se encontré una secuencia correspondiente al antigeno de
diagnostico GP50 (TsM_000313800) que alineo con todos los péptidos
identificados (anexo 13). Sugiriendo que el producto proteico sin nombre es el
antigeno GP50 de T. solium. El peso molecular de la proteina completa GP50 es de
32.98, pero por literatura se conoce que la GP50 es una proteina glicosilada de 50
kDa aproximadamente, por lo que podria estar en la banda de 46-48 kDa de las
postoncosferas de T. solium. Los péptidos identificados por espectrometria de masa

cubren el 48.3% de la secuencia completa de la proteina.
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Precursor de la proteina de union a calcio. Esta proteina (gi|14029538) fue
identificada en las proteinas solubles totales de las postoncosferas, y tiene un peso
molecular de 45.5 kDa. Los péptidos identificados Ilegan a cubrir el 42.3% de la
secuencia total de la proteina (anexo 14). Segln la prediccion, esta proteina tiene
péptido sefial y su localizacién es el reticulo endoplasméatico donde actta como

chaperona en los procesos de plegamiento de las proteinas.

Proteinas no reportadas en la base de datos de T. solium

8 proteinas no reportadas en la base de datos de T. solium fueron identificados en
la banda de 46-48 kDa de postoncosferas, usando la base de datos de E. granulosus:
una anexina (47.4 kDa) en las proteinas E/S; y 7 en las proteinas solubles totales de

postoncosferas (tabla 1V-5).

Anexina. Los 3 péptidos identificados por espectrometria de masas que alinearon
con la proteina anexina de E. granulosus (gi|674561213), alinearon con una
secuencia de la base de datos del genoma de T. solium (TsM_000511100) (Anexo
15). El peso molecular es de 47.4 kDa, la secuencia identificada también fue
alineada con anexinas reportadas en T. solium (anexina B1, B2 y B3), se observo
que esta secuencia presenta el motivo K-G-X-G-T que es conservado en las
anexinas (figura 1V-13). La secuencia de T. solium también fue modelada por
homologia con proteinas cristalizadas, usando el servidor SWISS-MODEL (figura
IV-14), la estructura tridimensional de la anexina de T. solium consiste basicamente
de alfa hélices como estructura secundaria, y tiene el sitio de union a calcio que

también es caracteristico de las anexinas.
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Tabla IV-5. Proteinas identificadas en la banda de 46 - 48 kDa de las proteinas de postoncosferas, usando la base de datos de E.

granulosus
Proteina Péptidos identificados emPAl Localizacion Sec MW Proceso Funcién molecular %
ST ES P (kDa) biolbgico identidad*

Anexina KILVALLQAQR.E 0.22 Nucleo Si 47.4 Ninguno Union a calcio 84.7
[TsM_000511100] RDKALMQLVLGR.C

K.AIENDTSGDYKR.M
Proteina hipotética K.ENLEGAWVILSEVAR.G 0.06 Nucleo Si 46.6 Transporte Unién a proteinas 38.5
EGR_06985 mediado por
[TsM_000276900] vesiculas
Proteina ribosomal 60S L4 K.LAPGGHMGR.F 0.65 Citoplasma No  46.9 Traduccion Componente estructural ~ 80.9
[TsM_001179700] RFTIWTEGAFR.T del ribosoma

K. AGHQTSAESWGTGR.A

R.SDVLNFVHDSLRK.N

R.FAMCSAIAATGVPALVMAR.G
Proteina ribosomal 60S L3 K.GCCMGPR.K 0.05 Citoplasma No 47.6 Traduccion Componente estructural  41.4
[TsM_000850600] R.HGSLGFTPK.K del ribosoma

R.VIAHTQMR.L
Proteina asociada a K.EFVAQFR.F 0.25 Citoplasma No 47.0 No hay No hay término GO 78.5
proliferacion 2G4 E'ﬁ’g‘fg'&gg'ég" término GO
[TsM_000488200] K.AVADFDCRPIQGVQSHLLK.K
Subunidad 6A reguladora K. AVCVEAGMIALR R 0.64 Citoplasma No 47.9 Proceso Activacion del 1.7
del proteosoma 26S E-EE%?L?\"SEEE-S catabdlico de  proteosoma
[TsM_000546900] KLA APQLVQMFIéDG AKL proteinas

R.KMNVHEDVNFEELAR.C

K.EKAPAIIFIDELDAIGTK.R
Subunidad 6B reguladora ~ K.RFDAQTGADR.E 0.38 Nucleo Si 46.6 Proceso Activacion del 100
del proteosoma 26S Eé\\(’a:ig&f‘/’;sl\’ catabdlico de  proteosoma
[TsM_000506400] R.FDAQTGADREVOQR.I proteinas

K.ISGADINAICQEAGMQAVR.E
Proteina de unién a K.INHEGEVNR.A 0.23 Nucleo Si 48.4 Ninguno Unién a proteinas 99.8

histona RBBP4
[TsM_000275100]

K.HPSKPDPSGVCEPELR.L

*Porcentaje de identidad con E. granulosus proteinas. emPAIl= cuantificacion relativa de proteinas en una mezcla. MW= peso molecular. ST= proteinas solubles totales. ES=proteinas excretorio secretorio
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ANB2
ANB1
TsM 000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM_ 000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM 000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM_000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM 000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM 000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM_000511100
ANB3

ANB2
ANB1
TsM 000511100
ANB3

TRSPSQYFDCNGKPFRPTLKPNPNEFDVNADVEALCKSMRCWGTDEETITKILGKRTSEER 64
CRSLVHLYAPNGEKYKPTITPTPGFSPTADAEHLKRAMRGLGTNERAIIDILGNRTSAER 63
VGSFSAY----- YSGRPTVVPMPNFNPGQDAEDLRKAMRGMGTDEGRIIGVLSKRTSNQR 175
——————————————— MATVKPFRCFNANEDAQELEKAMKGIGTDEATIIDVLANRTSSOQR 45

* . K * * e ke ek Kk .k * ek ekKkKk oKk

LOIVSLYKQKYGRELAHDLDGDLKGHFRDCTILLTEDPIYLMAKSLYYAMKGVGTNENTI 124

MAIRDAYPSISSKTLHDALTSELSGKFRRFALLLIQSPWQVMAEALYDAMKGAGTKERVL 123

SEIAKKYKASFGKDLEKHLKSELSGKFEDLVLLSLESLPGMLATTIYQAVKGVGTDEQLL 235

REIVKAYKAQYGKDLKERLHKELSGNFRQAVEWSLYDRAHVNAAALQKAMKGAGTNEGML 105
*

* * . Kk * ek Kk ek . K ekk KKk Kk

IEIIVGCTNEEINKLKQFYIYVLRDKGIKDPKRTLETDIRTETTGYFCKMLLQLLKGDIP 184

NEITAGCSKDDIPQLKKAFEEVS—————---— GGETLDDAIKGDTSGDYREALLLALAGQAD 176
IQALVPYPNSIVGEISKAYHTKY-————--- GR-DVVEDVRSDTSGDFEKILVALLQAQRE 287
IDVLCTATNNEVKKIKEAYEDLT-—————-— QK-SLEDDVESETSGNFKRVLVALLQARRE 157

ek ek . * . *

DPTPEQLRTIQQKGGDLMVNQKEVTAAVKQIVEALAKPKNSTNSVLLNAFQHKNVWEIAA 244
EPQAMQLKNLTPSTLSQVVNPGLAETDAKELYACGEGRPGTAESRFMRPIVNRSFLQLNA 236
ERTP-———————-————— VSVNGAAADAEALYKAGENRLGTEEAVFTRILTQRSFEQIKA 333
TACD---————————————— KSQAREDALEIFKAGEDKLGTDESTFTRILCTRSHDQIRV 201

MDKEYKKASGKGLISAISEAVEGEFGTLLMAMVQHAVDRPKEYSEALYQSMVGQGTRDFL 304
TNEAYNRAYGHPLIDAIKKETSRDLEDFLITRVRYATDRASLFAELLHFAMRGAGTKDST 296
IAQSYQQKYGRSLESAIKKETSGNYKDAMVSIVRYAEDKNALLAAWLYESMVGMGTRDKS 393
INEVYEDEAGHDLIKAIKKETSGDYEKVLSRIVLMSKDPIGTVADMLYRSMKGAGTKDDS 261

* T P SR : % HE
LMRVLILRSEIDLLDIKETFDKD-HKSLAEWIKGETSGYYEQLLLALLNES 354
LORVLALRADTDLGSIKEKYAELYGETLEAATIKGDTSGDYEALCLKLIGPA 347
LMQLVLGRCEIDLQDVKEAYQRKYGKSLVKAIENDTSGDYKRMLVALVGP- 443
LIRIILAHSEDNLRKIQNKEFDDTYEKSLVEMISGDTSGDYKKFLLAILE-— 310

. .k - . . . . ..

* e e . ..ok * ek k Kk k.

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: ANB2 100.00 33.82 33.74 33.98
2: ANB1 33.82 100.00 38.96 37.10
3: TsM 000511100 33.74 38.96 100.00 45.16
4: ANB3 33.98 37.10 45.16 100.00

Figura 1V-13. Alineamiento de anexinas de T. solium con la secuencia
TsM_000515500 que codifica para una proteina similar a anexina.

ANB1= anexina B1 (GenBank: AAD34598.1), ANB2 (GenBank: AAY17503.1),
ANB3 (GenBank: AAY27744.1). La flecha sefiala el motivo K-G-X-G-T que es

conservado en las anexinas.
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A) B)

Figura 1V-14. Modelo tridimensional de la secuencia TsM_000511100 de T.
solium similar a anexina.

A) Se muestra la estructura tridimensional de la proteina obtenida por
modelamiento con la anexina cristalizada laxn.1 usando el programa SWISS-
MODEL, la alfa hélice es la principal estructura secundaria de esta proteina. B) Se

muestra la union a calcio (esfera verde).

La informacidn de las otras 7 proteinas se muestra en la tabla IV-5. Segun la
prediccion 3 son secretadas por la via no clasica. La funcién de estas proteinas es:
la unién a proteinas, componentes estructurales del ribosoma y activacion del

proteosoma.
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B. Proteinas identificadas por MALDI-TOF/TOF.

3 son proteinas que también han sido identificadas en la banda de 46-48
kDa (enolasa (2 spots), precursor de proteina de union a calcio y antigeno de
diagndstico GP50) descritas en la tabla 1\VV-4. Por otro lado, 3 son proteinas no
reportadas en la base de datos de proteinas de T. solium: Transcetolasa, inhibidor
de disociacion Rab GDP y el transportador de aminoacidos Y+L. Buscando en la
base de datos del genoma de T. solium se encontr6 2 secuencia que hacen match
con los péptidos identificados para Transcetolasa y el inhibidor de disociacién Rab
GDP, no se encontré una secuencia en el caso del transportador de aminoacidos
Y+L. Las otras proteinas identificadas fueron: actina (5 spots), anexina B3 (2 spots),
p27, metaloproteinasa asociada a membrana y el antigeno de diagndstico TSES38
(tabla 1V.6). La p27 y la metaloproteinasa han sido reportadas como proteinas

reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC (134-136).

Tabla IV-6. Informacion de proteinas identificadas por MALDI-TOF/TOF

No. acceso Proteina Localizacion  Signal MW  Proceso biolégico/
P (kDa) Funcién molecular
gi|333101790 P27 Nucleo No 26.6 Unién a proteinas
gi|226894774 TSES38 antigeno de Extracelular Si 30.5 No hay termino GO
diagnéstico
gi|63029698 Anexina B3 Citoplasma No 34.8 Union a calcio
gi|161652 Actina Citoplasma No 41.7 No hay termino GO
TsM_000761500  Inhibidor de Citoplasma No 50.2  Transporte de
disociacién Rab GDP proteinas
gi|73672819 Metaloproteinasa Reticulo No 545  Protedlisis

asociada a membrana endoplasmico
TsM_000587600  Transcetolasa Mitocondria No 70.5  Actividad catalitica
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4.2.5. Localizacion de las proteinas de postoncosfera identificadas por

espectrometria de masas

4.2.5.1. Obtencion de proteinas recombinantes de postoncosferas

Seleccion de proteinas y disefio de cebadores

Se selecciond las proteinas de 45.5 kDa a 49 kDa que fueron identificados
usando la base de datos de T. solium (tabla IV.4) a excepcidn de enolasa debido a
que se cuenta con la proteina recombinante de enolasa obtenida por Ponce et al.
2018 que es 99.5% idéntica a la enolasa identificada por espectrometria de masa

(anexo 12). También se selecciond la proteina anexina B2.

En la tabla V-7 se muestran las proteinas seleccionadas, asi como la
secuencia de los cebadores disefiados. Los cebadores “forward” tienen una
secuencia adicional corta de 8 nucleétidos el cual incluye el sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccion BamHI (5’GGATCC3’) mientras que los cebadores
“reverse” tienen una secuencia adicional corta de 8 nucleétidos que incluye el sitio
de reconocimiento para la enzima de restriccion Sall (5’GTCGAC3’). Tambien se
muestra las temperaturas dptimas para el “annealing” asi como los resultados del

RT-PCR.

Todos los pares de cebadores disefiados amplificaron la secuencia esperada

(anexo 16).
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Tabla IVV-7. Cebadores y condiciones de ciclamiento para el RT- PCR. Los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion
estan subrayados.

Proteina Nombre del  Secuencia del cebador (5°23°) Producto Temperatura Resultado
cebador (pb) annealing RT-PCR
GP50 Ts50_F CCGGATCCGAAAATGCCCCAAAGATGT 849 60°C Amplificé
TsM_000313800 Ts50 R GGGTCGACTCACAAAACCATTGGTATCA (Ts50)
Precursor de proteina de unién a calcio TsCBP_F CCGGATCCATGGCTGTTCCTGCGTTT 1188 58°C Amplificd
0i[14029538 TsCBP_R GGGTCGACCTACAATTCATCCTTCGAG (CBP)
Factor de elongacion TsNEF_F CCGGATCCATGGGCAAATCCTCTTTCAAGT 1035 56°C Amplificd
0i[269935947 TsNEF_R GGGTCGACGCTGGGGACCATCCTGAC (NEF)
Anexina B2 TsAnB2_F CCGGATCCATGGCAAAAAATACTCGCTCAC 1065 54°C Amplificé
062868630 TsAnB2_R GGGTCGACTTAGGATTCATTCAGTAGTGCG (ANB2)

F= forward, R=Reverse.
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Clonacion de los genes que codifica las proteinas seleccionadas

Se selecciono solo 3 de los 4 productos de amplificacion. Los productos
digeridos fueron ligados cada uno al plasmido pGEX-6P-1 digerido (anexol7) y el
producto de la ligacion fue introducido en células DH5a. No se realizé la clonacion
de la secuencia codificante para la sintesis de la proteina GP50 debido a que es una
proteina glicosilada que requiere un sistema de expresion eucariota. En los 3 casos,
se obtuvieron colonias que tuvieron el plasmido con el inserto esperado, el cual fue
confirmado por PCR-colonia, digestion del plasmido y secuenciamiento. Los
resultados para la clonacién de la region codificante para la proteina de union a
calcio se muestran en la figura IV.15 y anexo 18. Resultados similares se obtuvieron

para el factor de elongacion alfa 1y anexina B2 (anexo 19-21).

A) Células DH5a transformadas B) PCR colonia C) Extraccion y digestion del plasmido
Ak b ™M Col Col Col Col M Col Col Col Col Sin
1 2 3 4 1 2 3 4 digerir
PGEX-
- - — .‘_ 6P-1
-—— ——

W W W ww—cBP

— — — <«—CBP

Figura IVV-15. Clonacién en células DH5a de la secuencia que codifica para el
precursor de proteina de unién a calcio (CBP).

A) Placa con agar LB mas ampicilina mostrando las colonias de células DH5a
transformadas con el plasmido PGEX + secuencia CBP. B) Resultado de la PCR-
colonia de 4 colonias seleccionadas de la placa. C) Resultado de la digestion del
plasmido de las 4 colonias seleccionadas. M= marcador de pares de bases (DNA
1kb (Opti-DNA Marker, ABM). Col= colonia.
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Expresion, extraccion y purificacion de proteinas recombinantes

Los plasmidos conteniendo el inserto esperado fueron extraidos, purificados e
introducidos en células BI21. Para los 3 casos, las células BL21 expresaron la
proteina con el tamafio esperado. En la figura 1V-16 se muestra el resultado de la
induccion de la expresion para la proteina de union a calcio, que tiene un peso
molecular por debajo de 75kDa que corresponderia al peso molecular de la proteina
fusionada a GST (proteina de union a calcio= 45.7 kDa'y GST=26 kDa); resultados
similares se obtuvieron para la proteina factor de elongacién nuclear y para anexina

B2.

