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RESUMEN

El objetivo de esta investigaciéon fue evaluar el potencial de nuevos anticuerpos
monoclonales en la deteccion de antigenos de corpusculos calcareos de
cisticerco de Taenia solium identificando aquellas con propiedades
inmunogénicas y que puedan ser candidatos a antigenos de diagndstico y/o de
seguimiento clinico. Dieciocho anticuerpos monoclonales producidos en el
laboratorio de inmunopatologia en neurocisticercosis de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, fueron desarrollados empleando antigenos completos, fluido
vesicular y de excrecion - secrecion del parasito, los cuales fueron evaluados en
esta investigacion. En la primera fase se evaluaron los anticuerpos
monoclonales en tejido y corpusculos calcareos fijados a laminas a través de la
técnica de inmunofluorescencia y se seleccionaron a los anticuerpos mas
reactivos a corpusculos calcareos, en la segunda se realizo la obtencion de las
proteinas de corpusculo calcareo y en la tercera se evalud la reaccion de
anticuerpos monoclonales con las moléculas obtenidas, identificando las mas
destacadas. Los calculos de pesos moleculares y analisis de proteinas se
realizaron mediante el software de Biorad Image Lab 5.2.1 y la base de datos
UniProt. Siete anticuerpos monoclonales fueron capaces de reconocer
proteinas de corpusculo calcareo evidenciados a través de la técnica de
Western Blot. Asi también, se presenta por primera vez el perfil de proteinas

obtenidos para corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia solium.

Palabras claves: Anticuerpos monoclonales, corpusculos calcareos, Taenia

solium, biotecnologia.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the potential of new
monoclonal antibodies in the detection of calcareous corpuscles antigens from
Taenia solium cysticercus identifying with immunogenic properties and used for
antigen diagnostics and clinical follow up. Eighteen monoclonal antibodies
produced in the immunopathology laboratory in Neurocysticercosis of the
Universidad Peruana Cayetano Heredia were developed using complete
antigens, vesicular fluid and excretion - secretion of the parasite, which were
evaluated in this investigation. In the first phase, the monoclonal antibodies in
tissue and calcareous corpuscles fixed to slides were evaluated by means of the
immunofluorescence technique and the antibodies that were more reactive to
calcareous corpuscles were selected. In the second phase, the isolation of
calcareous corpuscle proteins, and in the third, the reaction of monoclonal
antibodies with the obtained molecules was evaluated, identifying the most
outstanding ones. Molecular weight calculations and protein analyzes are
performed using Biorad Image Lab 5.2.1 software and the UniProt database.
Seven monoclonal antibodies were able to recognize calcareous corpuscle
proteins evidenced by the Western Blot technique. Also, the profile of proteins
obtained for calcareous corpuscles of Taenia solium cysticercus is presented for

the first time.

Key words: Monoclonal antibodies, calcareous corpuscles, Taenia solium,

biotechnology.



1. INTRODUCCION

1.1. Situacién problematica

La Neurocisticercosis es una enfermedad causada por el estadio larval
(cisticerco o metacéstodo) de Taenia solium que infecta el sistema nervioso
central humano. Esta enfermedad es prevalente en paises en vias de
desarrollo. En el Peru existen areas hiperendémicas en grandes regiones del
pais, sobre todo en la sierra central, costa norte y selva alta (Garcia et al.,
2003). El diagnodstico de la enfermedad se lleva a cabo a través de la
evaluacion clinica, por pruebas radioldégicas y de laboratorio. Las pruebas
radiolégicas si bien son de gran ayuda, son de costo elevado y de dificil acceso
a zonas rurales. Las pruebas de laboratorio convencionales, en cambio, son
mas economicas y de mejor acceso, sin embargo, no presentan la misma
sensibilidad y especificidad para todos los casos (Del Brutto et al., 2017). Los
pacientes que tienen baja carga parasitaria, parasitos calcificados y/o
cisticercos degenerados son de dificil diagndstico. Ademas, en algunos casos
se reporta que el tratamiento agrava la situacion clinica del paciente (Nash,
Bustos, Garcia & the cisticercosis working group in Peru, 2017). Existen
estructuras dentro del parasito que podrian jugar un rol importante para su
viabilidad; éstos son los corpusculos calcareos, unas concreciones de calcio
compuestas por material organico e inorganico, las cuales han sido estudiadas
y asociadas a funciones fisioldgicas vitales para la interaccion con su hospedero
y medio externo (Von Brand & Nylen, 1970). Se ha descrito a detalle el
componente inorganico, sin embargo, aun se requiere profundizar en el estudio
de los componentes organicos de la matriz de estos corpusculos, y que podrian
estar asociados con la inmunopatologia de la enfermedad. El grupo de
investigacion en Neurocisticercosis de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia ha desarrollado nuevos anticuerpos monoclonales para detectar
antigenos de cisticerco de Taenia solium (Paredes et al.,, 2016), los cuales
estan en proceso de caracterizacién para conocer su potencial uso en el

diagndéstico clinico de esta enfermedad.



1.2. Formulacién del problema
¢Los nuevos anticuerpos monoclonales seran capaces de detectar
moléculas de corpusculos calcareos que nos permitan evaluar su potencial

uso en el diagndstico de la enfermedad por neurocisticercosis?

1.3. Justificacion teérica
En pacientes que presentan baja carga de parasitos, cisticercos calcificados
y/o en proceso de degeneracion, no son de utlidad las pruebas de
laboratorio convencionales como ELISA o WesterBlot, por la baja
sensibilidad para éstos casos (Dorny, Brandt, Zoli & Geerts, 2003; Garcia at
al., 2003; DeGiorgo et al., 2004; Nash et al., 2017). Es asi que se requiere
identificar nuevos blancos diagndsticos capaces de poder ser empleados en
este tipo de pacientes y que se puedan aplicar para todos los casos de
neurocisiticercosis en general. Dado que los corpusculos calcareos,
estructuras internas del parasito, estan asociadas con la viabilidad (Vargas-
Parada & Laclette, 1999), es de interés identificar aquellas moléculas con

potencial para ser blancos diagnosticos.

1.4. Justificacion practica
A través del desarrollo de herramientas biotecnoldgicas para el estudio de
la neurocisticercosis, se llevd a cabo la produccion de nuevos anticuerpos
monoclonales capaces de identificar moléculas del parasito, antigenos de
fluido vesicular y de excresion secresion, que se encuentran en proceso de
caracterizacion (Paredes et al., 2016). Identificar aquellos anticuerpos que
detecten moléculas de corpusculo calcareo es importante para poder
desarrollar métodos diagndsticos aplicables a pacientes con baja carga de
parasitos, cisticercos calcificados y/o en proceso de degeneracién (Nash et
al.,, 2017). Asi también esto permitiria desarrollar estrategias para
comprender la funcién exacta que cumplen los corpusculos calcareos para
el parasito y servir como base para futuros estudios sobre el desarrollo de la

enfermedad relacionada con la viabilidad del parasito.



1.5.Objetivos

1.5.1. Ojetivo General

Evaluar los nuevos anticuerpos monoclonales en la identificacion de

antigenos de corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia solium.

1.5.2. Objetivos especificos

1.5.2.1.

1.5.2.2.

1.5.2.3.

1.6. Hipotesis

Seleccionar los nuevos anticuerpos monoclonales con
reactividad a corpusculos calcareos a travées de
inmunofluorescencia.

Obtener e identificar el perfil de proteinas de corpusculos
calcareos de cisticerco de Taenia solium a través de
electroforesis de proteinas.

Determinar la capacidad de deteccion de los nuevos
anticuerpos monoclonales con los antigenos del corpusculo

calcareo a través de Western blot.

Los nuevos anticuerpos monoclonales evaluados son capaces de

identificar antigenos de corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia

solium.



2. MARCO TEORICO

2.1. Marco filoséfico

Uno de los motivos por desarrollar nuevas herramientas biotecnolégicas son el
poder combatir las enfermedades desde el punto de vista preventivo:
diagndstico oportuno con alta sensibilidad y especificidad; y del tratamiento
efectivo sin riesgos colaterales.

Las herramientas biotecnolégicas que se han desarrollado a lo largo de la
historia del avance cientifico han sido variadas tanto a nivel celular como
molecular. Los anticuerpos monoclonales, por ejemplo, ofrecen la ventaja de
detectar moléculas de manera sensible y especifica, siendo una herramienta util
en varios aspectos.

Por otro lado, combatir enfermedades causadas por parasitos en un desafio
dificil, mas aun si las condiciones socio-econémicas no son del todo favorables.
La neurocisticercosis es una enfermedad parasitaria prevalente en nuestro pais,
sin embargo, se estad tratando de combatirla desde distintos niveles, por
ejemplo, desde la busqueda de mejores herramientas diagndsticas, asi como
alternativas mas adecuadas de tratamientos.

En este sentido, los anticuerpos monoclonales ofrecen su uso potencial en la
busqueda y deteccibn de moléculas de interés para el entendimiento,

diagndstico diferencial, y el tratamiento oportuno de esta enfermedad.

2.2. Antecedentes de la investigacion

Desde que Koler & Milstein desarrollaron la técnica de produccion de
anticuerpos monoclonales, alld por los afos 1984, se ha utilizado esta
herramienta biotecnologica en distintos ambitos de la ciencia y de la salud. Los
anticuerpos monoclonales son herramientas esenciales en el ambito clinico y
biotecnoldgico, y han probado ser utiles en el diagndstico y tratamiento de
enfermedades infecciosas, inmunolégicas y neoplasicas, asi como también en
el estudio de las interacciones patdégeno-hospedero y la marcacion, deteccion y
cuantificacion de diversas moléculas (Machado, Téllez & Castafio, 2006).



La especificidad de estos anticuerpos de detectar moléculas de interés ha sido
ampliamente descrita (Male, Brostoff, Roth & Roitt, 2014).

Grupos de investigacion latinoamericanos que estudian la teniasis y/o
cisticercosis como The Cisticercosis Working Group en Peru, liderados por el
Dr. Hugo Garcia; Grupos de investigacion liderados por el Dr. Laclette en
México, El grupo de investigacion en Ecuador liderados por el Dr. Del Brutto,
entre otros; que han servido para poder generar nuevos conocimientos respecto
a fisiologia, estructura y moléculas de interés para el diagnéstico de la
Teniasis/cisticercosis sobretodo de la neurocisticercosis (Gripper & Welburn,
2017; Lescano et al.,, 2009; Garcia, Gonzales, Martinez & Gilman, 2001;
Newton & Garcia, 2012).

Uno de los principales intereses de los paises en vias desarrollo para abordar la
problematica del diagnéstico y/o tratamiento de Ila enfermedad por
neurociticercosis es conocer y comprender la compleja inmunopatologia de esta
enfermedad, poder encontrar blancos diagnosticos y terapéuticos que sirvan
para todos los pacientes con alta grado de sensibilidad y especificida. (Coyle &
Tanowitz, 2009; John et al., 2015).

El instituto nacional de salud (INS) ha desarrollado investigaciones respecto a
las moléculas de interés para el diagndstico de cisticercosis y neurocisticercosis
a través del estudio de antigenos obtenidos de extractos crudos del parasito
(Ayala-Sulca & Miranda-Ulloa, 2015).

Se han desarrollado investigaciones a fin de analizar el perfil de proteinas de
este parasito y comparar las moléculas que podrian diferenciar un parasito
proveniente de cerebro o de musculo, sin hallar mayores diferencias (Navarrete-
Perea et al.,, 2016). Se ha tratado de estudiar las caracteristicas de los
corpusculos calcareos en otros parasitos helmintos como Echinococcus
granulosus, encontrando proteinas afines al calcio (Rodriguez, Ferreira, Farias
& Zaha, 1997), ademas un estudio previo a este trabajo aislé y separé una
fraccion proteica de corpusculos calcareos de Taenia solium, la cual fue
analizada con anticuerpos monoclonales especificos para Echinococcus

granulosus que detecta la proteina afin al calcio de alto peso molecular



EgCaBP1 empleando también sueros de pacientes con neurocisticercosis
detectando bandas de 260 kDa (Zurabiam, Carrero, Rodriguez-Contreras,
Willms & Laclette, 2005).

En general se ha estudiado un gran grupo de moléculas del parasito en
busqueda de conocer la funcién de cada una de ellas, moléculas bioactivas,
describiendo un gran grupo de proteinas llamadas proteinas antigénicas para
serodiagnosticos, que en su mayoria son de bajo peso molecular (Bae, Xue,
Lee, Kim & Kong, 2010).

El grupo de investigacion en neurocisticercosis de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia liderado por el Dr. Hugo Garcia y con el apoyo del NIH
(Instituto Nacional de Salud de los EE. UU.), llevé a cabo la produccion de
nuevos anticuerpos monoclonales empleando antigenos de Taenia solium
utilizando extracto completo, fluido vesicular y antigenos de excrecion-secrecion
del parasito. Producto de ello, se logré obtener 18 clonas productoras de
anticuerpos monoclonales con potencial uso para la enfermedad por

neurocisticercosis (Paredes et al., 2016).

2.3. Taenia solium: Ciclo de vida

Taenia solium es un parasito platelminto de la clase céstodo cuyo ciclo de vida
involucra al cerdo y al ser humano. La parasitosis por Taenia solium se
desarrolla en varias zonas rurales de los paises en desarrollo, donde los cerdos
de crianza libre ingieren heces humanas que contienen huevos de Taenia
solium desarrollando la infeccion larvaria, convirtiéndose en huéspedes
intermediarios. Asi también, los seres humanos al ingerir cerdos infectados con
larvas quisticas desarrollan teniasis intestinal (Garcia, Rodriguez, Friedland &

the cisticercosis working group in Peru, 2014).

Cuando un ser humano ingiere carne de cerdo contaminado con quistes
parasitarios, el escolex del quiste evagina, por accién de las enzimas biliares e
intestinales, y se fija a la mucosa de la pared del intestino delgado. Aqui, el

parasito crece reproduciendo sus células del cuello, desarrollando segmentos o


https://es.wikipedia.org/wiki/Platyhelminthes
https://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Cestoda

proglotides que maduran a medida que se hacen mas distales al escolex. El
parasito adulto mide entre 2 y 4 metros de longitud, la tenia es hermafrodita, y
después de la fecundacién, los segmentos finales son gravidos y llenos de
huevos maduros. Estos huevos infectivos son expulsados al medio ambiente
con las heces del portador de tenia. Una vez ingeridos por un huésped
(generalmente el cerdo), los embriones contenidos en los huevos eclosionan,
atraviesan la pared intestinal y son llevados por el torrente sanguineo a todos
los tejidos del cuerpo donde se establecen como estadio larvario (cisticerco o
metacéstodo). Los seres humanos se infectan con cisticercosis a través de la
contaminacion fecal-oral. Asi, los seres humanos pueden tener infecciones
intestinales adultas de tenia (teniasis) o larvales (cisticercosis humana),
mientras que los cerdos so6lo actuan como huéspedes intermedios (cisticercosis

porcina) (Garcia et al., 2014).



Las oncosferas se liberan, Los cisticercos se encuentran en
atraviesan pared intestinal e ingresan cuslquier Grganc, pero son mas
a musculatura por circulacion e comunes en tejido subcutinen,
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (Imagen del Centro para el Control y

prevencion de enfermedades- CDC)

2.4. Neurocisticercosis (NCC)

La neurocisticercosis es la infeccion helmintica mas comun del sistema nervioso
y es una de las principales causas de epilepsia adquirida en todo el mundo (Del
Brutto, 2014; Gripper & Welburn, 2017).

Esta enfermedad es causada por el estadio larval (cisticerco o metacéstodo) de

Taenia solium alojado a nivel del sistema nervioso (Garcia, Gonzales, Evans &
Gilman, 2003).



La infeccion es de tipo fecal-oral y se genera por la ingesta accidental de
huevos de Taenia solium a través agua, alimentos contaminados u otros, una
vez ingeridos eclosionan y las larvas atraviesan la pared intestinal, viajando por
el torrente sanguineo y llegando al sistema nervioso, donde se alojan en
diversas areas (Garcia et al., 2003; Clinton-White, 1997; Del Brutto, 2014).

Dentro del sistema nervioso, los parasitos pueden localizarse en el parénquima
cerebral, el espacio subaracnoideo, el sistema ventricular o la médula espinal,
causando varios cambios patoldgicos que son responsables del pleomorfismo
clinico de la enfermedad. Las convulsiones son la manifestacion clinica mas
comun, pero una proporcion considerable de pacientes desarrollan déficits

focales, hipertension intracraneal o deterioro cognitivo (Del Brutto, 2014).

2.5. Epidemiologia de la neurocisticercosis

2.5.1. En el mundo

La NCC afecta a miles de individuos de paises en vias de desarrollo, asi mismo
se ven afectados paises desarrollados que tienen un alto grado de inmigrantes
provenientes de zonas endémicas. Se presenta en diferentes partes del mundo
y es considerada una enfermedad de salud publica (OMS, 2016).

La infeccion del sistema nervioso humano por Taenia solium es la causa del
30% de los casos de epilepsia en muchas zonas endémicas donde existen
cerdos en libertad cercanos a donde viven las personas. Mas del 80% de los 50
millones de personas afectadas en el mundo por epilepsia viven en paises de
ingresos bajos (OMS, 2016).

