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RESUMEN.

£] complejo teniosis- cisticercosis por 7. solium es una parasitosis ampliamente distribuida en
nuestro pais y es considerada como umn serio problema de salud publica proponiéndose que
unc de los aspectos claves en el control de la enfermedad es 1a deteccién y tratamiento de los
individuos portadores del parasito adulto, esto ha motivado que se busquen métodos de
diagndstico mis eficientes, que los analisis coproparasitoscopicos convencionales los cuales
presentan una sensibilidad baja (60%), y estos no son adecuados para la deteccidn especifica
de las tenias en humanos infestados. Usando el modelo experimental de teniosis en el hamster
dorado recientemente con el anticuerpo monoclonal 4B3 (AcM-4B3) se ha demostrado la
existencia de una protefna estructural, una miosma tipo IL Ia cual es [iberada en Ia materia fecal
de los animales infestados; con base ha estos resultados previos se prepararon anticuerpos
policlonales especificos contra miosina de cisticercos de T. solium, los cuales se purificaron
por precipitacion en sulfato de amonio saturado y por cromolitografia de afinidad, de igual
forma se realizé la purificacion de los AcM—4B3 obtenidos apartir de liquido de ascitis, ¥
fueron marcados enzimiticamente con fosfatasa alcalina, usa vez que se tenian ambos
anticuerpos se estandarizo un ELISA de captura, con muestras de animales infestados con 3
cisticercos de T. sofium, a los cuales se les hizo una recoleccion periodica de sangre y materia
fecal durante el tiempo en que duro la infestacidn. Para la estandarizacion del ELISA en el
caso de humanos [as muestras fueron recolectadas de un estudio tendiente a identificar,
mediante clinica, a portadores de teniosis.

Como fue demostrado anteriormente por Ambrosio et al (1997), se logro determinar fa
cinética de aparicidén de miosinazen la materia fecal y el suero de los animsles infestados
experimentalmente v la cual corresponde al desarrollo de lz infestacion. Aparentemente, la
cantidad minima de miosina detectada es de 8 ng/ml lo cual podria indicar la alta sensibilidad
del sistema, y cuando se estudio el efecto de un tratamiente cestodicida sobre la liberacion de
ta miosima por parte de los parisitos se observa que existe un ligero aumento de esta en las
muestras de heces una semana después del tratamiento, sin embargo en el suero de los

animales, {el cual fue tratado previamente con 4cido tricloroacético al 2% para liberacion de



complejos inmunes) se observa que el aumento de la cantidad de miosinz se incrementa una
semana después para disminuir al estado basal en la semana siguiente; de la misma forma es
posible determinar la presencia de la miosina en las muestras recolectadas de materia fecal y
suero de los humanos estudiados.

Sin embarga es necesario disminuir el fondo de reaccién, el cual podria interferir en
algin momento en la determinacién, asi come el use de un banco de muestras bien establecido
que permita hacer use de un andlisis estadistico confiable, por 1o que estos estudios sentarian
las bases necesarias para el desarrollo de un método de diagnéstico mas efectivo, esto se
basaria en el hecho de que la fiberacién de la miosina en ¢l modelo animal se incrementa
durante el tiempo de la infestacion, luego de una quimioterapia se podria evaluar la presencia
del parésito dentro de su hospedero. Como fise indicado anteriormente la captura de la miosina
en forma especifica, sensible y con reactivos definidos podria tener una aplicacién importante

para el diagnéstico y la evaluacion de tratamientos empleados en este tipo de parasitosis.
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L- INTRODUCCION.

1.1. La enfermedad parasitaria.

La teniosis s una parasitosis generalmente asintomatica de dificil diagnostico
clinico, ya que aunque se le pueden asociar molestias ligeras como debilidad,
estrefiimiento, anorexia, disminucién de peso y cefaleas'?, su presencia no represen;ta
serios daiios en la salud de los individuos infestados y esto Ia hace diferente de la otra
parasitosis provocada por el mismo parasito denominada cisticercosis, en donde los
individuos infestados podrian estar afectados severamente sobre todo cnando los
parisitos se encuentran alojados en el cerebro. Sin embargo, la importancia de encontrar
o detectar a un individuo portador de una tenia esta basada en que este parasito es un
elemento clave para la transmision y Ia presencia de cisticercosis, debido a este hecho en
México ha sido legislada como uma enfermedad importante por detectar, tratar y
controlar *. Es conocide, que la sola presencia de un parisito adulto o tenia puede
provocar que en las heces de Ia persona infestada, sean expulsados miles de huevos que
contaminan el entorno y ademss, el desarrollo de cada huevo es una cisticercosis en
potencia * y esto es muy importante sobre todo cuando los individuos participan en la
preparacion o produccion de alimentos %5 o conando estin en una edad econdmicamente
productiva.” Diferentes estudios de tipo epidemiologico 156810 han demostrado que
existe una alta asociacién entre individuos con cisticercosis y los portadores de tenias, lo

cual habla de la estrecha relacién entre una parasitosis y otra. Esta asociacién esta

claramente establecida por el ciclo de vida del parasito (Fig. 1).



Figura 1:Ciclo biolégico de Taenia solium. (Alwja et al, 1987). Las letras indican los estados do
parasitosis producidos en sus diferentss hospedercs. A. Parisitos adultos (hospedero defimitivo). B

cisticercos (hospedero intermediario). B cisticercos (hospedero accidental). € huevo.

Ademas, otros factores que favorecen esta infestacion parasitaria y que estin

s =

relacionados con Ias costumbres, 1a refigién, los hibitos higiénico-dietéticos y Iz cultura
de fa poblacion *'®'S, Por estas causas, se ha considerado que el blanco mas adecuado
para ¢l control de la cisticercosis es Ia interrupcion desde su transmisién por el parisito
adulto'>”, Io cual hace necesaria la detecciénm y tratamiento de los mdividuos
portadores de tenias y esto ha sido gjemplificado luege de la aplicacion de tratamientos
masivos con praziquantel” o niclosamida 7 dirigidos en estudios con poblaciones

cerradas y seleccionadas, en donde se ha determinado que debido a la aparente



disminucion de mdividuos infestados con tenias hay impacto para que diswinuyan los
indices de cisticercosis porcina medida por anticuerpos anticisticerco ®

La deteccion de los individuos portadores de temias no es simple, de forma
tradicional se requiere una serie de examenes coproparasitosedpicos de grade laboriosos
y los cuales no son sensibles*'® y esto, ha motivado a la bisqueda de métodos de
diagnostico més simples, sensibles y especificos con los que pedria facilitarse el control
de esta enfermedad parasitaria®”®’. Los métodos de diagnéstico que han sido
desarrollados hasta Ia actualidad™® al igual que los convencionales, tienen que
enfrentarse a factores tales como la identificacion precisa de las diferentes especies de
tenias que infectan al hombre (7. solwm y T. saginata) y cuando son aplicadas, al
inadecuado diagnostico clinico o al tratamiento médico por desconocimiento exacto de la
parasitosis y la terapéutica especifica, la carencia de medicamentos especificos o su
elevado costo y el desconocimiento de los mecanismos que intervienen en la relacion
hospedero-parasito®?*?*. Todos estos factores forzosamente tienien que ser considerados
al momento de definir cualesquiera de los métodos de diagnodstico seleccionados, asi

como el tipa de control y prevencidn de la enfermedad que se quiera aplicar 124

1.2. Generalidades sobre el pardsito.

La tenjosis es una enfermedad conocida desde fos tiempos de Hipocrates * y que
sin embargo, sélo hasta el afie de 1856, sc logré conocer el ciclo bioldgico completo
cuando Kurchenmeister infestd a un presidiario cen cisticercos y cuatro meses después
recuperd al parasito adulto de T solium *. Luego, después del conocimiento del ciclo de
vida, la asociacion entre la infestacién con el estadio parasitario de metacéstodo o
cisticerco y el parssito intestinal, fue establecida en diferentes publicaciones desde el afio

de 1990 **257"_ [ os resultados que muestran riesgo de infestacién de teniosis en algunos



de estos estudios, indican que la enfermedad esti favorecida por las condiciones
econdmicas y de salud de los individuos infestados.