No inducidas Inducidas

le—rTsPO_cBP

75kDa ——

IPTG (mM)

Figura 1V-16. SDS-PAGE y coloracion con azul de Coomassie G-250 de
proteinas de las células BI21 que contienen el plasmido pGEX-6P-1+CBP.

M= marcador de peso molecular para proteinas. rTsPO_CBP= proteina
recombinante precursor de proteina de union a calcio de postoncosferas de T.

solium.

Se realizo la extraccion y purificacion de 2 proteinas recombinantes: la proteina de
unién a calcio y anexina B2 que fueron solubles (figura VI-17 y VI-18). En el caso
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de la proteina factor de elongacion alfa 1, esta resultd insoluble por lo cual no se

pudo continuar con la purificacion (figura VI-19).

A)

M
75 kDamt=_ =t 75 kDa
= 63 kDa
50 kDa
=48 kDa
L 2
B) 1 2 3 4 M
.
rTsPO_CBP — - = 75kDa
= - ) — - -
(71.6 kDa)

. =t 63kDa

=t 48kDa

Figura IV-17. SDS-PAGE y coloracion con azul de Coomassie G-250 de
proteinas de células BI21 que contienen el plasmido pGEX-6P-1 + CBP.

A) Células no inducidas [1], Células inducidas [2], extracto del sonicado de células
inducidas [3], Sobrenadante del primer sonicado [4], sobrenadante del segundo
sonicado [5] y pellet solubilizado [6]. B) Purificacién de la proteina recombinante,

fracciones eluidos [Pozos 1-4]. M= marcador de peso molecular para proteinas.
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A ™M 1 2 3 4 B)

M12 3456 78 9 101112
rTsPO_ANB2 e T > |

75 kDa s

50 kDa ==

Figura 1V-18. SDS-PAGE Yy coloracion con azul de Coomassie G-250 de
proteinas de células BI21 que contienen el plasmido pGEX-6P-1 + ANB2.

A) Células no inducidas [1] e inducidas [2], extracto del sonicado de células
inducidas [3], sobrenadante del sonicado. B) Purificacion de la proteina
recombinante: proteinas no unidas a la resina glutation sefarosa 3B [1], lavados [2-

5], fracciones eluidas [6-12]. M= marcador de peso molecular para proteinas.
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Figura 1V-19. SDS PAGE vy coloracion con azul de Coomassie G-250 de
proteinas de células BI21 que contienen el plasmido pGEX-6P-1 + NEF.

A) Células no inducidas [NI] e inducidas [I]. B) células inducidas [1], células
lisadas [2], sobrenadante del lisado [3], segundo sobrenadante del lisado [4], pellet
solubilizado [5]. M= marcador de peso molecular para proteinas.
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4.2.5.2. Evaluacion de la antigenicidad de las proteinas recombinantes de
postoncosferas de T. solium

Para confirmar si las proteinas recombinantes rTsPO_CBP y rTSPO_ANB2
son de postoncosferas de T. solium, se incubd las proteinas recombinantes con el
suero de conejos que reconocen proteinas de postoncosferas. En la figura 1V-20 se
muestra el resultado del western blot en donde se observa una banda
correspondiente a la proteina recombinante que es reconocida por los anticuerpos
anti- postoncosfera sugiriendo que las proteinas recombinantes son de

postoncosfera de T. solium.

A) B)

—75 kDa —75 kDa

rTsPO_CBP==p rTsSPO_ANB2 ==p» |

=63 kDa

=50 kDa
48 kDa

=35 kDa

=25 kDa

Figura 1V-20. Western blot de proteinas recombinantes incubadas con suero
de conejo anti-postoncosfera.

A) Proteina recombinante precursor de proteina de union a calcio. B) proteina
recombinante Anexina B2. Carril 1= suero de conejo post inmune, carril 2= suero

de conejo pre-inmune, M= marcador de peso molecular para proteinas.
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4.2.5.3. Localizacion de proteinas de postoncosferas de T. solium

Se realizd la localizacion de proteinas identificadas por espectrometria de
masa en las postoncosferas de T. solium, usando anticuerpos policlonales contra
estas proteinas. Los anticuerpos policlonales que se utilizaron fueron anti - enolasa
de T. solium obtenido por Ponce et al., 2018 (92); y anticuerpos policlonales anti-
precursor de proteina de unién a calcio, y anti — anexina B2 obtenido por

inmunizacion de conejos con proteinas recombinantes (Anexo 22).

Localizacion de enolasa

Mediante western blot, se confirmo que la proteina enolasa se encuentra en
las proteinas solubles totales de las postoncosferas de T. solium. En la figura V-
21A, se muestra que el peso molecular de esta proteina corresponde al peso
molecular de las proteinas que se encuentran en la banda de 46 y 48 kDa. Mediante
inmunohistoquimica se localizo la proteina en las postoncosferas de T. solium en
corte de cerebro de rata. Tanto en las postoncosferas de menor tamafio como las de
mayor tamafio, la proteina se localiza en el tegumento, las células subtegumentales

y en las fibras musculares (figura IV.21B y C).

Localizacién del precursor de proteina de unién a calcio

Mediante western blot, se confirmo que el precursor de la proteina de union
a calcio se encuentra en las proteinas solubles totales de las postoncosferas de T.
solium. En la figura IV-22A, se muestra que el peso molecular de esta proteina
corresponde al peso molecular de las proteinas que se encuentran en la banda de 46
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y 48 kDa. En postoncosferas de menor tamarfio, esta proteina se localiza en las
celulas subtegumentales, también se observa reaccion en el tejido del hospedero
que rodea a la postoncosfera (figura IV-22B 1l). Cuando la postoncosfera
incrementa de tamafio se forma una interfase entre el parasito y el tejido del
huésped; en estas postoncosferas de mayor tamafio también se observa reaccion en
las células subtegumentales mientras que en el tejido del huésped se observa

reaccion cerca a la interfase (figura 1VV-22C).

Localizacién de anexina B2

Mediante western blot, se confirmo que la proteina anexina B2 se encuentra
en las proteinas solubles totales de las postoncosferas de T. solium. En la figura V-
23A, se muestra que el peso molecular es de 40 kDa aproximadamente, lo cual
corresponde con el peso molecular reportado para esta proteina. Esta proteina no es
parte del grupo de las proteinas de 46 y 48 kDa. En las postoncosferas de T. solium
que desarrollan en el cerebro de ratas, la proteina anexina B2 se localiza en el
tegumento y en las células del subtegumento de la postoncosfera (figura IV-23 By
C). También se realizd la localizacion de esta proteina en cisticercos de T. solium
(figura 1V-23D) debido a que no hay reportes en la literatura, esta proteina se
localiza en el tegumento y células subtegumentales de la pared y del canal espiral

del cisticerco.

133



& B 46-48 kDa

B)

100 um
.

9)

100 um

Figura IV-21. Localizacion de enolasa en postoncosfera de T. solium.

A) Western blot de las proteinas solubles totales de postoncosferas de T. solium
incubadas con suero de conejo: pre-inmune [carril 1], anti — proteina recombinante
enolasa de T. solium [carril 2], y anti - postoncosfera de T. solium [carril 3]. By C)
Inmunohistoquimica de cerebro de ratas con postoncosferas incubadas con suero
anti — proteina recombinante enolasa de T. solium. La flecha en B y C sefialan la

postoncosfera de T. solium. CIl es una ampliacion de Cl, y se aprecia el tegumento

[T]y las fibras musculares [F].
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Figura I\VV-22. Localizacion del precursor de proteina de union a calcio en
postoncosfera de T. solium.

A) Western blot de las proteinas solubles totales de postoncosferas incubadas con
suero de conejo: pre-inmune [carril 1], anti — proteina recombinante precursor de
proteina de union a calcio [carril 2], y anti - postoncosfera de T. solium [carril 3]. B
y C) Inmunohistoquimica de cerebro de ratas con postoncosferas incubadas con el
suero de conejo pre-inmune [BI] y anti- proteina recombinante precursor de
proteina de unién a calcio (Bll y CJ; las flechas sefialan las postoncosferas. Cll es

una ampliacién de Cl, donde se aprecian las células subtegumentales.
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Figura 1V-23. Localizacion de anexina B2 en postoncosferas y cisticerco de T.
solium.

A) Western blot de proteinas solubles totales de postoncosferas incubadas con suero
de conejo: pre-inmune [carril 1], anti — proteina recombinante anexina B2 [carril 2]
y anti - postoncosfera de T. solium [carril 3]. Inmunohistoquimica de cerebro de
ratas con postoncosferas (B y C) y cisticerco (D) incubadas con suero pre-inmune
(BI) y anti — proteina recombinante anexina B2 (BIl, C y D). Las flechas sefialan al
parasito. Cll y DIl es una ampliacion de Cl 'y DI. M= marcador de peso molecular.
T=tegumento, TCE= tegumento del canal espiral.
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V. DISCUSION

5.1. Primer estudio: Metaanalisis

El metaandlisis muestra la validez del western blot para el
inmunodiagnostico de la NCC. La sensibilidad y especificidad global fue calculado
en base a los datos de estudios originales que emplearon muestras de varias zonas
endémicas. El metaanalisis se realizé en base al tipo de antigeno, tipo de estudio, y
al resultado de neuroimagen. La sensibilidad del western blot es baja en estudios
epidemioldgicos comparados con los estudios realizados en el laboratorio; asi
mismo, el western blot tiene una alta sensibilidad para detectar pacientes con quistes
maultiples viables; y una baja sensibilidad para detectar pacientes con quistes Unicos

o con NCC inactiva. La especificidad del western blot es mayor a 90%.

El diagnostico de la NCC incluye los hallazgos de las pruebas de
neuroimagen y del diagnéstico de laboratorio, asi como los aspectos clinicos y
epidemioldgicos (5). Los estudios de neuroimagen siguen siendo el método
preferido para establecer un diagndstico de NCC debido a que proporciona
informacidn importante para el manejo clinico (137). La tomografia computarizada
y/o la resonancia magnética rara vez estan disponibles en paises con ingresos
medios o bajos, principalmente en areas rurales, en donde la aplicacién de las
pruebas seroldgicas representan una alternativa importante para el diagnostico
(138). Sin embargo, podrian existir limitaciones para poder realizar esta prueba en

estas zonas, sobre todo por los costos financieros y la falta de laboratorios.
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El western blot que usa glicoproteinas (LLGP), denominado como LLGP-
EITB es considerado actualmente como la prueba de eleccién para el diagnostico
seroldgico de la cisticercosis (7). EI metaanalisis, por tipo de antigeno usado en la
prueba, estimé una sensibilidad del 72.7% para el western blot que usa
glicoproteinas; y como era de esperar esta sensibilidad varié de acuerdo a los
resultados de la neuroimagen, siendo el rendimiento de esta prueba alta para
detectar pacientes con quistes maltiples viables (sensibilidad mayor a 90%); esto se
debe a que en NCC, la respuesta humoral esta relacionada con la magnitud de la
infeccion y a menudo es mayor en pacientes con quistes maltiples (98); mientras
que la presencia de un solo quiste podria no ser suficiente para provocar una
respuesta de anticuerpos con titulos altos. Al igual que en el caso de los pacientes
con NCC inactiva (donde los quistes estan calcificados), la respuesta de anticuerpos
puede haber desaparecido después de la muerte de los parasitos (64,69); asi mismo,
no se pueden descartar que las calcificaciones se deban a otras causas como:
infeccion por citomegalovirus, tuberculosis, toxoplasmosis, abscesos e infecciones

micoticas (67,139).

En cuanto a la especificidad del western blot, esta no es del 100%, debido a
que esta prueba puede ser positiva en pacientes con teniasis, con cisticercosis ocular
(69), hidatidosis o himenolepiasis (99), incluso en paciente sin evidencia de
cisticercosis (140). Es por eso que algunos estudios epidemioldgicos, tienen
cuidado con la interpretacion de la prueba, ya que un resultado positivo al LLGP-
EITB puede indicar: 1) teniasis, 2) NCC activa o 3) cisticercosis en otras partes del

cuerpo (65).
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En cuanto al tipo de estudio la sensibilidad de la prueba es menor en estudios
epidemiol6gicos comparado a los estudios realizados en el laboratorio, una de las
explicaciones es debido a que en la mayoria de los estudios epidemioldgicos, los
individuos en la poblacion evaluada presentaron calcificaciones (15,65,67), asi
mismo, los casos de NCC fueron reportados en pacientes con epilepsia que en su
mayoria presentan calcificaciones (14,16,63,64,66) y es conocido que el LLGP-

EITB tiene una baja sensibilidad para detectar estos casos.

Los antigenos recombinantes y/o sintéticos que son desarrollado a partir de
las fracciones del LLGP ofrecen nuevas perspectivas (81,82,84,99), sin embargo,
su desempefio fue evaluado en entornos de laboratorio. Seria interesante evaluar su
validez en estudios epidemioldgicos y clinicos. ElI uso de proteinas nativas y
proteinas recombinantes en el EITB, si bien incrementa la sensibilidad en
condiciones de laboratorios, la desventaja es que a menudo presentan reacciones
cruzadas principalmente en pacientes con teniasis, hidatidosis, himenolepiasis entre

otros (76-79,83,99,125,126,128)

Nuestro metaanalisis tenia ciertas fortalezas intrinsecas. En primer lugar, la
estrategia de busqueda en grandes bases de datos permitié identificar estudios
originales con un gran numero de muestras de suero. En segundo lugar, el
diagnostico de NCC se establecio utilizando criterios absolutos (demostracién
histoldgica del paréasito a partir de un cerebro, biopsia) o criterios de neuroimagen.
En tercer lugar, se realizaron modelos estadisticos para preservar la naturaleza

bidimensional de la precision diagnostica. Este método considera la presencia
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potencial de una correlacion (negativa) entre sensibilidad y especificidad dentro de
los estudios, que se aborda incorporando explicitamente esta correlacion en el
andlisis (103). Por ultimo, la mayoria de los estudios proporcionaron informacion
especifica sobre las caracteristicas y el numero de quistes en el cerebro
(activos/inactivos,  Unicos/mdaltiples, Unicos viables/multiples viables) e
informacion general de los diferentes antigenos utilizados en el WB, lo que permitio

realizar analisis restringidos.

De igual manera, este estudio tiene varias limitaciones que deben ser
consideradas. En primer lugar, no hubo una evaluacion sistematica de la
neuroimagen dentro de los grupos control en la mayoria de los estudios realizados
en el laboratorio, sin embargo, se aplicaron ciertos criterios estandar para asignar
individuos al grupo de control, incluido el examen clinico, la historia clinica o la
evaluacion serolégica (por ejemplo, ELISA). En segundo lugar, en determinados
estudios de laboratorio no se describe con detalle la informacion relacionada a las
muestras, como la procedencia de la muestra o los métodos para la determinacion

de casos y controles.
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5.2.  Segundo estudio: Caracterizacion de las proteinas de los estadios

postoncosferales

En este trabajo se ha identificado proteinas de las formas postoncosferales
de T. solium que son reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC. Por
western blot se evidencié bandas proteicas (23kDa, 46 kDa y 48 kDa) de
postoncosferas de T. solium que son reconocidas por el 98% y 100% de sueros de
pacientes con NCC parenquimal y subaracnoideo respectivamente. Aparentemente
los anticuerpos contra las proteinas de 46kDay 48 kDa son las primeras en formarse
al mes de la infeccion en el modelo animal de NCC, y estos perduran incluso
después de la formacion del cisticerco en el cerebro. Por espectrometria de masas
se identificd las proteinas presentes en las bandas proteicas de 46 y 48 kDa, de las
cuales 3 fueron seleccionadas para para su localizacion en la postoncosfera de T.

solium.