La neurocisticercosis se ha convertido en una causa cada vez mas importante
de las convulsiones en los Estados Unidos (Degiorgo, Medina, Duron, Zee &
Pietsch-Escueta, 2004) y es considerada una de las infecciones globales que
causan morbilidad significativa a nivel del sistema nervioso (Gripper & Welburn,
2017; John et al., 2015).
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En el norte de Tanzania, el 2,4% y 11,3% de los pacientes con epilepsia se
diagnostic6 como NCC definitivo y probable respectivamente (Winkler et al.,
2009; Del Brutto, 2005).

En Zambia, en un estudio transversal de base comunitaria entre pacientes con
epilepsia, el 4,1% podria ser diagnosticado como NCC definitivo y el 24,5%
como NCC sugerente (Mwape et al., 2015).

En Brasil, se identific6 NCC en 0,015% de las muertes como causa subyacente
0 asociada, asi también, la mayores tasas de mortalidad se encontraron en
ancianos y varones de zonas endémicas, la tasa de mortalidad ajustada por
edad para el periodo fue de 0,97 muertes / 1.000.000 de habitantes. (Martins-
Melo, Ramos, Cavalcanti, Alencar & Heukelbach, 2017).

En la India un tercio de los casos de epilepsia esta asociado a NCC (Amudhan,
Gururaj & Satishchandra, 2015). En la provincia oriental de Zambia se ha
reportado una prevalencia de 57,1% de pacientes con epilepsia son causados
por NCC (Mwape et al., 2015).

Las estimaciones en Africa oscilan entre el 11% en Burkina Faso (Ndimubanzi
et al., 2010) y el 37% en la Provincia del Cabo Oriental de Sudafrica (Foyaca-
Sibat et al., 2009), con Tanzania reportando una prevalencia de 16,5% (Blocher
et al., 2011).

En Latinoamérica, un reciente meta analisis de la epilepsia y la NCC revel6 una
proporcién de NCC del 32,3% entre pacientes con epilepsia (Bruno et al., 2013),
siendo la mas alta 47% reportada en un estudio en Guatemala (Garcia-Noval et
al., 1996). La mayoria de los casos en paises desarrollados como EE.UU. se
produce en los inmigrantes hispanos, especialmente los inmigrantes mexicanos,
que se presume han sido infectados antes de la inmigracién. También ha
habido una serie de casos de inmigrantes de Asia, especialmente Corea.
Ademas, se han documentado en Nueva York, Chicago, Los Angeles, y en
otras partes de los Estados Unidos. Debido a la reciente afluencia de
inmigrantes a los Estados Unidos, la neurocisticercosis es cada vez mas

reconocida como un problema también (Sorvillo, DeGiorgio & Waterman, 2007).
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En ecuador, un estudio revela que la incidencia de casos de epilepsia y NCC
estan asociados a las medidas de salubridad y que al aumento en la
implementacion de sistemas para eliminar excrementos ayudaria a reducir la
incidencia de casos hospitalarios en 1,00% los casos de epilepsia y en un
5,12% los casos de neurocisticercosis (Ron-Garrido et al., 2015).

En paises endémicos como: Nigeria, Sudafrica, la India, Peru, México,
Guatemala, Ecuador, Colombia, entre otros; la teniasis y cisticercosis son

extremadamente comunes, asi como la sintomatologia neurolégica (Garcia et

al., 2003).

2.5.2. En el Peru

En el Peru la infeccion por Taenia solium es hiperendémica en la sierra y en
algunas zonas de la costa y selva; tal como lo muestran los resultados de los
estudios realizados por The Cisticercosis Working Group en Peru (Garcia et al.,
2003; Lescano et al., 2009).

Existen zonas rurales y suburbanas hiperendémicas como Huancayo,
Ayacucho, Tumbes donde se reporta que el 40% de casos de epilepsia esta
asociado con NCC (Lescano et al., 2009; Garcia, Gilman, Gonzalez,
Verastegui, Rodriguez & Gavidia, 2003; Garcia et al., 2003).

Existen estudios que demuestran una fuerte asociacién entre la teniasis, la
crianza de cerdos y el mal tratamiento de residuos fecales humanos infectados
(Garcia et al., 2003). A través de estudios seroldgicos se ha determinado una
prevalencia de cisticercosis del 20 al 30 % en regiones endémicas. Asimismo,

mas del 6% de la poblacion podria tener el parasito adulto (Garcia et al., 2003).

2.6. Sintomatologia de la neurocisticercosis

La sintomatologia clinica en pacientes con NCC son cuadros de epilepsias,
dolores de cabeza, problemas visuales, confusién, ataxia, déficit motor,
afectacion de pares craneales, sintomas de hidrocefalia, psicosis (Garcia et al.,

2003). La variabilidad de la sintomatologia, como cefalea, trastornos mentales,
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hidrocefalia, epilepsia que produce el parasito en el sistema nervioso central
esta ligada a la localizacion y a la respuesta inflamatoria del hospedero
(DeGiorgo et al., 2004).

2.7. Inmunopatologia de la neurocisticercosis

Los huevos de la Tenia solium, cuando son ingeridos y expuestos al acido
gastrico del estbmago humano, pierden su capsula protectora y se convierten
en larvas, llamadas oncosferas. Las oncosferas cruzan el tracto gastrointestinal
y migran a través del sistema vascular al cerebro, los musculos y los ojos
principalmente. Una vez en el cerebro, el estadio larval (cisticercos o
metacéstodo), genera una respuesta inmune minima y puede permanecer en el
cerebro en forma viable por afios (DeGiorgo et al., 2004).

El cisticerco viable tiene aproximadamente de 1 a 1.5 cm de diametro,
localizado en el parénquima cerebral, que se conoce como un quiste vesicular,
tiene muy poca o ninguna respuesta inmune del huésped. En esta etapa, el
escolex por lo general se identifica como un nédulo excéntrico dentro del quiste.
A medida que el quiste se degenera, el liquido se fuga del quiste hacia el
parénquima cerebral, lo que genera una fuerte respuesta inmune (Sciutto,
Chavarria, Fragoso, Fleury & Larralde, 2007).

La epileptogénesis en pacientes con Neurocisticercosis se puede atribuir a
varios factores: inflamacion, gliosis, la genética y la predileccion del parasito de
viajar a la zona frontal y los l6bulos temporales (DeGiorgo et al., 2004).

La sintomatologia adversa, ocasionada por la inflamacién que induce el parasito
en el tejido cerebral que lo rodea, afecta al humano ocasionando cuadros de
epilepsia (Garcia et al., 2003).

Cuando el parasito se encuentra viable, es capaz de evadir la respuesta
inmunoldgica, pero cuando éste comienza a degenerarse, fisiologicamente o
por efecto del tratamiento antiparasitario, la inflamacion alrededor del parasito
se exacerba y trae consigo todas las consecuencias antes mencionadas.
(Sciutto et al., 2007; Garcia et al., 2003).
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Si bien el tratamiento actual con antihelminticos es efectivo contra Taenia
solium, ésta causa reacciones adversas. La respuesta del parasito al
tratamiento estimula la reaccion inflamatoria (Nash et al., 2015). No se conoce
al detalle el mecanismo por el que se liberan ciertas moléculas fuertemente
inmundgena, o la fisiopatologia del parasito en tejido hospedero.

La inmunopatologia de la enfermedad es compleja y esta en constante estudio
(Fleury, Cardenas, Adalid-Peralta, Fragoso & Sciutto, 2016).

Desde que el parasito se aloja en el cerebro hasta las primeras manifestaciones
clinicas, pueden transcurrir inclusive afios hasta que se presenten los primeros
sintomas, esto va depender de factores como: la viabilidad del parasito,
ubicacion y numero de cisticercos en el cerebro (Gonzales, Rivera, Garcia & the
cisticercosis working group in Pert, 2016; Garcia et al., 2003), respuesta
inflamatoria alrededor del tejido (Sciutto et al., 2007) y tipo de respuesta
inmune del hospedero (Clinton, 1997).

No existe un tratamiento eficaz sin riesgo de complicaciones para esta
enfermedad y aquellos esquemas con antiparasitarios son aun controversiales y
siguen en consenso por la \variabilidad de condiciones para el
desencadenamiento de esta enfermedad. En la mayoria de casos la
sintomatologia se ve exacerbada por el tratamiento o cuando el parasito esta
degenerado y/o calcificado (Garcia et al., 2003; DeGiorgo et al., 2004). El
tratamiento antihelmintico, usando praziquantel y albendazol, es efectivo contra
Taenia solium, matando a un 85% de cisticercos localizados en parénquima
cerebral, sin embargo, se han observado una exacerbacion de sintomas
neuroldgicos, el cual ha sido atribuido a la reaccién inflamatoria causado luego
de la muerte del parasito (Gonzales et al., 2016; Coyle & Tanowitz, 2009;
Garcia et al., 2011).

La viabilidad del parasito juega un papel fundamental en la inmunopatologia de
esta enfermedad. Los cisticercos pueden vivir en el huésped humano infectado
por anos y pueden calcificarse. Un quiste viable (activo), cuando esta localizado
en el tejido cerebral, es responsable de ciertas manifestaciones clinicas; sin

embargo, al morir los parasitos provocan una intensa inflamacién e infiltrados
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que estan asociados con las convulsiones (Nash et al., 2015; Del Brutto et al.,
2001) y alteraciones de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(Cangalaya et al., 2016).

Los cisticercos calcificados son los mas comunes en resultados radiologicos en
los paises endémicos de NCC y también pueden ser responsables de las
convulsiones; si bien la presencia de cisticercos calcificados en cerebro (cicatriz
calcificada) son comunes en las regiones endémicas y la mayoria de ellas son
clinicamente silenciosas, una proporcion de individuos con cisticercos
calcificados desarrollan convulsiones de estas lesiones y entre el 30 y el 65%
de estos casos se asocian con edema perilesional (EP), probablemente debido
a Inflamacion del huésped (Nash et al., 2017).

Se ha descrito que algunos mecanismos por los que el parasito permanece
viable son el enmascaramiento antigénico (Sciutto et al., 2007; Flisser, Sarti,
Lightowlers & Schantz, 2003; Del Brutto et al., 2001) y la osmorregulacién con
el medio externo a través de corpusculos calcareos (Von Brand, Mercado,
Nylen & Scott, 1960; Vargas-Parada & Laclette, 1999; Von Brand, Nylen, Martin,
& Churchwell, 1967).

El cisticerco mantiene una constante interaccion con el medio externo (tejido
cerebral), del cual obtiene los nutrientes necesarios para su subsistencia y
ademas del que debe permanecer oculto “enmascarandose” con proteinas y
otras moléculas propias del hospedero, para evadir la respuesta inmunoldgica
(Obregén-Henao et al., 2003; Laclette, Merchant & Willms, 1987; Bae et al.,
2010). A su véz el parasito va a liberar sustancias de desecho (Von Brand et al.,
1960) como se ve también en Equinococcus (Agosin, 1968), otras moléculas
como fosfatos y carbonatos, para mantener adecuado el medio externo u otras
moléculas que podrian ejercer alguna funcion sobre el metabolismo o células
del hospedero (Vond Brand et al., 1960).
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2.8. Estructura del cisticerco de Taenia solium

Se han descrito diferentes estructuras y células que componen la membrana o
pared quistica y escolex del cisticerco de Taenia solium como: microtrichas,
membrana basal, células cytones subtegumentales, células flamigeras, células
ductales, ductos protonefridiales, corpusculos calcareos, fibras musculares,
fibras de tejido conectivo , células flama, entre otros y muchas de las cuales se
han estudiado a nivel estructural, histolégico y otras a nivel bioquimico (Willms,
2008; Laclette et al., 1987) y unas pocas a nivel de funcion fisiolégica como es

el caso de los corpusculos calcareos. (Ver Figura. 2).

2 mm

Figura 2. Estructura histolégica del metacéstodo de Taenia solium. (1)
membrana vesicular conteniendo a las células tegumentarias, microtrichas
conductos protonefridiales. (2) Cuello del escélex donde se ubican las células
en flama, conductos protonefridiales, corpusculos calcareos. Coloracion H-E.
(University of Sidney, 2017)
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Figura 3. Cisticerco de Taenia solium teihido con una coloraciéon especial para
calcio. Cisticercos tefidos con la coloracion Alizarin Red para evidenciar presencia de
calcio, los despdsitos rojisos evidencia la presencia de corpusculos calcareos en el
parasito (Coleccion interna de imagenes histologicas del Laboratorio de

inmunopatologia en neurocisticercosis, 2016).

2.9. Corpusculos calcareos

Los corpusculos calcareos (CC) son unas estructuras que se encuentran dentro
del parasito tanto en su membrana como en su escolex (ver Figura 3). Estos
estan conformados por calcio en mayor concentracion, otros minerales y una
matriz organica que alberga proteinas (Vond Brand et al., 1960; Von Brand et
al., 1967). Estudios previos del corpusculo calcareo demuestran su
participacion en la osmorregulacion del parasito con su medio externo (Vargas-
Parada, Merchant, Willms& Laclette, 1999), lo que podria influir en la viabilidad
del parasito y / o su tendencia a degenerarse y calcificarse (Nash et al., 2017).
Los corpusculos calcareos son concreciones minerales, que pueden
representar hasta el 41% del peso seco del parasito (Vargas-Parada &
Laclette, 1999; Von Brand, Nylen, Martin, Churchwell & Stites, 1969), estan

formados por laminas concéntricas de material inorganico, principalmente calcio
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y fosfato de magnesio y carbonato, intercaladas con una matriz organica, asi
también la presencia de glucégeno como polisacaridos, lipidos, los residuos de
aminoacidos tales como Asp, Glu y Gly (Vargas-Parada et al., 1999). Se han
descrito proteinas de origen desconocido en la matriz organica de la Taenia
taeniaeformis (Von Brand & Nylen, 1970).

La formacion de estos corpusculos calcareos en Taenia solium, a diferencia de
otros helmintos, se da a nivel de los ductos protonefridiales, de manera
extracelular (Vargas-Parada et al., 1999), sin embargo, no se describe a detalle
las proteinas implicadas en su formacion, o las células que generan la matriz
para el inicio de la formacién, ni la liberacion de sustancias asociadas a los
corpusculos calcareos.

Una proteina de uniéon a calcio se ha descrito en CC de Echinococcus
granulosus (EgCaBP1) (Rodriguez et al., 1997). La participaciéon de proteinas
de union a calcio (CaBP) en la acumulacién local de Ca?* ha sido descrita en
varios de los filos de invertebrados y de los organismos vertebrados (Marsh,
1986; lllies, Peeler, Dechtiaruk & Ettensohn, 2002).

Una fraccion proteica fue aislada de corpusculos calcareos de cisticercos de
Taenia solium, en los cuales se encontré antigenos que fueron reconocidos por
sueros de pacientes con Neurocisticercosis activa a través ELISA y WesternBlot
y no por sueros de pacientes con otros desérdenes neuroldgicos. Los
resultados mostraban que se trataban de proteinas de alto peso molecular,
diferentes a los usados en las pruebas de diagnéstico. (Zurabiam et al., 2005).
Las proteinas de corpusculos calcareos de Taenia solium que aun no han sido
aisladas ni descritas en su totalidad podrian estar asociadas con el
desencadenamiento de los sintomas e inmunopatologia de la enfermedad. En
otros parasitos como Echinococcus granulosus se ha descrito una proteina con
un dominio de unién a calcio asociada a CC (Rodriguez et al., 1997) o
proteinas similares en otros parasitos (Marsh, 1986; lllies et al., 2002). Se ha
descrito una proteina de corpusculo calcareo de cisticerco de Taenia solium
identificada con un anticuerpo monoclonal producido para detectar antigenos de

Equinococcus granulosus, encontrandose similitudes entre ambas y donde se
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sugiere ahondar en el estudio de las demas proteinas en corpusculo calcareo
de Taenia solium (Zurabian et al., 2005).

Se conoce que existen proteinas asociadas a estos corpusculos y que son
fuertemente antigénicas (Vargas-Parada et al., 1999; Victor et al., 2012), sin
embargo, aun no se han descrito o detectado con anticuerpos monoclonales
especificos anti Taenia solium y asi poder estudiarlas, conocer su potencial

para el diagndstico, tratamiento o seguimiento de la enfermedad.

2.10. Diagnéstico de neurocisticercosis

El diagnostico de NCC es dificil y generalmente se basa en los datos clinicos-
epidemiologicos del paciente, ayudados por varios métodos, tales como
resonancia magnética, tomografia computarizada y pruebas seroldgicas,
considerando también los criterios establecidos como absolutos, mayores y
menores (Del Brutto et al., 2017; Garcia et al., 2014). Sin embargo, el
diagnostico basado en imagenes tiene inconvenientes debido a la disponibilidad
para zonas endémicas y a su alto costo.

Los métodos seroldgicos de inmunodiagndstico son asequibles y utiles para
epidemiologia, aunque tienen limitaciones asociadas con la sensibilidad y
especificidad (Dorny et al., 2003). Las pruebas inmunoldgicas (ELISA, Western
Blot) se realizan en liquido céfalo raquideo (LCR) y suero. Las pruebas
diagnosticas en LCR parecen ser mas precisas sin embargo la obtencion de
muestra es dificultosa e incoOmoda para el paciente.

Las pruebas serolégicas son mas econdémicas, sin embargo el inconveniente
que presenta la técnica de ELISA en suero es la reactividad cruzada con otros
parasitos y la deteccion de anticuerpos circulantes no provee informacion por si
sola respecto a la viabilidad del parasito. La técnica de ELISA para la deteccion
de antigenos se ha ido mejorando con la utilizacibn de anticuerpo
monoclonales, se ha desarrollado un test de ELISA para deteccién de antigenos
de excrecion circulantes en suero, a través del uso de anticuerpos
monoclonales para antigenos de Taenia saginata, con buenos resultados. Aun

asi, se mejoraria el diagnostico si se emplearan anticuerpos monoclonales
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producidos especificamente para Taenia solium (Dorny et al., 2003; Sciutto et
al., 2007).