Sin embargo, en publicaciones mas recientes, se ha demostrado la importancia
del conocimiento de esta asociacién ya que es una enfermedad de tipo contagioso gue se
616,24

puede presentar bajo cualquier circunstancia que la propicie y que sobre todo

podria tener reclevancia cuando fos individuos migran de una zona endémica a zonas

9.
urbanas 55!

La clasificacién que se ha dado para los parisites de 7. solfum (Linnaeus, 1758)
esti basada en varias caracteristicas morfologicas importantes, las cuales serdn descritas
como sigue %, se les ha siuado dentro de! Phyllum Platyhelmintes, debido a que
cuando son pardsitos adultos tienen un aspecto aplamado o acintado, con simetria
bilateral, sin cavidad celomitica. Dentro de la clase Cestoidea, ya que ademis de ser
aplanados dorsoventralmente, son de tamadio variable y de constitucién semejante, en la
cual se puede diferenciar el escolex, el cuello y el estrobilo. Se les ha considerado dentro
de la subclase Evcestoda, ya que las tenias tienen dentro de los proglétidos maduros un
juego de organos genitales masculinos y femeninos y porque la oncosfera tiene
generalmente 6 ganchos. Se considera a estos parasitos dentro de la familia Taentidae ya
que su Gtero presenta un tallo longitudinal en la porcién media y presenta ramas laterales,
ademas de que [os poros genitales dentro de los progldtidos estan distribuidos
pormalmente de forma alterna.

El parisito adulto es conocido de manera convencional como “solitaria” porque
pormalmente fos individuos s6lo contienen a un ejemplar, sin embargo la forma larvaria o
de metacéstodo es conocida cominmente como cisticerco y en el case de cerdos

infestados, este estadio parasitario ¢s denominado como “tomatillo”, “granillo” &

“zahuate™ '\,



1.2.1 Parisitos adulios o tenias.

Los parésitos adultos (Fig. 1A) habitan de manera natural en el intestino del ser
humano, lugar en donde alcanzan su pleno desarrollo y donde llegan a medir de 1.5 a 5
metros de longitud. Este crecimiento es una de las caracteristicas que diferencia a las
tenias de T, solium con las de T, saginata, ya que llegan a alcanzar hasta 8 m de largo.
Ademas, otra caracteristica importante que diferencia z las tenias es que las de T. solium
presentan una poreién cefalica denominada escélex y el cual contiene un rostelo armade
con una doble corona de ganchos grandes y pequefios (22-36 ganchos). Como ya habia
sido establecido, estas estructuras anatémicas {ventosas y ganchos) son las responsables
de que el parisito se ancle a Ia pared del yeyuno y gracias a ello, el pardsito comience a
crecer y a segmentarse desde el cuello. El proceso de segmentacién genera una cadena
estrobilar o estrobilo, en la que cada segmento es denominado proglétido.

A su vez, cada proglétido que se aleja del escolex cambia de tamafio, se hace mis
grande y se diferencia en tres diferentes tipos: progiétidos inmaduros, madures y
grividos. La division de los proglotidos estd basada en la evolucion de sus drganos
reproductores, por lo que en los inmaduros podrian o haber organos reproductores o
bien estos estarian afuncionales; en los maduros, considerados como unidades
reproductoras independientes, los drganos repreductores son funcionales ya que poseen
érganos genitales masculinos y femeninos bien diferenciados. El caso de les proglétidos
gravidos es comparable con el de un saco lleno de hueves, ya que dentro de ellos se

almacenan hasta 50000 huevos 27,



1.2.2 Metacéstodos o cisticercos

Los cisticercos (Fig. 1B) son parisitos constimidos por una vesicula de diametro
aproximado a 0.5 y 2 cm, ovalada, transhicida y ltena de un liquido denomimado fluido
vesicular. Una porcion de la vesicula sufre una invaginacién en donde se aloja el escolex
de la tenia que cuando se dan las condiciones ambientales propicias, proporcionadas por
el hospedero, evagina y se desarrolla hasta alcanzar el estadio de parasito adulto 0

Las condiciones que determinan la evaginacion estin dadas por Ia secrecion de
enzimas biliares y pancreiticas. Estos parasitos pueden tener diversas localizaciones
dentro de un organismo infestado y por lo que pueden estar situados en cualquier tejido
de cualquier drgano ***, En el caso del ser humano, la localizacién de suma importancia
médica, es en el sistema nervioso central, en donde los dafios en la salud podrian llegar a
ser muy graves >**. La localizacién de los cisticercos cuando infectan 2 la poblacicn
mexicana, es preponderantemente en cerebro y ojo, mientras que en otros paises (sobre
todo asidticos) tienen una localizacién en misculos '“*”. En lo relativo a Ia enfermedad
provocada por estos parasitos, ha sido establecido que en la Repiiblica Mexicana las
zonas con mayor riesgo corresponden a las situadas en la zona del Bajio y que
corresponden principalmente a zonas porcicultoras coma el estado de Michoacin o bien,
a aquellas zonas donde las condiciones de nivel de escolaridad son bajas y en donde se
practica de manera habitual el fecalismo al aire libre y la crianza de cerdos

intradomiciliarmente 2.

1.2.3. Huevo.

Los huevos de Taeria solium (Fig. 1. C) son estructuras complejas preparadas
para sobrevivir bajo condiciones extremas. Miden aproximadamente 4 pm de didmetro,

se encuentran rodeados por una capa celular llamada vitelo de la que obtienen nutrientes,



este vitelo rodea al embrioforo que mantiene la integridad del pardsito mantenido en un
estado de latencia.

