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RESUMEN

El diagndstico inmunoldgico de neurocisticercosis (NCC) tiene limitaciones como la
dificultad para obtener la muestra y no distinguir una infeccién pasada de una actual.
El diagnostico basado en antigenos purificados ha mejorado notablemente la
especificidad y sensibilidad; por ello se han estudiado nuevos métodos de purificacion.
El grupo de trabajo de cisticercosis de Per( disefié anticuerpos monoclonales (mAbs)
especificos contra quistes de Taenia solium, sin embargo, el antigeno que reconocen es
desconocido. En este estudio, se realizo la caracterizacion de este antigeno circulante
en orina mediante el uso de particulas magnéticas acopladas a mAbs. Se realiz6 un
ELISA basado en particulas magnéticas con muestras de orina para comprobar la
capacidad de captura de las particulas. Para purificar el antigeno capturado, se
compararon métodos de elucidn denaturantes y no denaturantes y fueron visualizados
mediante ELISA directo, SDS-PAGE y Western Blot. Finalmente se realizd la
espectrometria de masas (MS) del eluido. En el ELISA basado particulas magnéticas,
se obtuvieron valores de OD>3.8 demostrando la alta capacidad de los mAbs para
capturar antigeno en orina. Al comparar los métodos de elucion, el buffer no
denaturante glicina permitio obtener bandas definidas entre 37-25 kDa; la MS identifico
a dos proteinas: actina (~41.2 kDa) y subunidad B de ATP-sintasa (~27 kDa). En
conclusion, esta investigacion sugiere que los antigenos circulantes de T. solium
excretados en orina de pacientes con NCC detectan dos proteinas especificas
relacionadas a la estructura y metabolismo del parasito que podrian usarse como
biomarcadores para mejorar el diagndstico y seguimiento del tratamiento de la
enfermedad.

Palabras clave: Neurocisticercosis, antigeno circulante, anticuerpos monoclonales.



ABSTRACT

The immunological diagnosis of neurocysticercosis (NCC) has limitations such as the
difficulty in obtaining the sample and not distinguishing a past infection from a current
infection. The diagnosis based on purified antigens has notably improved the specificity
and sensitivity. Therefore, new methods of purification have been studied. The
Peruvian cysticercosis working group designed specific monoclonal antibodies (mAbs)
against Taenia solium cysts, however, the antigen they recognize is unknown. In this
study, the characterization of this circulating antigen in urine was performed by the use
of magnetic particles coupled to mAbs. An ELISA based on magnetic particles was
made with urine samples to check the capture capacity of the particles. To purify the
captured antigen, denaturant and non-denaturing elution methods were compared and
visualized by direct ELISA, SDS-PAGE and Western Blot. Finally, the mass
spectrometry (MS) of the eluate was performed. In ELISA based on magnetic particles,
values of OD>3.8 were obtained demonstrating the high capacity of mAbs to capture
antigen in urine. When comparing the elution methods, the non-denaturing glycine
buffer allowed obtaining defined bands between 37-25 kDa; MS identified two
proteins: actin (~ 41.2 kDa) and B subunit of ATP-synthase (~ 27 kDa). In conclusion,
this research suggests that circulating T. solium antigens excreted in urine of patients
with NCC detect two specific proteins related to the structure and metabolism of the
parasite that could be used as biomarkers to improve the diagnosis and follow-up of the
treatment of the disease.

Key words: Neurocysticercosis, circulating antigen, monoclonal antibodies.



. INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad tropical parasitaria ocasionada por la larva de
Taenia solium, se encuentra incluida en el grupo de enfermedades infecciosas desatendidas
(EID), priorizadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la region de las
Américas; las EID comparten los mismos indicadores socio-sanitarios por estar estrechamente
vinculadas con la pobreza, el aislamiento geografico de las poblaciones, la falta de recursos
financieros para su control, la escasez de farmacos y la dificultad que enfrentan los centros de
salud para tener acceso a los métodos de diagndstico (Garcia H et al, 2005).

Actualmente la NCC es la infeccién mas frecuente del sistema nervioso, endémica en América
Latina, Asia y Africa, asi como en naciones desarrolladas con flujo masivo de inmigrantes
provenientes de areas endémicas. En nuestro pais, es considerada hiperendémica en la sierra 'y
en algunas zonas de la costa y selva, segin los resultados realizados por The Cisticercosis
Working Group of Peru (Garcia H, 1989; Gilman R, 2000).

Dependiendo de la finalidad se emplean diferentes herramientas para diagnostico. Algunos de
ellos se enfocan al detectar el parasito directamente: neuroimagen, deteccion de antigenos del
parasito y los examenes de heces para la deteccion de huevos y proglétides; mientras que otros
ensayos se centran en la reaccion del hospedero, por ejemplo: deteccion de anticuerpos
mediante ELISA o Western Blot.

La deteccion de anticuerpos es generalmente mas sensible en comparacion con la deteccion de
antigenos, pero falla para distinguir entre una infeccidn activa, una infeccion pasada y el
contacto o exposicién. La deteccion de antigeno, por otro lado, solo detecta infecciones activas
(quistes viables), pero los ensayos actuales se utilizan para detectar antigenos circulantes de
cisticercos T.saginata en el ganado (Rodriguez S et al, 2009). Por lo que su uso en humanos y
cerdos se podria verse afectado por reacciones cruzadas con otros parasitos.

Al detectar antigenos especificamente se mejoraria el diagnéstico de la enfermedad. Para
desarrollar una técnica basada en la deteccion de antigenos, primero las proteinas diferenciales
(es decir, las proteinas que son unicas para T. solium) deben ser identificadas. Por este motivo,
este estudio permitira caracterizar las proteinas excretadas por el parasito que estén presentes
en orina y que reconozcan a anticuerpos monoclonales especificos contra quistes de T.solium.



1.1 DESCRIPCION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

La cisticercosis es una infeccidn parasitaria producida por la larva o cisticerco de Taenia
solium que afecta principalmente al sistema nervioso central, esto causa la neurocisticercosis
(NCC). El hombre puede convertirse en hospedero intermediario de Taenia solium cuando
ingiere accidentalmente los huevos en alimentos y aguas contaminadas. Los principales
factores de riesgo asociados son: los inadecuados habitos higiénicos, el consumo de alimentos
contaminados con huevos, ausencia de saneamiento ambiental, carencia de tratamientos
antiparasitarios y falta de campafias de educacion comunitaria (Schanz PM, 1999). En el Perl
la NCC tiene una prevalencia entre el 7- 8% en la selva y del 13-24% en poblaciones de la
sierra’y 20-31% en la costa (Escalante G, 2005).

La NCC puede ser asintomatica o tener sintomas inespecificos, esto complica mucho mas el
diagnostico de la enfermedad a travées de las manifestaciones clinicas del paciente; por lo que
se recurren a otros métodos como las técnicas de imagenologia y las pruebas serolégicas. Las
técnicas de neuroimagen no son de mucha utilidad cuando el nimero de cisticercos es bajo o
las imagenes no son concluyentes, a esto se suma el costo y la accesibilidad del equipo
requerido a los lugares endémicos (Del Brutto O, 1996); es por ello que las técnicas de
inmunodiagnostico son las mas utilizadas, estas detectan la presencia de anticuerpos, sin
embargo, puede ser confuso al determinar si se trata del parasito vivo o de una infeccion pasada
(Rodriguez S. et al., 2012). Es por ello que siempre resulta importante la basqueda de antigenos
especificos de alta sensibilidad y especificidad para utilizarlos en el diagnostico de esta
enfermedad.

En la constante busqueda de mejorar las técnicas de diagnéstico de NCC y con el desarrollo de
nuevas técnicas en inmunologia se han propuesto diversas herramientas como el uso de
anticuerpos monoclonales, la caracterizacion de antigenos excretorios, la producciéon y
clonacion de antigenos recombinantes para aumentar la sensibilidad y especificidad de las
técnicas.

- FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudles son las caracteristicas del antigeno circulante de Taenia solium capturado por
anticuerpos monoclonales acoplados a particulas magnéticas en muestras de orina de pacientes
con NCC humana?



1.2 ANTECEDENTES

Al diagndstico por métodos imagenoldgicos se agrego el uso de la serologia. El uso combinado
de serologia e imagenes permite en la mayoria de casos llegar a un diagnostico certero de
neurocisticercosis (Rodriguez et al, 2012).

En 1989 Tsang et al describen la técnica de enzyme-linked immunoelectrotransfer blot (EITB)
0 Western Blot, la aplicacion del EITB a esta parasitosis mostré gran sensibilidad y
especificidad (98% y 100%, respectivamente) a la presencia de infeccion por Taenia solium.
El antigeno usado fue purificado por una columna de sefarosa con lectinas de lenteja, las cuales
tienen afinidad por glicoproteinas. Se identificaron 7 bandas antigénicas que son reconocidas
por suero y liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con NCC confirmada.

Correay colaboradores en 1989, desarrollaron un ELISA usando dos anticuerpos monoclonales
dirigidos contra un epitope repetitivo de glicoproteinas de productos de excrecion/secrecion de
cisticercos de Taenia saginata. Estos monoclonales presentaban reaccion cruzada con
antigenos circulantes de Taenia solium.

En 1990 Estrada J., menciono la importancia de un diagnéstico de enfermedades parasitaria a
través de la deteccion de antigenos, ya que este seria un diagnostico definitivo de una infeccion
viva. Resalt6 la importancia de antigenos circulantes de parasitos y la facilidad de obtencion
de las muestras de orina.

Coonrod J., en 1992 resalto la importancia de las muestras de orina como reservorios de
antigenos de muchas enfermedades infecciosas causadas por parasitos. Indicé que es una
muestra no invasiva muy facil de obtener, que muchas veces necesita ser concentrada
previamente y que los antigenos excretorios de orina son generalmente de bajo peso molecular
(menor a 70 kDa); a pesar de ser pequefios son los suficientemente inmunorreactivos para ser
detectados en pruebas seroldgicas.

En 1992 Chang-Yuan, realiz6 un estudio en muestras de LCR en humanos para detectar el
antigeno circulante de pacientes con NCC, concluy6 que el antigeno circulante de cisticercosis
no es detectado por otras enfermedades del SNC y se le debe considerar como método de
diagndstico de una infeccion activa.

Kerckhoven V. y colaboradores en 1998, posteriormente y debido a la necesidad de mejorar la
performance de la prueba de Western Blot, se prob6 Ac monoclonales de isotipo 1gG, los que
mostraron una mayor afinidad por los productos de secrecion/excrecion del parasito,
mejorando de esta forma la sensibilidad de 56% a 92% vy la especificidad de 93.4% a 98.7%
para cisticercosis por Taenia saginata

Garcia H. y colaboradores en el 2000; determinaron la sensibilidad y especificidad de la
deteccion del antigeno circulante en suero de pacientes con NCC en una prueba de ELISA;
obteniendo una sensibilidad del 85% y una especificidad del 92%; los falsos negativos
resultaron de pacientes con quiste vivo Unico o paréasitos en degeneracién donde la sensibilidad
es de 65%. También realizaron un seguimiento de pacientes con deteccion de antigeno
circulante en suero a los tres meses de haber recibido tratamiento, observando la disminucién
de los niveles de antigeno circulante en pacientes curados y la persistencia de este en pacientes
no curados.



Yamasaki H, en el afio 2003 realiz6 una revision sobre los avances en el diagnostico seroldgico
y molecular de cisticercosis y teniasis; destacando el uso de ensayos de inmunoblot usando
antigenos recombinantes y purificados de Taenia solium. Resalté la importancia de desarrollar
ensayos serologicos que detecten poca cantidad de antigeno para la deteccién de NCC en
pacientes con una sola lesion cerebral.

En el 2004 Parija M et al., realizé un estudio para detectar antigeno circulantes excretado en
orina para el diagnéstico de NCC a través de un test de coaglutinacién, utilizando anticuerpo
policlonal de conejo como deteccidn, sin embargo, sus valores de sensibilidad fueron bajos
(62%).

Lee E y col. En el 2008 determinaron el analisis protedmico de un complejo de proteina de 120
kDa en fluido de cisticercos de Taenia solium. Esta proteina fue purificada por cromatografia
liquida, encontraron dos componentes en su mayoria: 42-46 y 22-28 kDa y 3 subunidades
compartidas de 14, 16 y 18 kDa. Se identificaron glicoproteinas de bajo peso molecular. Las
subunidades de 14 y 18 kDa fueron probadas con muestras de suero para la deteccién de
anticuerpos y reaccionaron bien identificando infecciones vivas. Propone desarrollar nuevos
ensayos serodiagndsticos a partir de estas proteinas identificadas.

Castillo Y, y colaboradores en el 2009 realizaron un estudio para detectar antigeno circulante
de cisticerco en orina de pacientes con NCC mediante la técnica de ELISA, usando como
captura anticuerpos monoclonales de tipo IgM dirigidos contra antigenos excretorio/secretorio
de Taenia solium. Ademaés se realiz6 un tratamiento a la muestra de orina concentrandola
previamente y tratdndola con anticuerpo monoclonal biotinilado La poblacién de estudio
fueron pacites con una sola lesion, con lesiones calcificadas, con NCC subaracnoida y NCC
parenquimal. Se reportd una sensibilidad de 92%.

En el 2012, Victor B y colaboradores realizaron el analisis protedbmico de proteinas de
excrecion/secrecion de Taenia solium, siendo este el primer reporte de del proteoma de
excrecion/secrecion de este parasito. Reportaron 76 proteinas, de las cuales 27 ya estaban
descritas anteriormente, 17 proteinas de hospedero y 32 proteinas de origen de Taenia solium
pero identificadas usando secuencias de otros parasitos.

En el 2013 Reamtong O, publicd una revision de la importancia de la espectrometria de masas
y la protedmica en enfemedades parasitarias. Describid todas las técnicas necesarias antes de
realizar la MS y el analisis que se debe hacer, la MS muestra secuencias de aminoacidos y
modificaciones postraduccionales. Mencioné que la protedmica es usada en muchas areas de
estudio, incluyendo la parasitologia donde se podria elucidas la patologia de la enfermedad,
incluyendo las interacciones hospedero-parasito, el desarrollo de posibles vacunas,
identificacién de biomarcadores y diagndstico de enfermedades parasitarias.

Sahu P., en el 2014 realiz6 un perfil comparativo de péptidos antigénicos circulantes en suero,
LCR y orina de pacientes con NCC confirmada por inmunotransferencia. Los péptidos
antigénicos se identificaron mediante electroforesis SDS-PAGE, para determinar de qué region
del parasito provenian los antigenos se utilizaron policlonales anti somatico y anti E/S
purificados. Solo se encontraron antigenos de bajo peso molecular en las muestras de orina,
excepto el de 5 kDa que se encontrd en las 3 muestras; en orina también se encontraron los
péptidos de 32 kDa y 15 kDa.