También se han desarrollado ensayos de inmunoelectrotransferencia para
evaluar anticuerpos circulantes en sueros de pacientes con NCC y en LCR,
empleando fracciones proteicas de antigeno de Taenia solium y Taenia
crassiceps con potencial uso en el diagndstico de neurocisticercosis activa (Da
Silva et al., 2017).

2.11. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos son glucoproteinas especializadas y son parte del sistema
inmune, producidas por los linfocitos B, con la capacidad de reconocer
moléculas especificas (antigenos). Los anticuerpos monoclonales son aquellos
anticuerpos que provienen a partir de un unico tipo de célula B (Garcia-Merino,
2011).

La produccion de anticuerpos monoclonales in vitro se lleva a cabo a través de
la fusién celular de dos tipos de células: El linfocito B y una célula tumoral de
estirpe linfoide, que dan paso a una célula hibrida llamada Hibridoma, a partir
de la cual se general los anticuerpos monclonales (Koéler & Milstein, 1975) (ver
Figura 3). La produccion de anticuerpos monoclonales es una herramienta
esencial en el ambito clinico y biotecnoldgico, y han probado ser utiles en el
diagnostico y tratamiento de enfermedades infecciosas, inmunolégicas y
neoplasicas, asi como también en el estudio de las interacciones patdgeno-
hospedero a través de la deteccidn y cuantificacién de diversas moléculas. Asi
también, la incorporacion de las técnicas de biologia molecular e ingenieria
genética y proteica han permitido ampliar el horizonte de la generacion de
anticuerpos monoclonales y sus usos, y se han encontrado técnicas como la
hibridacién, la quimerizacién, la humanizacion y la produccion de anticuerpos
monoclonales totalmente humanos (Machado et al., 2006) (ver Figura 4).

Los anticuerpos monoclonales son una poderosa herramienta para el
diagndstico de laboratorio y un instrumento cada vez mas utilizado en el

tratamiento de diversas enfermedades (Garcia-Merino, 2011), en el mercado se
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encuentran cerca de 29 anticuerpos monoclonales aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos para uso en humanos
(Machado et al., 2006).

Los anticuerpos son proteinas que tienen una estructura bioquimica compleja
demarcada por la union de cuatro cadenas proteicas: dos pesadas, y dos
ligeras, unidas mediante puentes disulfuro. Funcionalmente, los anticuerpos se
dividen en una fraccién que involucra el reconocimiento antigénico, denominada
Fab, y una fraccién cristalizable (Fc). Las regiones Fab estan conformadas por
una region variable y otra conservada. La region variable tiene una diversidad
casi infinita para el reconocimiento de antigenos, gracias a las regiones
determinantes de complementariedad (CDR). Los anticuerpos monoclonales
son componentes fundamentales del sistema inmune y pueden ser empleadas
como herramientas biotecnolégicas en el diagnostico, tratamiento e
investigacion de diversas enfermedades (Machado et al., 2006).

2.11.1. Tipos de Anticuerpos monoclonales

El primer uso de anticuerpos monoclonales en terapia humana fue en 1982 para
el tratamiento de un linfoma (Miller, Maloney & Warnke, 1982). Pronto se vio
que el uso de monoclonales murinos arrastraba el problema de la tolerancia con
produccion de anticuerpos humanos antimurinos que disminuian su eficacia.
Para solventar estas dificultades se exploraron diversas alternativas, como son
la quimerizacion y la humanizacion.

La quimerizacion se desarroll6 en 1984 (Morrison, Johnson & Herzenberg,
1984), y se trata de la produccién de anticuerpos monoclonales en los que
solamente la region variable es de origen murino, y el resto de las cadenas
pesadas y ligeras es de origen humano. En los anticuerpos humanizados sélo
son murinas las regiones hipervariables de las cadenas ligeras y pesadas
(Gorman, & Clark, 1991; Mountain, & Adair, 1992) (Figura 5).

Otra alternativa son los monoclonales humanos que se producen en animales
transgénicos portadores de genes de inmunoglobulinas (Ig) humanas; los
transgenes incluyen fragmentos de las regiones variables en linea germinal, lo

que les facilita la capacidad recombinatoria de los anticuerpos humanos. Las
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vias de introducciéon de esos segmentos son los miniloci, los cromosomas
artificiales de levadura o humanos, y los vectores P1 (Briggemann, &
Neuberger, 1996). Los monoclonales humanos son mas ventajosos por su
menor antigenicidad y mejor tolerancia, y por su mayor tiempo en circulacién en
relacion con los quiméricos. Es asi que, los anticuerpos monoclonales murinos

son de mayor uso en el area diagnostica.

2.12. Anticuerpos monoclonales producidos en el laboratorio de
inmunopatologia experimental en neurocisticercosis

En el laboratorio de inmunopatologia en neurocisticercosis de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, se ha llevado a cabo con éxito la produccion de
anticuerpos monoclonales contra diversos antigenos del metacéstodo de
Taenia solium. Estos anticuerpos son de suma importancia por su potencial
aplicacion en el diagnostico y/o tratamiento de la enfermedad. La produccion
de anticuerpos monoclonales in vitro se llevo a cabo a través de la fusién celular
de linfocitos de ratones inmunizados con antigenos del parasito (del parasito
completo, de fluido vesicular y antigenos de excresion/secresion) con células
tumorales llamadas SP2; obteniendo con éxito 18 hibridomas con capacidad de
producir anticuerpos, los cuales se encuentran en proceso de caracterizacion
(Paredes et al., 2016).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion del perfil de proteinas de corpusculos calcareos de
cisticerco de Taenia solium
3.1.1. Obtencioén de cisticercos de Taenia solium
Los cisticerco de Taenia solium fueron extraidos de musculo esquelético
de tres cerdos naturalmente infectados (provenientes de regiones
endémicas del Peru, pertenecientes al proyecto "Eliminacion de
cisticercosis en Peru", del Centro de Salud Global UPCH, Tumbes, con
autorizacion del Comité Institucional de Etica para Animales de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia : SIDISI 03101), los cerdos fueron
sacrificados de acuerdo con un protocolo aprobado por la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Se recolectaron en promedio 200 metacéstodos por cerdo, haciendo un
total de 600. Los parasitos se colectaron y transportaron al laboratorio en
solucion salina tamponada con fosfato estéril pH7.4 (Gibco-Invitrogen,
Gaithersburg, MD) conteniendo antibidticos de amplio espectro como
amoxicilina, estreptomicina y cloranfenicol e inhibidores de proteasas 1X
PMSF.

3.1.2. Obtencion proteinas de corpusculos calcareos (Zurabian et
al., 2005; Park, Guk,Shin & Chain, 2005)

Se desarroll6 un nuevo procedimiento de obtencién de las proteinas de
corpusculo calcareo en base a lo descrito por ambos autores.

Los parasitos fueron lavados 10 veces con solucion salina tamponada con
fosfato estéril pH7.4 (Gibco-Invitrogen, Gaithersburg, MD) conteniedo
antibiéticos de amplio espectro e inhibidores de proteasas 1X PMSF.

Fase 1: Aislamiento de cospusculos calcareos. Los cisticercos fueron
homogenizados con la solucién de buffer fosfato antes descrita,
empleando un homogenizador Polytron (Kinematica PCU) bajo la maxima
intensidad de 1 a 2 min a 4 °C. El homogenizado fue centrifugado a 12000

rom por 15 minutos a 4 °C, a fin de sedimentar los corpusculos calcareos.
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Se retird el sobrenadante y detritus celulares quedandonos con el
precipitado blanquecino donde se encontraron los corpusculos calcareos.
Se realizaron tres lavados adicionales con buffer fosfato para mejorar la
separacion y limpieza de los corpusculos calcareos.

Fase 2: Disolucion de corpusculos calcareos. Los corpusculos
calcareos ya limpios fueron sometidos a disolucién del material que lo
compone a fin de liberar las proteinas, a través del uso una solucion de
acido sulfamico 0,1M (9,7%) a pH 1,2; en proporcién de 2:1 (dos
volumenes de la solucion de acido sulfamico con 1de la cantidad de
corpusculo calcareo obtenido) y se disolvié usando un vortex a maxima
velocidad por 1 min. Luego se procedié a centrifugar a 15000 rpm por 5
min a 4 °C. El sobrenadante fue colectado y el precipitado residual fue
tratado nuevamente con 0,1 M de solucion de &cido sulfamico y asi
sucesivamente hasta la disolucion completa de los corpusculos calcareos.
Durante este proceso, los corpusculos fueron observados al microscopio
para confirmar la disolucion. Todos los sobrenadantes obtenidos fueron

congelados a -70 °C hasta su requerimiento y evaluacion.

3.1.3. Medicion de proteinas (Field & Field, 2010)

La medicidn de proteinas se realizd de los sobrenadantes obtenidos en
la disolucién de corpusculos calcareos. Se realizd el ensayo en
microplaca de 96 pocillos. Para ello, se tomaron 20 yL de muestra con
200 pL de reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) diluido 1:50 con
agua destilada, se incubo la mezcla por 5 min a temperatura ambiente,
en oscuridad y se midieron colorimétricamente las concentraciones de
proteinas a 660 nm. Se realizé6 la curva de calibracion empleando
albumina sérica bovina (BSA) a diferentes concentraciones: 0; 5; 10; 20;
40; 80; 100 y 200 pg/mL. Se realizé la lectura en lector de microplaca
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA).
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3.1.4. Electroforesis para la deteccion de proteinas asociadas a
corpusculos calcareos (Yabar, 2003)

Se realizé la electroforesis para proteinas, conforme al “manual de
procedimientos de electroforesis para proteinas y ADN” (Instituto
Nacional de Salud del Peru), en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (gel de
apilamiento y de corrida) al 10%. Una vez preparado el gel y dentro de la
camara electroforética (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis
Cell - BioRad) con el buffer de corrida (Tris-Base 0,25 M, glicina 2 M,
SDS 1%) se agregaron 20 uL de cada muestra preparada (35 pL
sobrenadante, 10 pL buffer de muestra 5X 'y 5 pL glicerol) y marcador de
peso molecular (pre-tefido de Bio-Rad 161-0318) a cada carril. La
electroforesis se realizé a 80 V por 15 min para el gel de apilamiento y
130 V por 2 horas para la corrida electroforética. Se evidencio la
presencia de las bandas proteicas utilizando el kit de tincién de plata
(Silver Stain Plus-BioRad).

A) Obtencién de metacéstodos

B) Obtencidn de Proteinas de CC
Fase 1: Aislamiento de CC
Fase 2: Disolucion de corpusculos calcareos

\3

C) Medicidn de proteinas

D) Electroforesis

Figura 6. Flujograma del proceso de obtenciéon del perfil de proteinas de

corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia solium
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3.2. Seleccion de anticuerpos monoclonales contra corpusculos

calcareos de Taenia Solium: Inmunofluorescencia (Yang, 2004)

Se cuenta con un total de 18 anticuerpos monoclonales (ver Anexo 1)
Para realizar la seleccion de los anticuerpos monoclonales que
reconozcan proteinas asociadas a corpusculos calcareos se realizdé una
evaluacion por inmunofluorescencia. Para ello se utilizaron dos tipos de

muestras: Tejido de parasito y corpusculos fijados a laminas portaobjeto.

3.2.1. Inmunofluorescencia en Tejido parasito (Yang, 2004)

Se emplearon cortes (4 um) de tejido de cisticercos fijados en formol 4% y
parafinados, para luego transferidos a laminas portaobjeto pre-tratadas
con poli-L-lisina. Las muestras fueron desparafinadas hasta ser
rehidratadas. El desenmascaramiento antigénico se realiz6 con buffer
citrato pH 6,0 a 90 °C por 30 min. Se utilizaron como anticuerpos primarios
a los nuevos monoclonales producidos en el Laboratorio de
Inmunopatologia en Neurocisticercosis (18 anticuerpos monoclonales),
como segundo anticuerpo se utiliz6 un anti-ratébn (anti IgG+anti IgM)
marcado con DyLigh. Las muestras fueron evaluadas en un microscopio
de Inmunofluorescencia Carl Zeiss, y las imagenes capturadas por una

camara Canon PowerShot A3300 IS de 8,2 mega pixels.

3.2.2. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos (Yang, 2004)

Se realiz6 la fijacion de corpusculos calcareos (aislados previamente de
metacéstodos de Taenia solium hasta tenerlos puros en solucién), se
colocd una gota de 15 pL en laminas portaobjetos tratadas previamente
con poli-L-lisina, para luego dejaras secar a temperatura ambiente y
fijarlas en alcohol 70° por 20 min. Se realizd6 la prueba de
Inmunofluorescecia en estas muestras empleando el mismo esquema
utilizado para tejido. Los anticuerpos primarios fueron los nuevos

anticuerpos monoclonales (18 anticuerpos monoclonales), como
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anticuerpo secundario se utilizé6 anti-raton (anti IgG+ anti IgM) marcado
con DyLigh. Las muestras fueron evaluadas en un microscopio de
Inmunofluorescencia Carl Zeiss, y las imagenes capturadas por una

camara Canon PowerShot A3300 IS de 8,2 mega pixels.

Inmunodeteccidon de proteinas usando anticuerpos monoclonales
TsW por Western blot (Ayala-Sulca & Miranda-Ulloa, 2015)

Se desarroll6 la electrotransferencia de proteinas del gel de electroforesis
a papel de nitrocelulosa. Se emplea el buffer de transferencia (Tris-Base
25mM, glicina 192 mM, metanol 20 % en un litro de agua miliQ) a 70V por
1 hora. Se cortaron las tiras de papel nitrocelulosa conteniendo las
proteinas transferidas para realizar la inmunodeteccion.

Se incubaron las tiras en solucion de bloqueo (PBS, leche 10 %, Tween 20
0,05 %) en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron tres lavados con PBS — tween 20 0,05 %. Seguidamente se
incubo con los anticuerpos monoclonales seleccionados a la
concentracion de 10 pg/mL diluidos en PBS Tween 20 0,05 % a
temperatura ambiente en agitacion constante por 2 horas. Posteriormente
se realizaron tres lavados y se agrego anticuerpo secundario de cabra anti
ratdn marcado con biotina y peroxidasa (Goat anti mouse biotin ab6788)
diluido a 1:5000 en PBS tween 20 0,05 % y leche 2 %, en agitacién a
temperatura ambiente durante 2 horas y revelado con estreptavidina

sustrato precipitante de 10 a 15 minutos, conforme aparecen las bandas.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencion del perfil de proteinas de corpusculos calcareos de

cisticerco de Taenia solium

4.1.1. Obtencion proteinas de corpusculo calcareo

La metodologia propuesta, basada en dos métodos diferentes, fue desarrollada
y aplicada con éxito para la obtencion de corpusculos calcareos y sus proteinas
asociadas en cisticerco de Taenia solium. La metodologia consta de dos fases:
la primera es la extraccion de los corpusculos calcareos y la segunda la
obtencién de sus proteinas. En la figura 7 se muestra el esquema utilizado para

la extraccion de corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia solium

Lavado

Homogenizacion

Corpusculo

calcdreo

Figura 7. Obtencion de cisticercos de Taenia solium y Fase 1: Aislamiento

de corpusculos calcareos de cisticerco de Taenia solium.
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Luego de varios pasos de lavado se obtuvo un sedimento limpio sin restos

celulares, tal como se puede apreciar en la figura 8.

Figura 8. Corpusculos calcareos de Taenia solium. (A) Precipitado
blanquecino correspondiente a corpusculos calcareos (flecha negra). (B)

Corpusculos calcareos vistos al microscopio con resolucién a 400 X.

Posterior a la obtencidn de corpusculos calcareos, se procedié con la disolucion
empleando la solucién de acido Sulfamico. Obteniéndose 15 sobrenadantes
hasta la completa disolucién. En el precipitado numero 15 ya no se observd

corpusculos calcareos visto por microscopio optico.
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4.1.2. Medicién de proteinas de corpusculo calcareo

Se realizdé la medicion de proteinas de los 15 sobrenadantes obtenidos por
duplicado. Se calcularon los resultados segun la curva de calibracion obtenida
con BSA (Figura 9)

Curva de calibracion de BSA

0.8

0.7 y =0.0787x + 0.0273

R?=0.995 /
0.6

0.5

0.4

Densidad optica

0.3
0.2

0.1 -

0 5 10 20 40 80 100 200

Concentracion pg/ml

Figura 9. Curva de calibracién con albumina sérica bovina medido por

método Bradford
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Cuadro 1. Concentracion de proteinas obtenidas en los sobrenadantes de

la disolucién de los corpusculos calcareos

Sol:lrsgzc:znte Densidad 6ptica X Conzzr;rtr:icién
1 0,333 32,317
2 0,324 30,540
3 0,332 32,120
4 0,311 27,973
5 0,322 30,145
6 0,322 30,145
7 0,334 32,515
8 0,985 161,071
9 0,692 103,211
10 0,49 63,321
11 0,38 41,598
12 0,337 33,107
13 0,312 28,170
14 0,365 38,636
15 0,29 23,826

En el cuadro 1 los sobrenadantes 8 y 9 presentan la mayor concentracién de
proteinas de corpusculos con 161,07 y 103,21 pg/mL respectivamente. Los
cuales fueron utilizados en la identificacion electroforetica utilizando la maxima

concentracion.