5.2.1. Proteinas antigénicas de estadios postoncosferales reconocidas por

anticuerpos de pacientes con NCC

Las bandas proteicas de 23 kDa, 46 y 48 kDa de postoncosferas son
reconocidas por un pool de suero de pacientes con NCC; y al compararlas con los
antigenos de oncosfera y cisticerco, se observa que la banda de 46 y 48 kDa
aparentemente son especificas de este estadio; asi mismo, también se ha observado
estas dos bandas en las proteinas E/S de las postoncosferas, sugiriendo que son
proteinas secretadas por el parasito. Se ha reportado que cada estadio de desarrollo

del parasito expresa proteinas que son especificas (11) y podrian participar en la
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modulacion de la respuesta inmune del hospedero durante la infeccion,

permitiéndole establecerse y sobrevivir (141,142).

Los pacientes con NCC tienen anticuerpos contras las proteinas de
postoncosfera, sugiriendo que estas podrian ser candidatas para el diagnéstico de
NCC. Las proteinas de T. solium que son reconocidas por anticuerpos de pacientes
con NCC han sido estudiadas en el estadio de oncésfera y cisticerco; en el caso de
oncosferas solo un 20% de pacientes con NCC tienen anticuerpos anti — oncosfera
(11), probablemente estos anticuerpos no perduran durante el tiempo; en el caso del
estadio de cisticerco se han reportado bandas proteicas especificas que son
reconocidas por el suero de pacientes con NCC, de las cuales el 61% son
glicoproteinas (13) que han demostrado ser Utiles para el diagndstico inmunolégico

de la cisticercosis (7).

5.2.2. Utilidad de las proteinas antigénicas de postoncosferas para el

diagnostico de la NCC

La sensibilidad del western blot empleando las proteinas de postoncosfera
fue de 98% en pacientes con NCC parenquimatosa y 100 % en pacientes con NCC
subaracnoidea; asi mismo al evaluar suero de pacientes con calcificaciones o sueros
de personas control ninguno fue positivo a la prueba. Estos resultados sugieren que
las proteinas de postoncosfera son Utiles para diagnosticar pacientes con NCC que
tienen parasitos viables. Estos resultados son similares al LLGP-EITB que es
altamente sensible para detectar anticuerpos de pacientes con multiples quistes

viables (8). Mas estudios son necesarios para demostrar su utilidad en pacientes con
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un quiste viable, asi como para evaluar si incrementando la concentracion del
antigeno o usando antigenos E/S se logra detectar anticuerpos en pacientes con

NCC inactiva.

5.2.3. Respuesta humoral contra las proteinas de postoncosferas

Las proteinas de postoncosfera son expresadas en etapas tempranas del
desarrollo del cisticerco; y los anticuerpos que el hospedero forma contra las
proteinas de este estadio temprano al parecer perduran por periodos largos. Con el
objetivo de conocer en qué momento de la infeccion aparecen los anticuerpos anti-
postoncosfera y cuanto tiempo perduran estos anticuerpos el hospedero, se utilizd

el modelo murino de NCC.

Los anticuerpos contra las proteinas de 46 y 48 kDa de postoncosferas de T.
solium aparecen a partir de los 30 dias después de la infeccién con oncosferas
activadas y persisten hasta después de que el cisticerco se ha desarrollado en el
cerebro que usualmente es a los 3 meses post infeccién. La evaluacion se realizo
hasta el afio de infeccion, donde los cisticercos seguian viables en el cerebro; lo cual
coincide con los resultados de la evaluacion de pacientes con NCC en los cuales se

detecta anticuerpos en pacientes con quistes viables.

Una explicacion del porque los animales y personas con NCC tienen
anticuerpos anti- postoncosfera podria deberse a que, en el tejido, aparte de estar
presentes los cisticercos, también, estarian presentes las formas postoncosferales
gue podrian estar activando la respuesta inmune humoral. Otra explicacion podria
ser que el hospedero desarrolla memoria inmunolégica contra los antigenos de
postoncosfera, la cual se activa probablemente por la expresion de estas proteinas
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en el cisticerco de T. solium, ya que se ha reportado que el patron de bandas
proteicas de postoncosfera es similar al de cisticerco (17). O probablemente los
anticuerpos contra postoncosferas que se formaron en el hospedero persisten a pesar
de que el antigeno no esté presente (143); que es lo mismo que al parecer sucede
con los anticuerpos anti-cisticerco que perduran en la mayoria de pacientes que han

recibido tratamiento (144).

5.2.4. ldentificacién de las proteinas de postoncosfera por espectrometria de

masas

El andlisis de las proteinas identificadas a partir de las bandas de 46 y 48
kDa revelaron la presencia de 4 proteinas de T. solium; el factor de elongacion
nuclear alfa 1, el antigeno de diagnostico GP50, enolasay el precursor de la proteina
de unidn a calcio (calreticulina). 3 de estas proteinas fueron identificadas también
en el ES, sin embargo en la prediccion 2 no tienen la sefial para ser secretadas,
sugiriendo que podrian ser secretadas por otra ruta, por ejemplo dentro de vesiculas
(145,146). Asi mismo dos de estas han sido reportadas como proteinas que son

reconocidas por anticuerpos de pacientes con NCC (80,147)

El factor de elongacion nuclear alfa 1, es una proteina de 48.8 kDa, y ha sido
reportado en el E/S del cisticerco de T. solium (40) sin embargo, su rol en la
interaccion con el hospedero o su evaluacion en el diagndstico de la NCC ain no
ha sido realizado. Esta proteina citosélica es responsable de la unién dependiente
de GTP del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma durante la sintesis de proteinas
(148), también participa en otros procesos biologicos como la interaccion con el

citoesqueleto, exportacion nuclear, protedlisis y apoptosis (149). En parésitos, se ha
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reportado como una proteina presente en el E/S (150-152) y en vesiculas (153)
participando en la regulacion del sistema inmune del hospedero (153), ademaés se
ha reportado su participacion en el mecanismo de invasion de Cryptosporidium y
Toxoplasma en las células del hospedero (154,155) y es considerado como
candidato para el desarrollo de vacunas. Su probable rol en las postoncosferas
podria ser en la evasion de la respuesta inmune permitiéndole establecerse y

desarrollar hasta cisticerco en el tejido del hospedero

El antigeno de diagnostico GP50 es una glicoproteina de cisticerco utilizada
en el LLGP-EITB para el diagnéstico de la cisticercosis (7,156). Es una
glicoproteina de membrana anclada a glicosilfosfatidilinositol (80), también se le
ha identificado en el E/S del cisticerco de T. solium (40). Su peso molecular de 50
kDa incluyendo la glicosilacion, mientras que la parte proteica madura (sin péptido
sefial) tiene un peso molecular de 28.9 kDa (80). La localizacion de esta
glicoproteina en el cisticerco es a nivel del parénquima, las ventosas, el rostelo, en
el tegumento y glicocalix del escolex y del canal espiral (157) mientras que en
postoncosferas ain no se conoce la localizacion ni la funcidn. La presencia de la
parte proteica de esta glicoproteina en la postoncosfera sugiere que las
postoncosferas podrian tener una glicoproteina similar a GP50, lo cual explicaria
porque los pacientes con NCC tienen anticuerpos que reconocen proteinas de los

estadios postoncosferales.

Enolasa es otra proteina identificada en las formas postoncosferales de T.
solium, es una enzima glucolitica que cataliza la deshidratacion de 2-fosfoglicerato
a fosfoenolpiruvato en los Gltimos pasos de la via glucolitica (158). Esta proteina

ha sido reportada también en el E/S (40) y el tegumento del cisticerco de T. solium
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(159), y tiene sitios de union a plasmindgeno (92,159). Esta propiedad de la enolasa
de unirse a plasmindgeno ha sido reportado en otros parésito, y esté involucrado en
la migracion y establecimiento del parasito en el hospedero (160), también ha sido
descrito como un potencial candidato a vacuna en Ascaris (161), nuevos estudios
sugieren su posible participacion como modulador del sistema inmune innato del
hospedero (162). Como producto E/S, enolasa podria estar envuelto en la union a
plasmindgeno y activacion de plasmina que participa en la degradacion y protedlisis
de la matriz extracelular y asi de esta manera facilitar el establecimiento de la

postoncosfera para completar su desarrollo en el tejido.

El precursor de la proteina de union a calcio denominada como calreticulina,
es una proteina que se encuentra en el lumen del reticulo endoplasmico donde
participa como chaperona y en la homeostasis de calcio intracelular (163). Esta
proteina también se ha encontrado en multiples localizaciones subcelulares y media
una variedad de procesos celulares (163-165). En parasitos, esta proteina participa
en la evasion de la respuesta inmune por inhibicion de la activacién del
complemento (166). En T. solium esta proteina esta localizada en los citones del
tegumento de la pared del cisticerco y del escolex (167), sin embargo su rol en la

interaccidn hospedero-parasito es desconocido.

La identificacion de estas proteinas en la postoncosfera de T. solium sugiere
que las postoncosferas expresan proteinas que también son expresadas por el
cisticerco de T. solium. y la presencia de anticuerpos anti-postoncosfera en los
pacientes con NCC podria deberse a la memoria inmunoldgica contra los antigenos
de postoncosfera, la cual se reactiva por la expresién de estas proteinas en el

cisticerco de T. solium.
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Otra proteina identificada en las bandas de 46-48 kDa del E/S de la
postoncosfera de T. solium, es una proteina de 47.4 kDa similar a anexina. La
secuencia de esta proteina es diferente a las anexinas reportadas en T. solium
(anexina B1, B2 y B3). Las anexinas son una familia grande de proteinas que se
expresan en todos los eucariotas y participan en un amplio rango de actividades
biologicas como el metabolismo de calcio, adhesion celular, crecimiento y
diferenciacion celular, transporte subcelular, asi como en la reparacion de la
membrana (168) y también se ha reportado que es capaz de unirse a plasmindgeno
(162). En el cisticerco, anexina B1 y B2 proteinas de 38 kDa y 40 kDa
respectivamente, han sido caracterizados como proteinas de union a calcio y
fosfolipidos (169,170). Anexina B1 se localiza en el tegumento del cisticerco y en
el tejido del hospedero que rodea al parésito (171,172) sugiriendo un rol en la
interaccion con el hospedero, favoreciendo la su permanencia en el tejido
(171,173). Estudios son necesarios para demostrar si la anexina de 47.4 kDa de

postoncosfera tiene una funcién similar a las anexinas del cisticerco.

En el analisis de proteinas identificadas a partir de los spots de la
electroforesis bidimensional, se encontrd la proteina P27 y una metaloproteinasa
asociada a membrana. La proteina P27 ha sido previamente reportado en el
cisticerco por Salazar-Anton et al. (134), esta proteina es reconocida por sueros de
pacientes con NCC (134) y ha sido evaluado para el diagnostico de cisticercosis
humana con una sensibilidad de 85.71% y una especificidad de 96.69% de la prueba
(135). La metaloproteinasa ha sido reportado también en el cisticerco por Zhang et
al. (136), esta proteina como recombinante es reconocida por el 87.5% de pacientes

con NCC (136).
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5.2.5. Localizacion de proteinas identificadas por espectrometria de masas

en postoncosferas de T. solium

Obtencidn de proteinas recombinantes

Las postoncosferas de T. solium tienen los transcritos de los genes que
codifican para el antigeno GP50, el factor de elongacion nuclear alfa 1, el precursor
de la proteina de unién a calcio (presentes en la banda de 46 y 48 kDa) y anexina
B2. La obtencion de proteinas recombinantes se realizé para el factor nuclear de
elongacion alfa 1, el precursor de la proteina de union a calcio y anexina B2 en un
sistema de expresion procariota (E. coli), no se incluyo al antigeno de diagnéstico
GP50 debido a que este sistema de expresion carece de la maquinaria para realizar
modificaciones postraduccionales como la glicosilacién (174). Los genes que
codifican para las proteinas seleccionada fueron exitosamente clonados en el vector
de expresion pGEX-6P-1, sin embargo, cuando se realiz6 la induccién de la
expresion, solo el precursor de la proteina de unién a calcio y la anexina B2 fueron
solubles, mientras que el factor de elongacién nuclear alfa 1 fue insoluble. Los
vectores pGEX tienen una etiqueta de afinidad que es una enzima llamada GST que
se expresa fusionada a la proteina recombinante de interés, esta etiqueta le da una
ventaja adicional para incrementar la solubilidad (175), sin embargo esto no se
cumple en todos los tipos de proteinas. Una de las causas de la insolubilidad es el
alto nivel de expresion de la proteina recombinante en E. coli causando agregacion
de la proteina expresada (cuerpos de inclusion); otra causa se debe a que el sistema
de control de calidad de proteinas en E. coli se satura o se agota, y las proteinas

parcialmente plegadas o mal plegadas se agregan para formar cuerpos de inclusién
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(176). En el caso del factor de elongacion nuclear probablemente se deba a que se
clond la secuencia parcial para la proteina, y esto pudo haber originado un mal

plegamiento y agregacion de las proteinas expresadas.
Localizacién de proteinas

Se realiz6 la localizacion de 3 proteinas identificadas por espectrometria de
masas, la primera es la enolasa, la cual se localiza en el tegumento, las células
subtegumentales y en las fibras musculares de las postoncosferas de T. solium. La
probable participacion de enolasa ubicada en el tegumento de las postoncosferas de
T. solium podria ser en la migracién y establecimiento de estas formas tempranas
del parasito en el tejido del hospedero permitiendo asi su desarrollo hasta cisticerco,

esto debido a su propiedad de unién a plasmindgeno (160).

La segunda proteina, es el precursor de la proteina de union a calcio que se
localiza en las células subtegumentales de las postoncosferas de T. solium, en estas
células probablemente esta proteina participa en la modulacién del calcio
intracelular o como chaperona en el plegamiento de glicoproteinas (177) que
probablemente se dirijan a la superficie del tegumento del parésito que se

caracteriza por ser rico en glicoconjugados (178).

La tercera proteina, es anexina B2 y se localiza también en el tegumento y
las células subtegumentales de la postoncosfera de T. solium. Debido a que no hay
reportes en cisticerco de T. solium, en este estudio también se incluyd la
localizacion de anexina B2 en el cisticerco observando que anexina B2 se encuentra
en el tegumento de la pared y del canal espiral. En ambos estadios del parasito, esta

proteina al estar en el tegumento probablemente cumpla un rol en la interaccion con
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el hospedero como por ejemplo en la regulacion de la respuesta inmune del
hospedero (179). Anexina también se ha reportado como una proteina capaz de
unirse a plasminogeno (162), probablemente al igual que enolasa cumplan un rol

en la migracion y establecimiento del parasito en el tejido.

5.2.6. Limitaciones del estudio

Este estudio presenta varias limitaciones, la primera es en la estrategia para
la identificacion de las proteinas, debido a que se utilizd la base de datos de las
proteinas de T. solium que contiene solo 705 proteinas reportadas, esto debido a que
aun no se disponia de la base de datos del genoma de T. solium. Sin embargo, para
compensar esta limitacion se opt6 por usar también la base de datos de proteinas de

E. granulosus que contiene 44723 proteinas reportadas.

Otra de las limitaciones del estudio es que la identificacion se enfoco
principalmente en la banda de 46 y 48 kDa de las postoncosferas de T. solium, y no
en las otras bandas que también podrian tener proteinas de importancia. Esta
limitacidn se tratd de compensar con la electroforesis en 2D en donde se tratd de

abarcar proteinas con pesos molecular diferentes a 46 y 48 kDa.
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VI. CONCLUSIONES

Conclusiones del primer estudio:

Este estudio provee evidencia de la validez del western blot en muestras
de suero para el diagnostico inmunolégico de la NCC. El western blot
que usa glicoproteinas continda siendo una opcion valiosa acompafiada
de los estudios de neuroimagen.

- La sensibilidad del western blot que usa glicoproteinas es alta para la
deteccion de pacientes con NCC que tienen mdltiples cisticercos
viables.

- La sensibilidad del western blot que usa glicoproteinas evaluado en
estudios epidemioldgicos es menor comparado con los estudios
realizados en el laboratorio.

- El uso de proteinas recombinantes y otras proteinas nativas incrementa

la sensibilidad del western blot en estudios realizados en el laboratorio.

- Laespecificidad global del western blot es mayor a 90%.

Conclusiones del segundo estudio:

- Las proteinas (bandas de 23 kDa, 46 y 48 kDa) son reconocidas por los
anticuerpos de pacientes con NCC.