Gbmez y colaboradores en el 2015 analizaron el genoma de proteinas excretorias/secretorias
de Taenia solium y a traves de un anélisis bioinformatico y determinaron sus regiones de
antigenicidad. Hallaron glicoproteinas con posible funcién moduladora de respuesta
inmunitaria.

Nhancupe N et al. En el 2016 evaluaron la performance de Tsol-p27, un antigeno recombinante
para ser usado en Western Blot para el diagnéstico de NCC y ser comparado con la técnica de
ELISA. Este antigeno fue previamente caracterizado por Salazar-Anton F, en el 2011 mediante
electroforesis bidimensional Western blot y espectrometria de masas de un extracto soluble del
parasito.

Paredes y colaboradores en el 2016, produjeron 22 anticuerpos monoclonales dirigidos contra
quistes de Taenia solium para ser probados en un sistema de ELISA y asi mejorar la especifidad
y sensibilidad del diagnostico de NCC. De los 22 monoclonales, se seleccionaron 3 pares de
isotipo 1gG e IgM que presentaron los OD (Densidad éptica) mas altos en la prueba de ELISA
tanto como anticuerpos de captura o de deteccion.
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1.3 OBJETIVOS

- OBJETIVO GENERAL
Caracterizar el antigeno circulante de Taenia solium capturado por anticuerpos
monoclonales acoplados a particulas magnéticas en muestras de orina de pacientes con
NCC humana.

- OBJETIVOS ESPECIFICOS
Obtener anticuerpos monoclonales purificados a partir de un cultivo y acoplarlos a
particulas magnéticas con grupos epoxy para detectar antigenos circulantes en pacientes
con NCC.
Evaluar el antigeno capturado por los anticuerpos monoclonales en muestras de orina
de pacientes con NCC humana.
Caracterizar el antigeno en estudio mediante espectrometria de masas (MS).
Disefiar un modelo in silico del antigeno caracterizado mediante softwares
bioinformaticos.

11



1.4 JUSTIFICACION

La cisticercosis es endémica de Latinoamérica, India, Asia y Africa; en América Latina
alcanza una prevalencia del 30% en zonas rurales dependiendo de héabitos higiénicos y el
consumo de agua o vegetales contaminados con huevos de Taenia solium (Garcia et al.,
2003). El diagndstico de esta enfermedad requiere de métodos indirectos como el estudio
imagenoldgico, la tomografia axial computarizada y la serologia que detecta anticuerpos
(Bailey y Masson, 1988).

El diagnostico definitivo de la neurocisticercosis se hace con la comprobacion
anatomopatoldgica, debido a la gran variedad de signos y sintomas el diagnéstico clinico es
dificil y en muchas ocasiones la radiologia no es certera. La imagenologia clasica consiste en
la presencia de varios parasitos en diferentes estadios de evolucion (quistes o paréasitos
calcificados); sin embargo, la presencia de quistes Unicos puede confundirse con otras
patologias del sistema nervioso central (SNC) (Estrada J, 1990). Por lo que se plantea la
necesidad de métodos de diagnostico especificos y sensibles; como la deteccidn del antigeno
circulante del parasito, ya que este es capaz de detectar y confirmar la presencia de parasitos
vivos y también asi se puede tener un control de los pacientes durante su tratamiento (Paredes
A, 2016).

Los anticuerpos Monoclonales (mAbs) se presentan como una herramienta novedosa para el
diagnostico de diversas enfermedades, estos se producen de una Unica copia del Linfocito B 'y
se pueden enlazar a un Gnico punto de enlace del antigeno. Los ensayos con mAbs tienen mejor
sensibilidad y muestran muy poca reactividad cruzada (Paredes A, 2016). La ventaja de usar
particulas magnéticas es que generan uniones fuertes con moléculas como los anticuerpos y al
tener forma esférica, es el soporte ideal para asegurar la union antigeno-anticuerpo aunque este
altimo se encuentre en menor cantidad. La conjugacion de anticuerpos y particulas magnéticas
unird las caracteristicas de ambas y generara mayor versatilidad de usos y especificidad. Al
combinar estas dos novedosas técnicas: los anticuerpos monoclonales y las particulas
magnéticas, es posible aumentar la sensibilidad de pruebas inmunodiagnosticas para la NCC
para capturar antigenos circulantes.

La protedmica como la ciencia que estudia el proteoma es de vital importancia en la salud
publica, ya que el conocimiento de las proteinas y moléculas efectoras de funcién celular
permiten un mejor entendimiento del agente etiolégico de la enfermedad (Pando-Robles,
2009). La principal herramienta de la investigacion de la protedmica es la espectrometria de
masas (MS) que mide la relacion entre masa/carga de una molécula y de esta manera se pueden
identificar compuestos desconocidos y elucidar la estructura y propiedades quimicas de las
moléculas.

Analizar la protedmica del antigeno circulante en orina de pacientes con NCC permitird
conocer la estructura y posible funcién de este, y asi proponer una molécula de antigeno
especifica para el diagnostico en muestras de facil acceso. También podria ser probada con la
tecnologia del DNA recombinante para la creacion de posibles vacunas. Ademas, este trabajo
generara nuevas lineas de investigacion para mejorar el diagnostico de NCC.
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1.5 HIPOTESIS

El antigeno circulante podra ser capturado por los anticuerpos monoclonales, debido a su bajo
peso molecular serd capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y la barrera de filtracién
del rifion y asi estar presente en orina.

El antigeno circulante no podra capturado por los anticuerpos monoclonales, no sera de bajo
peso molecular por lo que no atravesara la barrera hematoencefalica ni la barrera de filtracion
del rifion y no estara presente en orina.
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Il.  MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES

La cisticercosis es una infeccion parasitaria que afecta principalmente a porcinos y
accidentalmente a humanos, al ingerir los huevos del céstodo Taenia solium. El cisticerco es el
estadio larval y es una enfermedad que causa elevada morbilidad en paises en vias de desarrollo
donde la higiene y las condiciones sanitarias son precarias (Garcia et al., 2003). Esta zoonosis
se distribuye a nivel mundial, existiendo zonas que presentan frecuencias altas principalmente
en el continente americano. La transmision ocurre en areas urbanas y rurales; asociandose en
esta Ultima a las practicas tradicionales de crianza de cerdos, hacinamiento y pobreza (Sarti et
al., 1998).

La localizacion de mayor frecuencia es el sistema nervioso central (SNC) o neurocisticercosis
(NCC) vy, en segundo lugar, la del ojo (cisticercosis ocular). El ser humano puede albergar
desde un cisticerco a varios centenares. La sintomatologia de la NCC varia con el nimero de
cisticercos; el estado de desarrollo (jévenes, maduros, intactos, degenerados); la variedad
morfoldgica (vesiculosa o racemosa); la ubicacion en el SNC; la respuesta inflamatoria que
despierte y las reacciones del organismo del paciente (Ferrer, 2006).

Desde principios de este siglo se han empleado métodos inmunoldgicos para el diagndstico de
esta parasitosis. Iniciando en 1972 con la prueba de ELISA, sin embargo, esta carecia de
especificidad al presentar reacciones cruzadas con otras parasitosis; en 1989 se desarroll6 la
electroinmunotransferencia blot (EITB) o mas conocida como “Western Blot” que logrd
superar el problema de las reacciones cruzadas, esta prueba detecta 7 glicoproteinas especificas
de Taenia solium con sensibilidad y especificidad cercanas al 100% (Tsang et al., 1989).

2.1.1 NEUROCISTICERCOSIS

La neurocisticercosis (NCC) es la parasitosis humana mas frecuente del SNC, y es endémica
en practicamente todos los paises en desarrollo, con excepcion del mundo musulman. En
Iberoamérica, India, partes de Asia y Africa es considerada una enfermedad endémica; en USA
y Europa se presenta con cierta frecuencia, mayormente en inmigrantes (Rojas et al, 2007).

Desde que se identificO esta enfermedad parasitaria, fue evidente que los estudios
anatomopatoldgicos eran la base indispensable para comprender las variantes clinicas y la
historia natural de la enfermedad, dado que no existian las modernas técnicas diagndsticas de
neuroimagen (Escobedo et al 1982). Escobar, en 1983, describid con detalle los estadios o fases
por los que atraviesa el cisticerco desde que llega al sistema nervioso central hasta su
calcificacion. Estas fases son:

Fase vesicular: El parasito es viable, la membrana vesicular es delgada, liquido vesicular es
transparente, el escélex es de aspecto normal y no se observan cambios inflamatorios en el
tejido cerebral que le rodea.
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Fase coloidal: La pared del quiste se engrosa rodeandose de una densa capa de colageno y el
escolex muestra signos de degeneracion hialina. ElI parénguima cerebral circundante se
encuentra edematoso y muestra un intenso infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos,
eosinofilos y células plasmaticas.

Fase granular: La reaccion inflamatoria abarca al parasito propiamente dicho, el cual ya no
es viable.

Fase calcificada: Finalmente el cisticerco llega a esta fase transformandose en un nddulo
calcificado e inerte y los cambios inflamatorios suelen ser intensos y persisten asi durante afos.

Tabla 1.
Estadios evolutivos de la NCC (Tomado de Sarria, 2012)

Estadio Fislopatologia Caracternticas por RM
Na gunstico vanian twutar por el - Foco localizado de edema
CBLECo Puede haber un realce nodular con contraste
Normalments no @ obtiensn imagenes on este estadio
Vesicular Minima resccion inflamatoria Quiste: hipaintenso T1/hiperintenso T2, Sefial igual al LCR
Quiste con escolex » Escolen: 1sointenso ol parenguima en T1 y T2, Mpointenso
on T2*, hiperintenso on FLAIR
Vesicutar-colondal Moerte del pariito Edema vasogénico rodeando el quiste

ntensa reasccion inflamatoria Queste: farmacion de capuula hipointensa en T2. Aumento
de a senal del liquido intenor del guiste
Realce anular con contraste
Puede formarse nivel liguido-liguido
Nodulae-granulamat oso Abscrcion y retraccion Queste residual de menor tamano, engrosamiento capsulac
del quiste somtpnso al parenguima en T1/iso-hpaintenso en T2
Escolex calcMcado (aspecto on dlana)
Puede persistir un leve edems vasogénicn
Reaice nodular o micronodular con contraste
Nodular - calcicadn wokucion final del guiste Nodula calcificads sin rosice con contraste
Mineralizacion » Nodulo hipointerso en secuencias T2°

LCR! liquido cefalorraguiden

El cisticerco alojado en el sistema nervioso central es una parasitosis grave, con periodo de
incubacion largo de 4 a 5 afios, variando los sintomas en funcién del sitio de ubicacion, el
estado, nimero de parésitos y la reaccion inmunitaria. La epilepsia es la manifestacion mas
comun con 70% de frecuencia en areas endémicas, en reaccion tardia de la infeccion puede
desarrollar intensos granulomas que conduce a la destruccion del cisticerco calcificandose
gradualmente entre 2 a 7 afnos.

2.1.1.1 TIPOS DE NEUROCISTICERCOSIS

El cisticerco se puede presentar de dos formas: racemosa o quistica. La forma racemosa, que
se observa en la neurocisticercosis humana, es grande, con una vesicula multilobulada, a
menudo con forma de racimo de uvas. El escolex en general no es visible, aunque en la mayor
parte de los casos, una revisién microscopica exhaustiva permite la identificacion del escolex
o de sus restos. Por su parte, la forma quistica es pequefia (Del Brutto, 1992).
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Cisticercosis Quistica: El cuadro clinico puede estar en relacion con su ubicacién en la corteza
cerebral, pudiendo los sintomas variar segun el grado de infestacion; un cisticerco puede ser el
origen de un foco epileptégeno. Pueden ubicarse en el limite meningocortical, subaracnoideos,
parenquimatosos, es decir ocupar cualquier estructura encefalica donde lleguen vasos
terminales. La hipertension intracraneal (HIC) y las manifestaciones psiquicas se ve con mas
frecuencia en la racemosa de la base. Cuando los quistes se ubican en el parénquima cerebral
y/o los ventriculos, segln su tamafio y el grado de lesion obstructiva que produzcan, pueden
dar lugar a la llamada “hidrocefalia interna”, con sintomas intermitentes. Los quistes dentro de
los espacios ventriculares se fijan en la tela ependimaria o estan libres flotando en el LCR
(Lobato et al 1981). El 111 y IV ventriculo son los que frecuentemente alojan cisticerco Unico,
siendo probable por ello la solucion quirdrgica (Proafio et al 1997).

Cisticercosis Racemosa: El cisticerco racemoso, morfolégicamente diferente del quistico,
aunque de estructura histolégica similar. Se ha descrito la ubicacién de estructuras
correspondientes al escolex de Taenia solium (Rabiela et al 1985). En este tipo de NCC, la
membrana invade las estructuras meningeas ubicandose preferentemente en las cisternas
basales; se forman vesiculas sin escolex a manera de “racimo de uvas” de ahi su nombre, crecen
y siguen los espacios subaracnoideos obstruyéndolos. El cuadro clinico predominante es de
una hidrocefalia de tipo crénico y transtornos psiquicos de tipo confusional, desorientacion,
conducta pueril, indiferencia apatia falsos reconocimientos, manifestaciones que son
fluctuantes, por los mecanismos de compensaciéon de la hidrocefalia. Posteriormente, los
transtornos de memoria se acenttan hasta llegar a un estado demencial, la marcha se hace
insegura, oscilante.

Cisticercosis_mixta (quistica y racemosa): En este tipo predominan las manifestaciones
clinicas relacionadas con el componente racemoso.

Cisticercosis Espinal: En la mayoria de los casos es una cisticercosis racemosa de la base, con
extension espinal. En raras oportunidades, al realizar examen de LCR, se logran extraer
membranas por puncion lumbar, después identificadas como membranas parasitarias de
cisticerco.

Figura 1.

Cisticercos subaracnoideos. Estudio de RM en el plano transversal (A) en la que se observan
pequefios quistes en la profundidad de los surcos cerebrales biparietales. Lesiones quisticas en
las cisternas basales. La TC con contraste (B) y la secuencia de RM (C), ambas en el plano
transversal, muestran la ocupacion de las cisternas basales por lesiones quisticas cuyo
contenido es similar al liquido cefalorraquideo.
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Figura 2.

Cisticercos parenquimatosos. TC con contraste (A) y RM (B) en el plano transversal (C). Se
ven peqguefias lesiones quisticas corticales frontales derechas, con minimo edema perilesional
y escolex visible en su interior (flecha)

2.1.1.2 BIOLOGIA DE Taenia solium

Taenia solium es un céstode que, conjuntamente con otras 20 especies, pertenecen a la familia
Taenidae (Pawlowski et al, 2002). Taenia solium es también conocida como “solitaria” debido
a su supuesta caracteristica de que s6lo un parasito se aloja en un hospedero. Sin embargo, el
grupo de estudio de neurocisticercosis en el Pert encontr6 en un estudio previo que el 20% de
los portadores de Taenias eliminan méas de un parasito (Jeri et al., 2004).