4.1.3. Identificacién de proteinas de corpusculo calcareo
Se tomaron alicuotas de los sobrenadantes numeros: 1, 8, 9, 13, 14, 15 para
evaluar las proteinas de corpusculos calcareos por electroforesis, en su maxima

concentracion (ver Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis de proteinas de corpusculo calcareo. Carril numero 1: Antigenos de cisticerco completo de
Taenia solium; 2: Antigenos de Fluido vesicular de cisticerco de Taenia solium; 3: Marcador de Peso molecular; 4:
Sobrenadante 8; 5: Sobrenadante 1; 6: Sobrenadante 9; 7: Sobrenadante 13; 8: Sobrenadante 14; 9: Sobrenadante 15.

Visualizados con tincién de plata.
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Se identificaron 14 proteinas en el sobrenadante 8 con los siguientes pesos
moleculares: 98,1; 66,9; 44,7; 39,9; 34,6; 31,8; 28,8; 25,8; 23,7; 22,2; 20,7;
14,1; 8,0; 6,5 kDa. En el 9 se observan las proteinas de: 66,9; 39.6; 34,6; 31,8;
28,8; 25,8; 23,7; 22,2; 14,1; 8,0; y 6,5 kDa, similares al sobrenadante 8 y 9
moléculas adicionales de: 97,9; 94,2; 56,8; 43,9; 41,3; 33,1; 19,3; 16,5y 15,6
kDa (Figura 10).

Se identificaron en total 23 proteinas de corpusculo calcareo. Se juntaron los
sobrenadantes con mayor concentracion de proteinas (Sobrenadantes 8 y 9)
para obtener el total de proteinas de corpusculos calcareos aisladas y realizar la
electrotransferencia, a papel de nitrocelulosa a fin de poder identificarlos con los
anticuerpos monoclonales.

Se realizé el analisis de las proteinas encontradas en corpusculos calcareos, en
base a su peso molecular, con las proteinas descritas para Taenia solium segun
la literatura y base de datos Unipot, NCBI y GenBank (Ver cuadro 2).

Se seleccionaron las proteinas, reportadas para Taenia solium, que
concordaban con los pesos moleculares encontrados en corpusculos calcareos.
Aquellas moléculas cuyos pesos moleculares no se encontraban dentro del
grupo de proteinas de Taenia solium, fueron analizadas en la base de datos

para otros céstodos.
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Cuadro 2. Proteinas (n=23) de corpusculos calcareos que correlacionan con las descritas para Taenia solium y

otros céstodos de la base de datos de Uniprot, NCBI y GenBank seguin su peso molecular.

PM proteinas

Nombre proteina (*)

Caodigo UniProt

Origen

Funcién / Proceso

de CC (kDa) biolégico
98.1 Periodic tryptophan protein 2 AOAD68YIKO Echinococcus multilocularis No Descrito
97,9 Proteina 1 que contiene un . . . No Descrito
dominio tipo mano EF AOA068YCD5 Echinococcus multilocularis
94,2 Supresor de la sefializacion AQOA068Y1B8 Echinococcus multilocularis No Descrito
de citoquina 7
66,9 c-fos QBT525 Taenia solium No Descrito
56,8 Mariner Mos1 transposasa AOA068XKM7 Hymenolepis microstoma No Descrito
44,7 Citocromo C oxidasa AOA9I5 Taenia solium No Descrito
subunidad 1
43,9 Proteina putativa similar a AOPFWA1 Taenia solium No Descrito
peroxidasa
41,3 i Q94PH7 i i No Descrito
Citocromo B AOAOBBXT7Z4 Taenia solium
Proteina quinasa .
39,9 dependiente de AMPc AOA1L2EDK1 Taenia solium No Descrito
subunidad catalitica
34,6 NADH deshidrogenasa . . No Descrito
subunidad 2 Q8M6L0 Taenia solium
33.1 Antigeno diagnéstico GP50a Q6XR70 Taenia solium No Descrito
Regulacion de la
318 Proteina de oncésfera QO8EV9 Taenia solium contraccion
Tso22e (Fragmento)
muscular
288 Oxidoreductasa NADH- AOA1L2DBR2 Taenia solium No Descrito
ubiquinona cadena 1
25,8 Ts1 A7UTM1 Taenia solium Transporte
vacuolar
: : Cadena de
23,7 glto%roch ?:OX'dasat Q957Q4 Taenia solium transportadores de
subunida (Fragmento) electrones aerébicos
: : Cadena de
22,2 Citocromo C oxidasa AOA1L2DBR1 Taenia solium transporte de
subunidad 2 electrones
20,7 Proteina putativa no : . .
caracterizada (Fragmento) Q8MPD8 Taenia solium No descrito
19,3 Proteina putativa similar a la VENC99 Taenia solium No Descrito
insulina
) . Sintesis de ATP
16,5 ATP sintasa FO subunidad 6 . ; acoplado al
(Fragmento) AOA1L2DBUO Taenia solium transporte de
protones
Destruye los
radicales que
s . normalmente se
15,6 SuperOX|dozd|smutasa [Cu- QBWRFS Taenia solium producen dentro de
n] las células y que son
téxicos para los
sistemas bioldgicos.
Respiracion
14,1 Citocromo ¢ oxidasa AOAO76E590 Taenia solium aerobias,
subunidad 1 fosforilacion
oxidativa
8,0 Proteina antigenica Q9BJXO Taenia solium No Descrito
(Fragmento)
6,5 Proteina putativa no Q8MPD9 Taenia solium No Descrito

caracterizada

(*) El nombre de la proteina es adoptado del Gen Bank Data Base

(**) Es la proteina mayor descrita de la lista presentada, presenta ademas su estructura cristalografica en 3D.

PM: Peso molecular, CC: corpusculo calcareo
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4.2. Seleccidon de anticuerpos monoclonales de Taenia solium
(AcMo Ts)

4.2.1. Inmunofluorescencia en tejido del parasito

Se realizé la inmunolocalizacion empleando los nuevos anticuerpos
monoclonales para la deteccion de antigenos de CC en cortes de tejido de
parasito a través de inmunofluorescencia. Sin embargo, no se obtuvieron los
resultados esperados ya que durante el desarrollo de la técnica se desprendian
los corpusculos calcareos presentes en el tejido, lo que no permitia diferenciar a
los anticuerpos que reaccionaban de manera positiva o negativa a corpusculos
calcareos. Por ello, el método de seleccion, o evaluacion de los nuevos
anticuerpos, empled como muestra corpusculos calcareos fijados en lamina. Se
realizd la evaluacion en tejido de todos los anticuerpos, en la figura 11 se

muestran algunos de ellos.
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wW2G10 W1G4

Figura 11. Comparacion de Inmunofluorescencias en Tejido de cisticerco y
corpusculos calcareos fijados en lamina.

La figura describe los dos tipos de muestras que fueron empleadas para la
evaluacion de los anticuerpos monoclonales. A, B, C y D corresponden a tejido
del parasito, mientras que E y F a corpusculos calcareos. Las figuras del lado
izquierdo muestran la reaccion con el anticuerpo W2G10 que es positivo a CC,
las del lado derecho muestran la reaccién con el anticuerpo W1G4 negativo a
CC. Se observa que no hay una diferencia entre un anticuerpo positivo o
negativo a CC en tejido de parasito. Mientas que la diferencia de la reaccién es
evidente en las figuras E y F que son la que contiene CC fijados a la lamina. A,
B,CyE a200XyEyF a400X.
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4.2.2. Inmunofluorescecia en corpusculos calcareos fijados en lamina

Se realizé la inmunofluorescencia en corpusculos calcareos fijados en lamina
marcando con anticuerpos monoclonales Ts (anticuerpo primario) y anticuerpo
anti raton + Dylight (anticuerpo secundario) (ver Figura 12). Se obtuvieron
siete anticuerpos con reaccion positiva a corpusculos calcareos, uno anticuerpo
con reaccion indeterminada y 10 anticuerpos negativos (ver Figuras 13-19). Los
corpusculos calcareos tienen cierta inmunofluorescencia natural, que es muy
distinta, inespecifica y menos intensa que la reaccion con el fluorocromo Dy
Light. Se seleccionaron 10 anticuerpos monoclonales (ver Cuadro 3) siete
anticuerpos con reactividad positiva, uno con reactividad indeterminada, y dos
reactividad negativa seleccionados al azar; para realizar la siguiente evaluacion
a través de western Blot. La evaluacion de la reactividad a corpusculos
calcareos empleando estas estructuras fijadas a laminas sin mayor tratamiento
previo, resultd ser mejor que utilizar tejido de parasito con tratamiento
histolégico fijado a lamina, ya que permitié visualizar mejor los resultados
debido a que no habia perdida de muestra permitiendo seleccionar
adecuadamente a los anticuerpos monoclonales reactivos a proteinas de

corpusculo calcareo.

Fluorocromo

Dylight

Dylight % Dylight

Anticuerpo 2¢: Dylight — Anti IgG
(cabra anti raton)

Anticuerpo 12: Anticuerpo
monoclonal (rat6n)

CC (corpiisculos calcareos)
De quistes de cerdos >
naturalmente infectados / Muesto /
[

Figura 12. Esquema empleado para la evaluacién por inmunofluorescencia.
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W2G10 W6A7

Figura 13. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Control de PBS; C y D, Reaccién positiva con
anticuerpo W2G2; E y F, Reaccion Positiva con anticuerpo W6A7, Las imagenes superiores vistas con filtro fluorescente
y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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Figura 14. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reaccién Positiva con anticuerpo W2H7; C y D,
Reaccion positiva con anticuerpo W5D10; E y F, Reaccion Positiva con anticuerpo W5H10; Las imagenes superiores
vistas con filtro fluorescente y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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..

V4Gl E1G7 W4A4

Figura 15. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reaccién Positiva con anticuerpo V4G1; C y D,
Reaccion positiva con anticuerpo E1G7; E y F, Reaccion indeterminada con anticuerpo W4A4; Las imagenes superiores

vistas con filtro fluorescente y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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W1G12 W1H2 W1G4

Figura 16. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reaccion negativa con anticuerpo W1G12; C y D,
Reaccion negativa con anticuerpo W1H2; E y F, Reaccion negativa con anticuerpo W1G4; Las imagenes superiores

vistas con filtro fluorescente y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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W2D7 W2B11 E3G4

Figura 17. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reaccion negativa con anticuerpo W2D7; C y D,
Reaccién negativa con anticuerpo W2B11; E y F, Reaccidon negativa con anticuerpo E3G4; Las imagenes superiores
vistas con filtro fluorescente y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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V3C4 V2H12 V1C12

Figura 18. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reaccion negativa con anticuerpo V3C4; C y D,
Reaccion negativa con anticuerpo V2H12; E y F, Reaccién negativa con anticuerpo V1C12; Las imagenes superiores
vistas con filtro fluorescente y las inferiores con luz visible. Aumento 400X
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V2H1

Figura 19. Inmunofluorescencia en corpusculos calcareos. A y B, Reacciéon
negativa con anticuerpo V2H1; La imagen superior vista con filtro fluorescente y

la inferior con luz visible. Aumento 400X



45

Cuadro 3. Anticuerpos monoclonales seleccionados en base a su

reactividad a corpusculos calcareos fijados en lamina

Cédigo Antigeno . Resultado de Para su
Clona empleado para | Isotipo . evaluacion en
Interno ‘. Fluorescencia *
su produccion Western Blot(*)
TsW1 W2G10 Antigeno lgM Positiva Seleccionado
Completo
TsW2 W4A4 Antigeno IgM Parcial Seleccionado
Completo
TsW3 W1G12 Antigeno IgG1 Negativa No seleccionado
Completo
TsW4 w2D7 Antigeno IgM Negativa No seleccionado
Completo
TsW5 W1H2 Antigeno lgG1 Negativa No seleccionado
Completo
TsW6 W2B11 Antigeno IgG3 Negativa Seleccionado
Completo
TsW7 W1G4 Antigeno IgM Negativa No seleccionado
Completo
Tsw8 W6A7 Antigeno lgM Positiva Seleccionado
Completo
TsW9 W2H7 Antigeno lgG3 Positiva Seleccionado
Completo
TsW10 W5D10 Antigeno lgG1 Positiva Seleccionado
Completo
TsW11 W5H10 Antigeno IgM Positiva Seleccionado
Completo
TsV1 V4G1 Fluido Vesicular lgG1 Positiva Seleccionado
TsV2 V1C12 Fluido Vesicular lgG1 Negativa No seleccionado
TsV3 V2H12 Fluido Vesicular lgG1 Negativa Seleccionado
TsVv4 V3Cc4 Fluido Vesicular lgG4 Negativa No seleccionado
TsV5 V2H1 Fluido Vesicular lgG2a Negativa No seleccionado
TsE1 E3G4 ESXCreC'Q,n / IgM Negativa No seleccionado
ecrecion
TsE2 E1G7 Excrecion / l9G3 Positiva Seleccionado
Secrecion

(*) Seleccién de todos los resultados positivos, parciales y de manera al azar los 2 negativos




46

4.3. Inmunodeteccién de proteinas antigénicas de corpusculo calcareo

Se realizd el Western Blot empleando los anticuerpos seleccionados
previamente (Cuadro 3). Como control positivo se usd suero de raton
inmunizado con antigeno completo del parasito (metacéstodo), como control
negativo solucion PBS. Todos los anticuerpos monoclonales seleccionados
como “positivos” en lamina, marcaron bandas en el western blot. El anticuerpo
seleccionado como “reaccién indeterminada” en lamina, no marco ninguna
banda, lo que sugiere que la reactividad evidenciada al microscopio se tratd
s6lo de sobre concentracién del anticuerpo lo que ocasiona un depdsito
inespecifico mejorandose con mayor tiempo de bloqueo.

Los anticuerpos W2H7, W5D10, W2G10, W5H10 y WG6A7 identificaron las
moléculas de 66,9; 56,8; y 6,5 kDa. El Anticuerpo E1G7 identificé moléculas de
98,1; 97,9; 94,2; 66,9; 6.5 kDa. El anticuerpo V4G1, muy similar al anterior
identifico moléculas de 97,9; 94,2; 66,9 y 6.5 kDa y de manera intensa la
molécula de 66,9 kDa. Los anticuerpos W4A4, V2H12 y W2B11 no marcaron
ninguna banda (ver Figura 20 y Cuadro 4).

El andlisis de las moléculas identificadas por los nuevos anticuerpos
monoclonales, asi como las moléculas que no fueron detectadas pero que se
encuentran presentes en corpusculos calcareos fueron realizados utilizando la
base de datos Uniprot para Taenia solium, asi como para otros céstodos ,en

base al peso molecular (ver Cuadro 5y 6).
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Figura 20. Western Blot de antigenos de corpusculos calcareos y Anticuerpos monoclonales contra Taenia
solium. Carriles: (1) Suero +, (2) Control de PBS, (3) W2H7, (4) W4A4, (5) W5D10, (6) W2G10, (7) W5H10, (8)
E1G7, (9) V2H12, (10) W2B11, (11) V4G1, (12) WBAT.
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Cuadro 4. Resumen de proteinas detectadas segun su peso molecular por

cada anticuerpo monoclonal

Anticuerpos

W2H7 W5D10 W2G10 W5H10 E1G7 V4G1 WG6A7
98,1
— 97,9 97,9
wg 94,2 94,2
S =
iﬁ 66,9 66,9 66,9 66,9 66,9 66,9 66,9
g*% 56,8 56,8 56,8 56,8 56,8
3
o
6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5
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Cuadro 5. Informacién sobre las proteinas detectadas segun la base de

datos UniProt, NCBI, GenBank y hallazgos en articulos cientificos

Uniprot/GenBank/NCBI

Articulos cientificos

PM
Nombre Origen Origen Referencia
98.1 Periodic tryptophan Echinococcus | Taenia crassiceps Da Silva, 2017
’ protein 2 multilocularis
Echinococcus | Fluido vesicular de Ayala-Sulca 2015
Proteina 1 que multilocularis Taenia solium
97.9 contiene un
’ dominio tipo mano Taenia solium Bae, 2010
EF
Taenia crassiceps Da Silva, 2017
Supresor de la Echinococcus | Fluido vesicular de Ayala-Sulca 2015
sefializacion de multilocularis Taenia solium
94,2 citoquina 7
Fluido vesicular de Yang, 2004
Taenia solium
c-fos Taenia solium | Fluido vesicular de Ayala-Sulca 2015
Taenia solium
Saboulard 2003
Corpusculos calcareos
de Echinococcus
granulosus
66,9 Pinilla, 2003
Extracto crudo de
Taenia solium
Navarrete-Perea,
Taenia solium 2006
Mariner Mos1 Hymenolepis Taenia solium Rodriguez-
transposasa microstoma Contreras, 1998
56.8 Taenia saginata Vicentini-Oliveira,
’ 2010
Taenia saginata Harrison, 1989
Proteina putativa Taenia solium Taenia solium Victor, 2012
no caracterizada
Fluido vesicular de Ayala-Sulca 2015
Taenia solium
Fluido vesicular de Yang, 2004
6,5 Taenia solium
Fluido vesicular de Cho, 1989

Taenia solium

Taenia saginata

Vicentini-Oliveira,
2010
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Cuadro 6. Resumen del perfil de proteinas encontradas en corpusculos calcareos identificadas con anticuerpos monoclonales anti- Taenia solium

ANTICUERPOS TsW ANTICUERPOS TsV ANTICUERPO
) () *) () *) ()
sl £ 2| x| 8| | 58] 3| ¢| 3| 8| 5| | £ & 1| 5/ 3
S| 2| 5| 2| 2| 2| 5| 5| 8| 8| 2] 2 S| 8| | T | B
©

Periodic tryptophan protein 2 98,1 +

Proteina 1 que contiene un dominio tipo mano EF 97,9 + +

Supresor de la sefalizacién de citoquina 7 94,2 +

C-fos 66,9 + + + + + +

Mariner Mos1 transposasa 56,8 + + + + +

Citocromo C oxidasa subunidad 1 44,7

Proteina putativa similar a peroxidasa 43,9

Citocromo B 41,3

Proteina quinasa dependiente de AMPc subunidad 39,9

catalitica

NADH deshidrogenasa subunidad 2 34,6

Antigeno diagnéstico GP50a 33,1

Proteina de oncésfera Tso22e (Fragmento) 31,8

Oxidoreductasa NADH-ubiquinona cadena 1 28,8

Ts1 25,8

Citocromo C oxidasa subunidad 3 (Fragmento) 23,7

Citocromo C oxidasa subunidad 2 22,2

Proteina putativa no caracterizada (Fragmento) 20,7

Proteina putativa similar a la insulina 19,3

ATP sintasa FO subunidad 6 (Fragmento) 16,5

Superéxido dismutasa [Cu-Zn] ** 15,6

Citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 14,1

Proteina antigénica (Fragmento) 8,0

Proteina putativa no caracterizada 6.5 + + + + + + +

Casilleros sombreados: proteinas NO detectadas por los anticuerpos monoclonales
[—1 Casilleros een blanco: proteinas detectadas por los anticuerpos monoclonales
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5. DISCUSION

La neurocisticercosis es una enfermedad del sistema nervioso central, causada
por el metacéstodo de Taenia solium, muchas veces el tratamiento
antiparasitario agrava la situacion del paciente, es por ello que conocer y
detectar moléculas implicadas en la interaccion hospedero - parasito es de

amplio interés.