- Las proteinas de postoncosfera son dtiles para el diagnostico
inmunoldgico de la NCC parenquimal y subaracnoidea (viables), mas

no para NCC con calcificaciones.

151



Los anticuerpos contra las bandas antigénicas de 46 y 48 kDa de
postoncosferas de T. solium aparecen en etapas tempranas de la
infeccion y perduran hasta después de que el cisticerco se ha
desarrollado en el cerebro, en el modelo animal de NCC

Las proteinas factor de elongacion nuclear alfa 1, el precursor de la
proteina de union a calcio, el antigeno de diagndstico GP50, enolasa, y
una proteina similar a anexina estan presentes en las bandas de 46 y 48
kDa de postoncosferas de T. solium, de las cuales dos han sido
reportadas como proteinas reconocidas por anticuerpos de pacientes
con NCC.

Otras proteinas identificadas en postoncosfera de T. solium fueron la
proteina p27 (27 kDa) y la metaloproteinasa asociada a membrana (54
kDa) que han sido reportados como proteinas reconocidas por pacientes
con NCC.

Las postoncosferas de T. solium tienen los transcritos para la expresion
de los genes que codifican el antigeno GP50, el factor de elongacion
nuclear alfa 1, el precursor de la proteina de unién a calcio y anexina
B2.

La proteina enolasa, el precursor de la proteina de union a calcio y
anexina B2 fueron localizados en el tegumento y/o las células
subtegumentales de las postoncosferas de T. solium, sugiriendo un rol

en la interaccion con el hospedero.

152



VII.

RECOMENDACIONES

Del segundo estudio:

Se recomienda realizar la protedmica de las proteinas E/S de las
postoncosferas de T. solium.

Se recomienda obtener la proteina recombinante GP50 de las postoncosferas
de T. solium en un sistema de expresién eucariota para evaluar su funcién
en este estadio.

Se recomienda caracterizar la proteina similar a anexina identificada en el
E/S de las postoncosferas de T. solium, ya que no ha sido reportado en los
otros estadios de T. solium.

Se recomienda obtener la proteina recombinante del factor de elongacion
nuclear alfa 1 usando la secuencia completa del gen que codifica para esta
proteina, y evaluar su rol en la interaccion con el hospedero.

Se recomienda realizar la electroforesis en 2D de las proteinas E/S de las
postoncosferas de T. solium para identificar proteinas que cumplan un rol
en la interaccion del parasito con el hospedero.

Se recomienda realizar la evaluacion de la respuesta contra las proteinas de

oncosfera, postoncosfera y cisticerco, usando el modelo de cerdo..
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Datos suplementarios del primer estudio: Revision sistematica y
metaanalisis de la sensibilidad y especificidad del western blot para el
inmunodiagnostico de la neurocisticercosis.

Anexo 1.1. Palabras claves usadas para la busqueda de articulos para la revision

sistematica.
Base de datos Palabra clave No. de Total
articulos
encontrados

PubMed (Diagnosis) AND 2252 2344
(PubMed neurocysticercosis
Advances Search  EITB[AIl Fields] AND ("taenia 92
Builder) solium“[MeSH Terms] OR

("taenia"[All Fields] AND

"solium"[All Fields]) OR

"taenia solium"[All Fields])
Scopus TITLE-ABS-KEY (diagnosis 1645 1645
(Advanced AND neurocysticercosis)
Search)
Google scholar Diagnosis AND 433 433
(Advanced Neurocysticercosis AND
Search) immunoblot AND western

blot AND EITB

Reference 1 1

checking




Anexo 1.2. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica

Autor Afo Tipo de estudio | Tipo de antigeno Nombre del antigeno Procedencia de las Casos | Controles
muestras
Garcia 1991 Epidemiolégico | Glicoproteina-CDC LLGP Per 14 42
Palacio 1998 Epidemiologico | Glicoproteina-CDC LLGP Colombia 116 357
Cruz 1999 Epidemiolégico | Glicoproteina-CDC LLGP Ecuador 14 12
Goodman 1999 Epidemiol6gico | Glicoproteina-comercial LLGP Ecuador 27 14
Sanchez 1999 Epidemioldgico | Glicoproteina-comercial LLGP Honduras 46 13
Rajshekhar 2006 Epidemioldgico | Glicoproteina-in house LLGP India 46 116
Blocher 2011 Epidemiolégico | Glicoproteina-CDC LLGP Tanzania 35 46
Mwape 2015 Epidemiologico | Glicoproteina-comercial LLGP Zambia 20 29
Moyano 2016 Epidemiolégico | Glicoproteina-CDC LLGP Per 47 202
Thamilselvan 2017 Epidemiologico | Glicoproteina-in house Glicoproteinas India 93 26
Zammarchi 2018 Epidemiologico | Glicoproteina-comercial * LLGP Varios paises 11 2426
Tsang® 1989 Laboratorio Glicoproteina-CDC LLGP No menciona 35 76
Feldman 1990 Laboratorio Glicoproteina-CDC LLGP No menciona 21 27
Rodriguez-Canul 1997 Laboratorio Glicoproteina-in house LLGP Varios paises 57 103
Greene 1999 Laboratorio Glicoproteina-in house LLGP (14 y 18 kDa) No menciona 72 55
Proafio-Narvaez 2002 Laboratorio Glicoproteina-CDC LLGP México 100 70
Aguilar-Rebolledo 2002 Laboratorio Glicoproteina-comercial LLGP México 25 50
Gekeler 2002 Laboratorio Glicoproteina-in house Glicoproteinas Varios paises® 24 144
purificadas
Villota 2003 Laboratorio Glicoproteina-comercial LLGP Varios paises 62 55
Prabhakaran 2004 Laboratorio Glicoproteina-in house LLGP India 150 150
Noh 2014 Laboratorio Glicoproteina-CDC LLGP Peri® 159 401
Ayala-Sulca 2015 Laboratorio Glicoproteina-in house LLGP No menciona® 50 50




Dermauw 2018 Laboratorio Glicoproteina-CDC LLGP Burkina Faso 28 113
Hernandez, 2019 Laboratorio Glicoproteina-in house LLGP México 58 41
Chung 1999 Laboratorio Recombinante rl0kDa No menciona 219 180
Scheel 2005 Laboratorio Recombinante TSRS1 Peri® 307 308
Hanckok 2006 Laboratorio Recombinante rT24H Peri® 301 290
Bae 2008 Laboratorio Recombinante Antigeno quimérico No menciona 200 271
Rueda 2011 Laboratorio Recombinante TsAg5 Peru® 165 196
Bae 2014 Laboratorio Recombinante rTsMFasl No menciona 100 299
Noh (b) 2014 Laboratorio Recombinante rLLGP Peru® 159 401
Hernandez-Gonzalez 2017 Laboratorio Recombinante rT24H-his Peri® 149 171
Dermauw (b) 2018 Laboratorio Recombinante rT24H Burkina Faso 28 113
Escalante 1995 Laboratorio Otras proteinas nativas FV (8 bandas) No menciona® 35 76
Rodriguez-Canul (b) 1997 Laboratorio Otras proteinas nativas TSE Varios paises 57 103
Yang 1998 Laboratorio Otras proteinas nativas FV (10 kDa) No menciona 247 125
Ito 1998 Laboratorio Otras proteinas nativas FV (10 a 26 kDa) Varios paises 53 206
Shiguekawa 2000 Laboratorio Otras proteinas nativas TSE Brasil 20 40
Villota (b) 2003 Laboratorio Otras proteinas nativas FV (12-28 kDa) Varios paises 62 55
Lee 2005 Laboratorio Otras proteinas nativas FV (120 kDa) No menciona 50 30
Barcelo 2007 Laboratorio Otras proteinas nativas TSE (12-70 kDa) Brasil 20 10
Atluri 2009 Laboratorio Otras proteinas nativas ES (10-30 kDa) India 125 125
Zimic, 2009 Laboratorio Otras proteinas nativas Catepsina L (53kDa) Peru® 100 157
Sahu 2010 Laboratorio Otras proteinas nativas ES (42 kDa) No menciona 34 198
Atluri, 2011 2011 Laboratorio Otras proteinas nativas LMM (10-30 kDa) India 38 25
Arora 2020 2020 Epidemiol6gico | Otras proteinas nativas FV (15 kDa band) India 119 287

LLGP= glicoproteinas purificadas con Lentil Lectin; ES= Excretorio secretorio, FV= fluido vesicular o liquido del cisticerco; LMM= proteinas de cisticerco de bajo
peso molecular; TSE= extracto salino total del cisticerco. * también usaron el kit comercial de la marca LDBIO Diagnostic (Lyon, France); $= los controles provienen

de zonas no endémicas. &= las muestras son tanto de suero como de LCR




Anexo 1.3. Calidad de los estudios de acuerdo con la herramienta QUADAS-

2.

QUADAS-2 Domain
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Verde: Riesgo bajo de sesgo o concerniente a la aplicabilidad; Rojo: Riesgo alto de sesgo o
concerniente a la aplicabilidad; Celeste: “unclear” no esta claro.

Los 42 estudios incluidos cumplen la mayoria de los criterios de calidad, sin
embargo, la informacién de la seleccion de pacientes y el intervalo de tiempo
apropiado para el procesamiento de la prueba y el estandar de referencia no es claro

(unclear), los cuales podrian inducir sesgo.



Anexo 1.4. Gréaficos que muestran la sensibilidad y especificidad resumen del EITB

que usa glicoproteinas, analizados de acuerdo con el tipo de estudio.
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Moyano. 2016 Epidemiolégico  0.60 (0.44-0.74) 0.58
Goodman. 1999 Epidemiolégico 0.56 (0.35-0.75) 1.00
Zammarchi. 2018 Epidemiolégico 0.55 (0.23-0.83) 0.99
Blocher. 2011 Epidemiolégico  0.54 (0.37-0.71) 0.91
Mwape. 2015 Epidemiolégico 0.40 (0.19-0.64) 069
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Rajshekhar. 2006 Epidemiolégico  0.26 (0.14-0.41) 0.92
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Hernandez. 2019 Laboratorio 0.72 (0.59-0.83) 0.95
Aguilar-Rebolledo. 2002 Laboratorio 0.72 (0.51-0.88) 0.96
Villota. 2003 Laboratorio 069 (0.56-0.80) 1.00
Prabhakaran. 2004 Laboratorio 069 (061-0.77) 0.98
Dermauw. 2018 Laboratorio 046 (0.28-0.66) 0.98
B) Epidemioldgico

@ 4

o™~

o4

T T T T T
1 6 4 0
Specificity
Study estimate | Summary point

HSROC curve

95% prediction
region

95% confidence
region

02 04 06

Specificity

i 1

T T T T

6 A
Specificity

Study estimate | |
HSROC curve

95% prediction
region

Summary point

95% confidence
region

A) Forestplot que muestra la sensibilidad y especificidad de los estudios que usaron

el EITB con glicoproteinas. Curva HSROC que muestra la sensibilidad y

especificidad resumen de la prueba en estudios epidemioldgicos (B) y de

laboratorio (C).



Anexo 2. Calendario de toma de muestras e inmunizacién de conejos

Diaa Dia @ Dia e

pia €) Dm{i’

Dia @

Sangrado Suero pre- Suero post Suero post Suero post Suero post Sangrado total
inmune inmune de la inmune de la inmune de la inmune de la
primera dosis segunda dosis tercera dosis cuarta dosis
Inmunizacién lera dosis: 2da dosis: 3era dosis: 4ta dosis:
Antigeno + Antigeno + Antigeno + Antigeno +
Adyuvante Adyuvante Adyuvante Adyuvante
completo de incompleto de  incompleto de  incompleto de
Freund Freund Freund Freund

Anexo 3. Resultados del ELISA para evaluar la formacion de anticuerpos

policlonales anti- postoncosferas en conejos inmunizados con proteinas de

postoncosferas de T. solium

2.5

15

ABSORBANCIA

PRE 1ERA 2DA 3RA

DOsIs

4TA 5TA

cPO15d
=4=—P030d
=—f— cPO60d

Leyenda: PRE= suero colectado antes de la inmunizacion; 1ERA= suero colectado
15 dias después de la primera inmunizacion; 2DA= suero colectado a los 7 dias
después de la segunda inmunizacién; 3RA= suero colectado 7 dias después de la
tercera inmunizacion; 4TA= suero colectado 7 dias después de la cuarta
inmunizacién; 5TA= suero de conejo colectado 7 dias después de la quinta
inmunizacion. cPO15d= conejos inmunizados con proteinas de PO15d; cPO30d=
conejos inmunizados con proteinas de PO30d; cPO60d= conejos inmunizados con

proteinas de PO60d.



Anexo 4. Resultados de la evaluacion de la formacion de anticuerpos anti-

postoncosfera en ratas infectadas con postoncosferas de 15 dias.
B)
1 2 3 4 5

6 7 8 9 - +
: '|||||||| ||

A) Corte coronal de cerebro de rata infectada, tefildo con hematoxilina y eosina, se

sefiala una postoncosfera de T. solium en el parénquima cerebral. B) Western blot
de proteinas solubles totales de postoncosfera incubadas con suero de ratas. Carril
1-8= suero de ratas infectadas con postoncosferas, carril 9= suero de rata no
infectada. Carril - = control negativo (suero de conejo pre inmune), Carril + =

control positivo (suero de conejo anti-postoncosfera).



Anexo 5. Resultados del western blot para evaluar la formacién de anticuerpos

anti-postoncosfera en suero de ratas infectadas con oncésferas de T. solium

A) B)
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Western blot de proteinas solubles totales de postoncosferas de 30 dias de cultivo
incubados con suero de ratas a diferentes tiempos post infeccion con oncosferas
activadas. Suero de ratas al mes (A), 2 meses (B), 4 meses (C), y 6 meses (D) post
infeccion (carril 1-9). Carril 10-12: Suero de ratas no infectadas; M: marcador de
peso molecular; la flecha sefiala la banda de 46.48 kDa; (+) = control positivo; el

asterisco indica las ratas que desarrollaron NCC.



Anexo 6. Proteinas identificadas por LC-MS/MS en la banda de 46 y 48 kDa

de las proteinas solubles totales de postoncosferas de 30 dias de cultivo, usando

la base de datos de proteinas de T. solium

# No. de acceso  Nombre de la proteina emPAl
1 gi|269935947 Factor de elongacion 1 alfa, parcial 9.99
2 gi|161650 Actina 7.65
3 (i|563425937 Enolasa 3.52
4 i|14029538 Precursor de proteina de unién a calcio 1.16
5 @i|17901098 Producto proteico sin nombre, parcial* 1.54
6 gi|34368418 Proteina H17g, parcial 0.37
7 0i|18252397 Cu/Zn-SOD citosolica 0.37
8 (0i|149364041 GAS3P deshidrogenasa 0.51
9 (i|318054471 Lactato deshidrogenasa A 0.76

10 gi|62868630  Anexina B2 0.28
11 gi|4803713 Proteina inmunogénica 0.88
12 i|158519654 Peroxiredoxina 2-Cys 0.26
13 @i|170783723 Proteina Ts5, parcial 0.17
14 i|576902497 Fasciclina-1 0.06

*Los peéptidos identificados también hicieron match con el antigeno de diagnostico GP50 (gi|37787345,
gi|37787347, gi[37787357, gi|37789875 and gi|37789877). emPAI= cuantificacidon relativa de proteinas en una
mezcla; MW= Peso molecular; SOD= superdxido dismutasa; GA3P= Gliceraldehido-3-fosfato.

Anexo 7. Proteinas identificadas por LC-MS/MS en la banda de 46-48 kDa de
las proteinas excretorio secretorio de postoncosferas de 30 dias de cultivo,

usando la base de datos de proteinas de T. solium

Nro. No. de acceso Nombre de la proteina emPAI
1 gi|17901098  Producto proteico sin nombre, parcial® 8.78
2 gi|563425937 Enolasa 1.58
3 gil]161650 Actina 0.26
4 gi]269935947 Factor de elongacion 1 alfa, parcial 0.14
5  gi|37547392  Proteina de diagndstico TSES38 0.17
6  gi|283466482 PEPCK, parcial 0.09

*Los péptidos identificados también hicieron match con el antigeno de diagndstico GP50 (gi|37787345,
gi|37787347, gi|37787357, gi|37789875 and gi|37789877). emPAl= cuantificacion relativa de proteinas en una

mezcla; MW= Peso molecular; PEPCK=fosfoenolpiruvato carboxiquinasa.