2.1.1.2.1 MORFOLOGIA

Taenia solium presenta un adulto generalmente de 2 a 4 metros, dorso ventralmente
comprimido, presenta un escolex (de 1mm de diametro) acetabular, con 4 ventosas y un rostelo
formado por una doble cadena de ganchos (Slais, 1970). Posee un estrobilo con 900 a 1000
proglétidos recubiertos por un tegumento con microtricas en su superficie exterior,
constituyendo un tejido sincitial con funciones de secrecion y absorcion. Presenta tres tipos de
proglotidos infértiles proximos al cuello, fértiles y maduros o gravidos estos ultimos son
grandes cuadrangulares contienen 40 mil a 60 mil huevos.

El cisticerco de Taenia solium esta4 formado por una vesicula ovalada y translucida llena de
liquido (de 0.5 a 2 cm de diametro mayor), con un pequefio escolex invaginado. Al igual que
Taenia solium adulta, el escélex del cisticerco posee cuatro ventosas y un réstelo armado con
dos hileras de ganchos. La superficie que presenta el cisticerco a su huésped humano o porcino
es un tegumento citoplasmico sincicial en toda la cara externa de la pared vesicular. Como los
cestodos carecen de tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a traves
de la superficie tegumental. La superficie externa del tegumento aparece aumentada por
proyecciones digitiformes llamadas como microtricas, las cuales permiten la absorcion de
nutrientes. Por debajo del tegumento se encuentran varias capas de tejido muscular liso, asi
como los llamados citones subtegumentales. A mayor distancia de la superficie se encuentra
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una serie de conductos o canales, aparentemente relacionados con células ciliadas, llamadas
células flama, que constituyen un sistema protonefridial (Smyth, 1969).

Figura 3.

Escolex de la T. solium observado en el microscopio electrénico de barrido. C: cuello, R:
rostelo, V: ventosas.

Figura 4.

Cisticercos de la T. solium. (izquierda) Representacion esquematica de un corte de cisticerco.
(derecha) Cisticercos disecados de musculo esquelético de cerdo.

2.1.1.2.2 FISIOLOGIA
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Los cisticercos utilizan tanto rutas metabdlicas aerdbicas como anaerdbicas dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno en el medio y obtienen sus nutrientes por difusion facilitada a través
de la pared vesicular. Se han identificado dos transportadores de glucosa (TGTP1y TGTP2)
que se localizan en estructuras de la pared vesicular y en la superficie tegumentaria,
respectivamente (Smyth, 1969). Ademas se han identificado distintas glicoproteinas en la
superficie tegumentaria de la pared vesicular de los cisticercos. El cisticerco también responde
al estrés por temperatura, sintetizando diversas proteinas como HSP 80, HSP 70 y HSP 6
(Silverman, 1964) siendo esta Gltima identificada en productos de excrecidn - secrecion y es
reconocida por los sueros de los pacientes con NCC.

La superficie del cisticerco en contacto con el huésped es una membrana plasmatica del
tegumento que es susceptible al dafio por los diversos mecanismos defensivos del huésped,
como el complemento, las células efectoras, los compuestos toxicos. Los citones
subtegumentales sintetizan activamente proteinas y otros componentes que son transportados
hacia el tegumento a través de puentes citoplasmicos. Se han descrito proteinas del
citoesqueleto, como la miosina tipo 11, y la actina, la cual se encuentra en siete isoformas
distintas.
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Figura 5.

Algunos mecanismos de evasion inmune del cisiticerco.

2.1.1.2.3 CICLO BIOLOGICO:

En el ciclo usual de transmisién, el estadio adulto de T. solium habita por periodos prolongados
(hasta 25 afos) en el intestino delgado del hombre infectado. El parésito se adhiere a la mucosa
intestinal por medio del escolex (cabeza).

El hospedero intermediario normalmente es el cerdo quien es infectado por la ingestion de
huevos de T.solium a través de las heces humanas (Correa et al., 1991). Las enzimas
proteoliticas del estdmago e intestino destruyen al embriéforo (una de las envolturas que
protegen al embridn para sobrevivir en el medio ambiente) liberando y activando al embridn
denominado oncésfera. EI embrion activado alcanza los capilares sanguineos y linfaticos que
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lo llevan al mdsculo, tejido subcutaneo, sistema nervioso central (SNC) o al ojo (White C,
1997).

El embridn ya establecido aumenta de tamafio y en aproximadamente 10 semanas se desarrolla
a cisticerco de T. solium. Cuando el ser humano ingiere carne de cerdo infectada cruda o mal
cocida que contiene los cisticercos viables, el cisticerco es activado por las enzimas y sales
biliares del tubo digestivo, y luego de 12 semanas desarrolla el gusano adulto. Cuando el
portador es infectado por el gusano adulto, puede liberar proglotidos gravidos a traves de las
heces completando asi el ciclo (Pawlowski et al, 2002).

Cabe resaltar que el hombre puede actuar como un hospedero intermediario “accidental”
cuando ingiere material contaminado con los huevos del parasito, las oncésferas son liberadas,
penetran la mucosa intestinal, migran a través del cuerpo y se localizan principalmente en el
sistema nervioso central causando la neurocisticercosis.

| Las oncosferas se liberan, Los cisticercos se encuentran en
atraviesan pared intestinal e ingresan wuqunef brgano, pero son mas
a musculatura por circulacion e comines en tefido subcutaneo,
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Figura 6.

Ciclo bioldgico de Taenia solium.

2.1.1.3 ANTIGENICIDAD
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Los antigenos de diversas preparaciones de cisticercos de T. solium, de muasculo esquelético de
cerdos infectados, han sido empleados para la obtencion de las diversas preparaciones
antigénicas usadas con fines diagnosticos.

Antigenos _totales: Consisten en un extracto total de membranas y escélex y el liquido
vesicular, son los antigenos mas empleados. Sus componentes han sido caracterizados por
Western Blot y por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se ha observado
que algunos componentes de estos antigenos son compartidos por varias taenias y son los
causantes de las reacciones cruzadas.

Antigenos Purificados: El antigeno B es uno de los principales, su peso molecular oscila entre
95-105 Kd y debido a su afinidad por el colageno puede purificarse con facilidad y alto
rendimiento. Una gran proporcion de enfermos de cisticercosis tiene anticuerpos contra el
antigeno B, pero dado que esta ampliamente distribuido en otros cestodos puede dar reacciones
cruzadas (Rivera, 2006)

2.1.1.4 RESPUESTA INMUNITARIA DEL SER HUMANO

Poco se conoce acerca de la inmunologia de la cisticercosis, pero se cree que en el hospedero
intermediario, el cisticerco puede vivir y evadir la actividad inmunolégica por afios. La
respuesta del huésped parece ser mas efectiva contra el estado larval de la parasitosis, e
igualmente disminuye el establecimiento parasitario en el huésped.

Respuesta inmune humoral: Existe un conocimiento parcial referente a la respuesta inmune
humana respecto al parésito. Asi, la respuesta inmune humoral se ha estudiado en enfermos
con neurocisticercosis. La mayoria de los pacientes 0%-90% desarrollan una gran variedad de
anticuerpos frente al estado larvario, de la clase 1gG. Dichos anticuerpos presentes en el suero
y liquido cefalorraquideo son capaces de detectar, tras electroforesis y posterior “Western-
Blot”, al menos 50 bandas proteicas diferentes, algunas de ellas especificas de T. solium,
usando un extracto antigénico completo del parésito (Tsang, 1983). Sin embargo, existe un
porcentaje de pacientes con neurocisticercosis confirmada que no tienen anticuerpos (Larralde
etal, 1992). Estos pacientes, negativos serolégicamente, por lo general exhiben un Unico quiste,
pocos quistes o formas calcificadas. En este Gltimo caso, relacionado con la neurocisticercosis
inactiva, se sabe que los anticuerpos desaparecen de forma natural tras la calcificacion del
cisticerco (Garcia et al, 2003).

Respuesta inmune celular: Por otro lado, existen pocos estudios de la respuesta inmune
celular en cisticercosis. Asi, se ha podido observar un incremento en linfocitos CD8+, una
disminucion de IFN- y y una activacion policlonal de los linfocitos B. También se ha observado
un aumento de interleuquina 12 (IL-12), asi como el predominio de IL-5 e IL-10 en liquido
cefalorraquideo de pacientes con neurocisticercosis activa (Rodriguez, 2012).

Se han planteado diferentes teorias relacionadas con las posibles estrategias desarrolladas por
el parésito para evitar dicha reaccion inmune localPara sobrevivir el parasito desarrolla
diversos mecanismos de evasion y depresion de la respuesta inmune: establecimiento en sitios
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inmunolégicamente privilegiados, como el ojo y el cerebro; enmascaramiento de la respuesta
inmunitaria, al cubrirse con anticuerpos del hospedador; produccion de moléculas que
suprimen o desvian la respuesta inmunitaria y procesos de mutagénesis. Algunos de estos
mecanismos, incluyen también la inactivacion del sistema de complemento, la disminucion en
el nimero de linfocitos, la liberacion de enzimas con gran potencial litico de tejidos del
hospedador y la produccién y liberacién de inhibidores de la respuesta inflamatoria (Damian,
1987). También presenta mimetismo molecular con proteinas del hospedador, lo que dificulta
el reconocimiento por el sistema inmune innato y especifico de los hospedadores animales.

En NCC mas del 95% de los pacientes exhibe respuesta humoral frente a antigenos basados en
carbohidratos y el tegumento de T. solium es rico en glicoproteinas. EI tegumento de T. solium
consiste en un sincytio organizado en dos zonas: un area anucleada denominada citoplasma
distal y un area nucleada conocida como citoplasma proximal. Mediante marcaje diferencial
de las glicoproteinas, se pudo establecer que tanto la liberacién rapida como la liberacion
persistente de los glicoproteinas tegumentales, juegan un papel clave en la inmunomodulacién
por el parasito, incluyendo la evasion de respuesta inmune y las secuelas inflamatorias de larga
evolucién observada en los pacientes con NCC.

La superficie externa del parasito responde dindmicamente a los cambios del medio ambiente
en el hospedador, ademas la alta antigenicidad de los GCs de T. solium pueden jugar un papel
en reacciones de hipersensibilidad y en ultima instancia en los sintomas de la enfermedad.
Estos resultados fueron corroborados en los modelos murino, porcino y humano de NCC
(White et al., 1997).

2.1.1.5 EPIDEMIOLOGIA

La cisticercosis ha sido denominada como una parasitosis perteneciente al tercer mundo
(Garcia et al, 2000); aun cuando la diferencia es notable, naciones desarrolladas como Rusia,
China, Polonia y Espafia, entre otras, reportan casos de esta parasitosis con relativa frecuencia.
De cualquier forma, la frecuencia es mucho mayor en los paises de Latinoamérica, Asia y
Europa del Este, probablemente como resultado de pobres condiciones de vida, malos habitos
higiénicos e inadecuado control sanitario en la cria de cerdos.

En América, los estudios de seroprevalencia basados en la deteccion de anticuerpos con la
técnica de Western blot (WB) mostraron las siguientes valores: 2-9% en Bolivia (Jafri et al,
1998), 5-11% en México (Sarti et al, 1999), 7-24% en Peru, 10-17% en Guatemala (Allan et
al, 1996) y 34% en Honduras (Sanchez et al, 1997). Adicionalmente, en Brasil, Colombia,
Ecuador y Peru la neurocisticercosis es causa importante de epilepsia de inicio tardio (Carpio,
2002).

Respecto a la distribucion de los pacientes segln el lugar de nacimiento y procedencia, en Perd,
existe mayor frecuencia en pacientes nacidos en Lima, la zona de sierra (Ayacucho / Cajamarca
/ Junin / Huancavelica / Apurimac) y costa norte (La Libertad / Piura / Ancash) (Escalante,
1973) y en la selva alta (San Martin, Amazonas); por lo que se considera que toda la sierra, la
costa norte, y la selva alta son las zonas de mayor endemicidad en el Peru (Garcia,1989).
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Figura 7.

Zonas endémicas de NCC en el Per.

2.1.1.6 METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnostico especifico de la cisticercosis implica la demostracion histoldgica de la presencia
del parésito en el individuo afectado, solamente posible en los casos de cisticercosis
subcutanea, ocular y en algunos casos de cisticercosis cerebral que mantienen indicacion
quirargica como los quistes Unicos superficiales, susceptibles de ser extirpados por abordaje
directo (Escobedo et al 1982). La alternativa restante es la opcion de la prueba terapéutica,
probablemente menos riesgosa y de mayor beneficio para el paciente. La confirmacion
histoldgica de la parasitosis no es posible en la gran mayoria de los casos, y la variada gama de
presentacion clinica de esta enfermedad no permite hacer un diagndstico con solamente ésta
base, obligando al médico a apoyarse en los datos epidemioldgicos, de laboratorio (seroldgicos

y/o moleculares) y radioldgicos a fin de corroborar su opinion
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2.1.1.6.1 DIAGNOSTICO POR IMAGENES

Los examenes radiologicos incluyen radiografia simple de craneo y radiografias de partes
blandas, ademas de la tomografia axial computarizada (TAC) y las iméagenes por resonancia
magnética (RM).

Radiografia_Simple: Es un procedimiento sencillo y de bajo costo, aunque raramente
proporciona informacion de gran utilidad. Probablemente las alteraciones mas frecuentemente
encontradas son aquellas relacionadas con hipertensién intracraneana.

Radiografia con contraste: La arteriografia cerebral, carotidea y/o vertebral, procedimiento
antes muy usado, puede ser de ayuda en situaciones especificas, como descartar un proceso
vascular asociado a neurocisticercosis.

Tomografia Axial Computarizada (TAC): Representa un importante avance en el
diagnostico, por su condicion de procedimiento no invasivo, su alta sensibilidad y su capacidad
para exponer los tejidos blandos intracraneales y el sistema ventricular. Los quistes viables se
observan en la TAC como imagenes hipodensas, bien delimitadas y ocasionalmente con una
pequefia imagen hiperdensa anexa, correspondiente al escOlex. Las calcificaciones se
visualizan como imagenes hiperdensas nodulares o puntiformes, dado que corresponden a
quistes muertos que han experimentado degeneracion y depositos de calcio (Lobato, 1981).

Imagenes por Resonancia Magnética (RM): La RM utiliza un campo magnético de gran
intensidad, lo que hace que los tejidos emitan una sefial que permite una gran definicion de
imagen. Es superior a la TAC en el diagnostico de imagenes. De otro lado, la sefial exagerada
que produce el calcio en la TAC hace que la TAC sea superior a la RM en el diagnostico de
calcificaciones.