La obtencidn de proteinas de corpusculos calcareos de Taenia solium tiene dos
fases, para ello se estandarizé y empledé un método mixto. La primera fase
consistio en aislar los corpusculos calcareos del parasito y la segunda en
disolver los corpusculos quedandonos solo con las proteinas. Para llevarlo a
cabo nos basamos en las técnicas empleadas por Zurabian et al., 2015 y Park
et al., 2005. El primero en mencion, ofrece una técnica en la que se puede
obtener los corpusculos calcareos de manera mas concentrada, homogénea y
limpia de debris celular; y Park et al., 2005 por otro lado, propone la disolucién
de los corpusculos empleando acido sulfamico 1M que permite una mayor
concentracion de proteinas en la muestra. Cabe resaltar que Zurabian et al.,
2015 hace el aislamiento de corpusculos calcareos de Taenia solium mientras

que Park et al., 2005 lo hace de Spirometra erinacei, ambos céstodos.

En nuestro caso, luego de 15 pasos de disolucion obtuvimos la mayor
concentracion de proteinas en el sobrenadante 8 y 9 mientras que Park et al.,
2005 lo obtuvo en el ultimo sobrenadante (n°19). Todo ello evidenciado a través
de la medicidn de proteinas de cada sobrenadante mediante la técnica de
Bradford.

La identificacion de proteinas se realizd a través de electroforesis donde se
pudieron observar 23 bandas las cuales estaban distribuidas y concentradas en
los sobrenadantes 8 y 9. Se apreciaron 14 bandas en el sobrenadante N° 8 y 20
bandas para el sobrenadante N° 9, identificando 11 bandas idénticas para
ambos sobrenadantes. La importancia de disolver los corpusculos calcareos



52

completamente es debido a que a medida que estos se disuelven las proteinas
son liberadas al medio, aquellas que posean alta afinidad al calcio se uniran
nuevamente a aquellos fragmentos de corpusculos calcareos aun por disolver
(Park et al., 2005). Las 23 bandas descritas corresponden en su mayoria a
proteinas de Taenia solium y otras a proteinas de otros parasitos helmintos.
(Ver Cuadro 2).

Se realiz6 el analisis de las proteinas encontradas en corpusculos calcareos en
base a su peso molecular. Se realizé la busqueda a través de la base de datos
Uniprot, encontrandose cerca de 359 moléculas especificas de Taenia solium.
Las cuales se compararon con las encontradas en corpusculo calcareo.
Aquellas moléculas presentes en corpusculos calcareos que no correspondian
con ninguna de la base de datos para Taenia solium fueron analizadas con las
reportadas para otros cestodos como Echinoccocus, Hymenolepis, Taenia

Saginata, Taenia Crassiceps, etc. similar a lo descrito por Victor et al., 2012.

Se encontraron varias moléculas asociadas con funciones de 6xido reduccion,
como citocromos, NADH ubiquinona oxidoreductasa y, la proteina mejor
descrita y caracterizada, la enzima superédxido dismutasa [Cu-Zn] (SOD). La
enzima SOD es un Homodimero, tiene varios sitios de unién de cofactores (Cu
y Zn 2*). Cada subunidad de la proteina se une a un ién de Cobre o Zinc. La
SOD destruye los radicales que normalmente se producen dentro de las células
y que son toxicos para los sistemas bioldgicos. Esta enzina ha sido
caracterizada en funcién y morfologia, por lo que se conoce su estructura en
3D.

Asi también moléculas relacionadas con la produccién de energia como ATP
sintasa, moléculas antigénicas como antigeno diagnostico GP50, familia de
proteinas antigénicas 8 kDa, moléculas con actividad inmunomoduladora como
supresor de senal de citoquinas 7, entre otras moléculas mas con funcion aun

desconocida.
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La presencia de proteinas con capacidad antioxidante refuerza la teoria sobre la
funcién de los corpusculos calcareos con respecto a la mantencién de la
homeostasis del medio externo, y que en tal caso no se llevaria a cabo
unicamente por la secrecion de material inorganico para amortiguacion de pH
(Vargas-Parada & Laclette, 1999), sino también su material organico (Von bran
& Nylen, 1970) como moléculas encargadas en hacer frente a los radicales

libres que pudiera generarse por la respuesta inmunoldgica del hospedero.

A lo largo de estos ultimos 30 afios se han identificado varias proteinas de
Taenia solium de distintos pesos moleculares y con funciones bioactivas para el
diagnodstico y/o la interacciéon hospedero-parasito. Moléculas como enzimas,
transportadores de glucosa, familia proteinas antigénicas, proteinas

constitutivas de musculo, etc. (Victor et al., 2012)

La proteina superdxido dismutasa y otras enzimas antioxidantes han sido
previamente reportadas en Taenia solium (Vaca-Paniagua, Torres-Rivera,
Parra-Unda & Landa, 2008; Hernandez-Santoyo et al., 2011) y se encuentran
en el genoma de este parasito. Estos hallazgos sugieren que las enzimas
antioxidantes tienen un papel importante en la fisiologia de Taenia solium vy la
infeccion, por lo tanto, podrian representar el punto de inflexion del parasito y de
estar presente en los corpusculos calcareos reafirma la idea de que estos
median y regulan el medio externo de los ataques inmunolégicos. No se ha
reportado en que parte o células del parasito exactamente se encuentra.
Sugiere que uno de esos lugares donde esta presente es en los corpusculos
calcareos. Se sabe también que esta enzima, superdxido dismutasa, es un
blanco terapéutico antiparasitario para los bencimidazoles, (Vaca-Paniagua et
al., 2008).

Cabe resaltar que la formacién de los corpusculos calcareos en Taenia solium

que se desarrolla, a diferencia de otros céstodos, de manera extracelular en los
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ductos secretorios del parasito, mediado o regulado por las células ductales que
generan proyecciones hacia el interior de los ductos (microvellosidades) y que
ademas desprenden vacuolas portando material celular, evidenciado a través
del microscopio electronico (Vargas-Parada et al., 1999). La formacion de los
corpusculos en el lumen protonefridial de los ductos de excrecion de Taenia
solium sugieren que estan involucrados en la neutralizacion de productos
acidos, osmorregulacion, conservacion de material inorganico y proteccion

contra calcificacion (Vargas-Parada et al., 1999; Zurabian et al., 2005)

Los componentes de los corpusculos calcareos también han sido estudiados,
por ejemplo, se ha reportado la presencia de aminoacidos (Von Brand & Nylen,
1970) y proteinas (Rodriguez et al., 1997) de corpusculos calcareos en otros
parasitos como Taenia teniformes y Equinococcus granulosus respectivamente.
Se postula que los corpusculos calcareos también pueden servir como fuente
de iones para procesos como ciclo celular, control y diferenciacién en el
parasito (Rodriguez et al., 1997). Se ha descrito ya anteriormente que los iones
de calcio participan en la diferenciacion de platelmintos como Schistosoma

mansoni (Hara, Hara, Fusco, Salafsky & Shibuya, 1993)

El estado amorfo de los corpusculos calcareos observados por los patrones de
difraccion de rayos X, permite diferentes grados de hidratacién (Smith &
Richards, 1993). Esto también refuerza la idea de que sus componentes
podrian estar facilmente disponibles cuando sea necesario y se podrian liberar

proteinas al medio externo.

Si bien el analisis de proteinas encontradas en corpusculos calcareos, del
presente trabajo, fue solo en base al peso molecular, nos da una aproximacion
de las caracteristicas y perfil proteico de esta estructura del parasito y puede
aportar a dilucidar la funcién que podria estar cumpliendo para la viabilidad e

interaccion hospedero-parasito.
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Otros investigadores reportan proteinas encontradas en extractos antigénicos
de Taenia solium y otros helmintos, ya sea extracto completo, fluido vesicular, o
fase soluble del antigeno de metacéstodo, encontrando bandas de proteinas
que son similares con lo reportado en el presente estudio como: antigenos de
Taenia saginata de 65 y 55 kDa (Vicentini et al., 2010); glicoproteinas de Taenia
solium de naturaleza secretoria de fluido vesicular de 22 y 95 kDa (Yang, 2004;
Yang, 2000); glicoproteinas del extracto soluble de metacéstodo de Taenia
solium de 28 kDa (Restrepo et al., 2000).

Se reporté también un antigeno de 14 kDa de extracto crudo de Taenia solium
(Greene, Hancock, Wilkins & Tsang, 2000), también proteinas de metacéstodo
de 20 kDa entre otras, potenciales para diagndstico evaluadas por ELISA en
muestras de LCR de pacientes con neurocisticercosis (Da Silva et al., 2017).
Ademas se ha reportado glicoproteinas de diagnostico de 24 y 14 kDa
obtenidas de Taenia solium a las que se le cambio la conformacidon para
exponer mas epitopos antigénicos mejorando la sensibilidad diagnéstica para
pacientes con un solo quiste y que tienen bajos niveles de anticuerpo en sangre
frente a antigenos de Taenia solium (Prabhakaran, Rajshekhar, Murrell &
Oommen, 2007). También fue reportado una glicoproteina de 22 kDa en fluido

vesicular de Taenia solium (Yang, 2000).

El metacéstodo de Taenia solium normalmente sobrevive por mas de 5 anos en
huéspedes humanos inmunocompetentes, con el fin de adoptar y hacer frente al
ambiente hostil del huésped, el parasito debe sintetizar continuamente
moléculas bioactivas que pueden modular las interacciones huésped-parasito
especificas, asi como regular su propia homeostasis metabdlica (Bae et al.,
2010). El presente trabajo se busca también estudiar la antigenicidad de las
proteinas asociadas con corpusculos calcareos de metacéstodo de Taenia

solium.
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Zurabian et al., 2005 demostrdé que sueros de pacientes con Neurocisticercosis
activa tenian titulos altos de anticuerpos que reconocian de 43 a mas de 200
kDa, entre ellos 6 antigenos de mas de 200 kDa de corpusculos calcareos de
Taenia solium a través de ELISA y Western Blot. Asi también, sugiere que las
proteinas de alto peso molecular son candidatos a ser utilizados como
antigenos diagnosticos, ellos utilizaron 3 gramos de parasito por lo que sugieren
que es mejor emplear al parasito adulto en lugar de metacéstodo. En este
trabajo empleamos metacéstodo ya que la cantidad de parasito que se

recolecto fue 120 g aproximadamente.

Hemos identificado las proteinas de corpusculos calcareos de Taenia solium
con pesos moleculares menores a 100 kDa, similar a lo reportado en otras
investigaciones (Bae et al., 2010). También se ha descrito proteinas antigénicas
de altos pesos moleculares (260 kDa) con capacidad de unién a calcio, en E.
granulosus-EgCaBP1 (Rodriguez et al., 1997) y su homdlogo en Taenia solium,
fraccion recombinante —TsCaBP de 32 kDa (Zurabian et al., 2005), siendo esta
ultima sin caracteristica antigénica frente a sueros de pacientes con
neurocisticercosis, todo ello refuerza la importancia de las moléculas menores

de 100 kDa identificadas en nuestro estudio como candidatos antigénicos.

La caracterizacion de las moléculas bioactivas del metacéstodo Taenia solium,
que podrian estar implicadas en las alteraciones fisiopatologicas, asi como el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica del parasito, puede ser
beneficiosa para la comprension inclusiva de la progresiéon de la

Neurocisticercosis (Bae et al., 2010).

Los antigenos de corpusculos calcareos identificados en el presente trabajo
pueden ser usados para el desarrollo de pruebas diagndsticas para
neurocisticercosis tal como lo proponen diversos autores (Dorny et al., 2003).
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Ademas de su potencial uso para el diagnostico serolégico y/o en LCR, sera
importante determinar el papel de los componentes del corpusculo calcareo en

la fisiologia del metacéstodo.

La comprension de las propiedades inmunoldgicas, biofisicas y biolégicas
detalladas de las moléculas, que podrian estar implicadas de forma crucial en
las funciones celulares del metacéstodo de Taenia solium, puede contribuir no
s6lo a la identificacion y generacidon de antigenos potentes, sino también a la
informacion prometedora sobre la interaccion huésped-parasito, lo cual podrian
utilizarse para nuevos blancos diagnésticos y candidatos de quimioterapia 'y / o
vacuna, (Bae et al., 2010). La investigacion para caracterizar diversos patrones
de reconocimiento inmunoldgico de individuos infectados nos permitira
demostrar nuevos biomarcadores que tienen una importancia practica. Asi
también la identificacion de biomarcadores y moléculas bioactivas pueden
producir nuevos conocimientos esenciales en alteraciones fisiopatologicas, asi

como en diagnéstico precoz de neurocisticercosis (Bae et al., 2010).

Los anticuerpos monoclonales estudiados reaccionan a tres tipos de antigenos,
dependiendo de su fuente de origen, estos son: antigenos de parasito completo,
antigenos de fluido vesicular y antigenos de excrecion-secrecion. Estos
anticuerpos dependiendo del antigeno que reconocen fueron catalogados como

TsW, TsV y TsE, respectivamente (Paredes et al., 2016).

En la investigacion evaluamos por inmunofluorescencia, a manera de
seleccionar entre todos los anticuerpos presentes, aquellos que reaccionen de
manera positiva a los corpusculos calcareos. Se seleccionaron todos aquellos
que reaccionaron positivamente, y algunos negativos a fin de corroborar este
resultado. Se tomdé en cuenta que los corpusculos calcareos presentan una
fluorescencia natural al observarlos por el microscopio con filtro UV. Esta
fluorescencia es baja y no brillante diferenciable de la observada por el marcaje

con fluorocromo DyLigh (Figuras 10-16).
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Los anticuerpos fueron evaluados empleando dos tipos de muestras, la primera
de tejido de parasito y la segunda un concentrado de corpusculos calcareos
filados a lamina. Se optd por seleccionar el segundo tipo de muestra ya que en
la primera los corpusculos calcareos se desprenden, la fijacion de ellos a la
lamina es ligera incluso empleando aditivos como Poli-L-lisina. Los que ocurria
en menor medida en el segundo tipo de muestras, al tener una mayor cantidad
de corpusculos estos permanecian fijos en lamina a pesar de algunos

desprendimientos.

Los anticuerpos monoclonales seleccionados bajo este primer paso, fueron
empleados para la deteccion de antigenos de corpusculos calcareos a través de
western Blot. Segun los resultados encontrados, los anticuerpos monoclonales
tienen la caracteristica de ser poliespecificos, es decir son capaces de
reconocer varias moleculas. Esta caracteristica ha sido anteriormente reportada
en varias investigaciones, como las de Yan, Kuhn, & Traub, 1994; que
describen la produccion de un conjunto de anticuerpos monoclonales
poliespecificos, entre ellos el anticuerpo XY12 que se une tanto a la vimentina
de la proteina de filamento intermedio como a los acidos nucleicos,
concluyendo que los hallazgos sugieren que la reaccidn cruzada de XY12
realmente ocurre en la regiéon de union al antigeno en lugar de otras porciones
del anticuerpo. Asi también Hohmann, Coleman, Comacchio, Skiner & Bradley,
1988; describen que generaron una clona de células que secretaban un
anticuerpo contra antigenos epidérmicos a partir de un paciente con una lesion
cutanea con ampollas. El anticuerpo IgM secretado por esta clona reacciono
con la region intercelular de la epidermis de la piel humana normal de una
manera similar a los autoanticuerpos de pénfigo, ademas, en riidn humano
normal, el anticuerpo se une a glomérulos y tubulos. También reaccion6 con un
antigeno presente en el citoplasma de una amplia variedad de lineas celulares
incluyendo tipos epiteliales, linfoides y mieloides. No se encontré ninguna

reaccion con la superficie de ninguna de las lineas celulares, ni con antigenos
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de ADN o fosfolipidos. Las bases moleculares para la generacion de este tipo
de anticuerpos se han estudiado en varias investigaciones afirmando que la
caracteristica de esta poliespecificidad estaria sujeta a la porciéon FAB (regién
variable del anticuerpo), a los genes que codifican el CDR de la molecula y las
fuerzas fisicoquimicas de interaccion entre el anticuerpo y el antigeno. (Wing,
1995).