Anexo 8. Proteinas identificadas por LC-MS/MS a partir de la banda de 46-48

kDa de las proteinas solubles totales de postoncosferas de T. solium, la

identificacion se realiz6 usando la base de datos de proteinas de E. granulosus

Rank  Accession No.  Protein Name emPAl
1 gi|148717323  Elongation factor 1 alpha 12.00
2 gi|576690717  Actin 5.81
3 0i|674567518  Tubulin beta 2C chain 3.09
4 gi|576693212  Actin, cytoplasmic 2 4.33
5 0i|576701165  Tubulin alpha-1C chain 1.23
6 gi|576692431  Actin-1 1.94
7 gi|576693973  Tubulin beta chain 1.73
8 gij290399 Actin 2 1.60
9 0i|674561833  Tubulin alpha 1C chain 1.22
10 gi|576697602  Tubulin beta-3 chain 0.58
11 gi|576693841  Enolase 0.48
12 gi|674561755  Tubulin alpha 3 chain 0.65
13 gi|674561756  Tubulin alpha 1C chain 0.65
14 0i|12641923 Actin-filament fragmenting protein 0.61
15 gi|674561754  Tubulin alpha 3 chain 0.49
16 gi|576699737  26S protease regulatory subunit 6B 0.38
17 Qi|237770567  Beta-tubulin isoform 3, partial 4.39
18 0i|576693855  Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 0.47
19 0i|62178026 Putative calreticulin, partial 0.13
20 gi|576696158  Adenosylhomocysteinase A 0.19
21 gi|576697601  Tubulin beta-1 chain 0.99
22 0i|576693390  DnaJ subfamily A member 0.76
23 gi|576694655  Histone-binding protein RBBP4 0.23
24 gi|576698640  Ornithine aminotransferase 0.24
25 gi|576698586  26S protease regulatory subunit 6A 0.64
26 gi|576700018  60S ribosomal protein L4 0.65
27 gi|576699936  RuvB-like protein 0.10
28 gi|576697808  ATP synthase subunit beta 0.71
29 0i|576698857  Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 0.43
30 gi|576699603  Superoxide dismutase [Cu-Zn] 0.30
31 gi|576692380  Methionine aminopeptidase 0.21
32 0i|576696293  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0.15
33 0i|674564130  Splicing factor arginine:serine rich 4 0.63
34 gi|576693487  Alanine aminotransferase 2 0.29
35 gi|576701512  Proliferation-associated protein 2G4 0.25
36 gi|576700988  Fructose-bisphosphate aldolase 0.29
37 gi|576696602  T-complex protein 1 subunit eta 0.03
38 gi|576699122  ATP-dependent RNA helicase Ddx1 0.10
39 gi|576701206  Tubulin beta-4 chain 0.35
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gi[576696439
gi[576689886
gi[576700100
gi[576693238
gi[576696761
gi[509760
gi[576700570
gi|674565030
gi[576692646
gi[576695686
gi[576693940
gi[576699121
gi|674568550
gi[576693001
gi[576694207
gi60459970
gi674561667
gi[576696606
gi[576696962
gi[576690038
gi[300519104
gi[576694535
gi[674563254
gi[576694080
gi674565768
gi[674568481
gi[576701340
gi[674568053
gi[576694570
gi[576694425
gi[576700901
gi[576694030
gi[576697981
gi[576693827

Tubulin beta-1 chain

Ubiquitin

Dihydrolipoyl dehydrogenase

Sj-Ts4 protein

Sarcoplasmic calcium-binding protein
EG10

Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit
Tubulin beta 4A class Iva
4-hydroxybutyrate coenzyme A transferase
Hexokinase

Galactokinase

RNA-binding protein Rsfl
Phosphoglycerate kinase 1

Major vault protein

Glutamate dehydrogenase 2

Tegumental protein, partial

Major vault protein

Hypothetical protein EGR_05011
Polyadenylate-binding protein

L-lactate dehydrogenase A chain

Lactate dehydrogenase

Eukaryotic translation initiation factor 5
Neurogenic locus notch protein
Actin-related protein 3B
Adenylyltransferase and sulfurtransferasa
Pseudouridine metabolizing bifunctional protein
Eukaryotic peptide chain release factor subunit
Hypothetical protein EgrG_000990300
Hypothetical protein EGR_06985
Intraflagellar transport protein
Beta-centractin

Rab GDP dissociation inhibitor alpha

60S ribosomal protein L3

Protein farnesyltransferase subunit beta

0.08
0.64
0.10
0.34
0.12
0.17
0.22
0.07
0.10
0.34
0.21
0.20
0.24
0.42
0.09
0.50
0.05
0.17
0.13
0.13
0.15
0.11
0.02
0.11
0.11
0.07
0.11
0.03
0.06
0.07
0.12
0.11
0.05
0.10




Anexo 9. Proteinas identificadas por LC-MS/MS a partir de la banda de 46-

48 kDa de las proteinas excretorio secretorio de postoncosferas de T. solium,

la identificacion se realizo usando la base de datos de proteinas de E.

granulosus
Rank  Accession No. Protein Name emPAl
1 0i|262192839 Enolase 0.69
2 i|576693212 Actin, cytoplasmic 2 0.26
3 0i|674561213 Annexin 0.22
4 0i|576695835 Phosphoglycerate kinase 0.25
5 0i|576696606 Hypothetical protein EGR_05011 0.16
6 0i|576697075 Kinesin heavy chain 0.24
7 gi|576696835 Coiled-coil domain-containing protein 6 0.08
8 0i|576697203 Fatty-acid amide hydrolase 0.08
9 gi|576697354 Splicing factor, arginine/serine-rich 17a 0.08
10 gi|674569074 Protein piccolo 0.02
11 gi|576691028 Glutamate receptor, ionotropic kainite 0.02
12 gi|576697916 Hypothetical protein EGR_03744 0.24
13 gi|674566783 Translation initiation factor elF 2B subunit 0.09
14 i|148717323 Elongation factor 1 alpha 0.11
15 gi|674568309 Expressed conserved protein 0.18
16 Qi|576689886 Ubiquitin 0.62
17 gi|576700572 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 0.04
18 0i|576699607 Hypothetical protein EGR_01937 0.06
19 i|674568160 Tegumental antigen 0.23
20 0i|576701335 Splicing factor, arginine/serine-rich 0.21




Anexo 10. Proteinas identificadas por LC-MS/MS en la banda de 46-48 kDa

de postoncosferas de T. solium, ordenados por peso molecular

No. Nombre de la proteina Especie Tipo No. de acceso* MW

kDa
1 Proteina inmunogénica T. sol ST gi|4803713 75
2 Proteina tegumental E.gran ST TsM_001096900 11.5
3 Ubiquitina E.gran ST,ES  TsM_000015500  14.7
4 Cu/Zn-SOD citosdlica T. sol ST gi|18252397 15.5
5 Factor Splicing, rico en arginina/serina E.gran  ES TsM_000924800  20.5
6 Antigeno tegumental E.gran ES TsM_000884000  20.8
7 Peroxiredoxina 2-Cys T. sol ST 0i|158519654 21.5
8 Proteina hipotética EGR_03744 E.gran ES gi|576697916 22.4
9 Ornitina aminotransferasa E.gran ST TsM_000860800  26.9
10  Proteina conservada expresada E.gran ES TsM_000848700  27.3
11  Proteina Sj-Ts4 E.gran ST TsM_000707000  29.3
12 Proteina Rsfl de union a RNA E.gran ST TsM_001215900 29.6
13 Proteina de diagnostico TSES38 T. sol ES i|37547392 30.5
14  Proteina hipotética EGR_05011 E.gran ST,ES  (i|576696606 32.5
15  Producto proteico sin nombre, P T. sol ST,ES TsM_000313800 32.9
16  Proteina Ts5, P T. sol ST TsM_000634600  34.7
17  Lactato deshidrogenasa A T. sol ST 0i|318054471 35.4
18  GA3P deshidrogenasa T. sol ST 0i|149364041 36.2
19  Fructosa-difosfato aldolasa E.gran ST TsM_000467100  39.6
20  Anexina B2 T. sol ST 0i|62868630 40.1
21  Factor splicing rico en arginina:serina4 E.gran ST TsM_001145100 41.0
22 Proteina fragmentadora de actina F E.gran ST TsM_000982900  41.5
23 Actina T. sol ST,ES  (i|161650 41.7
24  Beta-centractina E.gran ST TsM_000042800 41.9
25  Fosfoglicerato quinasa E.gran ST,ES TsM_000796500 42.3
26 SU 2 del factor iniciador de la E.gran ST TsM_000901400  42.3

traduccion

27  Miembro A de la subfamilia DnaJ E.gran ST TsM_000711700  44.0
28  Proteina 3B relacionado a actina E.gran ST TsM_000021200  45.2
29  Metionina aminopeptidasa E.gran ST TsM_001067900 454
30  Precursor de proteina de unién a calcio  T. sol ST 0i|14029538 455
31 Enolasa T. sol ST, ES gi|563425937 46.5
32 Proteina hipotética EGR_06985 E.gran ST TsM_000276900  46.6
33 SU 6B reguladora de proteasa 26S E.gran ST TsM_000506400  46.6
34  Proteina L4 ribosomal 60S E.gran ST TsM_001179700  46.9
35  Proteina 2G4 asociada a proliferacion E.gran ST TsM_000488200  47.0
36  Anexina E.gran ES TsM_000511100 47.4
37  Proteina L3 ribosomal 60S E.gran ST TsM_000850600  47.6
38  SU 6A reguladora de la proteasa 26S E.gran ST TsM_000546900  47.9
39  Proteina de unién a histona RBBP4 E.gran ST TsM_000275100  48.4
40 Factor de elongacion 1 alfa, T. sol ST,ES  TsM_000233800 48.8
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Galactoquinasa

SU del factor de liberacion de la cadena
peptidica eucariota
Cadena beta 2C de Tubulina

Dihidrolipoil deshidrogenasa

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Proteina similar a RuvB
Adenilitransferasa y sulfurtransferasa
Adenosilhomocisteinasa A

Miembro A3 de familia 1 de ALDH2
Hexoquinasa

4A-hidroxibutirato
transferasa
Alanina aminotransferasa 2

SU B de proteina farnesiltransferasa
Cadena alfa 1C de Tubulina
SU beta de la ATP sintasa
Enzima activadora del
similar a ubiquitina
Glutamato deshidrogenasa 2

SU eta 1 de proteina complejo— T
Factor iniciador de la traduccion elF2B
Proteina de unién a poliadenilato
Proteina 6 con dominio Coiled-coil
Amida hidrolasa de acidos grasos
Proteina H17¢

EG10

Kinesina cadena pesada

PEPCK

Proteina de transporte intrafagelar
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ST
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ST
ES

ST
ST
ES
ST
ES
ES
ST
ST
ES
ES
ST
ST

ST
ES
ES

ST
ST
ST

ES
ST

TsM_000027400
TsM_000736100

TsM_001072900
TsM_000008100
TsM_000761500
TsM_001063200
TsM_000203600
TsM_000665600
TsM_000803900
TsM_000818100
TsM_000154800

TsM_000574000
TsM_000758600
TsM_000455000
TsM_000805000
TsM_000950000

TsM_000572800
TsM_000034600
TsM_000602000
TsM_000856300
TsM_000747700
TsM_000650400
TsM_000841100
TsM_000841100
TsM_000661100
TsM_000763700
TsM_001197500
TsM_001016100

gi|576902497
TsM_000952600
TsM_000736700

TsM_000555100
TsM_000766200
TsM_000355600

TsM_000137400
TsM_001015200

49.1
49.6

49.8
50.1
50.2
50.5
50.7
51.4
52.3
52.4
53.1

53.7
53.7
54.1
55.7
56.3

58
59.1
62.1
62.8
64.1
65.1
67.8
67.8
69.4
70.2
70.9
74.6

86.9
911
95.8

97.1
142.1
145.1

170.2
342.6

*Cddigo de la base de datos de proteinas (NCBI) o codigo del genoma de T. solium
(WormBase Parasite); ST= proteinas solubles totales; ES= proteinas excretorio
secretorio; T sol= Taenia solium; E. gran= Echinococcus granulosus; SU=
subunidad; ALDH2= aldehido deshidrogenasa; PEPCKO= fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa; SOD= superdxido dismutasa; GA3P= Gliceraldehido-3-fosfato.
MW= Peso molecular;



Anexo 11. Alineamiento de la secuencia completa del factor de elongacion
nuclear (TsM_000233800) con la secuencia parcial (gi|269935947). Las regiones

de color rojo muestran la secuencia de los péptidos encontrados por LC-MS/MS.

TsM_ 000233800
911269935947
TsM_ 000233800
911269935947
TsM 000233800
gi1269935947
TsM 000233800
gi1269935947
TsM 000233800
911269935947
TsM_ 000233800
911269935947
TsM_ 000233800
911269935947
TsM_ 000233800
gi1269935947
TsM 000233800

gil269935947

53

151

103

153

251

203

301

253

351

303

MGKEKTHINLIVIGHVDSGKSTSTGHLIYKCGGIDKRTIEKFEKEAAEMG
I

KSSFKYAWVLDKLKAERERGITIDIALWKFETPKYLVTIIDAPGHRDEFIK

FEETEEEEEr et et r e e e et e e e et et e e el
KSSFKYAWVLDKLKAERERGITIDIALWKFETPKYLVTIIDAPGHRDFIK

NMITGTSQADCAILVVAAGTGEFEAGISKNGQTREHALLAFTLGVKKLII

FEEEEErrrrrr et et et et e et e e e e e e el
NMITGTSQADCAILVVAAGTGEFEAGI SKNGQTREHALLAFTLGVKKLII

AVNKMDAVDYSEKRFQEISSEMKAYIKKVGYNPDTVNIVPISGWVGDNML

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
AVNKMDAVDYSEKRFQEISSEMKAYIKKVGYNPDTVNIVPISGWVGDNML

EPSPNMPWYKGPTLLASIDLVEPPTRPVDKPLRLPLODVFKISGIGTVPV

Frerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e
EPSPNMPWYKGPTLLASIDLVEPPTRPVDKPLRLPLODVFKISGIGTVPV

GRVETGIMKPGMIVTFAPVGISTEVKSIEMHHEALAEAVPGDNVGENVKN

FEEEEEEEr et et et et et e e e e e el
GRVETGIMKPGMIVTFAPVGISTEVKSIEMHHEALAEAVPGDNVGENVKN

ISVKDVRRGNVAGDSKNHPPREAGEFTAQVIVLNHPGEIGAGYTPVLDCH
FEEEEErrrrrr et et e et et e e e e e el
ISVKDVRRGNVAGDSKNHPPREAGEFTAQVIVLNHPGEIGAGYTPVLDCH
TAHIACKFAELKEKIDRRTGQVKETNPAKIKSGDAAIVRMVPSKPMCVEV
FEEEEEErr et et e e e e e e e e e e

TAHIACKFAELKEKIDRRTGQVKETNPAKIKSGDAAIVRMVPS—~—~~~~

FSEFPPLGRFAVRDMRSTVAVGVIKAVIFKDKEAKATKSAQKAAKAKK

200

152

250

202



Anexo 12. Alineamiento de la secuencia de enolasa (gi|563425937, Cddigo
Genbank: AHB59732.1) con la secuencia de enolasa reportada por Ponce et
al., 2018 (Cddigo Genbank: AQQ11626.1).