Dentso del embridforo se eacuentra la membrana oncosferal que cubre a Ia
oncosfera o embrion hexacanto que es 1a forma latente del parasito. La constitucién de
estos huevos de 7. solium les permite resistir al medio en que se encuentren, ya que
dentro o fuera de los progiotidos, pueden mantenerse viables durante semanas o meses

no importando que sean suelos hiimedos y sombreados 7%,

1.3. Ciclo Biolégico

El hombre es el hospedero definitivo de T. solium (Fig. 1A) porque en él se
desarrolla la fase adulta del parisito, capaz de llevar a cabo la reproduccién sexual. El
hospedero intermediario natural es el cerdo (Fig. IB), ya que le ofrece al parasito las
condiciones necesarias para el desarrollo de las formas de metacéstodo. Cuando el
hombre es infestado por el metacéstodo se sitiia como hospedero accidental (Fig. 1B y
esta forma de la parasitosis provoca un mayor dafio a su salud '****. Se considera, que
¢l blanco Optimo y directo de ataque es la climinacion del parisito adulto; aunque
también se considera que la prevencion de la infestacién en los cerdos, a través de la
vacunacién, podria permitir también el control de la infestacién ***'. Independientemente
del proceso de control aplicado, el freno de la presencia de portadores de parasitos
adultos es el evento clave para un adecuado control de la parasitosis.
El parasito adulto de T. solizim habita tnicamente en el intestine delgado del ser bumano,
en donde llega a sobrevivir hasta 25 afics. Como ya habia side mencionado, el parasito
adulto contiene un estrobilo formado de proglétidos gravidos quienes, cnando se
encuentra el pardsito dentro del hospedero, pueden Hegar a desprenderse

espontineamente (promedio de 4-5/dia) y son evacuados contenidos en las heces del



hospedero. La primera expuision de progldtidos generalmente acurre entre 62 y 72 dias
después de la mfestacion, cuando el parésito mide alrededor de 2 m de largo. Luego de
evacuados los proglétidos, su ruptura permite la liberacidon de los hueves, los cuales
podrian alcanzar al hospedero intermediario por distintos medios como la transmision
ano-boca, vegetales v frutas mal lavadas o transmisién aérea %2,

Una vez que los huevos han alcanzado el tubo digestivo del hospedero
intermediario, las enzimas proteoliticas y las sales biliares actitan como activadores de las
oncosferas contenidas en los huevos para que penetren en la mucosa intestinal del
hospedero, alcancen los capilares linfaticos y/o sanguineos y se distribuyan a varios
6rganos. Los eventos que ocurren luego de la penetracion de las oncosferas a los tejidos
son desconecidos, annque se sabe que un embrién requiere de al menos 10 semanas para
convertirse en un cisticerco y de esta forma puede sobrevivir por varios aiios dentro de
los tejidos infestados del hospedero porcino o humano "'#%*1%,

El ciclo se cierra cuando el ser humano ingicre came cruda o insuficientemente
cocida que proviene de un cerdo con cisticercos. Nuevamente, la accion de las enzimas
géstricas e intestinales y de las sales biliares, activan al cisticerco el cual se fifa a la pared
intestinal. El parisito fijado crece y se diferencia hasta convertirse en una tenia madura

productora de proglétidos gravidos en un periodo aproximado de cuatro meses ' 4454,

1.4. La relacién hospedero-parasito.

La tenijosis y la cisticercosis es una zoonosis en la que el hombre es el hospedero
definitivo o intermediario, en donde el hombre y los parisitos adultos han logrado una
simbiosis casi perfecta, ya que el individuo infestado pudiera legar a presentar algin tipo
de sintomatologia que no pondria en riesgo su salud y que estaria asociada con algin

malestar comiin % esto implica que el parasito, al igual que otros helmintos, han estado



desarrollando fenémenos de sobrevivencia ain desconocidos que le permiten sobrellevar
y evadir los mecanismos de defensa mecanicos e inmunolégicos del hospedero 38,4547
Algunos de estos mecanismos han sido propuestos y principalmente han sido estudiados
con cisticercos; con estos parisitos se ha determinado que inducen algun grado de
alteracién de la inmunidad del hospedero con lo que modifican una posible respuesta
agresiva en su contra, también se ha demostrado que producen sustancias que podrian

€4 o bien, que podrian desarrollar

favorecer su permanencia dentro del hospedero
fendmenos de mimetizacién con tejidos del hospedero con lo gue evitarian una respuesta
inmune en su contra, Para la teniosis no se han hecho estudios semejantes, sin embargo
recientemente {y gracias ai empleo de un modelo experimental de teniosis) se demostrd
que los parisitos secretan a la miosina '*, que es una proteina estructural, pero que se
presenta durante la infestacién y lo cual podria tener reelevancia en la relacién

hospedero-parasito ya que si la proteina es activa, esta puede tener alguna funcidn de

sobrevivencia dentro del hospedero infestado.

1.5. El modelo experimental de teniosis.

Como ya fue ndicado, el desarrollo de mejores métodos de diagnostico para el
tratamiento de individuos naturalmente infestados no es empresa ficil, ya que la
deteccion es complicada y en aquellos casos exitosos de tratamiento, los parasitos estin
tan dafiados que no pueden ser utilizados en caso de que se requicra su estudio. Esto ha
motivado al desarrollo y 1a adaptacion de un modelo experimental de teniosis en hamster
dorado (Mesocrycetus auratus) '® con en el que se espera lograr avances en el
conocimiento de estos parasitos.

Los éxitos, obtenidos hasta la fecha con la adaptacion del mencionado modelo

experimental’, han sido los relacionados con estudios iniciales de la relacion hospedero-
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pardsito y la recuperacion de antigenos para diagndstico basade em la caprura de
productos secretados por pardsitos vivos en las heces de animales infestados 2°°. Esto
ultimo, relacionado con el diagnodstico en humanos infestados, ha sido de gran éxito, ya
que los métodos coproparasitascépicos convencionales han sido rebasados en su
aplicacion en el ambito de campo por el niimero de muestras que se pueden analizar en
corte tiempo, ¢l menor volumen de materia fecal que se requiere para el apalisis, el
diagndstico mas sensible para tenias que infectan al hombre (7. sofrum y 7. saginata), la
deteccion de los individuos infestados aun en periodos prepatentes en donde estos
mdividueos aiin no arrojan hueves o proglotidos en sus heces y ademis, el método es
ideal en el seguimiento de tratamientos cestodicidas para valoracidn de su efectividad.
Sin embarge, el modelo experimental, a pesar de los argumentos que validan su empleo,
aln carece de un elemento importante como es la identificacién especifica y oportuna de
parisitos de T. solium * o cual podria repercutir en ua adecuado tratamiento de este
tipo de teniosis. Esta es la razén por la que actualmente se estd tratando de mejorar el

diagnostico mediante la bisqueda de otros elementos que lo hagan mis efectivo.
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I JUSTIFICACION.

La teniosis es una parasitosis producida por 7. solium, y es una enfermedad
parasitaria importante en la salud de los mexicanos debido a que se presenta
generalmente en forma asimtomdtica, ya que produce dafio minimo en la mucosa
intestinal, y su diagnéstico se realiza por la identificacién de los progldtidos en la materia
fecal, o por el anilisis de los huevos mediante exdmenes coproparasitosedpicos de
sedimentacién, cuya sensbilidad es del 60 %, lo cual no permite un adecuado
diagnostico, sin embarge aunque se ha desarrollado el método de diagnéstico por la
técnica de ELISA de captura de coproantigenos que es 100% sensible y 94 % especifica,
no permite distinguir entre T solium y T_ saginata.

Ademis de que no hay estudios profundos sobre esta parasitosis, y gracias al
empleo del modelo experimental de tenjosis se han producido anticuerpos monoclonales
especificos (AcM-4B3), los cuales fueron caracterizados anteriormente y se sabe que
reconocen a la miosina que €5 una proteina estructural del parisito, y que aparentemente
tiene importancia en Ia relacion hospedero-parésito, lo cual podria ser aprovechado para
identificar y detectar al parasito. El presente ¢studio esté enfocado para determinar la
posibilidad de utilizar la miosina de estos parésitos, como una herramienta de diagnostico
mediante la combinacién de anticuerpos policlonales y el AcM-4B3 los cuales reconocen
especificamente a la miosina secretada por los parédsitos adultos de T. soliuwm. Este
estudio permitira sentar las bases necesarias para el desarrollo de un adecuado método de
diagnostico, basado en la deteccién de miosina, el cual podria no sélo apoyar al
diagnéstico de la parasitosis como tal, sino también 2 la evaluacitn de la eficacia de la

terapia medicamentosa que se siga en los mdividuos infestados.