Los anticuerpos TsW, TsV y TsE que reconen proteinas de corpusculos
calcareos, identificaron mas de una banda en el perfil proteico del corpusculo
calcareo; encontrandose que la mayoria de ellos reaccionaron frente a la banda
66.9 y 6.5 kDa, por lo que se sugiere que esta molécula es fuertemente

inmunogena.

La proteina identificada como c-Fos no tiene funcién descrita aun para Taenia
solium. Sin embargo, un homélogo de esta proteina descrita en humanos, es un
proto-oncogén celular perteneciente a la familia de factores de transcripcion de
genes de expresion rapida. La transcripcion de proteinas c-Fos, en humanos,
se ve aumentada en respuesta a multitud de senales extracelulares, como por
ejemplo los factores de crecimiento. Ademas, la fosforilacion efectuada por
MAP quinasas, Protein quinasa A o C altera significativamente la actividad y la
estabilidad de c-Fos. Los miembros de la familia c-Fos dimerizan con la
proteina c-Jun para formar el factor de transcripcion AP-1, el cual activa la
transcripcion de numerosos y diversos genes implicados en todos aquellos
procesos relacionados con la proliferacion y la diferenciacion celular con el fin
de evitar procesos de invasion y dano celular (Van Elzakker, Fevurly, Breindel &
Spencer, 2008). En algunos estudios, utilizan la medicidn de la expresion de c-
Fos como un marcador de actividad neuronal, ya que c-Fos suele expresarse
cuando las neuronas se ven sometidas a potenciales de accion. Si el ARNm de
c-Fos es activado en una neurona, esto indica que ha habido actividad reciente
(Day, Kryskow, Nyhuis, Herlihy& Campeau, 2008).
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Los anticuerpos que reconocen antigenos del parasito completo (Anticuerpos
TsW) y que fueron seleccionados como positivos en inmunofluorescencia
detectan las moléculas de 66.9, 56.8 y 6.5 kDa. Estos pesos moleculares
identificados corresponden a c-Fos, Mariner Mos 1 transposasa y una proteina
putativa no caracterizada, respectivamente. Los anticuerpos seleccionados
como negativos no reaccionaron a ningun antigeno del corpusculo calcareo, lo

que verifica su negatividad a este tipo de antigenos.

Los anticuerpos TsW positivos a moléculas del corpusculo calcareo, podrian
estar detectando alguna regién similar entre las proteinas y que son
fuertemente inmundégenas. Cabe resaltar que la proteina de 56.8 kDa (Mariner
Mos1 Transposas) es una proteina de Hymenolepis microstoma, este peso
molecular no se encontraba descrito en la base de datos para Taenia solium,
por lo que la proteina que mas se aproximaba fue la de este otro céstodo. Sin
embargo, se han reportado en otras investigaciones bandas de proteinas de
Taenia solium similares a este peso molecular (Rodriguez- Contreras, Skelly,
Landa, Shoemaker & Laclette, 1998) y otros céstodos como Taenia saginata

(Vicentini-Oliveira et al., 2010).

Si bien la proteina Mariner Mos1 Transposas de Hymenolepis microstoma, no
tiene funcién definida aun, un homodlogo de esta proteina presente en en
Drosophila mauritiana, describe como funcidn molecular unién a DNA y
actividad endonucleasa, como procesos bioldgicos: integracion y recombinacion
de DNA, (ver Anexo 3), media la transposicién del transposén Mos1 por un
mecanismo de "cortar y pegar" dentro del ADN. Las transposasas son
nucleasas especificas de secuencias y transferencias de cadena que catalizan
la transposicién a través de una serie ordenada de eventos: union especifica de
secuencia de transposasa a las repeticiones terminales invertidas (RTI)
presentes en cada extremo del transposén, emparejamiento de las RTSs de
transposon en una secuencia de pares, la escisidon de una o ambas cadenas de

ADN en cada extremo del transposén, la captura del ADN diana y la



61

transferencia de la cadena para insertar el transposon en un nuevo sitio.
(Richardson, Colloms, Finnegan & Walkinshaw, 2009).

Es de esperarse que antigenos del corpusculo calcareo sean reconocidos por
anticuerpos monoclonales TsW ya que estos deben estar presentes en el
extracto completo del parasito y sirven de estimulo para su produccion. Por otro
lado, tenemos los anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos de fluido
vesicular (TsV), uno de ellos el anticuerpo V4G1 que reconoce a las moléculas
de: 97.9, 94.2, 66.9 y 6.5 kDa. Esto indicaria que estas moléculas estan
presentes en fluido vesicular y que se encuentran en ambos lugares o en algun
proceso de flujo entre fluido vesicular y corpusculos calcareos. Ademas, este
anticuerpo reconoce fuertemente las bandas 66.9 y 6.5, correspondiente a c-
Fos y una proteina putativa no caracterizada, lo que refuerza la fuerte
antigenicidad de estas moléculas, tal como se describe en tejido (Paredes et al.,
2016), este seria un nuevo aporte para el desarrollo de una herramienta

diagndstica.

Los anticuerpos monoclonales que reconocen antigenos de excrecion -
secrecion del parasito (TsE), este anticuerpo E1G7 seleccionado como positivo,
reconoce las moléculas de: 98.1, 97.9, 94.2, 66.9 y 6.5 kDa. Estos antigenos se
encontrarian como parte de las moléculas de excrecion - secrecion del parasito,
es decir que son liberadas al medio externo fisiologicamente. Similar con lo
reportado en estudios con secretomas (Victor et al., 2012). Estas moléculas
identificadas corresponden a periodic tryptophan protein 2 (98.1 kDa), proteina
1 que contiene un dominio tipo mano EF (97.9 kDa), supresor de la senalizacion
de citoquina 7 (94.2 kDa), c-Fos (66.9 kDa), y una proteina putativa no

caracterizada (6.5 kDa).

La proteina periodic tryptophan protein 2, descrita para Echinoccus
multilocularis, no tiene funcién especifica aun. Sin embago, la informacion que

se tiene de esta proteina presente en microorganismos como levaduras o el ser
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Humano describe que envuelta en el procesamiento nucleolar del RNA
ribosomal Pre-18s (Dragon et al., 2002; Shafaatian, Payton & Reid, 1996;
Yamakawa, Gao & Korenberg, 1996). En Saccharomyces Cerevisiae es
requerido para la seleccion del sitio del brote y la separacion de la célula
(Shafaatian et al., 1996; Dragon et al., 2002).

La proteina 1 que contiene un dominio tipo mano EF, es una proteina integral
de membrana (transmembrana). El dominio EF, es un dominio estructural de
proteinas de tipo hélice-bucle-hélice que se encuentra en una gran familia de
proteinas de unién a calcio (Ver anexo 3). En el ser humano este tipo de
proteinas ha sido mejor descrito, éste es necesario para la migracion celular
radial y tangencial durante el desarrollo del cerebro, posiblemente actuando
como un regulador de la morfologia celular y la formacion del proceso durante
la migracion. Puede aumentar la afluencia de calcio a través del gen CACNA1E
(calcium voltage-gated channel subunit alpha1 E) y estimular la muerte celular
programada (Suzuki et al., 2014; De Nijs et al., 2012).

La proteina supresor de la sefalizacidon de citoquina 7 de Echinoccus
multilocularis, tiene la funcion transduccion de sefal intracelular, proceso en el
que una sefal es transmitida a los componentes descendentes dentro de la
célula, los cuales se activan para propagar la sefal y finalmente activan un
cambio en la funcién o estado de la célula; asi también esta relacionada con la
regulacion del crecimiento, proceso que modula la frecuencia, velocidad o
extension del crecimiento de todo o parte de un organismo para que se
produzca a su velocidad adecuada, ya sea globalmente o en una parte
especifica del desarrollo del organismo (Ver anexo 3). En el ser humano, este
tipo de proteina regula las cascadas de sefalizacion probablemente a través de
ubiquitinacién y / o secuestro de proteinas, participa en la sefalizacion de la
insulina y la homeostasis de la glucosa a través de la ubiquitinacion IRS1
(Insulin Receptor Substrate 1) y posterior degradacién proteasomal. Inhibe

también la prolactina, la hormona del crecimiento y la sefializacion de la leptina
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mediante la prevencién de la activacion STAT3 y STATS, secuestrando en el
citoplasma y reduciendo su union al ADN. Puede ser un componente de
reconocimiento de sustrato de un complejo E3 ubiquitina-proteina ligasa de tipo
SCF (Skp1-cullin-F-complejo proteico de caja o box) que media la ubiquitinacion
y posterior degradacion proteasomal de las proteinas diana. Se ubica en el

Citoplasma, Membrana celular y Nucleo (Martens at al., 2005).

La proteina c-Fos, descrita lineas arriba, con funcion desconocida para Taenia
solium pero que en humanos es un proto-oncogén celular perteneciente a la
familia de factores de transcripcion de genes de expresion rapida. Se describe
también una proteina putativa no caracterizada de 6.5 kDa, ésta es una
proteina con funcién desconocida tanto para Taenia solium como para otro

microorganismo, no existe reporte de su funcién aun.

Las tres proteinas de mayor peso molecular identificadas por Anticuerpos TsE
corresponden a proteinas descritas para Echinococcus multiloculares. Un
homologo a la proteina supresor de sefalizacion de citquina 7 presente en
Taenia solium, podria estar siendo secretada al medio externo a través de los
corpusculos calcareos a fin de contrarrestar el ataque inmunolégico asociado a
la funcion de esta citoquina. Se conoce que esta citoquina 7, cumple la funcion
de estimular a los progenitores linfoides inmaduro, induciendo su desarrollo
(Goodwin et al., 1989).

Para el caso de las moléculas de corpusculo calcareo identificadas por
anticuerpos monoclonal Ts E, otros grupos de investigacion encontraron
glicoproteinas de 96 kDa en fluido vesicular y de naturaleza secretoria (Yang,
2004; Yang, 2000), también una glicoproteina de 95 kDa en la lamella de
corpusculo calcareo de Trilocularia acanthiaevulgaris (McCullough &
Fairweather, 1987). Antigenos inmunogénicos de 66 kDa en Taenia saginata
identificado con anticuerpos monoclonales contra ese mismo parasito (Vicentini-
Oliveira et al., 2010).
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En esta perspectiva, todas estas moléculas aisladas de corpusculos calcareos
identificadas por los anticuerpos TsE serian liberadas al medio externo y
poseerian propiedades inmundgenas ya que son reconocidas por los
anticuerpos monoclonales y podrian estar asociadas a la inmunopatologia de la

Neurocisticercosis.

Por otro lado, tenemos proteinas de corpusculo calcareo que no han sido
reconocidas por los anticuerpos monoclonales estudiados pero que podrian
participar en la fisiologia del parasito. Tal es el caso de las moléculas: 41.7,
43.9, 41.3, 39.9, 34.6, 33.1, 31.8, 28.8, 25.8, 23.7, 22.2, 20.7, 19.3, 16.5, 15.6,
14.1 y 8 kDa (Ver Anexo 4). Destacando la presencia de la molécula de 15.6
KDa correspondiente con la subunidad de la enzima superdxido dismutasa,
descrita y caracterizada para Taenia solium (Gonzales, Mendoza-Hernandez &
Plancarte, 2002; Castellanos-Gonzales, Jimenez, Landa, 2002) y que cumpliria
una funcién importante en la neutralizacion del dafo a través de radicales libres

(Vaca-Paniagua et al., 2008).

Otras glicoproteinas de Taenia solium de 28 y 24 kDa que fueron reconocidas
por suero de pacientes con NCC (Restrepo et al., 2000), también antigenos de
14 kDa halladas en extracto crudo de Taenia solium (Greene et al., 2000). Otra
proteina descrita de 8 kDa es usada para el diagndstico (Hancock, Khan,
Williams & Yushak, 2003).

Los anticuerpos monoclonales que fueron seleccionados como negativos
probablemente sean especificos para proteinas que nos estan relacionadas con
corpusculos calcareos o reconozcan moléculas especificas de otras estructuras

del parasito.

El potencial de aplicacion de los anticuerpos monoclonales y su evaluacion en
la deteccion de antigenos, tal como muestran los resultados obtenidos,

proponen una herramienta para el diagndstico de neurocisticercosis, con
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ventajas con respecto a la deteccion de anticuerpos circulantes, (Dorny et al.,
2003, Garcia, Del Brutto, 2000).

Los anticuerpos estudiados comprenden un nuevo grupo de anticuerpos
monoclonales producidos para antigenos de metacéstodo de Taenia solium, a
fin de poder ser utilizados como herramienta biotecnoloégica para la deteccion,
de moléculas de interés para la investigacion de la fisiologia del parasito y por
tanto su potencial aplicaciéon en el diagnéstico de la enfermedad por
neurocisticercosis, basado en la deteccion de antigenos de corpusculos

calcareos.
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6. CONCLUSIONES

e Se evaluaron 18 nuevos anticuerpos monoclonales, 7 de ellos (TsW:
W2G10, W6A7, W2H7, W5D10, W5H10; TsV: V4G1 y TsE: E1G7) son
reactivos a corpusculos calcareos y capaces de detectar de manera
especifica proteinas del mismo.

e El perfil de proteinas de corpusculo calcareo de Taenia solium, descrito
en el presente trabajo, esta conformado por 23 proteinas: 98.1, 97.9,
94.2, 66.9, 56.8, 44.7, 43.9, 41.3, 39.9, 34.6, 33.1, 31.8, 28.8, 25.8,
23.7,22.2,20.7,19.3, 16.5, 15.6, 14.1, 8.0 y 6.5 KDa.

e Las proteinas identificadas por los anticuerpos monoclonaes son: 98.1,
97.9,94.2,66.9, 56.8 y 6.5 KDa.

e Todos los anticuerpos detectaron a las proteinas de 66.9 y 6.5 kDa, lo
que indica que son altamente antigenicas.

e Las proteinas de corpusculos calcareos que son identificadas por el
anticuerpo E1G7 son de interés por su naturaleza antigénica y su
propiedad de ser liberada al medio externo como: Periodic tryptophan
protein 2 (98.1 kDa), Proteina 1 que contiene un dominio tipo mano EF
(97.9 kDa), Supresor de la senalizacion de citoquina 7 (94.2 kDa), c-Fos
(66.9 kDa) y una proteina putativa no caracterizada (6.5 kDa).

e Los anticuerpos monoclonales estudiados son poliespecificos y tienen
potencial para ser usados como herramienta en la deteccion de

moléculas antigénicas de corpusculos calcareos.
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7. RECOMENDACIONES

e Se recomienda seguir con la investigacién de las proteinas halladas en
corpusculos calcareos, caracterizarlas e identificar la funcion biolégica
para el parasito.

e Se recomienda realizar el analisis proteico de otras estructuras del
parasito a fin de poder comparar con las descritas en corpusculos
calcareos y poder tener mayor entendimiento de la presencia y

ubicacion de estas proteinas dentro del parasito.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Tabla de anticuerpos monoclonales producidos en el laboratorio

de inmunopatologia en neurocisticercosis-UPCH

Nombre | Cdodigo interno Antigeno que estimulo su Isotipo
produccién

1 TsW1 W1G12 Completo 1gG1
2 TsW2 W5D10 Completo 1gG1
3 TsW3 W2G10 Completo IgM
4 TsW4 W4A4 Completo IgM
5 TsW5 W2H7 Completo IgG3
6 TsW6 W5H10 Completo IgM
7 TsW7 W1G4 Completo IgM
8 TsW8 W1H2 Completo lgG1
9 TsW9 WG6A7 Completo IgM
10 TsW10 W2B11 Completo IgG3
11 TsW11 W2D7 Completo IgM
12 TsV1 V3C4 Fluido Vesicular lgG1
13 TsV2 V2H1 Fluido Vesicular IgG2a
14 TsV3 V4G1 Fluido Vesicular IgG1
15 TsV4 V2H12 Fluido Vesicular lgG1
16 TsV5 V1C12 Fluido Vesicular lgG1
17 TsE1 E3G4 Excrecion/Secrecion IgM
18 TsE2 E1G7 Excrecién/Secrecion lgG3
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Anexo 2: Anadlisis cristalografico de la superoxido dismutasa [Cu-Zn] de
Taenia solium a través de rayos x. (Hernandez-Santoyo et al., 2011)
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Anexo 3: Cuadro de analisis de informaciéon respecto a las proteinas descritas en el perfil de corpusculos
calcareos de Taenia solium encontrados en el presente estudio en base a datos reportados en Uniprot, Interprot,
Protein Data Bank, y que son identificadas por anticuerpos monoclonales.