## Aligned sequences: 2

# 1: AHB59732.1

# 2: AQQ11626.1

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 434

# Identity: 432/434 (99.5%)

# Similarity: 432/434 (99.5%)

# Gaps: 1/434 ( 0.2%)

# Score: 2208.0

AHB59732.1 1 -MSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVEL 49
SHErrrrrrrrrr e e e e e et e e

AQQ11626.1 1 MGSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVEL 50

AHB59732.1 50 RDGDKNAYMGKGVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIRLDG 99
FEETEEEErr et e r et el

AQQ11626.1 51 RDGDKNAYMGKGVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIRLDG 100

AHB59732.1 100 SPNKGKLGANAILGVSLAVCKAGAAEKGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPS 149
FEETEEEErrr et e et et e r el

AQQ11626.1 101 SPNKGKLGANAILGVSLAVCKAGAAEKGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPS 150

AHB59732.1 150 FNVLNGGSHAGNKLAMQEFMILPTGAKNFTEAMKMGTEVYHHLKSVIKGK 199
PEETEEEErrr et e ettt

AQQ11626.1 151 FNVLNGGSHAGNKLAMQEFMILPTGAKNFTEAMKMGTEVYHHLKSVIKGK 200

AHB59732.1 200 YGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTAIDRAGYTGKVKIGMDVAAS 249
PEETEEEErrr et e ettt

AQQ11626.1 201 YGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTAIDRAGYTGKVKIGMDVAAS 250

AHB59732.1 250 EFYQODGKYNLDFKNPAAAASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIEDPEFDQ 299
PEETEEEEEr et e e et et

AQQ11626.1 251 EFYQODGKYNLDFKNPAAAASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIEDPEFDQ 300

AHB59732.1 300 DDWAAWTAFNAKAGIQIVGDDLTVTNPERVQQAIDKKACNALLLKVNQIG 349
PEETEEEErrr et e ettt

AQQ11626.1 301 DDWAAWTAFNAKAGIQIVGDDLTVTNPERVQQAIDKKACNALLLKVNQIG 350

AHB59732.1 350 SVTESIKACKMSRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAP 399
PEETEEEEEr et e e et et

AQQ11626.1 351 SVTESIKACKMSRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAP 400

AHB59732.1 400 CRSERLAKYNQLLRIEEELGSKAVYAGEHFRNPL 433
FEETEEEEETEr ettt et et

AQQ11626.1 401 CRSERLAKYNQLLRIEEELGSKAVYAGEHERNPL 434

Las regiones de color rojo muestran la secuencia de los péptidos encontrados por
LC-MS/MS; las regiones de color azul muestran los péptidos encontrados por
MALDI-TOF/TOF; y las regiones de color violeta muestran los péptidos

encontrados por ambos métodos.



Anexo 13. Alineamiento de la secuencia completa de la proteina GP50
reportada en el genoma de T. solium (TsM_000313800) con las secuencias

encontradas en el andlisis protedmico de los péptidos identificados por

espectrometria de masa

TsM 000313800 MLALTAVLIFVVSTSSENAPKMWGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 60
PSN (gi]17901098) —---—--- IFVVSTSSENAPKMWGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 52
GP50a MLALTAVLIFVVSTSSENAPKMWGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 60
GP50 parcial = mmmmmmmmmmm—mmm—mm—o WGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 38
PSN (gi]17901102) —=-——--———————- SENAPKMWGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 45
GP50c MLALTAVLIFVVSTSSENAPKMWGSRVIGKPSGPSDTMSYEYNDNYRTVLINDSVLGTMS 60
hhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkk
TsM 000313800 IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQK IMEMDE I TARPRVASTTFEVPHCN 120
PSN (gi]17901098) IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQK IMEMDE I TARPRVASTTFEVPHCN 112
GP50a IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQKIMEMDEITARPRVASTTFEVPHCN 120
GP50 parcial IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQKIMEMDE I TARPRVASTTFEVPHCN 98
PSN gi|17901102) IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQKIMEMDE I TARPRVASTTFFVPHCN 105
GP50c IKRNQCMLWETKPWGEPCNIFPGYVNITLNNVTAQKIMEMDE I TARPRVASTTFEVPHCN 120
KA KKK KKK KKKk k ok ko k ok ok k ok kkk ok kkkk ok kkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkhkhkhkkhkhkkkhkhkkkk
TsM 000313800 FTKPAPGEVDVWTSFPLSRFVKDT PWFRVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTELL 180
PSN (gil17901098) FTKPAPGEVDVWTSFPLSRFVKDT PWFRVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTKLL 172
GP50a FTKPAPGEVDVWTSFPLSRFVKDT PWFRVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTKLL 180
GP50 parcial FTKPAPGEVDVWTSFPLSRFVKDT PWERVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTKLL 158
PSN (gi]17901102) FTKPAPGEVDVWTSFPLSRFVKDT PWFRVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTKLL 165
GP50c FTKPAPGEVDVWTSFPLSREFVKDT PWFRVDFAVGGANYDSTATFDINATSLCFWRGTKLL 180
*********************************************************:**
TsM 000313800 YKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVFPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 240
PSN (gi]17901098) HKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVFPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 232
GP50a HKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVFPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 240
GP50 parcial HKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVFPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 218
PSN (gi]17901102) HKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVEPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 225
GP50c HKGAEFCTDMVKDESADLRVFRGVFPRKTNISRESFAFAGLKTALTVSIDYSQSGISPEV 240
:***********************************************************
TsM 000313800 ADCEQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTRNNSKTTSSGPASMHTCRAIIALLLIPMVL 298
PSN (gi]17901098) ADCKQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTRNNSKTTSSGPASMHTCRAIIALLLIPMVL 290
GP50a ADCKQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTRNNSKTTSSGPASMHTCRAIIALLLIPMVL 298
GP50 parcial ADCKQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTRNNSKTTSSGPASMHTCRAIIA-————-—— 268
PSN (gi]17901102) ADCKQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTGNNSKTTSSGPASMHTCRAIIALLLIPMVL 283
GP50c ADCKQYAKVKDLSTLVATMPAYATKTSTGNNSKTTSSGPASMHTCRAIIALLLIPMVL 298
‘k‘k‘k:************************ *hkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkkkk
Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l
1: TsM 000313800 100.00 98.97 98.99 98.88 98.59 98.66
2: PSN (gi]17901098) 98.97 100.00 100.00 100.00 99.65 99.66
3: GP50a (gil37787345) 98.99 100.00 100.00 100.00 99.65 99.66
4: GP50 (gi|37789875) 98.88 100.00 100.00 100.00 99.63 99.63
5: PSN (gi]17901102) 98.59 99.65 99.65 99.63 100.00 100.00
6: GP50c (gi|37787357) 98.66 99.66 99.66 99.63 100.00 100.00

Las regiones de color rojo muestran la secuencia de los péptidos encontrados por
LC-MS/MS; las regiones de color azul muestran los péptidos encontrados por
MALDI-TOF/TOF; y las regiones de color violeta muestran los péptidos
encontrados por ambos métodos. PSN= Producto proteico sin nombre (secuencia
parcial), Gp50a=Precursor del antigeno de diagndstico Gp50a (gi|37787345),
GP50c= antigeno de diagnostico GP50c (gi|37787357), GP50= secuencia parcial
del antigeno de diagndstico GP50 (gi|37789875).



Anexo 14. Alineamiento de la secuencia completa del precursor de la proteina
de wunién a calcio (gi|14029538) con los peéptidos identificados por

espectrometria de masa.

gi|14029538 1 MAVPAFLIALLFVVNTRAEVYFEDRFIESNIDKWEKSKYDESNLGLCEYA 50
o —— KOKYDESNIGLCBYA 15
gi|14029538 51 KPKGDFDDKEDGGMRTTQDARFYRYSAPFNKPLSNKDKIMCVQFTVKHEQ 100
16 KPKGDEDDKEDGGHRT--~----RYSAPENKELSNKDK - -—---—- kg0 50
gi|14029538 101 NIDCGGGYVKLLGESFKPDDFHGESPYEIMFGPDICGYDKKIVHVIFSYK 150
R — IFSTK 70
gi|14029538 151 GKNYLVKRDIPCKSDTLTHLYTLIVRPDNTFEVLIDNKTAETGSLVADFD 200
L — KIAETGSLVADED 83
9114029538 201 MIPPRTIDDPDAKKPEDWVDEAEIPDPDDKKPDDWDQPKTIVDTNAKQPE 250
L-ts P — o6
gi|14029538 251 DWNEETDGEWTAPMIDNPDYKGEWHPKMIPNPAYRGEWKPPQIPNPDHFE 300
N — KUTPNPAYRGENKPRQIPNFORFE 120
9114029538 301 DSELYARTFAYIGLDLWQVKSGTIFDNFIVSDNVSECQAHAEYWQKRFAF 350
FCEEEETEE e e e e e e e et e e e e

Péptidos 121 DSELYARTFAYIGLDLWQVKSGTIFDNFIVSDNVSECQAHAEYWQKR--- 167
gi|14029538 351 EEEEEKKSFEEKDKESSTTDNVPDESEDEEVDLEEGGDASSKDEL 395

|Péptidos 168 ——————— oo 167

Las regiones de color rojo muestran la secuencia de los péptidos encontrados por
LC-MS/MS. Las regiones de color azul muestran la secuencia de los péptidos
identificados por MALDI-TOF/TOF; y las regiones de color violeta muestran los

péptidos identificados por ambos métodos.



Anexo 15. Alineamiento de la secuencia de TsM_000511100 DE T. solium con

la secuencia de anexina de E. granulosus (gi|674561213)

# Aligned sequences: 2

# 1: E. granulosus

# 2: T. solium

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 451

# Identity: 382/451 (84.7%)

# Similarity: 404/451 (89.6%)

# Gaps: 8/451 ( 1.8%)

# Score: 1979.5

##

E. granulosus 1 MAGYPPPVGENTNLDAPAGYPPQGPMGFPPQGGYPPQGGOMGYPPQGOMG 50
FEETEEEETEr e e ettt il [N

T. solium 1 MAGYPPPVGENINPDAPAGYPPQGPMGYPPQGVHPPQG-----——-— GQOMG 42

E. granulosus 51 YPPQGOMGYPPQGPMGQLPPQGOMGYPPYGGQPGYGGAPPPQGGYTNVSG 100
L T A O I RO B 0

T. solium 43 YPPQGQOMGYPPQGPMGQLPPQGOMGYPPYGGQPGYGGAPLPQGGPTNVPG 92

E. granulosus 101 YGPPQPMGLGYGAGAVAGPSGSCGGGAAMGFLSIYYSGRPTVVPMPCENP 150
[ I T e S o I R I B B I B e B R R R

T. solium 93 YGVSQPMGSGYGAGALGDPSGPYGGGAAVGSFSAYYSGRPTVVPMPNENP 142

E. granulosus 151 CDDAENLRKAMRGLGTDEGCIIAVLSKRTCGQRSEIAKKYKASFGKDLDK 200
A e N R R R N

T. solium 143 GQODAEDLRKAMRGMGTDEGRIIGVLSKRTSNQRSETIAKKYKASFGKDLEK 192

E. granulosus 201 HLKSELSGKFEELVLLSLETLPEMLATTMYDAMKGAGTDERLLIQALVPY 250
(R N N R R R

T. solium 193 HLKSELSGKFEDLVLLSLESLPGMLATTIYQAVKGVGTDEQLLIQALVPY 242

E. granulosus 251 SNAIVGEIPKAYNRKYGRDIIADVRSDTSGDFEKILVALLQAQREEGTPV 300
N e e R R R

T. solium 243 PNSIVGEISKAYHTKYGRDVVEDVRSDTSGDFEKILVALLQAQREERTPV 292

E. granulosus 301 SVNCAAADAEALYKAGEKRLGTEEAVFTRILTQRSFEQIKAICQCYQQKY 350

PEEtrrrrrr et e e e e e et b bt

T. solium 293 SVNGAAADAEALYKAGENRLGTEEAVFTRILTQRSFEQIKAIAQSYQQKY 342

E. granulosus 351 GKSLETAIKKETSGDYRDTMVSIVRYAEDKNALLATWEYESMVGIGTRDK 400
(R N e R R A |

T. solium 343 GRSLESAIKKETSGNYKDAMVSIVRYAEDKNALLAAWLYESMVGMGTRDK 392

E. granulosus 401 ALMQLVLGRCEIDLQDVKEAYQRKYGKCLVKAIENDTSGDYKRMLVALVG 450
sEEEErrrrr e e e e ettt e e e el

T. solium 393 SLMQLVLGRCEIDLQDVKEAYQRKYGKSLVKAIENDTSGDYKRMLVALVG 442

E. granulosus 451 P 451
I

T. solium 443 P 443

Las regiones de color rojo muestran la secuencia de los péptidos encontrados por

LC-MS/MS.



Anexo 16. Electroforesis en gel de agarosa mostrando los productos de

amplificacion por RT-PCR usando los cebadores disefiados.

.10 kb

=1.5 kb

1 kb
=1 kb

500 pb 500 pb

- -

Los productos de amplificacion son las secuencias codificantes para la sintesis de
las proteinas: precursor de proteina de unién a calcio (pozo 2), proteina G50 (pozo
3), factor de elongacién (pozo 4) y anexina B2 (pozo 5). En el pozo 1y 6 se corrio
el marcador de pares de bases (DNA 1kb Opti-DNA Marker, ABM).



Anexo 17: Resultado de la digestion del plasmido pGEX-6P-1y del producto
de amplificacion para el precursor de la proteina de union a calcio (CBP) con

las enzimas de restriccion BamHI y Sall.

pGEX-6P-1
(4.98 kb)

CBP
—
(1.18 kb)

Plasmido sin digerir (pozo 1) y digerido (pozo 2); producto de amplificacion sin
digerir (pozo 4) y digerido (pozo 5); pozo 3= Marcador de pares de bases (DNA

1kb, Opti-DNA Marker, ABM).



Anexo 18. Resultados del secuenciamiento de plasmido que contiene la
secuencia codificante para la proteina de unién a calcio de postoncosfera de T.

solium

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

POEX R oo oo 0
AF340232.1 ———m—mmmmmm oo ATGGCTGTTCCTGCGTTTCTTA 22
PGEX F TCGGATCTGGAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGCTGTTCCTGCGTTTCTTA 60
POEX R oo oo 0
AF340232.1 TTGCATTGTTATTCGTTGTGAATACGCGTGCTGAAGTTTACTTCGAGGACAGGTTTATTG 82
PGEX F TTGCATTGTTATTCGTTGTGAATACGCGTGCTGAAGT TTACTTCGAGGACAGGTTTATTG 120
PGEX R mmm oo 0
AF340232.1 AGAGCAACATCGATAAGTGGGAAAAGTCCAAATATGACGAAAGCAACTTGGGTCTCTGCG 142
PGEX F AGAGCAACATCGATAAGTGGGAAAAGTCCAAATATGACGAAAGCAACTTGGGTCTCTGCG 180
PGEX R oo oo 0
AF340232.1 AATATGCAAAGCCAAAGGGTGATTTCGATGATAAAGAAGACGGTGGGATGAGAACAACAC 202
PGEX_F AATATGCAAAGCCAAAGGGTGATTTCGATGATAAAGAAGACGGTGGGATGAGAACAACAC 240
PGEX R mmm oo 0
AF340232.1 AAGATGCCCGGTTTTACCGTTACTCAGCACCATTTAATAAACCCTTGTCAAATAAGGACA 262
PGEX_F AAGATGCCCGGTTTTACCGTTACTCAGCACCATTTAATAAACCCTTGTCAAATAAGGACA 300
POEX R oo oo 0
AF340232.1 AAATCATGTGTGTGCAATTCACGGTAAAGCACGAGCAAAATATTGACTGCGGTGGTGGGT 322
PGEX F AAATCATGTGTGTGCAATTCACGGTAAAGCACGAGCAAAATATTGACTGCGGTGGTGGGT 360
PGEX R mmmmm oo GATGATTTTCATGGCGAAAGTCCTTATG 28
AF340232.1 ACGTGAAATTGCTGGGAGAATCTTTCAAACCAGATGATTTTCATGGCGAAAGTCCTTATG 382
PGEX F ACGTGAAATTGCTGGGAGAATCTTTCAAACCAGATGATTTTCATGGCGAAAGTCCTTATG 420
- R R R I I S
PGEX_R AGATCATGTTTGGTCCCGATATTTGTGGTTATGACAAGAAAATTGTCCACGTTATTTTCT 88
AF340232.1 AGATCATGTTTGGTCCCGATATTTGTGGTTATGACAAGAAAATTGTCCACGTTATTTTCT 442
PGEX F AGATCATGTTTGGTCCCGATATTTGTGGTTATGACAAGAAAATTGTCCACGTTATTTTCT 480
- R R R R R R R R I S I S S S S S S S
PGEX R CCTATAAGGGCAAAAATTATCTTGTGAAAAGGGATATTCCCTGCAAATCGGACACACTTA 148
AF340232.1 CCTATAAGGGCAAAAATTATCTTGTGAAAAGGGATATTCCCTGCAAATCGGACACACTTA 502
PGEX_F CCTATAAGGGCAAAAATTATCTTGTGAAARAGGGATATTCCCTGCAAATCGGACACACTTA 540
- R R R R R R R R R R R R R I S I S S
PGEX_R CCCATTTGTACACGCTCATCGTCCGACCTGATAATACATTCGAAGTCTTGATTGATAACA 208
AF340232.1 CCCATTTGTACACGCTCATCGTCCGACCTGATAATACATTCGAAGTCTTGATTGATAACA 562
pGEX_F CCCATTTGTACACGCTCATCGTCCGACCTGATAATACATTCGAAGTCTTGATTGATAACA 600
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak kA Ak k ok ok kK&
PGEX R AAACTGCCGAAACCGGCTCGCTCGTTGCCGACTTCGATATGATCCCCCCAAGAACAATTG 268
AF340232.1 AAACTGCCGAAACCGGCTCGCTCGTTGCCGACTTCGATATGATCCCCCCAAGAACAATTG 622
PGEX_F AAACTGCCGAAACCGGCTCGCTCGTTGCCGACTTCGATATGATCCCCCCARGAACAATTG 660
- KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA Ak Ak kA Ak kA Ak k ok ok kK&
pGEX_R ATGATCCCGATGCCAAAARACCAGAAGATTGGGTAGATGAGGCCGARATCCCCGACCCAG 328
AF340232.1 ATGATCCCGATGCCAAAAAACCAGAAGATTGGGTAGATGAGGCCGAAATCCCCGACCCAG 682
PGEX_F ATGATCCCGATGCCAAAARACCAGAAGATTGGGTAGATGAGGCCGAAATCCCCGACCCAG 720
- R R R R R R R R R I S S S S I S S
pGEX_R ACGATAAGAAACCTGATGACTGGGATCAGCCCAAGACTATCGTAGATACGAATGCCAAAC 388