2.1.1.6.2 DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Se han desarrollado diversas pruebas a fin de evaluar la respuesta inmunolégica a esta
parasitosis, que incluyen inmunoelectroforesis (Flisser et al, 1975), doble inmunodifusion
inmunofluorescencia indirecta (Gomez, 1981), hemaglutinacion Indirecta (Rabiela, 1985),
reaccion de fijacion del complemento (Slais, 1970) y ELISA (Larralde, 1992). Todos ellos
presentan de alguna forma reacciones cruzadas principalmente con hidatidosis.

La prueba de ELISA para cisticercosis tiene aceptable rendimiento cuando se utiliza LCR, pero
no con suero. La introduccion de la técnica de Inmunoelectrotransferencia (Western Blot),
provey06 una prueba de mejor rendimiento, superando el 95% de sensibilidad y especificidad,
tanto en suero como en LCR (Tsang, 1989); es por ello que es considerada la actual “prueba
de oro”, la cual combina el gran poder de resolucion del SDS-PAGE vy la sensibilidad del
ELISA para el estudio de la deteccion de la union de antigeno-anticuerpo.

En este método, las proteinas son transferidas desde el gel a la membrana. Trabajar con las
proteinas fijadas sobre una membrana tiene ventajas sobre emplearlas dentro del propio gel
(YYéabar, 2003):

- Son mas rapidas de tefir.

- Se detectan cantidades menores de proteinas pues se concentran en la superficie y no se
diluyen en todo el espesor del gel
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- Las membranas son mucho mas faciles de manipular que el propio gel.

- Alta especificidad, en la determinacion de la respuesta inmune a determinados antigenos de
los microorganismos.

Como desventajas tenemos:
- Requiere de una intensa y delicada labor que puede durar varios dias.

- Los resultados necesitan ser interpretados usando un criterio estricto ya que se basa en la
observacion de bandas coloreadas.

2.1.1.6.2.1 DETECCION DE ANTICUERPOS PARA DIAGNOSTICO

Los anticuerpos presentes en el suero sanguineo se incuban con tales antigenos y la deteccion
de los anticuerpos reaccionantes se hace por medio de segundos anticuerpos marcados con
enzimas, especificos contra el anticuerpo que se quiere identificar. La reaccion de la enzima
unida al segundo anticuerpo con un substrato correspondiente, da como resultado una reaccion
colorimétrica que al ser cuantificada permite determinar la cantidad de anticuerpos
reaccionantes con el antigeno.

Es importante tener en cuenta que la deteccion de anticuerpos indica exposicion a la infeccion
y no necesariamente una infeccion activa, ya que los anticuerpos pueden persistir por mucho
tiempo después que el paréasito ha sido eliminado, bien por el sistema inmune o por tratamiento
(Garcia, 2003). En zonas endémicas, mas del 10% de la poblacion puede tener anticuerpos anti-
T.solium y no reflejar la verdadera prevalencia de la cisticercosis.

Durante afios, la mayoria de los ensayos para la deteccion de anticuerpos han utilizado como
antigeno extractos crudos o fluido vesicular del parasito (Larralde, 1992), pero estas pruebas
carecen de la adecuada sensibilidad y especificidad debido a la gran reactividad cruzada con
otras parasitosis, tales como hidatidosis, esquistosomiasis, himenolepiasis, y otras helmintiasis.

2.1.1.6.2.2 DETECCION DE ANTIGENOS PARA DIAGNOSTICO

Las moléculas de los agentes patdgenos que son reconocidas por el sistema inmune se conocen
con el nombre de antigenos. Las moléculas antigénicas son complejas y estan compuestas por
porciones o determinantes antigénicos que comprenden, en la mayoria de los casos, varios
aminoéacidos o glicoproteinas de pequefio tamafio. A nivel molecular, el sistema inmune posee
una gran capacidad de discriminacién. Los determinantes antigenicos pueden estar repetidos
en muchos microorganismos, es decir, un antigeno determinado se repite en varias bacterias o
en varios parasitos (Rodriguez et al, 2012).

Ademas, debido a la "reaccion cruzada” que exhiben los determinantes antigenicos se ha visto
que personas infectadas o no infectadas pueden tener anticuerpos naturales que reconocen
muchos antigenos. De ahi que para la medicina es de vital importancia la deteccion,
diferenciacion y caracterizacion bioquimica de los determinantes antigénicos que son
exclusivos para cada uno de los agentes patdgenos para el hombre (Gilman, 2000).

Las técnicas de inmunodiagndstico incluyen la deteccion de antigenos circulantes del parasito
y de anticuerpos anti-cisticerco tanto en suero como en liquido céfalo-raquideo (LCR) y
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resultan de gran utilidad para la identificacion de cisticercosis (Del Brutto et al, 1992). Se han
obtenido antigenos purificados, sintetizados y clonados. Algunos de los antigenos utilizados en
el inmunodiagnostico se encuentran descritos en la tabla 2.

Tabla 2.

Principales antigenos identificados para el inmunodiagnostico de NCC

Antigeno Preparacion | Autor/Ano Descripcion
Plancarte et N =
al. 1983 Dbl por e vuz meigeno 8
Lanclette et.,
Corresponde a 1991 Paramiosina de Taenia sofum
paramiosina, una
proteina de misculo del Comesponde a antigencs do
ténido.
Antigeno B bafo pr momcule (20 M0y
Gfee;n:o;t al, los anticuerpos reaccionan
Antigenos de 21, 18, 14 [ con el
kd
cabaxilo-serminal de la molécua
Sciutto et al., Deteccicn de anticuerpos en LCR
2007 en padenes con NCC
Se purifica del liquido
intraquistico del
cisticerco mediante :’m P auna E ‘_r.', da
o' . g mica secretada por
precipitacion y o
concentracion con pariain.
etanol.
Catepsina L Zimic et al., 2009
Esta se separa por Agde53y25kd
exclusion de tamano
mediante cromatografia y
finalmente se salecciona Otil par ELISA y para WesternBlot.
por cromatografia de
intercambio #dnico.
Las oncosferas
(embriones hexacantos)
provencientes de cerdo
se lavan con medio de
cultivo esencial minimo
(MEM).
Se incuban con Proteinas 225y 32 Kd.
Antigeno de presencia de penicilina y
gentamicina. :
Excreciénl Yoradiogus Reactividad 95.5% entre portadores
x Cada dia se centrifugan de Taenia solfum.
Secrecion de v it et al., 2003.
oncosferas (antigeno de
excrecion/secrecion) se Reactividad 20% en casos de NCC.
colecta.
Se le determina la
concentracion
de proteinas por el
método de Bradford
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Kagan &Agosin,

p ;
1968
Estandarizacion y evaluacion de
Proteinas de 10 a 26 kd. prueba ELISA usando antigeno
somatico. (INS)
En suero
Extracto de quiste de Lope Sensibilidad: 100%
cisticerco, previamente z etal,
liofiizados. s T
EnLCR
Sensibilidad : 100%
El extracto (antigeno) se
Antigeno obtiene de quistes de Espociticidad 100%
somatico larva de Taenia solium
(cisticercos) realizando EITE pacientes Colombianos,
homogenizacion y sanos y con NCC.
extraccion de lipidos con % :
éter anhidro y solucion ¥
reguladora de veronal o Sensibilidad 79%
con solventes organicos )
(éter-acetona 1:1) en Pinila et al., Especificidad 85%
presencia de inhibidores 2003 —
de proteasas (PMSF 25
mM). Sensibilidad 85%
Especificidad 100%
No reacciones cruzadas
Se obtienen de quistes
extraidos de tejido
porcino, homogenizados GP21, GP18, GP14 y GP13.
y parcialmente
purificados sobre una
columna de lectina de
> EITB en suero ¢ LCR de pacientes
lenteja-sefarosa®. Tsang et al., con NCC.
1989
Glico El resultado es un grupo Sensibilicad 58%.
de glicoproteinas (LLGP) Epecificidad 100%.
proteinas
Separadas por Cualitativas
elactroforesis
resultadndo en siete GP 10-26 Kd de quiste intacio &
antigenos de: 13 kd, 14 fuldo intaquisfioo
Kd, 18 Kd, 21 Kd, 24 kd, AMta sensibilidad y especificidad en
39-42 kD y 50 Kd. foet.al 1998 | _0 & LCR de pacientes con
NCC.
Método de Bradford.

No reaccion cruzada. Cualitativa
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lto et al.. AS Se ha evakiado pépadas siméticos
1998 logrando especificidad pero no
concbilidad.
No dependen de la
An del LLGP:
extraccion del antigeno m::"m ot
nativo.
Proteinas de la tamdlia do 8 kd:
Prote‘ms TS14, TS18varl, TSRS1y
Inmunodiagnostico -
sintéticas cuantitativo. Scheeletal., | Pacientes con NCC y pacientes
2006 Sanos NUNCA eXpuesios.
Perlanscan al complejo Usando ELISA: S y E mayor que ef
LLGP. EITE de LLGP.
Usando WeternBlot tiene similar E
¥ S que EITB de LLGP
Ag recombinanies
ri2aH especificos para
Tsang., 1989 | cisticercosis
r€533 especitico para tenlosis
Los genes que codifican producidas por COC
antigenos de bajo peso
Prot ombinanies:
molecular se clonan de E ]
genotecas de expresion Ag1, AgIV1, Ag2, Ag V1.
Antigenos de cisticercos de Taenia
recombinantes y | sofium. Saho etal; 2000 | gl Setms dn empeis
Genes que
Sensibilidad 97% , Especificidad
codifican 98%; En NCC cronica disminuye un
antigenos Algunos antigenos u%
recombinantes sa _
obfienen en el sistema Protsin 1GPS0.
de expresion de virus 6 Mediante el sistema de expresion
bacterias de baculovirus.
Garcia et al.,
Con EITE con sueros de pacientes
2006 de NCC:
Sensibilidad 90%
Especiticidad 100%
Los genes que codifican Clonacion y expresion del Ag T24
antigenos de bajo pesa el pemploi L 108
molecular se clonan de H k et al Con EITE con sucros de pacientes
Antigenos genotecas de expresion ancock etal, | 4e NCC con dos 6 mas quistes
recombinantes y de cisticercos de Taenia 2006 viables:
Genes que P Sensibilidad 84%
codifican Algunos antigenos Especiticidad S8%
antigenos recombinantes se
obtienen en el sistema Fermreretal., Proteinas recombinantes:Ts3B1,
de expresion de virus & Ts8B2. 75883 Sensibilidad 6%,
bacterias 2007 Espociticidad 91.5%
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Se han desarrollado varios ensayos para la deteccidn de antigenos circulantes tanto en suero
como en LCR y algunos en orina, pero los mejores son los basados en el uso de anticuerpos
monoclonales.

Uno de los antigenos mejor caracterizados del cisticerco de T. solium es el antigeno B (AgB).
AgB fue identificado como un arco de precipitacion en inmunoelectroforesis al confrontar un
extracto de cisticercos con sueros de pacientes con neurocisticercosis y fue el antigeno
reconocido con mayor frecuencia por anticuerpos de los sueros de pacientes con la enfermedad
(Flisser et al., 1975). Estudios moleculares demostraron que AgB corresponde a paramiosina,
una proteina de muasculo del ténido (Laclette etal., 1991). Las glicoproteinas han sido sefialadas
como antigenos especificos en cisticercosis, al respecto Tsang et al. (1989) logro purificar por
cromatografia de afinidad con lectina de lenteja, siete glicoproteinas (GP13, GP14, GP18,
GP21, GP24, GP39-42, GP50) de metacéstodes de T. solium, que exhibian un 98% de
sensibilidad y 100% de especificidad en el diagndstico de cisticercosis, empleandolas en la
técnica de EITB. Dicho ensayo fue reconocido por la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) como el método inmunoldgico de eleccion para el inmunodiagnostico de
neurocisticercosis.

Los antigenos de excrecién/secrecion (E/S) de cisticercos de T. solium también han sido
evaluados en el diagnostico de la enfermedad, obteniendo buenos resultados. Posteriormente
se ha descrito que antigenos de E/S de 14 y 18 kDa son reconocidos por sueros de pacientes
con cisticercosis, y un anticuerpo monoclonal anti-E/S es capaz de detectar estos antigenos en
LCR de pacientes con cisticercosis. A su vez se debe destacar que los antigenos E/S han
mostrado tener la capacidad de discriminar entre cisticercosis activa e inactiva (Sahu, 2014).

Los antigenos de bajo peso molecular de cisticercos de T. solium (8-30 kDa) han sido muy
estudiados debido a su alta especificidad (Lee, 2008).

2.1.1.6.3 PROTEOMICA APLICADA AL DIAGNOSTICO

En las Ultimas décadas se han realizado esfuerzos para caracterizar antigenos que puedan
mejorar la especificidad de los ensayos y utilizar estos antigenos purificados en el
inmunodiagnostico de la enfermedad. El proteoma es definido como el conjunto de proteinas
expresadas por el genoma; en la actualidad la protedmica es una ciencia madura posterior al
campo de investigacion de la gendmica y no solo tiene por objetivo el estudio de las proteinas
producidas por una célula sino también sus isoformas, modificaciones, estructuras e
interacciones (Martins-de Souza, 2014).

El proteoma esta formado con todas las proteinas que se expresan a partir del genoma de un
organismo. La protedmica es una rama de la gendmica que estudia los proteomas, es decir, la
identificacion de las proteinas, el conocimiento de su estructura primaria (secuencia de a-a), la
identificacion de sus modificaciones postraduccionales, su localizacion y la cuantificacion de
la expresion proteica (protedmica cuantitativa).
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La principal herramienta de la investigacion protedmica es la espectrometria de masas (EM),
una tecnologia que incluye la instrumentacion (espectréometros de masas), los métodos de
adquisicion y los softwares de andlisis de datos. Los espectrometros de masas constan de tres
componentes fundamentales: la fuente de ionizacion, el analizador de masas y el detector. De
la combinacidn de estos tres elementos depende la sensibilidad, exactitud y nivel de confianza
que se tiene en la identificacién de una proteina. La EM es una técnica analitica que mide la
relacion masa/carga de una molécula (Reamtong, 2013).

Los enfoques de protedbmica y nanotecnologia son herramientas valiosas para detectar
patdgenos y marcadores de alteracion del hospedador dentro de las plataformas de deteccion
de microfluidos. Estos nuevos dispositivos podrian proporcionar soluciones novedosas para
combatir las enfermedades parasitarias. Los nuevos productos especificos derivados de
parasitos con propiedades inmunomoduladoras se han postulado como los mejores candidatos
para la deteccion temprana y precisa de infecciones parasitarias, asi como para el bloqueo del
desarrollo del parasito (Nhancupe, 2016).
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Figura 8.