Model)

e g €| B
O) =
g 'E .qg," .g—g Descripcion de las caracteristicas y funcion Referencia Gen Ontology (Unipro/interpro)
o 2 O 5»
La informacion que se tiene de esta proteina para echinoccus No descrito para Echinococcus multilocularis
aun esta en revision.
Su Homologo en Saccharomyces cerevisiae (P25635):
En levaduras o el ser humano esta proteina ha sido mejor Dragon et al., | Separacion celular después de citocinesis
estudiada, esta proteina esta involucrada en el procesamiento 2002 Clonacién endonucleolitica en 5'-ETS de tricistronic rRNA
o~ " nucleolar del RNA ribosomal pre-18s. En saccharomyces Shafaatian et | transcripcion (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) Fuente:
.% S cerevisiae es requerido para la seleccion del sitio del brote y la al., 1996 SGD
3 § separacion de la célula. Yamakawa et | Clonaciéon endonucleolitica en ITS1 para separar SSU-
o s ] - al., 1996 ARNr de 5.8S rRNA y LSU-rRNA de tricistronic rRNA
5 & = g transcripcion (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) Fuente:
08.1 °>5 s g @ 54.55% de semejanza con SGD
T8 %_ ‘é § suppressor of cytokine Clonacién endonucleolitica para generar el 5'-final maduro
S = S 5 signalling 6 humano. (Swiss de SSU-rRNA de (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)
< o 8 Fuente: SGD
3 S
= g
e w

Establecimiento de la polaridad celular Fuente: SGD
Maduracion de SSU-rRNA de ftricistronic rRNA
transcripcion (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA) Fuente:
SGD

Subunidad pequefia, subunidad ribosomal
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Su homologo en el ser humano

En Echinoccus multilocularis

Necesario para la migracion celular radial y tangencial durante Suzuki et al., | Componente integral de membrana o transmembrana
el desarrollo del cerebro, posiblemente actuando como un 204
regulador de la morfologia celular y la formacion del proceso de Nijsetal.,, | La mano EF es un dominio estructural de proteinas de
L durante la migracion. Puede aumentar la afluencia de calcio a 2012 tipo hélice-bucle-hélice que se encuentra en una gran
Q través de CACNA1E y estimular la muerte celular programada familia de proteinas de union a calcio.
©
g Participacion en la enfermedad Su Homologo en el ser humano:
=3 2 Epilepsia mioclonica juvenil 1 (EJM1). La susceptibilidad a la Suzuki et al.,, | Unién a iones de calcio. Fuente: InterPro
o ‘g enfermedad esta asociada con variaciones que afectan al gen 2004 Proteina C-terminal. Fuente: UniProtkKB
© E 8 representado en esta entrada. Migracion celular de la corteza cerebral. Fuente:
[a} S = 3 Descripcion de la enfermedad: Un subtipo de epilepsia UniProtKB
§_’ c E % idiopatica generalizada. Los pacientes sélo tienen ataques Componentes celulares
979 | ¥ 3 2 3 afébridos, con inicio en la adolescencia (y no en la infancia) y Axonema Fuente: UniProtkB
S,:’ S 8 = trastornos mioclénicos que generalmente ocurren después del Centrosome Fuente: UniProtKB
g b= 8 D despertar y son provocados por la privacion del suefio y la Citoplasma Fuente: UniProtKB-KW
8 _g fatiga. Cuerpo celular neuronal Fuente: UniProtKB
g | 5
o w La mutacién Leu-229 puede ser una causa de epilepsia Berger et al.,
; intratable de la infancia. Los individuos afectados tienen 2012
£ convulsiones de tipo multiple, que se manifiestan como
% convulsiones tonicas, clénicas y mioclénicas en el periodo
o neonatal, y como convulsiones ténicas activadas
frecuentemente por el suefio, y repetidas convulsiones
mioclénicas frecuentes en la infancia tardia. Las convulsiones
no responden a numerosos farmacos antiepilépticos, y los
infantes mueren en los primeros afos de vida..
Su homologo en humanos Martens at al., | En Echinoccus multilocularis
o Regula las cascadas de sefalizaciéon probablemente a través de 2005 Senal de transduccioén intracelular
'g 2 ubiquitinaciéon y / o secuestro de proteinas. Funciones en la Proceso en el que una sefial es transmitida a los
:g g sefializacién de la insulina y la homeostasis de la glucosa a componentes descendentes dentro de la célula, los cuales
g 8 través de la ubiquitinacion IRS1 y posterior degradacién se activan para propagar la sefal y finalmente activan un
3 =~ = 3 proteasomal. Inhibe también la prolactina, la hormona del cambio en la funcién o estado de la célula. Regulacion
% 5 8 g % crecimiento y la sefializacion de la leptina mediante la del crecimiento
94,2 Q g 'g_ 2 = prevencioén de la activacion STAT3 y STAT5, secuestrando en el Cualquier proceso que modula la frecuencia, velocidad o
g o2 8 g citoplasma y reduciendo su unién al ADN. Puede ser un extension del crecimiento de todo o parte de un organismo
| ©°° 8 D componente de reconocimiento de sustrato de un complejo E3
—
5 v

ubiquitina-proteina ligasa de tipo SCF que media la
ubiquitinacién y posterior degradaciéon proteasomal de las
proteinas diana. Se ubica en el Citoplasma, Membrana celular;
Nucleo

para que se produzca a su velocidad adecuada, ya sea
globalmente o en una parte especifica del desarrollo del
organismo.
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66,9

Q6T525

C-fos

Taenia solium

Unreviewed

C-Fos es un proto-oncogén celular perteneciente a la familia de
factores de transcripcion de genes de expresion rapida. La
proteina c-Fos presenta un dominio de unién a ADN de tipo
cremallera de leucina, asi como otro dominio de transactivacion
en el extremo C-terminal. La transcripcion de c-Fos se ve
aumentada en respuesta a multitud de senales extracelulares,
como por ejemplo los factores de crecimiento. Ademas, la
fosforilacién efectuada por MAP quinasas, PKA, PKC o cdc2
altera significativamente la actividad y la estabilidad de c-Fos.
Los miembros de la familia c-Fos dimerizan con la proteina c-
Jun para formar el factor de transcripcion AP-1, el cual activa la
transcripcion de numerosos y diversos genes implicados en
todos aquellos procesos relacionados con la proliferacion y la
diferenciacién celular con el fin de evitar procesos de invasion y
dario celular.Utilizan la medicién de la expresion de c-Fos como
un marcador de actividad neuronal, ya que c-Fos suele
expresarse cuando las neuronas se ven sometidas a
potenciales de accién.3 Si el ARNm de c-Fos es activado en
una neurona, esto indica que ha habido actividad reciente.

En humanos esta bien descrito: fosfoproteina nuclear que forma
un complejo estrecho, pero no covalentemente ligado, con el
factor de transcripcion JUN / AP-1. En el heterodimero, las
regiones basicas de FOS y JUN / AP-1 parecen interactuar con
sitios semimétricos del ADN. En la activacion de TGF-beta,
forma un complejo multimérico SMAD3 / SMAD4 / JUN / FOS en
el sitio de unién AP1/ SMAD para regular la sefalizacién
mediada por TGF-beta. Tiene una funcion critica en la
regulacién del desarrollo de células destinadas a formar y
mantener el esqueleto. Se cree que tiene un papel importante
en la transduccion de sefiales, proliferacion y diferenciacion
celular. En las células en crecimiento, activa la sintesis de
fosfolipidos, posiblemente mediante la activaciéon de CDS1 y
PI4K2A. Esta actividad requiere Tyr-desfosforilacion y
asociacion con el reticulo endoplasmatico

VanElzakker
et al., 2008
Day et al.,

2008

Portal et al.,
2007
Ferrero et al.,
2012

No descrito para taenia solium

C-Fos en humanos

GO PROCESOS BIOLOGICOS

Envejecimiento Fuente: Ensembl

Respuesta celular al ion de cadmio Fuente: CAFA
Respuesta celular al ion calcio Fuente: Ensembl
Respuesta celular al estimulo extracelular Fuente:
Ensembl

Respuesta celular al estimulo hormonal Fuente: Ensembl
Respuesta celular a especies reactivas de oxigeno
Fuente: BHF-UCL

Condicionada sabor aversion Fuente: Ensembl

Metilacion del ADN Fuente: Protinc

Fc-epsilon receptor de la via de sefalizaciéon Fuente:
Reactome

Embarazo femenino Fuente: Ensembl

Respuesta inflamatoria Fuente: Protinc

Desarrollo del sistema nervioso Fuente: Ensembl
Regulacion positiva de la muerte neuronal Fuente: ARUK-
ucL

Regulaciéon positiva de la diferenciacion osteoclasta
Fuente: Ensembl

Regulacion positiva de la pri-miRNA transcripcion de ARN
polimerasa Il promotor Fuente: BHF-UCL

Regulacion positiva de la transcripcion, ADN-plantilla
Fuente: BHF-UCL

Regulacién positiva de la transcripcion de ARN polimerasa
Il promotor Fuente: CAFA

Regulacién de la secuencia de ADN especifica vinculante
actividad del factor de transcripcién Fuente: Reactome
Regulacion de la transcripcion de RNA polimerasa Il
promotor Fuente: Protinc

Respuesta al cAMP Fuente: Ensembl

Respuesta al frio Fuente: Ensembl

Respuesta a corticosterona Fuente: Ensembl

Respuesta a la citoquina Fuente: Ensembl

Respuesta a la droga Fuente: Ensembl

Respuesta a la gravedad Fuente: Ensembl

Entre otras




En Drosophila mauritiana (mosca de la fruta)

Mediata la transposicion del transposén Mos1 por un
mecanismo de "cortar y pegar". Las transposasas son
nucleasas especificas de secuencias y transferencias de

Richardson et
al., 2009

No descrito para Hymenolepis microstoma

En Drosophila mauritiana (mosca de la fruta)
Union a DNA. Fuente: UniProtKB-KW

No descrito para otro organismo

No descrito para otro organismo

@ ®
@ g
@ 3
(o] -~
~ 2 3 o
o . PR . . P .
E s L g cadena que catalizan la transposicion a través de una serie Actividad endonucleasa. Fuente: UniProtKB-KW
56.8 é i 5 k) ordenada de eventos: unién especifica de secuencia de Unién de iones metalicos. Fuente: UniProtKB-KW
’ i a 3 § transposasa a las repeticiones terminales invertidas (IR) Integracion de ADN. Fuente: UniProtKB-KW
g S % 5 presentes en cada extremo del transposén, emparejamiento de Recombinacion de ADN. Fuente: UniProtKB-KW
< o) S las IRs de transposon en una secuencia de pares- (PEC), la Ligand Magnesium, Metal-binding
£ g escisiéon de una o ambas cadenas de ADN en cada extremo del Localizacion: nucleo
© > . : )
s T transposon, la captura del ADN diana y la transferencia de la
cadena para insertar el transposon en un nuevo sitio.
© . . . . . .
6.5 QE) No descrito para taenia solium No descrito para taenia solium
! ©
~

Q8MPD9
Proteina
putativa no
caracterizad
solium
Unreviewed
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Anexo 4: Cuadro de analisis de informaciéon respecto a las proteinas descritas en el perfil de corpusculos
calcareos de Taenia solium encontrados en el presente estudio en base a datos reportados en UniProt, Interprot,
Protein Data Bank, y que no son identificadas por anticuerpos monoclonales.

cédigo

Nombre

Origen

Uniprot
status

Descripcion de las caracteristicas y funcion

Referencia

Gen Ontology (Unipro/Interpro)

44,7

AOA9I5S

Citocromo C oxidasa subunidad 1

Taenia solium

Unreviewed

Citocromo ¢ oxidasa de bovino 53% de similitud

Swiss model

En Taenia solium

El citocromo c oxidasa es el componente de la cadena
respiratoria que cataliza la reduccion del oxigeno al
agua. Las subunidades 1-3 forman el nucleo funcional
del complejo enzimatico. CO1 es la subunidad
catalitica de la enzima. Los electrones originados en el
citocromo c se transfieren a través del centro de cobre
A de la subunidad 2 y el hemo A de la subunidad 1 al
centro bimetalico formado por el hemo A3 y el cobre
B.

Actividad catalitica

4 ferrocitocromo ¢ + O2 + 4 H + = 4 ferricitocromo ¢ +
2 H20.UniRule anotacion

Esta proteina esta implicada en la via de fosforilacién
oxidativa, que es parte del metabolismo de la energia.
Unién a Hemo, unién a hierro.

Proceso biologico: Respiracion aerdbica Fuente:
InterPro. Fosforilacion oxidativa Fuente: UniProtKB-
UniPathway

Ubicacion: Mitochondrion membrana interna
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43,9

AOPFWA1

Proteina putativa
similar a peroxidasa

Taenia solium

Unreviewed

No descrito para taenia solium
No descrito para otro organismo

No descrito para taenia solium
No descrito para otro organismo

41,3

Q94PH7

Citocromo B

Taenia solium

Unreviewed

En Taenia solium

Componente del complejo ubiquinol-citocromo c
reductasa (complejo Ill o complejo citocromo b-c1)
que forma parte de la cadena respiratoria mitocondrial.
El complejo b-c1 media la transferencia de electrones
del ubiquinol al citocromo c. Contribuye a Ila
generacién de un gradiente de protones a través de la
membrana mitocondrial que luego se utiliza para la
sintesis de ATP

Cofactor

Se une a 2 grupos hemo no covalentemente

Actividad portadora de electrones Fuente: InterPro
Unién de iones metadlicos: Interaccion selectiva y no
covalente con cualquier ion metalico. Fuente:
UniProtKB-UniRule

Oxidorreductasa: Catdlisis de una reacciéon de
oxidacion-reduccion (redox), una reaccidon quimica
reversible en la cual se altera el estado de oxidacion
de un atomo o atomos dentro de una molécula. Un
sustrato actia como un donador de hidrégeno o
electrones y se oxida, mientras que el otro actua como
hidrégeno o aceptor de electrones y se reduce.
Fuente: InterPro

Cadena de transporte de electrones respiratorios
Fuente: InterPro.

Ubicacion: membrana unterna miticondrial
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39,9

AOA1L2EDK1

Proteina quinasa dependiente de

AMPc subunidad catalitica

Taenia solium

Unreviewed

En Taenia solium

Actividad catalitica:

ATP + a protein = ADP + a phosphoprotein

Funcion molecular:

Union a ATP: Interactuando selectiva y no
covalentemente con ATP, adenosina 5'-trifosfato, un
coenzima universalmente importante y regulador de
enzimas. Fuente: UniProtKB-KW

Actividad kinasa proteina sereina/treonina: Catalisis
de las reacciones: ATP + proteina serina = ADP +
proteina serina fosfato, y ATP + proteina treonina =
ADP + proteina treonina fosfato. Fuente: UniProtKB-
KW

Klnasa: enzima que cataliza la tansferencia de fosfato
(transferencia de fosforil o pirofosforil) usualmente de
ATP a un substrato secundario.
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34,6

Q8M6L0

NADH deshidrogenasa subunidad 2

Taenia solium

Unreviewed

En humanos

Leber neuropatia optica hereditaria (LHON) 2
Publicaciones

La enfermedad es causada por mutaciones que
afectan al gen representado en esta entrada.
Descripcion de la enfermedad Una enfermedad
hereditaria de la madre que resulta en la pérdida
aguda o subaguda de la vision central, debido a
la disfuncion del nervio 6ptico. Los defectos de la
conduccion cardiaca y los defectos neurologicos
también se han descrito en algunos pacientes. El
LHON es el resultado de mutaciones primarias
del ADN mitocondrial que afectan a los
complejos de la cadena respiratoria.

Alzheimer disease mitochondrial
Publication

Disease susceptibility may be associated with
variations affecting the gene represented in this
entry.

Disease descriptionAlzheimer disease is a
neurodegenerative disorder characterized by
progressive dementia, loss of cognitive abilities,
and deposition of fibrillar amyloid proteins as
intraneuronal neurofibrillary tangles, extracellular
amyloid plaques and vascular amyloid deposits.
The major constituent of these plaques is the
neurotoxic amyloid-beta-APP 40-42 peptide (s),
derived proteolytically from the transmembrane
precursor protein APP by sequential secretase
processing. The cytotoxic C-terminal fragments
(CTFs) and the caspase-cleaved products such
as C31 derived from APP, are also implicated in
neuronal death.

(AD-MT)1

Brown et al.,
1996

Lin et al., 1992

En Taenia solium

Ubicacion subcelular:

Componente integral de la membrana Fuente:
UniProtKB-KW

Mitochondriéon Fuente: UniProtKB-KW

Proteina transmembrana

En humanos

Subunidad nuclear de la cadena respiratoria de la
membrana mitocondrial NADH deshidrogenasa
(Complejo 1) que se cree pertenece al ensamblaje
minimo requerido para la catalisis. EI complejo |
funciona en la transferencia de electrones de NADH a
la cadena respiratoria. Se cree que el aceptor de
electrones inmediato para la enzima es ubiquinona
Actividad catalitica

NADH + ubiquinona + 5 H + (In) = NAD + + ubiquinol
+ 4 H + (Saliente).

GO - Funciones moleculares

Receptor del glutamato ionotrépico Fuente: Ensembl
Actividad de NADH deshidrogenasa (ubiquinona)
Fuente: UniProtKB

Proteina quinasa vinculante Fuente: Ensembl
Completa la anotacion GO ...