AF340232.1 ACGATAAGAAACCTGATGACTGGGATCAGCCCAAGACTATCGTAGATACGAATGCCAAAC 742



PGEX F ACGATAAGAAACCTGATGACTGGGATCAGCCCAAGACTATCGTAGATACGAATGCCAAAC 780

E T R R e

PGEX_R AACCGGAGGACTGGAACGAAGAAACAGATGGCGAGTGGACGGCCCCCATGATAGATAACC 448
AF340232.1 AACCGGAGGACTGGAACGAAGAAACAGATGGCGAGTGGACGGCCCCCATGATAGATAACC 802
PGEX F AACCGGAGGACTGGAACGAAGAAACAGATGGCGAGTGGACGGCCCCCATGATAGATAACC 840

LR R RS SRS S SRS S E RS R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

PGEX R CCGATTACAAGGGTGAATGGCATCCCAAGATGATACCAAACCCTGCCTACAGGGGAGAGT 508
AF340232.1 CCGATTACAAGGGTGAATGGCATCCCAAGATGATACCAAACCCTGCCTACAGGGGAGAGT 862
PGEX_F CCGATTACAAGGGTGAATGGCATCCCAAGATGATACCAAACCCTGCCTACA--—-—————— 891

AR R RS S S S SRR R SRR R R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

PGEX R GGAAACCGCCACAGATTCCCAATCCAGACCACTTTGAGGACAGTGAACTCTATGCTCGCA 568
AF340232.1 GGAAACCGCCACAGATTCCCAATCCAGACCACTTTGAGGACAGTGAACTCTATGCTCGCA 922
PGEX F mmmmmmmm 891
PGEX R CCTTTGCTTACATTGGTCTTGATCTCTGGCAGGTGAAATCTGGGACGATTTTCGACAACT 628
AF340232.1 CCTTTGCTTACATTGGTCTTGATCTCTGGCAGGTGAAATCTGGGACGATTTTCGACAACT 982
PGEX F s 891
PGEX R TTATCGTTTCAGACAATGTATCCGAGTGTCAAGCTCACGCCGAGTACTGGCAAAAACGAT 688
AF340232.1 TTATCGTTTCAGACAATGTATCCGAGTGTCAAGCTCACGCCGAGTACTGGCAAAAACGAT 1042
PGEX F o 891
PGEX R TTGCATTTGAGGAGGAGGAAGAGAAGAAGAGTTTTGAGGAGAAGGATAAGGAATCTTCCA 748
AF340232.1 TTGCATTTGAGGAGGAGGAAGAGAAGAAGAGTTTTGAGGAGAAGGATAAGGAATCTTCCA 1102
PGEX F o 891
PGEX R CCACCGATAATGTACCAGACGAGAGTGAGGACGAGGAAGTGGATCTCGAGGAAGGAGGTG 808
AF340232.1 CCACCGATAATGTACCAGACGAGAGTGAGGACGAGGAAGTGGATCTCGAGGAAGGAGGTG 1162
PGEX F o 891
PGEX R ATGCTTCCTCGAAGGATGAATTGTAGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGAC 868
AF340232.1 ATGCTTCCTCGAAGGATGAATTGTAG=—============———— 1188
PGEX F o 891
PGEX_R GATCTGCCTCGCG 881

AF340232.1 ————————————- 1188

PGEX F  ——————————— o 891

Alineamiento de la secuencia de nucleétidos que codifica para el precursor de la
proteina de unidn a calcio (GENBANK: AF340232.1) con las secuencias obtenidas
del secuenciamiento del plasmido pgex-6p-1 + inserto CBP (MACROGEN, USA).
pGEX_F= cebador forward para el plasmido, pGEX_R= cebador reverse para el
plasmido



41
81
121
16l
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
721
761
801
841
881
921
961
1001
1041
1081
1121
1161

Secuencia de nucle6tidos que codifica para el precursor de la proteina de union a

ATGGCTGTTC
TGAATACGCG
TGAGAGCAAC
GAAAGCAACT
GTGATTTCGA
ACAAGATGCC
AAACCCTTGT
TCACGGTAAA
GTACGTGAAA
TTTCATGGCG
ATATTTGTGG
CTCCTATAAG
CCCTGCAAAT
TCGTCCGACC
CAAAACTGCC
ATGATCCCCC
AACCAGAAGA
AGACGATAAG
ATCGTAGATA
AAGAAACAGA
CCCCGATTAC
AACCCTGCCT
CCAATCCAGA
CACCTTTGCT
TCTGGGACGA
TATCCGAGTG
ATTTGCATTT
GAGAAGGATA
ACGAGAGTGA
TGATGCTTCC

CTGCGTTTCT
TGCTGAAGTT
ATCGATAAGT
TGGGTCTCTG
TGATAAAGAA
CGGTTTTACC
CAAATAAGGA
GCACGAGCAA
TTGCTGGGAG
AAAGTCCTTA
TTATGACAAG
GGCAAAAATT
CGGACACACT
TGATAATACA
GAAACCGGCT
CAAGAACAAT
TTGGGTAGAT
AAACCTGATG
CGAATGCCAA
TGGCGAGTGG
AAGGGTGAAT
ACAGGGGAGA
CCACTTTGAG
TACATTGGTC
TTTTCGACAA
TCAAGCTCAC
GAGGAGGAGG
AGGAATCTTC
GGACGAGGAA
TCGAAGGATG

TATTGCATTG
TACTTCGAGG
GGGAAAAGTC
CGAATATGCA
GACGGTGGGA
GTTACTCAGC
CAAAATCATG
AATATTGACT
AATCTTTCAA
TGAGATCATG
AAAATTGTCC
ATCTTGTGAA
TACCCATTTG
TTCGAAGTCT
CGCTCGTTGC
TGATGATCCC
GAGGCCGAAA
ACTGGGATCA
ACAACCGGAG
ACGGCCCccea
GGCATCCCAA
GTGGAAACCG
GACAGTGAAC
TTGATCTCTG
CTTTATCGTT
GCCGAGTACT
AAGAGAAGAA
CACCACCGAT
GTGGATCTCG
AATTGTAG

TTATTCGTTG
ACAGGTTTAT
CAAATATGAC
AAGCCAAAGG
TGAGAACAAC
ACCATTTAAT
TGTGTGCAAT
GCGGTGGTGG
ACCAGATGAT
TTTGGTCCCG
ACGTTATTTT
AAGGGATATT
TACACGCTCA
TGATTGATAA
CGACTTCGAT
GATGCCAAAA
TCCCCGACCC
GCCCAAGACT
GACTGGAACG
TGATAGATAA
GATGATACCA
CCACAGATTC
TCTATGCTCG
GCAGGTGAAA
TCAGACAATG
GGCAAAAACG
GAGTTTTGAG
AATGTACCAG
AGGAAGGAGG

calcio de postoncosferas de T. solium, obtenido por secuenciamiento.



Anexo 19. PCR PCR-colonia de colonias de células DH5a trasformadas con el
plasmido pGEX-6P-1 + secuencia para el factor de elongacion nuclear alfal
(NEF) (A); o secuencia para anexina B2 (ANB2) (B).

B) 1 2 3 4 5
R " e
Col
IR S2F W3y WA W
. ] . .
s =— 3000 pb e —3000 pb
. w1500 pb . w—1500 pb
NEF ., o ——1000 pb ANB2 ——p ——1000 pb
(1035pb) ¥ (1065 pb) meEEw
—— 500pb = 500 pb

Pozo 1 al 5: colonias transformadas con el plasmido pGEX-6P-1 + Inserto. M:
marcador de DNA 1kb (Opti-DNA Marker, ABM).

Anexo 20. Resultados del secuenciamiento de plasmido que contiene la
secuencia codificante para la proteina factor de elongacion nuclear alfa 1 de

postoncosfera de T. solium

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

PGEX R e 0
AB505027.1 mmmmmmmmm oo ATGGGCAAATCCTCTTTCAAGTA 23
PGEX F CGGATCTGGAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGGCARATCCTCTTTCAAGTA 60
PGEX R e 0
AB505027.1 CGCTTGGGTTCTTGATAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAGCGTGGTATCACTATTGATATCGC 83
PGEX F CGCTTGGGTTCTTGATAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAGCGTGGTATCACTATTGATATCGC 120
PGEX R e 0
AB505027.1 GCTTTGGAAATTTGAGACTCCTAAGTATCTCGTCACGATCATTGATGCGCCTGGCCACCG 143
PGEX_F GCTTTGGAAATTTGAGACTCCTAAGTATCTCGTCACGATCATTGATGCGCCTGGCCACCG 180
PGEX R mmmmmmmmmmmmmm CACCAGCCAGGCGGACTGTGCTATTCTAGTTGT 33
AB505027.1 TGATTTTATCAAGAATATGATTACAGGCACCAGCCAGGCGGACTGTGCTATTCTAGTTGT 203
PGEX_F TGATTTTATCAAGAATATGATTACAGGCACCAGCCAGGCGGACTGTGCTATTCTAGTTGT 240
- hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk
pPGEX_R TGCTGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCAGGCATTAGCAAGAACGGTCAGACCCGCGAGCA 93
AB505027.1 TGCTGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCAGGCATTAGCAAGAACGGTCAGACCCGCGAGCA 263
PGEX_F TGCTGCTGGTACTGGTGAGTTCGAGGCAGGCATTAGCAAGAACGGTCAGACCCGCGAGCA 300

B R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R S

PGEX R CGCCCTCCTCGCTTTTACTTTGGGTGTGAAGAAGCTTATTATCGCGGTCAACAAGATGGA 153
AB505027.1 CGCCCTCCTCGCTTTTACTTTGGGTGTGAAGAAGCTTATTATCGCGGTCAACAAGATGGA 323
PGEX_F CGCCCTCCTCGCTTTTACTTTGGGTGTGAAGAAGCTTATTATCGCGGTCAACAAGATGGA 360

B R R R R R R R R R R R R I S 3



PGEX R TGCGGTTGATTATAGCGAAAAACGCTTTCAGGAGATTAGTTCTGAAATGAAGGCGTACAT 213

AB505027.1 TGCGGTTGATTATAGCGAAAAACGCTTTCAGGAGATTAGTTCTGAAATGAAGGCGTACAT 383
PGEX F TGCGGTTGATTATAGCGAARAAACGCTTTCAGGAGATTAGTTCTGAAATGAAGGCGTACAT 420
ek ok ok Kk ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok K ok kK K
PGEX R TAAGAAGGTTGGCTATAACCCAGATACCGTAAATATCGTCCCAATCTCTGGTTGGGTCGG 273
AB505027.1 TAAGAAGGTTGGCTATAACCCAGATACCGTAAATATCGTCCCAATCTCTGGTTGGGTCGG 443
PGEX F TAAGAAGGTTGGCTATAACCCAGATACCGTAAATATCGTCCCAATCTCTGGTTGGGTCGG 480
ek ok ok Kk ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok Kk
PGEX R TGATAATATGCTGGAGCCCAGTCCTAACATGCCATGGTATAAGGGACCTACTCTTCTCGC 333
AB505027.1 TGATAATATGCTGGAGCCCAGTCCTAACATGCCATGGTATAAGGGACCTACTCTTCTCGC 503
PGEX F TGATAATATGCTGGAGCCCAGTCCTAACATGCCATGGTATAAGGGACCTACTCTTCTCGC 540
ek ok ok Kk ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok K K
PGEX R CAGTATCGATCTTGTCGAGCCTCCGACTCGTCCTGTGGACAAGCCACTTCGACTCCCTCT 393
AB505027.1 CAGTATCGATCTTGTCGAGCCTCCGACTCGTCCTGTGGACAAGCCACTTCGACTCCCTCT 563
PGEX F CAGTATCGATCTTGTCGAGCCTCCGACTCGTCCTGTGGACAAGCCACTTCGACTCCCTCT 600
Kok ok Kk ok Kk kK ok ok Kk kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok Kk ok K ok ok Kk ok Kk ok Kk kK Kk Kk
PGEX R CCAGGACGTGTTTAAAATTAGCGGCATTGGCACTGTCCCCGTTGGCCGTGTTGAGACCGG 453
AB505027.1 CCAGGACGTGTTTAAAATTAGCGGCATTGGCACTGTCCCCGTTGGCCGTGTTGAGACCGG 623
PGEX F CCAGGACGTGTTTAAAATTAGCGGCATTGGCACTGTCCCCGTTGGCCGTGTTGAGACCGG 660
Kok ok Kk ok Kk kK ok ok Kk kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok kK ok ok Kk kK K
PGEX R TATAATGAAGCCGGGTATGATCGTCACCTTTGCTCCGGTTGGCATCTCAACTGAGGTGAA 513
AB505027.1 TATAATGAAGCCGGGTATGATCGTCACCTTTGCTCCGGTTGGCATCTCAACTGAGGTGAA 683
PGEX_F TATAATGAAGCCGGGTATGATCGTCACCTTTGCTCCGGTTGGCATCTCAACTGAGGTGAA 720
ek o K ko K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok Kk
PGEX_R GTCTATCGAAATGCATCATGAAGCTCTGGCCGAGGCTGTTCCCGGAGATAACGTTGGTTT 573
AB505027.1 GTCTATCGAAATGCATCATGAAGCTCTGGCCGAGGCTGTTCCCGGAGATAACGTTGGTTT 743
PGEX F GTCTATCGAAATGCATCATGAAGCTCTGGCCGAGGCTGTTCCCGGAGATAACGTTGGTTT 780
ek o K ko K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok K ok ok Kk
PGEX_R CAACGTAAAGAACATTTCTGTGAAGGACGTGCGCCGTGGTAATGTTGCAGGGGACTCAAA 633
AB505027.1 CAACGTAAAGAACATTTCTGTGAAGGACGTGCGCCGTGGTAATGTTGCAGGGGACTCAAA 803
PGEX_F CAACGTAAAGAACATTTCTGTGAAGGACGTGCGCCGTGGTAATGTTGCAGGGGACTCAAA 840
ek ok Kk ok K ok ok K ok kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok Kk
PGEX R GAATCATCCTCCTCGCGAGGCCGGGGAATTCACCGCCCAGGTTATCGTCCTTAACCACCC 693
AB505027.1 GAATCATCCTCCTCGCGAGGCCGGGGAATTCACCGCCCAGGTTATCGTCCTTAACCACCC 863
PGEX F GAATCATCCTCCTCGCGAGGCCGGGGAATTCACCGCCCAGGTTATCGTCCTTAACCACCC 900
- Kok ok Kk kK ok ok Kk kK ok kK ok kK ok kK ok kK ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok ok K ok kK ok ok Kk ok Kk kK ok kK ok
PGEX R CGGTGAGATTGGTGCTGGCTACACTCCCGTTCTGGACTGCCACACAGCCCACATTGCTTG 753
AB505027.1 CGGTGAGATTGGTGCTGGCTACACTCCCGTTCTGGACTGCCACACAGCCCACATTGCTTG 923
PGEX F CGGTGAGAT—————————— =~~~ ————m 909
B Kk kK ko kK X
PGEX R CAAGTTCGCCGAGCTGAAGGAARAAAATCGACCGCCGAACCGGTCAAGTCAAGGAGACTAA 813
AB505027.1 CAAGTTCGCCGAGCTGAAGGAAAAAATCGACCGCCGAACCGGTCAAGTCAAGGAGACTAA 983
PGEX F  mm oo oo 909
PGEX R CCCCGCTAAGATCAAATCCGGTGATGCGGCCATCGTCAGGATGGTCCCCAGCGTCGACTC 873
AB505027.1 CCCCGCTAAGATCAAATCCGGTGATGCGGCCATCGTCAGGATGGTCCCCAGC-=-—==—=~ 1035
PGEX F s 909
PGEX R GAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGC 913
AB505027.1 = @ mmmm e 1035
PGEX F mmmmmmm oo 909

Alineamiento de la secuencia de nucledtidos que codifica para el factor de
elongacion nuclear alfa (GENBANK: AB505027.1) con las secuencias obtenidas
del secuenciamiento del plasmido PGEX-6P-1 + inserto NEF (MACROGEN,
USA). pGEX_F= cebador forward para el plasmido, pGEX_R= cebador reverse
para el plasmido.