L HIPOTESIS.

Por medio de la deteccién de miosina de 7-selium en heces y suero de himster
infestados en forma experimental y de humanos infestados en forma natural, es posible el
seguimicnto de la infestacién, la cual podria estar correlacionada con Ia presencia de
pardsitos vivos y ello podria temer aplicacién en la valoracion de la eficacia de

tratamientos cestodicidas.

IV. OBJETIVOS
1. Preparar anticuerpos policlonales contra miosina de parisitos de 7. solium.
2 Determinar, mediante una combinacién de anticuerpos policlonales y el

anticuerpo monoclonal 4B3, la presencia de miosina de parisitos adultos en suero
y heces de animales infestados experimentalmente y de humanos infestados en

forma natural.

3. Determinar ¢l efecto de un tratamiento cestodicida sobre Ia deteccion de miosina

parasitaria en animales infestados experimentaimente.

4, Determinar las posibilidades de utilizar a la miosina de tenias como un marcador
de infestacion que pueda ayudar al diagndstico en humanos infestados

naturalmente,
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0. HIPOTESIS.

Por medio de la deteccion de miosina de T.soffum en heces y suero de hamster
infestados en forma experimental y de humanos infestados en forma natural, es posible el
seguimiento de la infestacién, la cual podria estar correlacienada con la presencia de
pardsitos vivos y ello podria tener aplicacion en la valoracién de la eficacia de

tratamientos cestodicidas.

IV. OBJETIVOS
1. Preparar anticuerpos policlonales contra miosina de parésitos de T. solium.
2. Determinar, mediante una combinacién de anticuerpos policlonales y el

anticuerpo monocfonal 4B3, la presencia de miosina de parisitos adultos en suero
y heces de animales infestados experimentalmente y de humanos infestados en

forma natural

3. Determinar el efecto de un tratamiento cestodicida sobre la deteccion de miosina

parasitaria en animales infestados experimentalmente.

4. Determinar fas posibilidades de utilizar a la miosina de tenias como un marcador
de infestacion que pueda ayudar al diagnéstico en humanos infestados

naturalmente.



13

V. MATERIAL Y METODOS.
5.1. Obtencién de pardsitos de Taenia solium,

5.1.1. Cisticercos. Estos parasitos fueron recuperados del miisculo de cerdos
infestados naturalmente y posteriormente fueron divididos en dos partes: En una de ellas los
parasitos fueron empleados para la infestacién de los hamsters {(ver lo correspondiente a
tenias) y en la otra, los parasitos fueron utilizados para la extraccién de miosina. Para la
preparacién de miosina, los parisitos fueron lavados tres veces con sohrcidn salina
amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (SSAF) para eliminar restos del tejido del hospedero v en

algunos casos los parésitos fueron congelados a -20°C hasta su empleo.

5.1.2, Tenias. La obtencién de estos parisitos se hizo luege de la infestacién
experimental de hamsters dorados (Mesocricetus aurarus) (10 semanas de edad
aproximadamente, de ambos sexos y un peso aproximade a 160 g). Cada hémster fue
infestado con 5 cisticercos por via oral, una semana después de haber sido desparasitados con
praziquantel (PZQ) (Cisticid, Merck) (dosis: 2.4 mg/por animal). Con el objetive de
mantener la infestacién parasitaria, los hamsters fueron inmunosuprimidos con acetato de
metil-prednisolona (Depomedrol, UPJHON) (dosis de 2 mg/animgl, administzacion
intrarmuscular) aplicado en dos ocasiones a intervalos de 15 dias pest-infestacién, Gracias a
estas condiciones experimentales de infestacién, se permitié la instalacién, el mantenimiento y
el desarrollo de las tenias como ha sido descrito por Allan ef a1 ** y Avila®. Durante el tiempo
que los animales permanecieron en estudio fieron mantenidos en jaulas con camas de aserrin
estéril y con alimentacidn consistente de alimento comercial balanceado para roedores
(Laboratory rodent diet) y agua estéril ad /ibitum. Durante el tiempo que durd el estudio, se

hicieron recuperaciones de materia fecal y sueros de los animales a intervalos de tiempo
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definido (ver esquema e:cpeﬁmenta}). La sangre fite recuperada por puncién del seno venose
retroorbital. Luego de seis semanas de infestacién, los hamsters fueron sacrificados con éter y
de su intestino se hicieron recuperaciones de los pardsitos adultos. Al igual que con los
cisticercos, las tenias fueron lavadas SSAF y congeladas a -20 °C hasta su utilizacion en la

preparacion de miosina.

5.2, Infestaciones experimentales con temiosis.

Se formaron tres grupos diferentes de 10 animales cada uno, con Ia finalidad de determinar
y comparar entre ellos 1a deteccién de miosina secretada por las tenias; asi como de tratar de
evaluar e efecto de un tratamiento con PZQ, durante la infestacion parasitaria (Figura 2). Los
animales empleados tuvieron las caracteristicas ya descritas en la parte correspondiente a la
produccién de tenias y, para el seguimiento de la infestacion, se hicieron tomas de muestras de

materia fecal v sangre como también ya fue descrito.
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Desparasitacion de hamsters

Grupo 1 / +
{controles)

Infestacion con

5 cisticercos
Inmunosupresién
3 SPI
Grupo 3 Tratamuento o/PZQ
Grupo 2
6 SPI
Obtencidén de tcmasl
» | Recoleccién de sangre y materia fecal
Figurs 2. Fsquems dela infestaclon experd L Se fc tres grupos de animales (1, 2 y 3), los animales de

los grupos 2 y 3 fucron infestados con 5 cisticercos por via oral, ¢ mmunosuprimidos con metil-prednisolona por via

subcutianes, los animales del grupo 2 fueron tratados con PZQ a 1a tercera semana postinfestacién (SPI), los animales del

grupo ! fueren controles. A todos los animales se les hizo recoleccién de materia facal y de sangre & intervalos de

tiempo. A las seis semanas, los animales del grupo 2 y 3 fueron sacrificados y sus intestinos fueron revisados para la

recupéracién de pardsitos adultos.



5.3, Infestaciones maturales con teniosis. La obtencion de muestras de humanos

infestados en forma natural, fue apartir de los casos conacidos de cisticercosis, a través de un

estudio realizado en centros hospitalarios. >

Diagnostice de
neurocisticercosis

v

Identificacion de los

portadores de tenia

v

v

Tratanuento

con cestodicidas

Recoleccion

de heces

'

!

Recuperacion

de tenias

Deteccidn de

miosina en heces

Figura 3. Esquema de fa recuperacion de muestras en infecciones naturales. Las muestras fecales de los

pacientes infestados en forma natural fueron recolectadas a partir de la localizacién de casos de

neurocoisticercosis en centros hospitalarios * y de log cudles se busco al portador de Taenia, a los portadores

se les recolectaron muesiras de heces 1as cuales se utilizaron para el andlisis de miosina, estas muestrag se

congelaron a -20 °C hasta su uso.
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§.4. Obtencion de miosina de parisitos de Taenia solium.