Proceso de identificacion de proteinas a partir de un andlisis de espectrometria de masas.
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I11. METODO
3.1 PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales de isotipo IgM fueron purificados a partir de sobrenadante de
cultivo celular mediante el uso de particulas magnéticas ligadas a proteina L (Thermo Scientific
8849), esta es una proteina recombinante utilizada por su afinidad a las cadenas ligeras de tipo
kappa de los anticuerpos de humano y raton. La purificacion del sobrenadante de cultivo celular
se optimizo teniendo en cuenta los siguientes parametros: cantidad de particulas magnéticas,
concentracion de muestra a purificar y rendimiento de particulas magnéticas. Para todos los
ensayos se siguié un protocolo general y se modificd de acuerdo a los parametros de
evaluacion. Se probaron los parametros de concentracion de muestra: 50 ul de sobrenadante de
cultivo concentrado 50 veces por el método de Minicon y 50 ul de sobrenadante de cultivo
celular sin concentrar, ambos con 450 ul de Buffer de union (TBS-Tween 0.05%). También se
probd 2.5 ml de sobrenadante de cultivo con y sin buffer de unién. Para determinar la cantidad
de particulas magnéticas Optima, se probaron dos cantidades de particulas de 0.0125 mg y
0.0375 mg. Se evaluaron también purificaciones suscesivas con las mismas particulas para
evaluar su rendimiento.

Para realizar la purificacion se colocaron las cantidades descritas anteriormente de las
particulas magnéticas en un vial con 500 ul de buffer TBS Tween 0.05%, se homogenizo6 con
movimientos suave, se colocaron en el soporte magnético para colectar las particulas y se
descarto el sobrenadante. De esta manera se repitié el lavado por dos veces mas. Se agrego la
muestra de sobrenadante de cultivo celular, previamente filtrado (Millipore 0.45 um), y se
incubd durante una hora en rotor. El sobrenadante de cultivo fue retirado y guardado para
posteriores andlisis. Se agreg6 300 ul de buffer de elucion (Glicina 0.1M pH 2) e incub6 durante
45 minutos. Se colecto el sobrenadante que contenia a los anticuerpos eluidos y se agrego 45
ul de buffer de neutralizacion (Tris 1M pH 8.8). Las particulas fueron lavadas y guardadas en
150 ul de PBS Tween 0.05% Azida de Sodio 0.05% a 4°C para ser reutilizadas.
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Figura 9.

Procedimiento de purificacion con beads proteina L.
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Los anticuerpos monoclonales resuspendidos en la solucion de Tris-Glicina se concentraron en
intercambiaron al buffer PBS mediante el uso de Amicon Ultracell 10K, este método es un tipo
de concentracion por ultracentrifugacién donde las proteinas mayores a 10 kDa (como los
anticuerpos) se quedan suspendidas en la parte superior del tubo y las de menos tamafio pasan
a través de la membrana hacia la parte inferior del tubo. Siguiendo ese principio se colocé 10
ml de anticuerpo purificado en el tubo Amicon Ultracell 10k y se centrifug6 a 4000 g por
aproximadamente 15 minutos hasta llegar al volumen de 1 ml, se agregé 5 ml de PBS y se
volvio a centrifugar, se repitio este intercambiado de buffer 3 veces, hasta llegar al volumen de

500 ul.
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Figura 10.

Procedimiento de concentracion con Amicon Ultracell 10K. (Tomado de Millipore ©)

La cuantificacion de anticuerpos monoclonales purificados se realizd6 mediante el método de
Lowry con el kit DC Protein Assay, basado en la reaccién del tartatro de cobre alcalino vy el
reactivo de Folin con la presencia de tirosina y triptéfano de los aminoacidos, y también se
utilizé una curva estandar de Gamma globulinas de 0-2000 ug/ml. Se agregd 5 ul de cada
concentracion de la curva estandar en los pocillos de la placa, por duplicado y se agregd 5 ul
de reactivo A, rapidamente se adicion6 200 ul de reactivo B y se dejo incubando en oscuridad
y movimiento constante durante 15 minutos. Finalmente, se realiz6 la lectura a 650 nm en el
espectofotometro y con el programa Softmax Pro 4 se obtuvieron los valores estimados de la
concentracion de cada anticuerpo.

El control de calidad de los anticuerpos monoclonales purificados se realizé mediante la técnica
de ELISA, Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot. Para la primera técnica se realiz6 un
ELISA de tipo indirecto, para lo cual se sensibilizé una placa con 100 ul de antigeno somatico
de quiste de T.solium [5 ug/ml] resuspendido en buffer Bicarbonato y se incubé 2 horas a
temperatura ambiente en movimiento. Luego de lavar con 170 ul de PBS-Tween 0.05%, se
bloqued con 200 ul de PBS Tween 0.05% leche 5% e incub6 30 min a 37°C en movimiento,
luego se adicion6 100 ul de anticuerpo monoclonal purificado y concentrado a una dilucién de
1/10 y se incub0 durante 45 minutos. Se agrego el 100 ul de conjugado anti IgM mouse -
Biotinilado (dilucién 1/4000) y se incubd 30 minutos, se afiadié 100 ul de Streptavidina-HRP
(dilucién 1/10000), se incubd 15 minutos y finalmente la reaccion se evidencié con 100 ul del
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sustrato TMB (Tetrametilbenzidina), el cual se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. La lectura se realizd en el espectofotdmetro a 650 nm.

También se realiz6 una corrida en SDS-PAGE en un gel de 15% para evidenciar bandas que
representen al anticuerpo IgM. EI gel se colored con Azul de Coomasie.

3.2 CONJUGACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES A PARTICULAS
MAGNETICAS

Los Dynabeads© M-270 Epoxy M-270 son particulas magnéticas (beads magnéticos) que
tienen una medida de 2.8 um, conteniendo en su superficie el grupo epoxy, lo que le permite
unirse covalentemente a través de un enlace de tipo amino primario a los grupos sulfhidrilo de
las proteinas o péptidos sin alterar su estructura o funcionalidad; estas caracteristicas hacen a
estas particulas magnéticas ideales para el acoplamiento de anticuerpos, proteinas y enzimas
funcionales. Ademas poseen una superficie hidrofilica que ayuda a la dispersiony facil manejo
con una amplia variedad de buffers. Para el acoplamiento de las particulas magnéticas a los
anticuerpos monoclonales purificados se utilizo el kit Dynabeads© Antibody Coupling, se
conjugd 25 ug de anticuerpo monoclonal (IgM) con 2.5 mg de Dynabeads© M-270 Epoxy
siguiendo las instrucciones del proveedor: Los beads fueron lavados 3 con ayuda del magneto
y el buffer C1, se agreg6 el volumen de anticuerpos correspondiente a 2.5 mg y se completd
hasta 250 ul con buffer C1, se homogeniz6 manualmente por 1 minuto y se agrego6 250 ul de
buffer C2 para obtener un volumen final de 500 ul en el tubo, finalmente se incubé overnight
(16-24 horas) a 37°C en movimiento constante. Al dia siguiente, se retird el sobrenadante y se
guardd para posteriores analisis, se realizd un lavado con 800 ul de buffer HB y LB
(previamente suplementados con 0.01% de Tween), se realizaron tres lavados mas con 800 ul
del buffer SB, se resuspendid en 250 ul de este mismo buffer y se guardo a -4°C para su uso.
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Figura 11.

Enlace tipo amino formado luego de la conjugacion del mAb con las particulas magnéticas
epoxy.

El control de calidad de la conjugacion y determinacion de cantidad optima de beads para
posteriores ensayos, se realizd detectando los anticuerpos acoplados a los beads con un
conjugado anti IgM en un tubo. Se alicuot6 5, 10 y 15 ul de beads conjugados en 3 tubos y
luego de realizar 3 lavados con 500 ul de PBS-Tween 0.05%, se bloqued con 500 ul de PBS-
Tween 0.05% leche 5% durante 45 minutos en rotor. Se agregd 100 ul de conjugado anti IgM
mouse - Biotinilado (dilucion 1/4000) e incub6 30 minutos, se afiadio 100 ul de Streptavidina-
HRP (dilucion 1/10000) y se incubd 15 minutos a 37°C. Finalmente se agreg6 100 ul de sustrato
TMB. Se traspaso los 100 ul a una placa de ELISA 'y se leyd en el espectofotdmetro a 650 nm.
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Figura 12.

Proceso del control de calidad de conjugacion.

Se realiz6 el control de calidad también mediante la técnica de Western Blot, eluyendo el
complejo beads-mAb con 15 ul de sample buffer (Glicerol, Azul de bromofenol, SDSy DTT)
y calentando a 96°C por 5 min en bafio maria, con la ayuda del magneto se retird el
sobrenadante y se corrid en un gel de acrilamida de 15%. Luego se transfiridé a un papel de
nitrocelulosa y se incub6 overnight con conjugado anti IgM mouse, se realizaron 3 lavados con
PBS Tween 0.3% y 2 con PBS de 5 minutos cada uno. Se revel6 con una solucién de DAB
(Diaminobencidina), Peroxido de hidrogeno y PBS, se incubd durante 15 minutos hasta
observar la aparicion de bandas de color marroén.

3.3 CONJUGACION DE PARTICULAS MAGNETICAS-mAb CON ORINA

Las particulas magnéticas se conjugaron con pool de orina positiva de pacientes con
neurocisticercosis, para comprobar la capacidad de captura de los anticuerpos monoclonales
acoplados a particulas magnéticas se realizd un control de calidad mediante la técnica de
ELISA-bead based. Para ello, se colocé 5 ul de beads conjugados en cada pocillo de la placa y
se lavo 3 veces con PBS Tween 0.05% con la ayuda de un lavador magnético. Se bloque6 con
150 ul de PBS Tween 0.05% NBCS 1% durante 15 minutos a 37°C, luego se colocé el lavador
magnético debajo de la placa y se esper6 a que los beads se unan formando un botén, se descartd
el sobrenadante y se agregd 100 ul de pool de orina positiva y negativa, se incub6 15 minutos
a 37°C en movimiento y luego se coloco la placa a 4°C overnight. Al dia siguiente, se lavé 3
veces, se agregd 100 ul [5 ug] de anticuerpo monoclonal contra T. solium biotinilado y se
incubd 45 minutos a 37°C en movimiento. Se adicion6 100 ul de Streptavidina-HRP (1/10000)
y se incubd 15 minutos. Para terminar, se agregd 100 ul de TMB y luego de incubarlo 5 minutos
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en oscuridad, se adicion6 50 ul de solucién de parada (HCI 1N) y se ley6 en el espectofotometro

a 450 nm.
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Figura 13.

Esquema de captura y deteccion del antigeno en orina. (Derecha) Complejo formado en el
ELISA ELISA-bead based.

Para obtener el complejo bead-mAb-antigeno, se alicuotd 5 ul de beads conjugados por tubo y
se lavo 3 veces con 500 ul de PBS Tween 0.05% con la ayuda de un magneto, se bloque6 con
PBS Tween 0.05% leche 2% durante 2 horas en rotor a temperatura ambiente. Se conjugaron
varios volumenes de pool de orina (1 ml, 1.5 ml y 5 ml) con los beads y se incub6 overnight.
Finalmente, se retird el sobrenadante y se resuspendieron los beads en 20 ul de PBS para luego
ser eluidos.

Figura 14.

Proceso de conjugacion de particulas magnéticas epoxy-mAbs a muestras de orina.
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3.4 ELUCION DE ANTIGENO CAPTURADO

Para eluir el antigeno del complejo formado en la conjugacion se probaron varios métodos de
elucion: denaturantes (DTT, Urea 7M, EDTA-SDS, CTAB-SDS), no denaturantes por bajo pH
(Glicina 0.2 M, Acido citrico 0.01M) y no denaturantes por fuerza ionica (Acetato). Se retird
los 20 ul de PBS en los que fueron resuspendidos los beads con la ayuda del magneto, y se
adicion6 20 ul de cada solucidn para eluir, se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente en
movimiento y luego se calentaron a 96°C por 10 minutos. Se colocaron los tubos en el magneto
y los 20 ul de eluidos se traspasaron a tubos limpios, neutralizando con 3.75 ul de buffer Tris-
HCI 1M pH 8.8.

DTT
W, Vo e 1oy
MGE for ! "
Urea 7M
8 Denaturantes s
O CTAB-SDS
=
+))
Q EDTA-SDS 3
©
v s -t
-8 Glicina 0.2M pH.2 : )
9 Bajo pH o s o comem
e Citrato 0.01M pH P
2 No denaturantes 25
Fuerza ibnica Acetato T

Figura 15.

Esquema de los métodos de elucién utilizados en el estudio.

El control de calidad de las eluciones se realizé mediante electroforesis SDS-PAGE en geles
de acrilamida de gradiente de 15-25 % y geles de 18%, y evaluando el sobrenadante post-
conjugaciéon mediante un ELISA directo con anticuerpos monoclonales utilizando anticuerpo
monoclonal biotinilado como deteccion.

3.5 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La caracterizacion del antigeno eluido se realiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE en
geles de acrilamida de 18% y 15-25%. Se adiciond a cada tubo de eluido 2.5 ul de sample
buffer no denaturante (glicerol, SDS, azul de bromofenol) y se homogenizé. Se carg6 15
ul en cada pocillo del gel y se corrié a 5 mA por gel en la fase stacking y 7.5 mA por gel
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en la fase de resolving. Al finalizar la corrida, se retird el gel de los vidrios y se realizo la
coloracion con nitrato de plata con el kit Silver Stain BioRad ©, para el cual se incubo el
gel en una solucién fijadora overnight en movimiento constante. Luego, se enjuagé con
agua ultra pura y se agrego la solucion Oxidizer durante 8 minutos, se realizaron lavados
durante 15 minutos hasta retirar la coloracién naranja del gel y se agrego la solucion de
nitrato de plata por 20 minutos, se realiz6 un lavado rapido de 2 minutos y finalmente se
agrego la solucion Developer y se dej6 incubando por 40 minutos, cambiandola
continuamente. Cuando las bandas del gel aparecieron, se detuvo la reaccion con solucion
de parada (acido acético 5%).
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Figura 16.

Procedimientos para la electroforesis SDS-PAGE.

3.6 WESTERN BLOT

Luego de realizar la corrida electroforética, los geles fueron transferidos a una membrana de
nitrocelulosa de 7x7cm, se transfirid a 2 A° durante 2 horas. Al finalizar la transferencia, las
membranas de nitrocelulosa fueron lavadas con PBS-Tween 0.3%. La membrana de
nitocelulosa transferida, se incubé overnight con sobrenadante de cultivo celular de anticuerpo
monoclonal IgM diluido 1/5 con PBS Tween 0.3% leche 1%. Al dia siguiente, luego de lavar
se agreg0 el conjugado anti IgM mouse (dilucion 1/4) y se incub6 durante 2 horas en
movimiento. Luego se agrego streptavidina-HRP (dilucién 1/10000) e incubo por 30 minutos.
Para evidenciar las bandas, se adiciond la solucion reveladora con DAB.
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Figura 17.