41
81
121
lel
201
241
281
321
36l
401
441
481
521
561
601
641
681
121
76l
801
841
881
921
961
1001

Secuencia de nucleédtidos que codifica para el factor de elongacion nuclear alfa 1

ATGGGCAAAT
AGCTCAAGGC
CGCGCTTTGG
ATCATTGATG
TGATTACAGG
TGTTGCTGCT
AAGAACGGTC
CTTTGGGTGT
GGATGCGGTT
AGTTCTGAAA
ACCCAGATAC
CGGTGATAAT
TATAAGGGAC
AGCCTCCGAC
TCTCCAGGAC
CCCGTTGGCC
TGATCGTCAC
GAAGTCTATC
GTTCCCGGAG
CTGTGAAGGA
ARAGAATCAT
CAGGTTATCG
GCTACACTCC
TTGCAAGTTC
ACCGGTCAAG
CCGGTGATGC

CCTCTTTCAA
TGAGCGTGAG
AAATTTGAGA
CGCCTGGCCA
CACCAGCCAG
GGTACTGGTG
AGACCCGCGA
GAAGAAGCTT
GATTATAGCG
TGAAGGCGTA
CGTAAATATC
ATGCTGGAGC
CTACTCTTCT
TCGTCCTGTG
GTGTTTAARA
GTGTTGAGAC
CTTTGCTCCG
GAAATGCATC
ATAACGTTGG
CGTGCGCCGT
CCTCCTCGCG
TCCTTAACCA
CGTTCTGGAC
GCCGAGCTGA
TCAAGGAGAC
GGCCATCGTC

GTACGCTTGG
CGTGGTATCA
CTCCTAAGTA
CCGTGATTTT
GCGGACTGTG
AGTTCGAGGC
GCACGCCCTC
ATTATCGCGG
AAARACGCTT
CATTAAGAAG
GTCCCAATCT
CCAGTCCTAA
CGCCAGTATC
GACAAGCCAC
TTAGCGGCAT
CGGTATAATG
GTTGGCATCT
ATGAAGCTCT
TTTCAACGTA
GGTAATGTTG
AGGCCGGGGA
CCCCGGTGAG
TGCCACACAG
AGGAAAAAAT
TAACCCCGCT
AGGATGGTCC

GTTCTTGATA
CTATTGATAT
TCTCGTCACG
ATCAAGAATA
CTATTCTAGT
AGGCATTAGC
CTCGCTTTTA
TCAACAAGAT
TCAGGAGATT
GTTGGCTATA
CTGGTTGGGT
CATGCCATGG
GATCTTGTCG
TTCGACTCCC
TGGCACTGTC
AAGCCGGGTA
CAACTGAGGT
GGCCGAGGCT
AAGAACATTT
CAGGGGACTC
ATTCACCGCC
ATTGGTGCTG
CCCACATTGC
CGACCGCCGA
AAGATCAAAT
CCAGC

de postoncosferas de T. solium, obtenido por secuenciamiento.



Anexo 21. Resultados del secuenciamiento de plasmido que contiene la
secuencia codificante para la proteina anexina B2 de postoncosfera de T.

solium

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

PGEX R e 0

AY998562.1 = —mmm—mmmmmmmmmmmm ATGGCAAAAAATACTCGCTCACCCTCTC 28
PGEX_F CTGGAGTNCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGANNCATGGCAAAAAATACTCGCTCACCCTCTC 60
PGEX R e 0

AY998562.1 AGTATTTCGACTGCAATGGAAAACCTTTCAGACCCACACTGAAGCCCAATCCCAACTTTG 88
PGEX_F AGTATTTCGACTGCAATGGAAAACCTTTCAGACCCACACTGAAGCCCAATCCCAACTTTG 120
PGEX R s 0

AY998562.1 ATGTGAATGCTGACGTGGAGGCGCTCTGCARATCCATGCGTTGTTGGGGCACCGATGAGG 148
PGEX_F ATGTGAATGCTGACGTGGAGGCGCTCTGCARATCTATGCGTTGTTGGGGCACCGATGAGE 180
PGEX R s 0

AY998562.1 AAACAATCACCAAAATCTTGGGAAAGAGGACAAGTGAAGAGCGTCTCCAGATTGTAAGCC 208
PGEX_F ARACAATCACCAAAATCTTGGGAAAGAGGACAAGTGAAGAGCGTCTCCAGATTGTAAGCC 240
PGEX R —m—m—mmm———o- TACGGTCGTGAACTTGCACACGATCTGGACGGTGATCTGAAAGGTC 46
AY998562.1 TGTACAAGCAAAAGTACGGTCGTGAACTTGCACACGATCTGGACGGTGATCTGAAAGGTC 268
PGEX_F TGTACAAGCAAAAGTACGGTCGTGAACTTGCACACGATCTGGACGGTGATCTGAAAGGTC 300

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkkkhkkkkhkkkkk

PGEX R ACTTTAGAGATTGCACCATCCTACTAACCGAGGACCCCATCTATCTGATGGCAAAATCGC 106
AY998562.1 ACTTTAGAGATTGCACCATCCTACTAACCGAGGACCCCATCTATCTGATGGCAAAATCGC 328
PGEX_F ACTTTAGAGATTGCACCATCCTACTAACCGAGGACCCCATCTATCTGATGGCAAAATCGC 360

B R R R R I S S S S

PGEX R TCTACTACGCAATGAAGGGTGTTGGCACGAATGAGAATACCATCATTGAAATCATTGTAG 166
AY998562.1 TCTACTACGCAATGAAGGGTGTTGGCACGAATGAGAATACCATCATTGAAATCATTGTAG 388
PGEX_F TCTACTACGCAATGAAGGGTGTTGGCACGAATGAGAATACCATCATTGARATCATTGTAG 420

B R R R R I R S e S S S S

PGEX R GCTGCACAAATGAGGAAATTAACAAGCTTAAACAATTCTACATATACGTTCTGCGTGACA 226
AY998562.1 GCTGCACAAATGAGGAAATTAACAAGCTTAAACAATTCTACATATACGTTCTGCGTGACA 448
PGEX_F GCTGCACAAATGAGGAAATTAACAAGCTTAAACAATTCTACATATACGTTCTGCGTGACA 480

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A AR AR A A AR KK

PGEX R AGGGGATTAAAGATCCAAAACGCACCCTGGAGACTGACATCCGCACAGAGACAACGGGCT 286
AY998562.1 AGGGGATTAAAGATCCAAAACGCACCCTGGAGACTGACATCCGCACAGAGACAACGGGCT 508
PGEX_F AGGGGATTAAAGATCCAAAACGCACCCTGGAGACTGACATCCGCACAGAGACAACGGGCT 540

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkhkkkkk

PGEX_R ACTTCTGCAAAATGCTGTTGCAGCTTCTAAAGGGTGACATTCCCGATCCAACGCCAGAGC 346
AY998562.1 ACTTCTGCAAAATGCTGTTGCAGCTTCTAAAGGGTGACATTCCCGATCCAACGCCAGAGC 568
PGEX F ACTTCTGCAAAATGCTGTTGCAGCTTCTAAAGGGTGACATTCCCGATCCAACGCCAGAGC 600

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkkkkkkk

PGEX_R AGCTTCGCACCATTCAGCAAAAAGGCGGCGACCTAATGGTCAATCAGAAAGAGGTTACAG 406
AY998562.1 AGCTTCGCACCATTCAGCAAAAAGGCGGCGACCTAATGGTCAATCAGAAAGAGGTTACAG 628
PGEX F AGCTTCGCACCATTCAGCAAAAAGGCGGCGACCTAATGGTCAATCAGAAAGAGGTTACAG 660

B R I I S S S S S S 3

PGEX R CTGCCGTCAAACAAATTGTGGAGGCGCTAGCAAAACCGAAGAATTCAACAAATTCTGTCC 466
AY998562.1 CTGCCGTCAAACAAATTGTGGAGGCGCTAGCAAAACCGAAGAATTCAACAAATTCTGTCC 688
PGEX_F CTGCCGTCAAACAAATTGTGGAGGCGCTAGCAAAACCGAAGAATTCAACAAATTCTGTCC 720

R R R R R R R R R R R R R R R I 3

PGEX R TTCTGAACGCATTCCAGCACAAAAATGTTTGGGAAATAGCAGCTATGGATAAAGAGTACA 526
AY998562.1 TTCTGAACGCATTCCAGCACAAAAATGTTTGGGAAATAGCAGCTATGGATAAAGAGTACA 748



PGEX F TTCTGAACGCATTCCAGCACAAAAATGTTTGGGARAATAGCAGCTATGGATAAAGAGTACA 780

B R R R R

PGEX R ARAAGGCAAGTGGAAAGGGCCTTATTTCAGCCATATCAGAGGCTGTAGAGGGAGAATTCG 586
AY998562.1 ARAAGGCAAGTGGARAGGGCCTTATTTCAGCCATATCAGAGGCTGTAGAGGGAGAATTCG 808
PGEX_F ARAAGGCAAGTGGARAGGGCCTTATTTCAGCCATATCAGAGGCTGTAGAGGGAGAATTCG 840
- khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkk
PGEX R GCACATTGCTCATGGCCATGGTTCAACACGCCGTAGACAGACCGAAGTTCTATTCTGAGG 646
AY998562.1 GCACATTGCTCATGGCCATGGTTCAACACGCCGTAGACAGACCGAAGTTCTATTCTGAGG 868
PGEX_F GCACATTGCTCATGGCCATGGTTCAACACGCCGTANACAGACCGAAGTTCTATTCTGAGG 900
- khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkkkkkkk
PGEX R CTCTCTACCAATCCATGGTGGGTCAAGGAACACGCGACTTCCTCCTCATGCGAGTCCTCA 706
AY998562.1 CTCTCTACCAATCCATGGTGGGTCAAGGAACACGCGACTTCCTCCTCATGCGAGTCCTCA 928
PGEX_F OO A = = == = = — — — m m m oo 908
- * ok ok ok ok ok ok k
PGEX R TTCTGCGCTCTGAGATTGATTTGCTGGACATCAAGGAGACGTTCGATAAGGACCACAAGA 766
AY998562.1 TTCTGCGCTCTGAGATTGATTTGCTGGACATCAAGGAGACGTTCGATAAGGACCACAAGA 988
PGEX F e 908
PGEX R GTTTGGCCGAATGGATAAAGGGTGAAACCTCGGGCTACTATGAACAACTACTGCTCGCAC 826
AY998562.1 GTTTGGCCGAATGGATAAAGGGTGAAACCTCGGGCTACTATGAACAACTACTGCTCGCAC 1048
PGEX F s 908
PGEX R TACTGAATGAATCCTAAGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCT 886
AY998562.1 TACTGAATGAATCCTAR === == == = = = = = = — e oo 1065
PGEX F s 908
PGEX R CGCGCGTT 894
AY998562.1 ———————- 1065
PGEX F  ———————e 908

Alineamiento de la secuencia de nucleétidos que codifica para anexina B2
(GENBANK: AY998562.1) con las secuencias obtenidas del secuenciamiento del
plasmido PGEX-6P-1 + inserto ANB2 (MACROGEN, USA). pGEX_F= cebador
forward para el plasmido, pGEX_R= cebador reverse para el plasmido.



1
41
81

121
161
201
241
281
321
361
401
441
481
521
561
601
641
681
721
761
801
841
881
921
961
1001
1041

ATGGCAAAAA
GCAATGGAAA
CAACTTTGAT
TCTATGCGTT
AAATCTTGGG
TGTAAGCCTG
CACGATCTGG
GCACCATCCT
AAAATCGCTC
GAGAATACCA
AGGAAATTAA
GCGTGACAAG
ACTGACATCC
TGCTGTTGCA
GCCAGAGCAG
CTAATGGTCA
AAATTGTGGA
TTCTGTCCTT
GAAATAGCAG
GAAAGGGCCT
AGAATTCGGC
GTAGACAGAC
CCATGGTGGG
AGTCCTCATT
AAGGAGACGT
GGATAAAGGG
GCTCGCACTA

ATACTCGCTC
ACCTTTCAGA
GTGAATGCTG
GTTGGGGCAC
AAAGAGGACA
TACAAGCAAA
ACGGTGATCT
ACTAACCGAG
TACTACGCAA
TCATTGAAAT
CAAGCTTAAA
GGGATTAAAG
GCACAGAGAC
GCTTCTAAAG
CTTCGCACCA
ATCAGAAAGA
GGCGCTAGCA
CTGAACGCAT
CTATGGATAA
TATTTCAGCC
ACATTGCTCA
CGAAGTTCTA
TCAAGGAACA
CTGCGCTCTG
TCGATAAGGA
TGAAACCTCG
CTGAATGAAT

ACCCTCTCAG
CCCACACTGA
ACGTGGAGGC
CGATGAGGAA
AGTGAAGAGC
AGTACGGTCG
GAAAGGTCAC
GACCCCATCT
TGAAGGGTGT
CATTGTAGGC
CAATTCTACA
ATCCAAAACG
AACGGGCTAC
GGTGACATTC
TTCAGCAAAA
GGTTACAGCT
AAACCGAAGA
TCCAGCACAA
AGAGTACAAA
ATATCAGAGG
TGGCCATGGT
TTCTGAGGCT
CGCGACTTCC
AGATTGATTT
CCACAAGAGT
GGCTACTATG
CCTAA

TATTTCGACT
AGCCCAATCC
GCTCTGCAAA
ACAATCACCA
GTCTCCAGAT
TGAACTTGCA
TTTAGAGATT
ATCTGATGGC
TGGCACGAAT
TGCACAAATG
TATACGTTCT
CACCCTGGAG
TTCTGCAAAA
CCGATCCAAC
AGGCGGCGAC
GCCGTCAAAC
ATTCAACAAA
AAATGTTTGG
AAGGCAAGTG
CTGTAGAGGG
TCAACACGCC
CTCTACCAAT
TCCTCATGCG
GCTGGACATC
TTGGCCGAAT
AACAACTACT

Secuencia de nucledtidos que codifica para anexina B de postoncosferas de T.
solium, obtenido por secuenciamiento. La secuencia fue obtenida a partir del
secuenciamiento del plasmido pGEX-6P-1+inserto.



Anexo 22. ELISA de los sueros de conejos inmunizados con proteinas

recombinantes de postoncosferas de T. solium
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Inmunizacion

Anti-ANB2= suero de conejos inmunizados con proteina recombinante anexina
B2 de postoncosferas de T. solium (rTsPO_ANB?2).
Anti-CBP= suero de conejos inmunizados con proteina recombinantes precursor

de proteina de union a calcio de postoncosferas de T. solium (rTsPO_CBP).