GO - Proceso biolégico

Transporte de electrones mitocondriales, NADH a
ubiquinona Fuente: Reactome

Complejo de cadenas respiratorias mitocondriales |
montaje Fuente: Reactome

Reactivo del metabolismo de las especies de oxigeno
Fuente: Ensembl

GO - Molecular functioni

Unién del receptor de glutamato ionotrépico:
Interacting selectively and non-covalently with an
ionotropic glutamate receptor. lonotropic glutamate
receptors bind glutamate and exert an effect through

the regulation of ion channels.
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En Taenia solium

filamentos finos musculares; Involucrados en la
regulacion del <calcio de la contraccion
muscular.Source: InterPro

(1) .z .
3 £ Funcién no descrita
° ok | 3|3 Uso diagnostico
ARTIEIE
31| T 58| 2|2
© - = = ()
c »n < s
(@] < '© o | €
o S| >
©
©
En Taeni solium
o GO - Proceso Biologico
N Regulacion de la contraccion muscula: Cualquier
g proceso que modula la frecuencia, tasa o
: extension de la contraccion muscular. Source:
> ) § 3 InterPro
S :'g S § GB) GO - componente subcelular
31,8 o e g ol s Complejo Troponina : Un complejo de proteinas
8 8 o S g accesorias (tipicamente troponina T, troponina | y
ol © D troponina C) se encuentra asociado con actina en
g
2
o
o
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28,8

AOA1L2DBR2

Oxidoreductasa NADH-ubiquinona cadena 1

Taenia solium

Unreviewed

En Taenia solium

GO- funcién molecular:

Actividad de NADH deshidrogenasa (ubiquinona)
Fuente: UniProtKB-EC

Catalisis de la reaccion: NADH + H + + ubiquinona
= NAD + + ubiquinol.

Oxidoreductasa con ligandos NAD y Ubiquinona
Loacalizacion subcelular: Membrana interna de las
mitocondrias

Componente integral transmembrana

En el ser humano

Subunidad nuclear de la cadena respiratoria de la
membrana mitocondrial NADH deshidrogenasa
(Complejo 1) que se cree pertenece al ensamblaje
minimo requerido para la catalisis. EI complejo |
funciona en la transferencia de electrones de NADH a
la cadena respiratoria. Se cree que el aceptor
inmediato de electrones para la enzima es ubiquinona
(por similitud)

Respiracion celular Fuente: GO_Central

Transporte de electrones mitocondriales, NADH a
ubiquinona Fuente: Reactome

Complejo de cadenas respiratorias mitocondriales |
montaje Fuente: Reactome

Respuesta a la droga Fuente: Ensembl

Respuesta al hidroperoxido Fuente: Ensembl
Respuesta al compuesto ciclico organico Fuente:
Ensembl

Su deficiencia esta asociado a enfermedades como:
neuropatia optica hereditaria de Leber
Encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y
sindrome de episodios de accidente cerebrovascular
(MELAS)

Enfermedad de Alzheimer mitocondrial (AD-MT) entre
otras
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25,8

A7TUTM1

Ts1

Taenia solium

Unreviewed

Homologia con la proteina: Charged
multivesicular body protein 22 (Humanos)
Componente central probable de la clasificacién
endosomica requerida para el complejo de
transporte Ill (ESCRT-Ill) que participa en la
formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs) y
clasificacion de proteinas endosémicas de carga
en MVBs. Las MVBs contienen vesiculas
intraluminales (ILVs) que se generan por
invaginacioén y escision de la membrana limitante
del endosoma y en su mayor parte se
administran a lisosomas que permiten la
degradacion de proteinas de membrana, tales
como receptores de factor de crecimiento
estimulado, enzimas lisosdmicas vy lipidos. La via
MVB parece requerir la funcién secuencial de los
complejos ESCRT-O, -I, -ll y -lll. ESCRT-II
proteinas en su mayoria disociarse de la
membrana invaginating antes de la ILV se libera.
Se cree que las proteinas ESCRT-III median las
actividades necesarias de extrusiéon de vesiculas
y / o de fision de membrana, posiblemente
conjuntamente con la AAP ATPasa VPS4.

GO - Funciones moleculares

Fosfatidilcolina Fuente: UniProtKB

Proteina con dominio especifico de union
Fuente: UniProtkKB

GO-procesos bioldgicos

Salida de la mitosis Fuente: UniProtkB
Macroautofagia Fuente: ParkinsonsUK-UCL
Membrana invaginacion Fuente: UniProtkKB
Metafase mitética congresion Fuente: UniProtkKB
Regulacion negativa de la muerte celular

Separacion celular después de la citocinesis
Fuente: UniProtKB

Transporte endosémico Fuente: Reactome
ESCRT Il desmontaje complejo Fuente:
ParkinsonsUK-UCL

Establecimiento de la localizacion de proteinas

Guizetti et al.,
2011

Vietri et al.,
2015

En Taenia solium

GO - Proceso biolégico

Transporte vacuolar:

El movimiento dirigido de sustancias dentro, fuera o
dentro de una vacuola. Fuente: InterPro

GO - Componentes celulares

Intracelular Fuente: GOC
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Completa la anotacién GO ...
GO - Proceso biolégico
Cadena de transporte de electrones Fuente:

En el humano se asocia a enfermedades como: Uniprot/ En Taenia solium
S Leber hereditary optic neuropathy (LHON) Interprot Las subunidades I, Il y Il forman el nucleo
c Mitochondrial complex IV deficiency (MT-C4D)1 funcional del complejo enzimatico.
2 Publication GO - Funciones moleculares
o Recurrent myoglobinuria mitochondrial (RM-MT) Actividad citocromo-c oxidasa: Catalisis de la
I Mitochondrial encephalomyopathy with lactic reaccion: 4 ferrocitocromo ¢ + O2 + 4 H + = 4
o acidosis and stroke-like episodes syndrome ferricitocromo ¢ + 2 H20. La reduccién de O2 en el
2 £ (MELAS) agua se acompaia de la extrusién de cuatro
< .'g 5|3 protones del compartimento intramitocondrial.
le] 3 § q;) Fuente: InterPro
237 5 7 o | >
3 © S| g GO - Proceso biolégico
§ AL =] Cadena de transporte de electrones aerébicos Un
= proceso en el que una serie de portadores de
8 electrones actuan conjuntamente para transferir
o electrones de donantes tales como NADH y FADH2
g a oxigeno para generar un gradiente
g electroquimico transmembrana. Fuente: InterPro
O Localizacion subcelular,: compoente
transmembrana y en el mitocondrion
En el humano enfermedad por mutacion en el | Uniprot/ En Taenia solium
gen que codifica esta proteina o el complejo Interprot La citocromo c oxidasa es el componente de la
Mitochondrial complex IV deficiency (MT-C4D)1 cadena respiratoria que cataliza la reduccion del
N Publication oxigeno al agua. Las subunidades 1-3 forman el
2 nucleo funcional del complejo enzimatico. La
2 subunidad 2 transfiere los electrones del
3 citocromo ¢ a través de su centro binuclear de
% 2 g€ 5 cobre A al centro bimetalico de la subunidad
o © 2 g catalitica 1
22 | 8] ® 3| 3 Cofactor: cobre Cu
’ e E -f:E § GO - Funciones moleculares
g 8 e 5 Union de iones de cobre Fuente: InterPro
< o =~ Actividad citocromo-c oxidasa Fuente: InterPro
5
8
(&)

InterPro

Ubicacion subcelular: membrana interna del
mitocondrion, transmembrana
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complejo. El segundo complejo, F1, estd formado por las
subunidades a3, B3, y, d y €. La parte principal del complejo F1
esta formada por tres dimeros of3. La actividad catalitica de este
hexamero estd localizada en las subunidades (. Las

KW

Mitocondria. Fuente: UniProtKB-KW

Complejo ATP sintasa transportador de protones, factor
de acoplamiento F (0). Fuente: InterPro

O ©
£T | € S
2| 282 3| ¢
|l s8¢ 3 (9] No descrito para taenia solium No descrito para taenia solium
2071 5| s8E | 3 No descrit t i No descrit t i
x| Ss9 =2 ® o descrito para otro organismo o descrito para otro organismo
| 8L 8| 5
S o~ &~
o c
En general ATP sintasa En Taenia solium
La ATP sintasa tiene un diametro de 10 nm, y es el complejo | Smith et al., | Proteina transmembrana
mas pequefio identificado hasta ahora. Trabaja con un grado de | 2006 Funcién molecular
s eficacia cercano al 100%.Esta enzima estd formada por dos Actividad transportadora transmembrana de iones
= complejos principales. Uno, que atraviesa la membrana hidrégeno: Permite la transferencia de iones de hidrégeno
°E’ mitocondrial interna o la membrana del tilacoide, se llama Fo de un lado a otro de una membrana. Fuente: InterPro
> (CFo en los tilacoides). El otro, que sobresale de la membrana, Proceso bioldgico
T se llama F1 (CF1 en los tilacoides). F1 y Fo se asocian La sintesis de ATP acopld el transporte de protones: El
o © mediante interacciones electrostaticas. transporte de protones a través de una membrana para
- ° § 3 generar un gradiente electroquimico (fuerza motriz
E'D: k=] §’ % El componente Fo es el motor impulsado por protones. Se proténica) que potencia la sintesis de ATP. Fuente:
16,5 | o _§ © 'S | conoce como factor sensible a la oligomicina y esta formado por InterPro
pr 2 S °E’ las subunidades a, b2 y c10-14. Las subunidades ¢ forman el Componentes celulares
=] o © =] «anillo c», que rota en respuesta al flujo de protones por el Componente integral de la membrana. Fuente: UniProtKB-
< 2 ~
©
1]
©
k=
"
o
|_
<

subunidades y y € giran impulsadas por el giro del anillo c. Cada
rotacion de 120° de la subunidad y induce cambios
conformacionales en las a y B. Finalmente, las subunidades
b20SCP1 (Oligomycin Sensitiviy Conferring Protein) enlazan los
componentes F1y Fo.2
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19,3

V5NC99

Proteina putativa similar a la insulina

Taenia solium

Unreviewed

En el humano, la insulina (coédigo Uniprot:
P01308) cumple las siguientes funciones:

GO - Proceso bioldgico

Activacion de la actividad de la proteina quinasa
B Fuente: BHF-UCL

Respuesta de fase aguda Fuente: BHF-UCL
Activacion de células T alfa-beta Fuente:
UniProtkKB

Célula-célula de sefializacion Fuente: UniProtkKB
Proceso metabdlico de la proteina celular
Fuente: Reactome

ER a transporte mediado por vesiculas de Golgi
Fuente: Reactome

Homeostasis de acidos grasos Fuente: BHF-UCL
Homeostasis de la glucosa Fuente: BHF-UCL
Proceso metabdlico de la glucosa Fuente:
UniProtKB-KW

Transporte de glucosa Fuente: UniProtKB

Via de sefializacion del receptor acoplado a la
proteina G Fuente: BHF-UCL

Via de sefalizacion del receptor de insulina
Fuente: BHF-UCL

MAPK cascada Fuente: BHF-UCL

Regulacién negativa de la respuesta inflamatoria
aguda Fuente: BHF-UCL

Regulacién negativa del diametro de los vasos
sanguineos Fuente: UniProtKB

Regulacion negativa del proceso metabdlico de
los acidos grasos Fuente: BHF-UCL

Regulacion  negativa del comportamiento
alimentario Fuente: DFLAT

Regulacién negativa de la gluconeogénesis
Fuente: BHF-UCL

Regulacién negativa del proceso catabdlico del
glicogeno Fuente: BHF-UCL

Regulacion negativa del proceso catabdlico
lipidico Fuente: AgBase

Regulacion negativa de la actividad NAD (P) H
oxidasa Fuente: BHF-UCL

()

Uniprot /
Interprot

En Taenia solium

GO - Funcion molecular

Actividad hormonal

La accion caracteristica de wuna hormona,
cualquier sustancia formada en cantidades muy
pequenas en un dérgano especializado o grupo de
células y llevada (a veces en el torrente
sanguineo) a otro érgano o grupo de células en el
mismo organismo, sobre el cual tiene una accién
reguladora especifica. El término se aplico
originalmente a agentes con una accion fisiolégica
estimulante en animales vertebrados (en
oposicion a un chalén, que tiene una acciéon
depresora). El uso se extiende ahora a
compuestos reguladores en animales y plantas
inferiores, ya sustancias sintéticas con efectos
comparables; Todos se unen a los receptores y
desencadenan algun proceso biolégico.

Ubicacion subcelular
Secretado: Proteina localizada fuera de la (s)
membrana (s) celular.
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15,6

Q8WRF5

Superoxido dismutasa [Cu-Zn] **

Taenia solium

Unreviewed

En Taenia solium
Reaccion catalizada:
2 superoxide + 2 H(+) = O(2) + H(2)O(2).
Funcién Bioquimica:
Actividad superoxido dismutasa
Proceso biologico:
Procesos de oxidaciéon-reduccion
Componente celular:
No asignado
Dominios secuencias:
- Superoxido dismutasa, dominio de
unién cobre/zinc
- Superoxido dismutasa, sitio de unién
cobre/zinc
Detalle de analisis de estructura
Composicion:
- Homodimero
Macromolecula:
- Superoxido dismutasa [Cu-Zn]
Detalle de la molecula
- Cadenas: A, B
- Largo: 152 amino acids
- Peso tedrico: 15.61 KDa
- Organismo fuente: Taenia solium
- Sistema de expresion: Escherichia
coli BL21(DE3)
UniProt:
- Canonical: Q8WRF5 (Residues: 1-
152; Coverage: 100%)
- Nombre del gen: CuZnSOD

Hernandez-
Santoyo et al.,
2011

En Taenia solium

Funcion

Destruye los radicales que normalmente se
producen dentro de las células y que son téxicos
para los sistemas biolégicos.UniRule anotacién
Actividad catalitica

2 superoxido + 2 H + = 02 + H202.UniRule
anotacion

Cofactor

La proteina tiene varios sitios de unién de
cofactores:

Cu cation UniRule anotacién

(Vincula 1 ion de cobre por anotacion de
subunidad.) UniRule

Zn2 + anotacién UniRule

(Vincula 1 ion de zinc por
subunidad). UniRule

GO - Funciones moleculares
Union a proteina identica Fuente: IntAct

Unién de iones metalicos Fuente: UniProtKB-KW
Actividad superoéxido dismutasa Fuente:
UniProtKB-EC

anotacion de
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14,1

AOA076E590

Citocromo ¢ oxidasa subunidad 1

Taenia solium

Unreviewed

En el humano la funcion es similar. Su
deficiencia o mutacion causa:

Leber hereditary optic neuropathy (LHON)
Mitochondrial complex IV deficiency (MT-C4D)1
Publication

Recurrent myoglobinuria mitochondrial (RM-MT)
Mitochondrial encephalomyopathy with lactic
acidosis and stroke-like episodes syndrome
(MELAS)

Uniprot /
Interprot

En Taenia solium

Funcién: El citocromo c oxidasa es el componente
de la cadena respiratoria que cataliza la reduccion
del oxigeno al agua. Las subunidades 1-3 forman
el nicleo funcional del complejo enzimatico. CO |
es la subunidad catalitica de la enzima. Los
electrones que se originan en el citocromo c se
transfieren a través del centro de cobre A de la
subunidad 2 y el hemo A de la subunidad 1 al
centro bimetalico formado por heme A3 y cobre B.
UniRule anotacion

Actividad catalitica

4 ferrocitocromo ¢ + 02 + 4 H + = 4 ferricitocromo
¢ + 2 H20.UniRule anotacién

via: fosforilacion oxidativa

Esta proteina esta implicada en la via de
fosforilacion oxidativa, que es parte del
metabolismo de la energia. UniRule anotacion

GO - Funcién molecular

Actividad citocromo-c oxidasa Fuente: UniProtKB-
EC

Unio a grupo Hemo Fuente: InterPro
Unién a hierro Fuente: InterPro

GO - Proceso biolégico

Respiracién aerobica Fuente: InterPro
Fosforilacion  oxidativa Fuente:
UniPathway

Ubicacion subcelular: membrana interna del
mitocondrion, proteina transmembrana de paso
multiple

UniProtKB-

8,0

Q9BJX0

Proteina
antigénica

(Fragmento)

Taenia solium

Unreviewed

No descrito para taenia solium
No descrito para otro organismo

N No descrito para taenia solium
No descrito para otro organismo

(*) Ampliar informacion de la fuente de referencia
En “negrita”, descrito para Taenia solium
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Anexo 5: Lista de Materiales, reactivos y equipos utilizados

1. Material Biolégico

Se obtuvieron 600 metacéstodos de Taenia solium, extraidos manualmente de

musculo esquelético de tres cerdos naturalmente infectados y sin tratamiento de

antiparasitarios.

2. Reactivos

18 Anticuerpos monoclonales producidos en el laboratorio de
inmunopatologia en neurocisticercosis - UPCH

Antibidticos de amplio espectro (GIBCO)

Inhibidor de proteasas 1 XPMSF (Thermo Fisher Scientific)

Suero fisiologico

Buffer fosfato salino pH 7.2

Glicina tamponada

Acrilamida / Bis acrilamida (Biorad)

TRIS (Biorad)

EDTA (Biorad)

Tween 20

Reactivo de Bradford para determinacion colorimétrica de proteinas
Leche en polvo

Alcohol 70°

3. Materiales

Frascos de vidrio de 250, 100 ml
Tubos Falcon estériles 15, 50 ml
Pipetas descartables

Crioviales 2 ml

Laminas portaobjetos y cubreobjetos
Tips 0-200 pl

Tips 20-200 pl

Tips 100-1000ul
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Equipos

Cabina de flujo laminar nivel Il. Marca: ESCO
Microscopio Optico Marca: Carl Zeiss

Microscopio de inmunofluorescencia Marca: Carl Zeiss
Centrifuga refrigerada. Marca: Boeco

Camara de electroforesis. Marca: Biorrad

Camara de electrotransferencia. Marca: Biorrad
Fuente de poder. Marca: Biorad

Vortex. Marca: Biobase

Pipetas automaticas. Marca: Thermo scientific

Homogenizador Polytron. Marca: Kinematica PCU

99