Procedimiento y fundamento de transferencia en la técnica de Western Blot.
3.7 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

El analisis de la espectrometria de masas a los eluidos se realizo en el laboratorio de protedmica
en la Universidad Jhons Hopkins (Baltimore, USA). Los datos obtenidos fueron analizados en
el programa Scaffold version 4.0 y contrastados con las bases de datos de Taenia disponibles
en NCBI.
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IV. RESULTADOS
4.1 PURIFICACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

En la purificacion de anticuerpos monoclonales por el método de particulas magnéticas unidas
a proteina L se evaluaron tres pardmetros:

Los resultados de los ensayos para determinar las condiciones de la muestra de sobrenadante
de cultivo, las mayores lecturas de OD (2.202 y 2.201) en la prueba de ELISA, se obtuvieron
para los tubos donde se conjugd 1.5 ml de sobrenadante de cultivo sin concentrar y sin buffer
de unién (TBS-Tween 0.05%) y en el que se concentrd previamente (Tabla 3). Se evaluaron
también los sobrenadantes pos conjugacion y se obtuvieron valores de OD menores a 0.1. Por
lo que el paso de la concentracion de sobrenadante de cultivo y la presencia de buffer de unién
no es necesario para la purificacion de anticuerpos por este método.

Tabla 3.

Resultados de experimentos para determinar condiciones dptimas de la muestra a purificar.

Muestra sin Muestra Buffer = Beads Eluido
concentrar  concentrada de proteina  (OD)
union L
TBS
Experimento 1.5ml Sl (factor 450ul 0.0125 2.202
A 50X: 50ul) mg
Experimento 50ul NO 450ul 0.0125 0.932
B mg
Experimento 1.5ml NO - 0.0125 2.201
C mg
Experimento 1.5ml NO 5ml 0.0125 2.035
D mg

Para demostrar la cantidad de conjugaciones que se le pueden realizar a los mismos beads sin
afectar su rendimiento y la cantidad de beads dptima, se utilizaron dos cantidades (0.0125 mg
y 0.0375 mg) y se realizaron 12 conjugaciones durante 4 dias, la primera conjugacion del dia
se realiz6 con 1.5 ml de sobrenadante de cultivo nuevo y 300 ul de buffer de elucién y dos
pasadas mas conjugando el sobrenadante pos conjugacion de la pasada anterior. En la tabla 4
se muestran los resultados del ELISA donde para todos los primeros eluidos del dia (1°, 4°, 7°
y 10° uso) se observan OD similares oscilando entre 2.4 y 1.5 indistintamente del nimero de
uso de los beads. Como se muestra en el gréfico 1 para los beads de volumen de 0.0375 ul y
para los beads de volumen 0.0125 mg, los valores de los primeros eluidos se mantienen estables
en el segundo y tercer dia de uso y los valores de los segundos y terceros eluidos son menores
a 0.7, demostrando que no se recupera anticuerpo después de la primera conjugacion del dia.
En la figura 19 se comparan los OD de ambos volimenes de beads en el primer eluido del dia
y estos se mantienen relativamente estables (oscilando entre 1.3 y 2.4) a pesar de llegar hasta
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la décima pasada, sin embargo, en la capacidad de captar IgM de ambos volumenes de beads
se determind evaluando los sobrenadantes pos conjugacion; se muestran valores mayores de
OD (0.29 a 0.1) para el volumen de 0.0125 mg de beads que para la otra cantidad.

Tabla 4.

Resultados de eluidos durante 4 dias de uso continuo hasta su 12vo uso.

Elucion
N° de uso N° de
de beads pasadas 0.0375 mg 0.0125 mg
oD oD
Dia l 1° uso 1° pasada 1.304 1.958
2° uso 2° pasada 0.381 0.525
3° uso 3° pasada 0.035 0.055
Dia 2 4° uso 1° pasada 2.282 2.287
5° uso 2° pasada 0.715 0.737
6° uso 3° pasada 0.104 0.095
Dia 3 7° uso 1° pasada 2.345 2.128
8° uso 2° pasada 0.513 0.789
9° uso 3° pasada 0.118 0.13
Dia 4 10° uso 1° pasada 1.722 1.596
11° uso 2° pasada 0.285 0.603
12° uso 3° pasada 0.016 0.067
3
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Figura 18.

Resultados de eluciones de 0.0375 mg de beads durante los 4 dias. Resultados de eluciones de
0.0125 mg de beads durante los 4 dias.

Rendimiento de la purilicacion de anticuerpos

Figura 19.
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Se observo que en los sobrenadantes pos conjugacion no existia grandes cantidades de
anticuerpo por lo que se probd 1.5 ml de sobrenadante de cultivo nuevo en cada conjugacion.
En la figura 20 se observa el rendimiento de los beads con sobrenadante de cultivo nuevo en
cada conjugacion, los valores de OD van desde 1.24 a 0.961 para los sobrenadantes nuevos.

Figura 20.
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Resultados de elucién en los 3 usos con sobrenadante de cultivo nuevo.
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Los resultados de la purificacion se muestran en la tabla 5 donde se obtuvo 0.660 ug/ a partir
de 70 ml de sobrenadante de cultivo celular. En los resultados de ELISA de control de calidad
se realizaron diluciones seriadas desde 1/100 hasta 1/1600 manteniendo ODs desde 2.5 hasta
1.5 a diferencia de las del sobrenadante de cultivo antes de ser purificado, que muestra valores
bajos; los valores de OD aumentan significativamente en los anticuerpos purificados y
concentrados de 1.14 a 3.38.

Tabla 5.

Resultados de cuantificacion y ELISA de purificacion de anticuerpos monoclonales

Sobrenadante
Dilucién de cultivo Anticuerpos
Volumen de celular SIN  PURIFICADOS Volumen  Concent
inicial muestra  PURIFICAR final final
ELISA (OD) ELISA (OD)
1/100 0.862 2.108
1/200 0.460 1.551
[e0]
< 70 ml 1/400 0.275 1.899 800 ul 0.660
) mg/ml
= 1/800 0.159 1.936
1/1600 0.075 1.789

Ademas se realizo la electroforesis SDS-PAGE comparando los anticuerpos purificados y
sobrenadantes (1/100), se colocd un control de medio de cultivo en el cual se observa gran
cantidad de restos de albimina (aproximadamente 67 kDa) y otras proteinas en el carril. Al
comparar las bandas de sobrenadantes y purificados, se observa una banda tenue de 75 kDa en
los sobrenadantes y en los purificados la misma banda perteneciente a la cadena pesada del
anticuerpo pero mas gruesa y definida (Figura 21-izquierda). La purificacion también se
comprobo al colocar medio de cultivo en un carril y observar la presencia de muchas proteinas
contaminantes propias del medio, comparado con el anticuerpo purificado en el carril 3 de la
figura 21 (derecha).
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Figura 21.

Electroforesis en SDS-PAGE de anticuerpos purificados y sobrenadantes tefiido con Azul de
Coomasie.

4.2 CONJUGACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES A PARTICULAS
MAGNETICAS

La evaluacion de la conjugacion de particulas magnéticas epoxy con los anticuerpos
monoclonales purificados obtuvo valores de OD de +£3.9 para 0.2 mg de particulas conjugadas,
de £2.5 para 0.1 mg y de +0.5 para 0.05 mg de particulas. En la Tabla 6 se muestra la reaccion
de union del anticuerpo acoplado a las particulas con el anti-lgM mediante la coloracion azul,
se puede diferenciar la intensidad de color en cada volumen de particulas usadas.

En la reaccion de Western Blot, se observaron dos bandas pertenecientes a la cadena pesada
del anticuerpo (75 kDa) y a la cadena ligera (25 kDa). Las bandas aumentan en grosor y nitidez
al aumentar el volumen de las particulas magnéticas conjugadas.

Tabla 6.

Resultados de evaluacion de volimenes de particulas magnéticas conjugadas con mADbs.

Beads oD Beads-mAbs oD
0.2 mg 0229 [ 02 mg +3.019
0.1 mg +0256 | 0.1 mg +2 579

¢

0.05 mg +0.169 0.05 mg +0.230

—

4.3 CONJUGACION DE PARTICULAS MAGNETICAS-mAb CON ORINA

El control de calidad de la conjugacion que se realizd6 mediante la técnica de ELISA-bead
based, mostré OD de £3.9 en orina positiva y +0.7 en orina negativa, el control positivo
(ag.somatico) obtuvo OD de +4.0 y el control negativo (PBS) de +0.2, demostrando asi que el
anticuerpo monoclonal acoplado a las particulas magnéticas era capaz de capturar altas
cantidades de antigeno presente en pool de orina de pacientes con NCC.

Tabla 7.

Resultados de evaluacion de volumenes de particulas magnéticas conjugadas con mADbs.

BEADS EPOXY CONJUGADOS CON ORINA

Beads- mADb (0.1mg) Muestra oD
Epoxy-TsW8 Orina + 3.987
Epoxy-TsW8 Orina - 0.755
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Epoxy-TsW8 Ag. somatico (5 ug/ml) 4
Epoxy-TsW8 PBS 0.208

4.4 ELUCION DEL ANTIGENO CAPTURADO

Los métodos de elucion de tipo denaturantes (DTT, Urea 7M, EDTA-SDS, CTAB-SDS), en la
electroforesis no se mostraron bandas (figura 23) o aparecian pero de alto peso molecular (sobre
los 100 kDa), en el caso del buffer CTAB-SDS y buffer Acetato no se mostraron bandas en la
corrida electroforética, solo rastros de proteinas degradada. Los métodos no denaturantes por
bajo pH (Glicina 0.2 M, Acido citrico 0.01M) obtuvieron un mismo patrén de tres bandas de
bajo peso molecular, menores a 50 kDa; sin embargo, el buffer glicina mostré bandas mas
nitidas y fuertes. A diferencia de la elucion del antigeno somatico con métodos de elucién
denaturantes que si mostraban un patron de bandeo y con el método de elucion no denaturante
(Glicina) no mostraban bandas (Figura 25).

En el control de calidad mediante ELISA directo de los eluidos, no hubo diferencias
significativas entre los métodos de elucion con buffer glicina y &cido citrico, obteniendo OD
de £ 2.5y + 2.4, respectivamente. EI ELISA de los segundos eluidos se realizd para comprobar
que en la primera elucién se recuperaba el maximo de antigeno, en este ensayo los valores para
glicina y citrato también resultaron muy similares, ambos con OD <+ 0.5 (Tabla 8).
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Figura 22.
Electroforesis en SDS-PAGE de antigeno eluido con DTT.
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Figura 23.
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Comparacion de la elucion de antigeno somatico y antigeno de orina con buffers de elucion:
DTT y Glicina.

\ 4 5 6 MARC | ORINA | ORINA

LEYENDA:

4 : Elucién con Glicina de ORINA +

5 : Elucién con Glicina de ORINA -

6 : Elucién con Glicina de Az.somatico 4 ug

Figura 24.

Elucion de antigeno de orina con buffer Glicina.
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: Orina -

00 NV A WN R

Figura 25.

Comparacion de la elucion de antigeno de orina con buffers glicina y &cido citrico.
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Tabla 8.

Resultados de evaluacién mediante ELISA de segundos eluidos con buffer glicina y citrato.

Segundos Eluidos

Método de elucién Muestra Dilucidn oD
0.505
Glicina 0.464
Orina + 1/10 0.492
0.488
Citrato
0.471

4.5 CARACTERIZACION DE ANTIGENO

Al realizar la caracterizacion del antigeno mediante Western Blot, se identificaron tres bandas
de ~40.7 kDa, ~33.4 kDa y ~27.1 kDa. ElI Western blot confirmd la presencia de estas tres
bandas, luego de ser enfrentado con anticuerpo monoclonal.
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3: eluido +
4: Orina +

Figura 26.

Western Blot realizado al antigeno de orina eluido.

4.6 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Los resultados de espectrometria de masas analizados en Scaffold 4.0 identificaron alrededor
de 100 proteinas presentes en los eluidos, de las cuales solo 2 de ellas tenian sobre el 95% de
similaridad con proteinas presentes del género Taenia. Las proteinas halladas fueron actina
(~41.2 kDa) y la subunidad § de ATP-sintasa (~27 kDa).
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Figura 27.

Resultados de espectrometria de masas (MS) en el programa Scaffold.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS
5.1 PURIFICACION Y USO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los métodos actuales de purificacion de proteinas (en especial anticuerpos) se basan en la
purificacion por afinidad, que consisten en la purificacion mediante la unién especifica por una
molécula a la cual presenta alta afinidad. En este estudio se utilizd este tipo de purificacion
donde la proteina L se une por afinidad a la cadena ligera del anticuerpo (Nilson et al, 1993);
esto es de mucha ayuda cuando las regiones Fc no estan expuestas como en el caso de las IgM.
Ademas se usaron microparticulas magnéticas como soporte de la proteina L, como menciona
el Arruebo (2009) las microparticulas magnéticas presentan ventajas en la purificacion ya que
acorta los tiempos del proceso ya que requiere solo de una etapa de union y otra de elucién, a
diferencia que el método convencional en una columna de agarosa que requiere 4 etapas y una
concentracion previa del sobrenadante de cultivo celular, y correria el riesgo de contaminarse
o diluir mucho la muestra afectando al rendimiento de la purificacion (Lee et al, 2008), otra
ventaja es que no necesita de equipos especializados para realizarse y posee una baja union a
proteinas no especificas; con estas caracteristicas la purificacion de anticuerpos monoclonales
es mas sencilla.

El uso de anticuerpos monoclonales para mejorar la sensibilidad y especificidad de las técnicas
de diagnostico ha sido reportado por Kerckhoven y col. (1998), quien utilizé anticuerpos
monoclonales de isotipo IgG, producidos contra Taenia saginata, para mejorar la performance
del WB; los monoclonales presentaron mayor afinidad por los productos de
secrecidn/excrecion del parasito, mejorando de esta forma la sensibilidad de 56% a 92% y la
especificidad de 93.4% a 98.7% para cisticercosis por T. saginata.

Los anticuerpos monoclonales utilizados para este estudio fueron producidos por el grupo de
trabajo de Neurocisticercosis del Peru; Paredes (2016) realiz6 la produccion de 21 clonas de
mADbs, siendo este el primer reporte de mAbs generados contra quistes y permitiendo asi el
desarrollo de ensayos especificos para T. solium , a fin de evitar la deteccidn de otros antigenos
de reaccion cruzada de céstodos en cerdos, el desarrollo de ensayos sensibles para permitir la
deteccion de todas las infecciones por T.solium y el descubrimiento de antigenos Unicos cuya
presencia y niveles se correlacionan con informacién clinicamente Gtil, como una medida de
dafo agudo del quiste o muerte del parasito. La eleccion del anticuerpo codificados como
TsW8 se realizo en base a un ensayo previo realizado por el grupo de trabajo donde se identificd
el mejor par de estos mAbs para un ELISA directo tipo sandwich en orina; la
inmunolocalizacién de esta clona de mAb indica que el antigeno capturado esta presente en
estructuras superficiales del cuello (escélex) y pared del quiste.