Se obtuvo miosina de tejidos de cisticercos y para ello, se hicieron preparaciounes
mediante extracciones salinas de acuerdo a lo descrito por Dowben 2 Giese > y Ambrosio ef
al '® Luego de haber descongelado a log parasitos, en el caso que asi fuera, se les hicieron
lavados con SSAF como fue indicado anteriormente y luego se les homogeneizé en presencia
de una solucién de NaCl 0.2 M complementada con inhibidores enzimticos (PMSF al
0.006%, EDTA 10mM y PMCB 0.04%) empleando un polytrén (Brinkman Instruments) a
una alta velocidad durante 15 min en presencia de un bafio de hielo. La suspension resultante
fue centrifugada a 6200 g durante 30 min. a 4 °C, y la pastilla obtenida, considerada como un
extracto rico de miosina, fue solubilizada con una sclucién de KCl1 0.6 M a pH 6.5 y en
presencia de los mhibidores de proteasas ya descritos. Nuevamente, la suspension fue
homogeneizada y centrifugada bajo las condiciones ya descritas. El sobrenadante recuperado
rico en miosina fue fraccionado en alicuotas, se le hizo determinacién de s concentracién de
proteinas utilizando un kit comercial (Bio Rad) basado en la reaccién con azui de
Coomasie{ver apéndice 9.1). Como proteina estindar, para la evaluacién de la concentracién
de proteina, se utilizé albimina sérica bovina fraccién V(ASB). Posteriormente las fracciones
se congelaron a -20 °C hasta su uso. La evaluacién de la calidad de fa miosina purificada se
hizo mediante analisis en gel de poliacrilamida (GELPOLI) al 5% en condiciones reductoras
(ver apéndice 9.2) y el analisis para determinar si el purificado correspondia a miosina, se
hizo mediante inmunoprecipitacién utilizando el AcM-4B3 que reconoce especificamente a

miosina de acuerdo a lo descrito por Ambrosio ef af *%.



5.5, Preparacién y purificacion de anticuerpes,
5,5.1. Anticuerpos policlonales antimiosina,

Preparacién. Se hizo una separacion de la banda correspondiente a miosina nativa.
luego del revelado de geles preparativos con acetato de sodio 4M (ver apéndice 9.2). Para la

obtencién de la fraccion se hicieron corrimientos de 600 pg de proteina (ver miosina de

parasitos de T. solrum) en GELPOLI tal y como fue descrito anteriormente. Las bandas
seleccionadas (> 206 kDa) fieron separadas de los geles, homogeneizadas con Adyuvante
Completo de Freund (ACF) (Sigma) en proporcién de volumen a volumen y la mezcla
abtenida, fue administrada por via subcutinea en el lomo de un conejo Nueva Zelanda tal v
como lo describen Harlow y Lane ™.

En total se hicieron tres inmunizaciones con la miosina recuperada de la forma
descrita, la diferencia file que dos inmunizaciones se hicieron en presencia de Adyuvante
Incompleto de Freund (AIF) (GIBCO BRL). La evaluacién de los titulos de anticuerpos
antimiosina producidos sé hizé de acuerdo a ensayos inmunoenzimaticos (ELISA’s), para los
cuales se utiliz6 como antigeno a la miosina semipurificada por precipitacion en sales,

ajustada 2 una concentracién de 25 Lg/ml y en presencia de una solucién amortiguadora de

carbonatos a pH 9.6{ver apéndice 9.3). En ol momento que se consideré que los titules de
anticuerpos alcanzaban  la mixima produccion, luege de las inmunizaciones y las
valoraciones aplicadas, se hicieron recuperaciones de sangre por puncién cardiaca ydela
sangre obtenida se aislo el suero, luego de permitir la contraccién del coagulé durante toda la
noche a 4°C, el cual fue centrifugado a 3000 r.p.m. durante 5 min. El suero hiperinmune
antimiosina fue fraccionado en alicuotas y congelado a -20 °C hasta su uso o bien, procesado

para la purificacion de los anticuerpos.



Purificacién. La purificacién de los anticuerpos se llevd a cabo por precipitaciones
con sulfato de amonto saturado. de acuerdo a lo descrito por Harlow y Lane ™
Posteriormente los anticuerpos fueron sometidos a purificacién mediante una columna de
afinidad de proteina A- Sepharosa. Para estos fines, Ia colummna con el gel fue lavada con 3
volitmenes de solucién salina amortiguada a fosfatos (SSAF) 0.1 M pH 8.0 y posterior 2 ello,
las proteinas fueron puestas en contacto con el gel durante 2 horas a temperatura ambiente o
toda la noche a 4°C. La columna fue lavada inicialmente 5 veces con SSAF para eluir a las
proteinas no adsorbidas al gel y luego, se aplicé una solucion de dcido acético 0.1 M {diluido

en NaCl 0.15 M) para eluir a las inmunoglobulinas de 1a clase G adsorbidas al gel. Cada

fraccion fue recuperada en presencia de 100 (A de SSAF 0.5 M a pH 8.0. La deteccion de las

fracciones con proteina purificada se hizé por medicion de su absorbancia a 280 nm,
utilizando un espectrofotémetro (SPECTRONIC 21D). Las fracciones seleccionadas fueron
mezcladas, dializadas exhaustivamente contra SSAF a 4°C y luego la mezcla fue concentrada
por presién positiva con N utilizando un equipo de concentracion AMICON con una
membrana DIAFLO (10 kDa de didmetro de poro). La muestra, luego de la determinacién de
su concentracidn de proteinas por el método de Bradford®™ (ver apéndice 9.1), utilizando
como estindar inmunoglobulinas G de conejo {Sigma), fue fraccionada en alicuotas, las
cuales fueron congeladas a -20 °C hasta su uso.

El control de calidad de la purificacién por afinidad de las proteinas, se llevd a cabo por
medio de GELPOLY en concentraciones de 12.5 %, bajo condiciones reductoras en presencia

de B-mercaptoetanol (ver apéndice 9.2).



Evaluacidn de la actividad bicldgiea por inmunopunto El proceso se realizoc

sensibilizando membrana de nitrocelulosa (NC) con 10/4 de muestra de miosina a una

concentracion de 10 pg/ml, los sitios de unién inespecifica se blogquearon con ASB al 5%.
posteriormente se adicionaron los anticuerpos policlonales (Dil. 1:1000), luege de la
teaccion, se adiciono el anticuerpo secundario marcado a peroxidasa. para el revelado de Ia

reaccion se utilizé diaminobenzidina (DAB){(ver apéndice 9.4).

5.5. 2. Anticuerpos monoclonales 4B3 antimiosina (AcM 4B3).

Preparacién de anticuerpos desde liguido de ascitis. La produccion del liquido de
ascitis se hizo de acuerdo a lo descrito por Harlow y Lane *, para lo cual los hibridomas
productores del AcM 4B3 fueron introducidos en a cavidad peritoneal de ratones Balb/c ¥,
luego de 15 dias de inoc.ulaci()n se hizo la recuperacion del liquido. el cual fue analizado en su
reconocimiento a miosina y posteriormente utilizado para purificar los AcM 4B3.

Estos anticuerpos monoclenales provienen de hibridomas de clonas de 4B3, estos
AcM han sido caracterizados'®, y su principal reconocimiento esta dado hacia una fraccion
antigénica mayor a 206 kDa, la cual corresponde a la miosina parasitaria de Taenia solnum
en su forma nativa o dimérica.