La optimizacion del protocolo de purificaciéon mediante beads magnéticos con proteina L,
permitio acortar los pasos de concentracion antes de la purificacion y demostré que de los
beads magnéticos son reutilizables sin afectar el rendimiento de la purificacion. Para el
anticuerpo monoclonal purificado TsW8 a partir de un volumen de 70 ml de sobrenadante de
cultivo celular se purific6 y concentrd hasta obtener 800 ul a una concentracion de 660 ug/mi
y la reactividad de los anticuerpos purificados se evalué mediante la técnica de ELISA, donde
hasta en la dilucion 1/1600 mostré valores de OD elevados (1.79).
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El analisis de purificacion mediante electroforesis SDS-PAGE nos permitiéo comprobar la alta
afinidad de la proteina L con las cadenas del anticuerpo, pues en el gel solo aparecieron las
bandas pertenecientes a la cadena pesada de la IgM, no aparecieron proteinas inespecificas. A
fin de comprobar que el medio de cultivo poseia alta carga de proteinas se colocé medio de
cultivo, el cual mostr6 abundantes proteinas de diferentes pesos moleculares, y principalmente
una banda muy gruesa de 67kDa perteneciente a la aloimina (Prieto et al, 2006). Ademas al
comparar una muestra de sobrenadante de cultivo celular y una muestra purificada y
concentrada (en la misma dilucion) se observaron bandas mas definidas y fuertes en el
purificado pues en el sobrenadante de cultivo hay poca cantidad de mAbs en comparacion con
otras proteinas presentes. Para corroborar que las bandas que aparecian en la electroforesis
pertenecian al anticuerpo purificado se realizé un western blot que ademas de mostrar la cadena
pesada de la IgM, también mostro la cadena ligera de 25 kDa y confirmé asi que los anticuerpos
no habian perdido funcionalidad por ello fueron detectados por los anti IgM del conjugado.

5.2 CONJUGACION Y USO DE PARTICULAS MAGNETICAS

Los epdxidos son grupos funcionales que permiten inmovilizar covalentemente proteinas. Son
grupos muy estables en condiciones de pH neutro. Los epdxidos son capaces de reaccionar con
distintos componentes de la superficie proteica (amino, hidroxilo, sulfhidrilo, imidazol), dando
lugar a uniones multipuntuales muy estables. Para favorecer la reaccion con los epdxidos, es
preferible trabajar en condiciones donde el pH de la reaccidn sea basico y la temperatura del
sistema moderadamente elevada (Mateo y col., 2000). La conjugacion de los anticuerpos con
con el grupo epoxy ha sido ampliamente utilizada en otros estudios. Ademas, las particulas
magneéticas facilitan el proceso de conjugacion a los anticuerpos ya que esta plataforma permite
un facil manejo y no requiere equipos especializados para ser utilizada. Al determinar la
concentracion de particulas epoxy conjugadas con IgM ideal se observé que para un volumen
de 0.2 mg la reaccién llegaba a un punto de saturacion por lo que se decidio trabajar con el
volumen de 0.1 mg que mostraba una OD maés estable (£2.5).

La conjugacion de particulas magnéticas-mAb con orina se realiz6 de manera exitosa,
comprobandose con el ELISA basado en particulas magnéticas que se elabord como control de
calidad. El complejo particulas magnéticas-mAb-antigeno se dio gracias a muchos factores
como: el uso de particulas magnéticas que permite concentrar la muestra de orina ya que posee
una superficie esférica que acoplada a los IgM genera mayor capacidad de captura, los
anticuerpos utilizados para capturar el antigeno son monoclonales lo cual asegura la
especificidad y son IgM que al ser un pentamero tiene mayor superficie de captura

5.3 ELUCION DE ANTIGENO CAPTURADO

Los métodos para eluir proteinas se pueden dividir en dos tipos: los denaturantes que implica
la ruptura de enlaces de union no solo entre las dos proteinas, sino también la ruptura de la
misma molécula target y los no denaturantes que debilitan la unién especifica de ag-mAb
permitiendo obtener una molécula target en su estructura nativa y su funcionalidad completa.
En este estudio, con los métodos de elucion denaturantes se obtuvieron bandas de alto peso
molecular que no pertenecian al antigeno (Nascimento, 1987).
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La purificacion de afinidad implica interacciones de union no covalentes especificas entre el
ligando y las moléculas target. Primero, las moléculas de ligando se inmovilizan en un soporte
solido, tal como particulas magnéticas. Entonces este complejo que contiene el las moléculas
target (es decir, la molécula que se purifica) se agregan al soporte sélido, permitiendo que las
que estas se unan por su afinidad especifica a las moléculas de ligando inmovilizadas. Después
de lavar los componentes no ligados de la mezcla compleja, las moléculas target capturadas se
liberan y se recuperan (es decir, se eluyen) de las moléculas de ligando utilizando condiciones
de tampon que interrumpir la interaccién de afinidad (Kumar, 2015).

Las condiciones apropiadas del buffer de elucion en la purificacion por afinidad son tan
variadas y dependen de las caracteristicas de moléculas target y sus propiedades de unién
quimica. Existen condiciones Unicas de vinculacion / elucién para ciertos sistemas de afinidad,
como entre lectinas y azlcares, metales divalentes quelados y etiquetas de histidina, y sustratos
y enzimas; sin embargo, las condiciones para la elucion de las interacciones de afinidad
anticuerpo (mAb)-antigeno (ag) (inmunoafinidad) son mas predecibles. La unién mAb-ag
generalmente es mas eficiente en buffers acuosos a pH fisiologico y fuerza idnica, como en
tampdn fosfato solucion salina (PBS). En consecuencia, la elucion se puede lograr elevando o
disminuyendo el pH o alterando el estado i6nico para interrumpir la interaccién de enlace
(Thermo Scientific, 2009).

Los anticuerpos policlonales y monoclonales difieren en su interaccién con antigenos, que
requieren diferentes estrategias para la elucion. Los anticuerpos policlonales por definicidn son
una mezcla de muchas variedades de anticuerpos, cada una de las cuales responde a diferentes
epitopos por mecanismos diferentes. Por el contrario, los anticuerpos monoclonales se unen a
un epitopo especifico mediante una combinacion uniforme de enlaces no covalentes,
permitiendo una elucion efectiva por una condicién especifica.

El buffer de elucion més utilizado para la purificacién por afinidad de proteinas es 0,1 M de
glicina -HCI, pH 2-3. Este buffer disocia eficazmente la mayoria de las interacciones proteina-
proteina y union mAb-ag sin afectar permanentemente la estructura de la proteina. Sin
embargo, algunos anticuerpos y proteinas se dafian por un pH bajo, por lo que las fracciones
eluidas se neutralizan inmediatamente después de la recuperacion mediante la adicion del
buffer alcalino Tris- HCI 1 M, pH 8.5 (Kumar, 2015). Este fue el método que mejor funcion6
en este estudio, pues los métodos denaturantes degradaron completamente al antigeno en orina
pues no aparecian bandas de bajo peso molecular en el gel tefiido, el buffer acido citrico
también obtuvo el mismo patrén de bandas que el método de glicina, ademas de obtener valores
muy similares en el control de calidad de los eluidos y segundos eluidos; sin embargo las
proteinas eluidas con el buffer glicina mostraron bandas mas intensas que las otras.

5.4 CARACTERIZACION DE ANTIGENOS DE Taenia solium

Los antigenos comerciales utilizados para diagnosticar la neurocisticercosis humana (NCC) se
obtienen a partir de un extracto de paréasito soluble o una fraccion de glicoproteina derivada del
parasito, por ejemplo los antigenos de baja masa molecular, excretores/secretores, extracto
soluble crudo extracto salino total, antigeno B, glicoproteinas de lectina de lenteja (LLGP),
fluido vesicular, extractos de membrana y escélex, antigenos somaético, proteinas
recombinantes, y péptidos sintéticos.
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Existen numerosos reportes sobre la caracterizacion de antigenos a partir del parasito crudo,
productos de excrecion/secrecion y CSF: Lee E (2008) realizo el analisis protedmico de un
complejo de proteina de 120 kDa en fluido de cisticercos de T solium y otros complejos de 42-
46, 22-28 kDa y 3 subunidades compartidas de 14, 16 y 18 kDa, las cuales se catalogaron como
glicoproteinas de bajo peso molecular y al ser enfrentadas a muestras de suero reaccionaron
identificando infecciones vivas. Salazar-Anton (2011) caracterizd antigenos presentes en suero
proveniente de pacientes centroamericanos a través de la técnica de electroforesis 2D y un
posterior analisis de espectrometria de masas y determind 6 proteinas inmunoreactivas:
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, proteina 14-3-3, actina, paramiosina, proteina heat shock
(TsolHSP36) y una nueva proteina que llamd Tsol-p27; este nuevo antigeno posee un peso
entre 27-36 kDa. Mas tarde en Nhancupe (2013) caracterizd 6 proteinas inmunoreactivas
presentes en suero de pacientes africanos, encontrando nuevamente el antigeno Tsol-p27,
actina, TsolHSP36 y 3 nuevas (tropomiosina, enolasa y antigeno Ccl de 38 kDa). Hancock
(2009) realizo la caracterizacion la proteina recombinante GP50 purificada a partir de
cisticerco, esta proteina ha sido ampliamente utilizada en el inmunodiagnostico por WB.
Levine (2004) caracterizd dos proteinas de la familia TSES provenientes de un cultivo de
Taenia adulta; menciono la importancia de la técnica de electroforesis 2D para los estudios en
protedmica, pues con la electroforesis SDS-PAGE las bandas obtenidas pueden ser un
complejo de varias proteinas a diferencia de la 2D que permite separar una mezcla de proteinas
por su punto isoeléctrico.

Se han reportado estudios de caracterizacion de antigeno también en LCR (Chang-Yuan, 1992)
y se encontrdé que el antigeno detectado es especifico para NCC y no es detectado por otras
enfermedades del sistema nervioso central. Garcia H. (2000) disefié una prueba de ELISA
basada en el uso de anticuerpos monoclonales para detectar antigeno en suero de pacientes con
NCC, esta técnica obtuvo alto especificidad (95%) y una sensibilidad de 85%; luego del analisis
de pacientes con diferentes tipos de NCC, determin6 que la deteccion del antigeno es un
marcador importante para conocer el curso de la enfermedad o el tratamiento basado en los
niveles de antigeno. Sin embargo, el problema con los estudios anteriores es que las muestras
en las cuales se detecta el antigeno son invasivas para los pacientes, el volumen que se puede
obtener es limitado y quizas la cantidad de antigeno detectado es menor por el poco volumen
de muestra; es por ello que la caracterizacion del antigeno circulante en orina también podria
servir para identificar un marcador proteico y ayudar a mejorar el diagndéstico de la enfermedad.

Como menciona Coonrod (1992), la orina es reservorio de antigenos de muchas enfermedades
infecciosas causadas por parasitos, es una muestra no invasiva y muy facil de obtener, que
muchas veces necesita ser concentrada previamente; en este estudio se utilizaron las particulas
magnéticas para evitar este paso de concentracion previo. Ademéas Coonrod reportd que los
antigenos excretorios de orina son generalmente de bajo peso molecular (menor a 70 kDa),
pero a pesar de ser pequefios son los suficientemente inmunorreactivos para ser detectados en
pruebas serologicas; es por ello que fueron capaces de unirse fuertemente al anticuerpo
acoplado a las particulas magnéticas.

La deteccion por anticuerpos monoclonales de antigenos de T.solium presentes en orina fue
reportada por Castillo (2009), quien estandarizo la técnica de ELISA basada en anticuerpos
monoclonales de tipo IgM dirigidos contra antigenos excretorios/secretorios del parasito, se
necesito un paso previo de concentracion de orina para que los antigenos puedan ser detectados
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y de esta manera incremento la sensibilidad de la prueba a un 92%; sin embargo, el antigeno
detectado no fue caracterizado en este estudio.

Sin embargo, la literatura de la caracterizacion de antigenos a partir de muestras de orina es
limitada, uno de los pocos estudios es un reporte de Sahu (2014) menciona un perfil
comparativo entre péptidos antigénico circulantes en suero, LCR y orina de pacientes con NCC,
en orina se encontraron antigenos de bajo peso molecular (péptidos de de 32, 15 kDay 5 kDa).

En este estudio se caracterizaron 3 bandas de ~40.7 kDa, ~33.4 kDa y ~27.1 kDa mediante
electroforesis SDS-PAGE con tincion de nitrato de plata. Se puede afirmar con certeza que son
proteinas antigénicas de orina, pues son de bajo peso molecular y son capaces de atravesar la
barrera de filtracion del rifidn, esta reportado que las proteinas de orina deben ser menores de
70 kDa (Nwape, 2011). Ademas se confirmd la especificidad de estas bandas mediante la
técnica de WB, transfiriéndolas y enfrentandolas al mismo mAb que las habia capturado, al
revelarlo se obtuvieron estas tres mismas bandas.

5.5 ANALISIS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

La importancia de la caracterizacion del antigeno hasta identificacion del proteoma fue descrita
por Reamtong (2013) quien resalto las ventajas de la espectrometria de masas y la protedmica
en enfermedades parasitarias, la cual es ampliamente usada en muchas areas de estudio,
incluyendo la parasitologia donde se podria elucidar la patologia de la enfermedad, las
interacciones hospedero-parésito, el desarrollo de posibles vacunas, identificacion de
biomarcadores y diagnéstico de enfermedades parasitarias. Nuevos antigenos para el
inmunodiagnostico de la NCC han sido desarrollados incluyendo la re evaluacion de técnicas
comunes con nuevos antigenos o el uso de diferentes muestras menos invasivas como orina 'y
saliva. A la actualidad estas muestras no han obtenido buenos resultados en sensibilidad o
especificidad, es por ello que las investigaciones en este campo estan centradas en la busqueda
y produccion de antigenos recombinantes o péptidos sintéticos.

Para el analisis de espectrometria de masas se prefirié enviar el eluido total para obtener un
analisis completo e identificar posibles proteinas que estén en baja expresion y no sean
detectadas por la tincion de plata. Los resultados identificaron alrededor de 100 proteinas, sin
embargo la mayoria de ellas estan relacionadas a proteinas humanas que serian productos de
contaminacion; se identificaron dos proteinas con un porcentaje por encima del 95% de
similaridad con T.solium que ademas coincidian con el peso molecular de la electroforesis,
estas proteinas fueron: la actina (~41.2 kDa) que ha sido anteriormente reportada en muetras
de suero, esta proteina es de tipo estructural y la subunidad 8 de ATP-sintasa (~27 kDa) que no
ha sido reportada hasta el momento en los estudios de caracterizacion de antigeno; a pesar de
obtener estas dos proteinas coincidentes con el peso molecular de la electroforesis, ain hay una
banda de ~33.4 kDa que no logr6 ser identificada en la espectrometria, esta podria ser una
banda de parte anticuerpo monoclonal que quizas se desprendié al momento de la elucion o
una proteina de T.solium que no ha sido descrita anteriormente.; se necesitara continuar con
maés analisis en este estudio.

52



VI.

CONCLUSIONES

El método de purificacion con proteina L es efectivo para aislar anticuerpos debido a
su alta afinidad por las regiones kappa de sus cadenas ligeras, esto también le permite
unirse a cualquier isotipo de anticuerpo, como el caso de las IgM donde la cadena
pesada no esta expuesta y la plataforma de las particulas facilité el proceso de
purificacién. Se optimizd el proceso de purificacion eliminando el paso de
concentracion de la muestra, acortando asi el tiempo del proceso y obteniendo 660
ug/ml de anticuerpo monoclonal TsW8 purificado, libre de albimina y otras proteinas
del cultivo celular.

La formacion del complejo particula magnética-mAb-antigeno se realizd
satisfactoriamente gracias a los grupos epoxidos de las particulas magnéticas, los cuales
permitieron unirse covalentemente al mAb (TsW8) y usando la cantidad Optima
determinada para conjugarlos con orina (0.1 mg) se produjo la unién de mAb-ag.

Los mAbs fueron capaces de detectar antigenos del parasito en un pool de muestras de
orina de pacientes con NCC, confirmando que el paréasito libera antigenos tan pequefios
que son capaces de atravesar la barrera de filtracion del rifion y ser excretados por la
orina. Ademas la concentracion previa de la muestra de orina, no fue necesaria gracias
a la superficie esférica de las particulas magnéticas, que permitioé acoplar mas cantidad
de mADs.

Los métodos denaturantes de elucién degradan al antigeno de orina, ya que este es l4bil
y de bajo peso molecular; sin embargo la elucion del antigeno con métodos no
denaturantes como el buffer Glicina, que actua por la disociacion de la union mAb-ag
debido al bajo pH, permitio la identificacion de tres bandas de ~40.7 kDa, ~33.4 kDa y
~27.1 kDa, las cuales fueron confirmadas como proteinas inmunorreactivas a travées de
la técnica de Western Blot.

Los resultados de espectrometria de masas identificaron dos de las 3 proteinas
caracterizadas por electroforesis: actina y la subunidad  de ATP-sintasa de T.solium,
relacionadas a la estructura del citoesqueleto y metabolismo. Ambas de importancia
vital para el parasito, por lo que podrian ser propuestas como antigenos de diagndstico
para esta enfermedad.
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VIl. RECOMENDACIONES

- La identificacion de las dos proteinas caracterizadas y confirmadas por espectrometria de
masas, sugiere nuevos blancos para desarrollar pruebas de inmunodiagndéstico. Sin embargo,
se recomienda replicar el protocolo de conjugacién y elucién de antigeno en muestras
individuales de pacientes con diferentes tipos de NCC, diferenciando nimero y estadio de
quistes, para confirmar la presencia de las proteinas.

- En la secuenciacion del eluido total se identificaron proteinas contaminantes, sin embargo
se lograron obtener 2 proteinas del género Taenia. Por este motivo es necesaria la
confirmacion de este primer analisis de MS del eluido total con un nuevo analisis de cada
banda obtenida en la electroforesis, el cual es més especifico y evita el background por
contaminacion del eluido.

- Al tener los antigenos presentes en orina identificados se podria implementar una prueba de
diagndstico directo basada en la tecnologia de las particulas magnéticas, como un bead
based ELISA o un dipstick ELISA.

- Mejorar las pruebas de inmunodiagndstico facilitard& una mejor comprensién de la
prevalencia y la epidemiologia de NCC en &reas endémicas, ello serd posible con la
identificacidn de antigenos especificos del parasito. Por lo que se recomienda seguir en la
busqueda de proteinas importantes para el parasito y reconocerlas como moléculas blancos
para el diagnéstico de NCC, a partir de las cuales se pueden mejorar las técnicas de
diagndstico actual o ser candidatos a vacunas.
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GLOSARIO DE TERMINOS

¢ CISTICERCOSIS: Es una infeccion ocasionada por un parasito llamado Taenia solium,
que es una solitaria del cerdo que produce quistes en diferentes zonas del cuerpo. La
cisticercosis se adquiere cuando se ingieren proglétides o huevos. Después las larvas migran
por el cuerpo y forman quistes en los tejidos. Esto es lo que sucede en el cerdo y la vaca,
pero, en el caso de Taenia solium también puede afectar al ser humano, por lo general
cuando ingiere tierra, agua o alimentos (principalmente hortalizas) contaminados con
huevos.

e TENIASIS: La teniasis es una infeccion intestinal provocada por dos especies de cestodos.
Las infecciones mas importantes son las causadas por Taenia solium (tenia del cerdo) y
Taenia saginata (tenia del vacuno). La teniasis se transmite al ser humano a través de la
ingestidn accidental de cisticercos presentes en la carne de cerdo o de vacuno poco cocinada.
Una vez en el cuerpo humano, los cisticercos se transforman en tenias adultas que viven en
el intestino y liberan proglétides (segmentos) gravidas que se excretan con las heces.

e ESCOLEX: Se le llama escdlex a la porcion cefalica de los parasitos miembros adultos de
la clase céstoda. En el escolex, se encuentran ventosas 0 ganchos (dependiendo de la especie),
que le permiten adherirse a la mucosa del intestino de su hospedador. Todas las tenias tienen
escolex.

e NEUROCISTICERCOSIS (NCC): La neurocisticercosis (NCC) es la parasitosis humana

mas frecuente del sistema nervioso central y es causada por las larvas del céstodo Taenia
solium. La NCC es endémica en précticamente todos los paises en vias de desarrollo. En
general se presenta como formas intraparenquimales asociadas con convulsiones o formas
extraparenquimales asociadas con hipertension endocraneana. La sospecha clinica y
epidemioldgica es importante pero el diagndstico se realiza primariamente por imagenes y se
confirma con serologia.

e BARRERA HEMATOENCEFALICA: La barrera hematoencefalica (BHE) es
una estructura histoldgica y funcional que protege al Sistema Nervioso Central, se encuentra
constituida por células endoteliales especializadas que recubren el sistema vascular cerebral y
tiene una importancia capital en el mantenimiento de la homeostasis de las neuronas, las
células gliales y en el bloqueo del acceso de sustancias toxicas enddgenas o exdgenas.

e PARTICULAS MAGNETICAS: Las particulas magnéticas tienen gran variedad de
aplicaciones en el campo de la biomedicina, fundamentalmente en el area del diagndstico y
la terapia. Estdn compuestas por un nicleo magnético y una envoltura polimérica, su tamafio
final es la suma del tamafio del nicleo magnético mas la capa del polimero que las recubre.
El interés actual de las particulas magnéticas radica en las fundamentales propiedades fisicas
de su nacleo magnético, de su alta relacion superficie/tamafio y de la capacidad que poseen
para unir moléculas de interés biologico a su superficie.

e PARTICULAS MAGNETICAS CON PROTEINA L: Son un tipo de particulas
magnéticas unidas a una proteina recombinante (proteina L) que es especifica para unirse a
las cadenas ligeras kappa presentes en los anticuerpos de humanos y ratones. Es ideal para la
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purificacién de anticuerpos monoclonales, son estables y compatibles con métodos
automatizados y manuales.

e PARTICULAS MAGNETICAS CON GRUPOS EPOXY: Los Dynabeads epoxy son
ideales para el aislamiento celular o aplicaciones moleculares. Los anticuerpos purificados
pueden ser usados para conjugarse con este tipo de beads gracias a la afinidad del grupo
quimico epoxy a los extremos amino de los anticuerpos.

e ANTICUERPOS POLICLONALES: Los anticuerpos Policlonales (pAbs) son una
mezcla compleja de varios anticuerpos que se han producido generalmente por diversas
copias del Linfocito B de un animal. Estos anticuerpos pueden reconocer y atar a diversos
epitopos de un unico antigeno y por lo tanto puede formar uniones con los antigenos.

e ANTICUERPOS MONOCLONALES: Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son
especificos para un tipo de antigeno, es decir, reconocen un solo epitopo. Debido a que estan
altamente capacitados en contra de una proteina celular, son mas eficaces contra
enfermedades especificas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales se utilizan contra las
células cancerosas para destruir tumores y mantener las células sanas intactas.

¢ ISOTIPO: Un isotipo es cada uno de los cinco tipos de anticuerpos, determinado por una
de las cinco formas distintas de cadena pesada que los constituyen. Los isotipos de
anticuerpos son IgM, IgE, IgG, IgD, IgA y cada uno de ellos tiene un grupo de funciones
efectoras. Los subtipos IgM e IgA se caracterizan por variaciones estructurales adicionales
(formar pentameros y dimeros respectivamente)

e INMUNORREACTIVIDAD: Es la reaccion de inmunidad, a través de la formacién de
anticuerpos, en respuesta a un antigeno especifico.

e ANTIGENO SOMATICO (CRUDO): Es aquel tipo de antigeno que se extrae de un
extracto del cisticerco completo. Para obtenerlo se realizan lavados con una solucion de buffer
fosfato salino (PBS) y centrifugaciones.

e ANTIGENO EXCRETORIO/SECRETORIO: Este tipo de antigeno se encuentran
proteinas de excrecion/secrecion del cisticerco, para obtenerlo se realiza un cultivo celular
que desarrolle el cisticerco, luego de 48 horas aproximadamente se recupera el sobrenadante
del cultivo celular y a partir de este se obtienen los antigenos. Es el tipo de antigeno uno de
los mas usados para diagndstico, ya que puede detectar infecciones vivas.

e ANTIGENO DE FLUIDO VESICULAR: Este tipo de antigeno pertenece a proteinas
contenidas en el fluido vesicular del cisticerco, para la obtencion de este antigeno se realiza
puncidén en cada cisticerco y se extrae el fluido vesicular.

e ANTIGENO CIRCULANTE: Es aquel antigeno conformado por proteinas que se

encuentran circulando en fluidos como orina, suero, etc. Es el més usado para el diagndstico
de infecciones vivas.
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e ANTIGENO RECOMBINANTE: Con el desarrollo de la biologia molecular en los
altimos afios y por medio de la tecnologia del DNA recombinante ahora es posible obtener
antigenos especificos. De esta forma, un gen que codifica una proteina inmunogénica puede
ser aislado y clonado en bacterias, levaduras o células de mamifero.

¢ EPITOPO: Un epitopo o determinante antigénico es la porcion de una macromolécula que
es reconocida por el sistema inmunitario, especificamente la secuencia a la que se unen los
anticuerpos, que son los receptores de las células B o de las células T.

¢ GLICOPROTEINA: Son aquellas que contienen cadenas de aztcares ligadas a ellas, que
aumentan su estabilidad, determinan su forma en el espacio, facilitan su interaccidn con otras
proteinas y también la diferenciacion y desarrollo de las células. Estas cadenas de azUcares
se Ilaman glicanos.

¢« FOSFOPROTEINA: Una fosfoproteina es una proteina unida covalentemente a una
sustancia que contiene acido fosforico, a través del mismo, es decir, es una molécula
compuesta de proteinas y lipidos. El aminoacido que es fosforiliado suele ser serina, treonina,
tirosina, aspartato o histidina.

¢« PROTEOMICA: La protedémica es el estudio y caracterizacion de todo el conjunto de
proteinas expresadas de un genoma (proteoma). Permite identificar, categorizar y clasificar
las proteinas con respecto a su funcién y a las interacciones que establecen entre ellas. La
protedmica se esta aplicando en la identificacion de nuevos marcadores para el diagnostico
de enfermedades, la identificacion de nuevos farmacos, la determinacion proteinas
involucradas en al patogenia de enfermedades y el analisis de procesos de transduccion de
sefiales.

¢ VACUNA SINTETICA: La estrategia para la obtencion de estas nuevas vacunas se basa
en la identificacion de la proteina o proteinas de un agente infeccioso capaces de inducir una
respuesta inmune protectiva de forma semejante a la que induciria el agente infeccioso
completo; o bien, en la identificacion de aquellas proteinas que no tienen interés ni
inmunoldgico ni replicativo, o que pudieran estar relacionadas con la virulencia y por tanto
no necesarias. De esta manera y mediante técnicas de ingenieria genética, se pueden
seleccionar los genes correspondientes clonarlos y expresarlos en diferentes vectores o
eliminarlos mediante una delecion selectiva. Una variante de este sistema seria, una vez
identificada la proteina de interés inmunoldgico, la obtencion de la proteina o proteinas por
sintesis proteica.

¢ WESTERN BLOT: El Western blot, inmunoblot o electrotransferencia es una técnica
analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra determinada. Mediante una
electroforesis en gel se separan las proteinas, luego son transferidas a una membrana
adsorbente (tipicamente de nitrocelulosa) para poder buscar la proteina de interés con
anticuerpos especificos contra ella. Finalmente, se detecta la union antigeno-anticuerpo por
actividad enzimatica o fluorescencia, entre otros métodos.
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e ELISA: Es el acronimo en inglés para enzimoinmunoanalisis de adsorcion, es una técnica de
inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo
enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable. La aparicion de colorantes
permite medir indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.

eELECTROFORESIS SDS-PAGE: SDS-PAGE es el acrénimo en inglés de sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sédico). Es una técnica ampliamente utilizada para separar las proteinas
de acuerdo a su movilidad electroforética (en funcion de la longitud de la cadena polipeptidica
y masa molecular). Gracias al SDS las proteinas se desnaturalizan, perdiendo su
conformacién tridimensional. De este modo se obtiene un fraccionamiento que obedece a: la
diferencia de peso; la longitud de la cadena (tamafio); y la forma de la proteina.

¢ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL: La electroforesis en gel bidimensional,
abreviado como electroforesis en 2-D, es una forma de electroforesis en gel comunmente
utilizada para analizar proteinas. Las mezclas de proteinas son separadas por diferentes
propiedades y en dos dimensiones en estos geles 2D. Las dos dimensiones en que las proteinas
se obtienen por esta técnica, aprovechan propiedades como son el punto isoeléctrico, la masa
de las proteinas complejas y el estado de la proteina.

¢« ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS): Se basa en la obtencion de iones a partir de
moléculas orgénicas en fase gaseosa, una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo
con su masa y su carga, y finalmente se detectan por un dispositivo adecuado. Un espectro
de masas es una informacion bidimensional que presenta un parametro relacionado con la
abundancia de los diferentes tipos de iones en funcion de la relacion masa/carga de cada uno
de ellos.
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