Purificacién de los AcM 4B3. Uno de los primeros pasos en la purificacién de los
anticuerpos fie su precipitacién con (NHa}»SO4 saturado al 33% a pH de 7.8 4 (ver apéndice
9.3). Las precipitaciones fueron repetidas por des ocasiones mis y, una vez que la proteina
fue solubilizada en SSAF, se le aplicé una dialisis exhaustiva hasta climinar el exceso de sales
Como un segundo proceso de purificacion de los anticuerpos, se procedié a purificarios

mediante una cromategrafia de afinidad



21

Para estos fines se empleé una colunma de afinidad comercial de Affi Gel-protein A-
MAPS I {BIO RAD) y se procedio de acuerdo a como lo recomienda el fabricante, variando
el tiempo de contacto de la proteina con el gel desde 2 horas a temperatura ambiente 6 toda
la noche a 4 °C. Las fracciones obtenidas (1 ml), luego de la adicion de la solucion de elucion,

fueron colectadas en presencia de 100 (4 de SSAF 10X. A cada fraccién recolectada se le

determind su absorbancia a 280 nm mediante un espectrofotémetro (SPECTRONIC
21D)Figura 8 A), y de las fracciones consideradas que contenian anticuerpos puros se hizo
una mezcta, la cual fue dializada como ya se indicd y posteriormente analizada. El analisis
consistid en determinar su concentracién de proteina (utilizando inmunoglobulinas G de
conejo como standard), su pureza mediante GELPOLI al 12.5 % bajo condiciones reductoras
con B-mercaptoetanol y evaluacion de su recomocimiento hacia miosina por inmunopunte
(Figura8., By C).

Marcaje enzimatico de los AcM-4B3 purificados. Con estz finalidad se empleo a
técnica descrita por Avrameas e al, la cual ha sido descrita en la parte correspondiente a
métodos dentro del apéndice 9.3 y como marcador se utilizd a la fosfatasa alcalina (FA).
Posterior a! marcaje de los anticuerpos, el exceso de enzima fire eliminado usando una
columna de sephadex G-25 y el monitoreo de la fraccién marcada enzimiticamente se hizo
por mediciones de absorbancia de las fracciones a 280 nm y por mediciones de la absorbancia
a 405nm indicativo de la actividad enzimitica (Figura 9 A). Las fracciones seleccionadas
fueron mezcladas y concentradas, luego de su anilisis de reconocimiento & la miosina por
ELISA (Figura 4 y 9B), fueron fraccionadas en alicuotas y congeladas hasta su uso a -20 °C.

Evaluacién por inmtunopunto. El proceso se realizé sensibilizando membrana de

nitrocelulosa (NC) con 10/4 de muestra de miosina semipurificada en bajas concentraciones

de sales (NaCl, KCI) a una concentracién de 10 gg/ml, los sitios de unidn inespecifica se
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bloguearon con ASB al 5%, posteriormente se adicionaron los AcM 4B3 (144 de cada

muestra en 1 ml), luego de la reaccidn, se adiciond ¢l anticuerpo secundario marcado a
peroxidasa, para el revelado de la reaccién se utilizd diaminobenzidina (DAB}ver apéndice
9.4).

5.6. Estandarizacion de la captura de miosina en materia fecal y suero.

Materia fecal de hamster. Con la finalidad de evaluar las concentraciones minimas
de miosina detectadas, fueren adicionadas diferentes concentraciones de miosina (8, 80, 800
ng/ml) a sobrenadantes de heces de hamsters no infestados, tal y como se ha descrito para la
deteccion de miosina miocardica **. Estos sobrenadantes fueron preparados mediante la
solubilizacién de material fecal en SSAF-Teewn al 0.3% y agitacidn vigorosa en vortex La
suspensién fecal resultante fue centrifugada a 3000 rp.m durante 15 minutos y el
sobrenadante recuperado fue utilizado en los ensayos descrifos. Este procedimiento de
preparacion de sobrenadante de materia fecal fue seguido en todos los casos que se requirié,
inchiyendo el tratamiento de la materia fecal humana. Los ensayos realizados a la materia
fecal, fueron hechos basados en lo descrito por Allan ef af 2 1a diferencia con lo descrito por
estos autores, fue .que el sistema de captura de la miosina se hizo con los anticuerpos
policlonales antimiosina y para el revelado fueron empleados fos AcM-4B3 conjugados a FA
y como sustrato se empleo 4NFF respectivo (ver apéndice 9.3).

Suero de himster. Al igual que con la materia fecal de animales no infestados, se
hicieron adiciones de diferentes concentraciones de miosina exégena (8, 80, 800 ng/ml)
iguales a las ya descritas. Sin embargo, para facilitar la deteccién de la miosina, los sueros
fireron tratades con Acido tricloroacético al 2% (ATAcO) para la disociacion de complejos

inmunes *7 y sin ATAcO, los sueros fueron diluidos en relacion 1:100 y probados en el

ensayo de captura (Figura 13 Ay B).
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Materia fecal de pacientes infestados naturalmente Con la finalidad de evaluar las
concentraciones minimas de miosina detectadas, se adicionaron diferentes concentraciones de
miosina 2 sobrenadantes de heces de humanos no infestados, para comparar con los animales
infestados experimentalmente, siguiendo el mismo procedimiento como en el modelo
animal(Figura 2 y 3).

Suero de pacientes infestadoes naturalmente. Al igual que con la materia fecal, se
hicieron adiciones de diferentes concentraciones de miosina (8, 80, 800 ag/ml) iguales a las
va descritas para el modelo animal, en donde ademds se realizé el mismo tratamiento con

ATAcO al 2 % para la disociacién de complejos inmunes como fue descrito anteriormente

Figura 41 Modelo del ELISA de Captura de miosina. ELISA de captura disefiade para determinar
miosina de parasitos adultos de Taenia solium en muestras de heces y suero, tanto del modelo animal como
de pacientes infestados en forma natural.

5.7. Captura de miosina en materia fecal y suero.
5.7.1. Himster.
Materia fecal. Una vez que se estandarizé, el ELISA de captura con miosina exogena

se procedio a probar la presencia de la miosina en los sobrenadantes de heces colectadas



durante Ia ipfestacion experimental; utilizando para elio 10 pg/mi de anticuerpos policlonales
como sistema de captura, estos anticuerpos fueron adsorbidos previamente con sobrenadante
de heces y de cultivo celilar de AcM-4B3 para evitar inespecificidad por reacciones
cruzadas. posteriormente fueron adsorbidos a placas de poliestireno(2 h/37 °C). los sitios de
union inespecifica se blaguearon con ASB al 5% (237°C). luego se dejaron reaccionar cot
las muestras como fue indicado anteriormente, finalmente se adicioné el AcM-FA (18
ug/ml}2h/37°C). El revelado de la reaccion se hizo con e} sustrato 4NFF v leyéndose la
absorbancia a 405 nm, luego de 60 minutos en un lector de ELISA.

Suero. Los sueros de la infestacion experimental fueron analizados luego de un previo
iratamiento con ATAcO al 2 % para la liberar los complejos inmunes, posteriormente estos
sueros fueron puestos a reaccionar con apticuerpos policlonales en donde se utilizaron 10
pe/mi(2h/37°C), los cuales estaban previamente absorbidos a suere normal de himster y
sobrenadante de cultivo celular de AcM-4B3 para evitar reacciones cruzadas, después se
colocaron las mmuestras a evaluar(1h/37°C), para finalmente adicionar el AcM-FA (zs
pg/mI}2h/37°C), para €l revelando enzimatico se utilizo el sustrato cromdgeno 4NFF, la
absorbancia fue leida a 405 nm a los 30 minutos de reaccidn.

5.7.2. Humano.

Materia fecal. Una vez que se estandarizo el ELISA de captura con miosina exégena,
se procedio a probar las heces recolectadas en centros hospitalarios (Figura 3), utilizando el
mismo procedimiento descrito para el caso del modelo animal (Figura 12).

Suerc de humano. Los sueros de las infestaciones naturales se probaron utilizando
un previe tratamiento para la liberacién de complejos inmunes con ATAcO al 2 % como ya

fite descrito anteriormente para el caso del modelo animal (Figura.15).
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VI. RESULTADOS.

6.1. Infestaciones experimentales de hamsters.

Después de seis semanas de infestacién fueron obtenidos 15 parasitos adultos de 4
anunales del grupoe 2, (;( =3.75 parisitos por animal). Esto indica que aparentemente para
este grupo se obtuvo un 40% de infestacion exitosa, ya que no se pudo determinar si los
otros animales estuvieron parasitados. En el caso del grupo 3, sacrificados en el mismo
tiempo de infestacién, no se encontraron parasitos. Sin embargo, en un animal que mourid a

los 17 dias post-infestacion le fueron encontrados 3 parasitos adultos.

6.2. Miosina de parasitos de T. solium
Se logrd obtener miosina nativa desde los tejidos parasitarios en un estado de pureza
parcial cuando se utilizo KC! 0.6 M (Figura 5). El revelado mostrd que el tratamiento con

sales favorece ¢l que se mautenga y separe adecuadamente [a proteina de alio peso

molecular.
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Figura 5. Semipurificacién de miosina por electroforesis en gel de poliacrilamida. Las proteinas (35
He/poze) fueron separadas por clectroforesis en gel de poliacrilamida al 5 % (100 v, 1h, 4°C) en
condiciones reductoras. PM: pesos moleculares pretefidos de alto peso molecular, la cadena pesada de
miosina comercial esta situada aproximadamente dentro de los 200 kDa. NaCl 0.2 M: Primer extraceion de
ta Auosina desde tejidos parasitarios. KCl 0.6M: segunda extraccidn de miosina nativa MC: miosina
comercial. La proteina tiene un peso molecular aparente mayor a los 200 kDa. El gel, luego del corrimiento
electroforético, fue tefiido con azut de Coomasie y desteftide con Acido acético (AcAcO) al 10%. La flecha

indica {a banda correspondiente a miosina nativa.
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6.3. Anticuerpos policlonales antimiosina.

Luego de la inmunizacién del conejo con las fracciones de los geles que contenian a
la miesina nativa. se evalué el reconocimiento de los anticuerpos presentes en los sueros
hiperinmunes producidos Como antigeno fue utilizada la proteina semipurificada en KCl
0.6 M Cuando fueron analizadas diferentes diluciones del antisuero, su comportamiento en
! reconocimiento hacia la miosina fue muy semejante y lo que se abservo, es que luego de
dos inmunizaciones hubo un incremento notable en la produccién de los anticuerpos. La
tercera inmunizacion indujo la méxima produccién de ellos (Figura 6A). La titulacion del
reconocimiento especifico del suero hiperinmune, comparado con el suero normal, mostrd
que a diluciones bajas comprendidas entre el suero concentrado y la dilucién 1: 400 habia
un mejor reconocimiento hacia miosina de 7. solium (Figura 6B) con respecto a las otras
diluciones estudiadas, sin embargo hay un ligero reconocimiento por parte de los

anticuerpos normales del conejo hacia Ia miosina (Figura 6B).
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Figura 6. Anticuerpos policlonales antimiosina. A} Produccidn, Se hicieron determinaciones de los
anticuerpos producidos mediante ELISA, la muosina semipurificada (2.5pg/ml) fue adsorbida a los
micropozos y procesada como ha sido indicado para estos ensayos Como anticuerpo primario se usé fas
dituciones del antisuero y como anticuerpo secundario se ulilizé un anticuerpo anti 1gG de congjo (1 1000)
conjugado a peroxidasa Se indican las semanas en las que se hicieron administraciones del antigeno
(flechas), asi como las dituciones probadas. B). Titulacidn. Los antisueros fueron analizados por ELISA en
diferentes diluciones (Suero Hiperinmune Antimiosina SHAM) y su reconocimiento hacia miosina fue

comparado con el suero de conejos ne nmunizados (Suero de Conejo No Inmunizade SCNI;
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Luego de la evaluacién de los anticuerpos, éstos fueron purificados por precipitacion
con (NHL).SO, saturado al 33% y mediaute columna de afinidad (Figuta 7A y B). La
evaluacién mediante inmunepunto (ver apéndice 9.4} del reconacimiento hacia Ia miosina,

luego de la purificacién, mostrd que los anticuerpos purificados seguian reconociendo a su

antigeno (Figura 7C).
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Figura 7. Anticuerpos policlonales antimiosina (purificacién y evaluacion). A) Cromatografia de afinidad:
Luego de adicionar la solucién de elucion (flecha), se hicieron las colecciones de las fracciones, v se les determind su
absorbancia a 280 nm. Las fiacciones seleccionadas fueron concentradas bajo presion positiva de Na y se analizaron
para determinar su pureza. B} Evaluaciin de Ia purificacién. Las proteinas (35 j:g/pozo) fueron separadas por
electroforesis en GELPOLI al 12.5 % (100 v, 1h, 4°C) bajo condiciones reductoras con B- mercaptoetanol PIM; pesos
moleculares pretediidos de alto peso molecular. SHAM: suero hiperinmune antimiosina nativa. SPSA: suero
precipitado con sulfato de amenio IgGP: inmunoglobulinas purificadas. IgGC: anticuerpos comerciates de congjo
ASB; albimina sérica de bovino. El gel fue tefiido con azul de Coomasie y destefiido con icido acético al 10% Las
(lechas indican la cadena pesada (50 kDa) y ligera (25 kDa) €) Evaluacién de la actividad bioldgica. Se empled
inmunopunto con anticeeipos anti Igi} de conejt; conjugados a peroxidasa y DAB como sustrato, las lecturas se
hicieron a 492 nm. a; suero de conejo no inmumizado (SNCT), b: Suero hiperinmune antimiosina  (SHAM),
c: suera precipitado con sulfato de amenio (SPSA). & inmunoglobutinas purificadas (IgGP).
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Figura 8. Anticuerpos monaclonates 4B3 (purificacién y evaluacion). A} Cromatografia de afinidad: Luego
de la adicion de fa solucion de ehucion (flecha), se hicieron colecciones de las fracciones, ¥ se les determund su
absorbancia a 230 nm. Las fracciones seleccionadas se concentraron bajo presién positiva de N ¥ posteriormente
se analizaron para determinar su pureza. B) Evaluacién de Ia purificaciin. Las proteinas (35 pg/pozo) fueron
separadas por electroforesis en GELPOLI al 125 % (160 v, 1h, 4°C) bajo condiciones reductoras con f3-
mercaptoetanol. PM: pesos moleculares pretefiides. ASC: liquido de ascitis, 1:10. ASCNH,: liguido de ascis,
1:10 precipitade en sulfato de amomo. AcMP: anticuerpos monoclonales purificados. ASB: albiimina sérica
bovina fraccién V e IgGC: inmunoglabulina de conejo comercial. El gel, Tuego del corrimiento electroforético,
fue tefiido con azul de Coomasie y desteflido con 4cido acético al 10% Las flechas indican Ia cadena pesada (30
kDa) y ligera (25 kDa) C) Evaiuacion de 1a actividad biclégica. Se empled inmunopunto con anticuerpos anti
1gG de ratén conjugados a peroxidasa. (-) sobrenadante de cultive de células del mieloma (Ag 8), a" ASC, liquido
de ascitis {1:10), b: ASCNH,, liquido de ascitis, 1:10 precipitado en sulfato de amonio ¢ AcMP, anticuerpos

monoclonales purificados.
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6.4 Anticuerpos mencoclonales. Posterior a la purificacion y evaluacion de la actividad
de 105 AcM. se procedié a conjugarlos a fosfatasa alcalina, para lo cual se determinéd la actividad
enzimatica en microplaca y se midié la absorbancia de las protefnas puras (Figura 9A).
Aparentemente. el método empleado permitié un marcaje eficiente de los AcM y a su vez, este

método de marcado no aitero el reconocimiento de los AcM hacia la miosina (Figura 9B).

25 . —s—Fost-dcdina ;02 A
—&--Proteima

2-

Absorbancia (405nm)
Absorbancia (280nm)

Fracciones (ml})

Absorbancia (405 nm )

=]

20 40 80 160 320 640 1230 2560 5120
Dilucidn 1:X

Figura 9 Anticuerpos m lonales. a) Marcaje enzimitico. La evaluacién del marcaje consistié en dos procesos 1)

Determinacién de proteina a 280 nm (D) y 2).Determinacién de la actividad enzimética de Ia FA a 405 nm (M ). Las

fracciones comespondientes, a anticuerpos marcados, fueron seleccionadas de aquellas en las que se detectd la actividad

4 A;

enzumdtica y la presencia de proteinas (fracciones 4-8). La actividad enzima fue deter Microensayos

utilyzande al 4-NFF como sustrato. b) Titulacion. La Tuacion del imiento de ACM-FA fue por una ELISA de

captura en donde se utilizo como antigeno miosina (2 5ug/mi), purificada de cisticercos con KCL 06 M y para el revelado
se usaron AcM-4B3 conjugados a FA, a las dilucienes indicadas. Lz actividad enzimética (1 h, 37°C), v las lecturas (e la

reaccion fueron leidas a 405 nm.
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6.5. Captura de miosina en heces.

6.5.1, Estandarizacién. La adicién de miosina a materia fecal de hamsters y humanos y,
su captura por anticuerpos policlenales fue posible bajo los ensayos 7efectuados. Se observo que
la cantidad de miosina capturada estaba en relacién directa coﬁ su concentracion de esta
proteina en la materia fecal (Figura 10 Ay B). De acuerdo a tres diferentes ensayos de captura,
para cada tipo de materia fecal, la sensibilidad podria detectar desde los 8 ng/ml de miosina
adicionada. Aparentemente, en la captura de miosina de heces de hamsters, podria ser posible
gque se detectaran menores concentraciones de miosina exdgena tal y como lo mostraron las

muesteas analizadas de animales infestados durante 7 semanas (Figura 10 A).
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Figura 10. Anilisis de la miosina adiclonada a heces. Dife concentraci de mi de T solmm semipurificada

e KCI 0 6 M fueron adicionadas a sobrenadantes de heces de himster y humaros no infestados. Come captura se usaron
anticuerpos policlonales antimiosina purificados y para el revelado, se usaren los AcM conjugados a fosfatasa alcalina
(AcM-FA). La reaccién y lectura de Ia actividad enzimdtica se hicieron tal y como fue descrito para la Figura §. Como
antigeno se usaron los sobrenadantes de heces en todos los casos. A. Hamsters, a° animales no infestados sin AcM-FA, b

1, N |

ne sin miosina y c: Heces de un stlo animsl infestado d 7 y positivo con tenias a Ia

necropsia, B Humanos. ; humano no infestado sin AcM-FA, b*: humano no infestado, ¢’: humano infestado y positivo,

por analisis coproparasitoscépico, a teniosis
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6.5.2. Cinética de aparicién de miosina en heces de hamster. Con el sistema de
captura de miosina estandarizado, fue determinada su presencia en materia fecal durante
diferentes tiempos de la infestacién experimental (Figura 11). Se observd que a partir de la
segunda semana de infestacién, en ¢l grupo de animales infestados, hubo un aumento de la
concentracién de la proteina en comparacién con los animales del grupo control v que esta
concentracidn de miosina fue incrementindose a [o largo de la infestacién. Aparentemente, la
determinacién basal de miosina en los animales del grupo control no mestré variacion alguna a
lo largo de la infestacion. En el caso de los animales del grupo infestado pero tratado con
praziguantel se observé que luego del tratamiento hay un ligero aumento en la concentracién de
miosina luego de una semana, aungue los niveles de la proteina antes del tratamiento se
mantuvieron en un intervalo semejante al de los animales del grupe control. Los niveles de
miosina mas altos, determinados en el experimento, correspondieron a los animales del grupo
infestado. En este grupo, luego de la necropsia fle los animales a la 6a. semana postinfestacién,
se encontraron 4 animales parasitados con tenias ( % =375 parasitos/animal). En el caso del
grupe de animales infestados y tratados, uno de los animales murié luego de 17 dias de
infestacién v se le encontraron 3 tenias en su intestino; los demis animales del grupo, lnego de

ser sacrificados a la 6a, semana no tuvieron parésitos en sus intestinos.
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Figura 11: Cinética de aparicién de miosina durante la i fi ion experimental. Para la captura de miosmna se

utilizaren anticuerpos policlonales (10 pg/ml) y para el revelado se usaron AcM 4B3 conjugados a fosfatasa alcalmna (18
ug/ml) Previo a los ensayos los anticuerpos fueron absorbidos con de heces de animales no mfestados La miosma fue
capturada desde sobrenadantes de materia fecal solubilizada SSAF-Tween 20 (100p1) La actividad enzimidtica (1 b, 37°C)
fue determinada por microensayos utilizando 4-Mitrofenilfosfate como sustrate y las lecturas de la reaccién fueron leidas a
405 nm Grupo 1. Animales sin infestacion (). Grupo 2 Animales infestados y tratados (A} Grupo 3. Animales infestados

(M) La flecha indica el dia en que los animales del grupo 2 fueron tratados con praziquantel (2.4 mpfanimal)
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6.5.3. Deteccion de miosina en heces de humano: La captura de miosina en personas
infestadas, diagnosticadas por aalisis coproparasitoscopicos de Kato-Katz *', se hizo como ya
se ha descrito mediante la utilizacién de anticuerpos antimiosina y AcM 4B3-FA (Figura 12).
Aparentemente, luego de cinco ensayos efectuados, se obtuvieron en general mayores
absorbancias para los casos de teniosis. Aunque se observé que habia un elevado fondo de
reaccion en todos los cases y en uno de los casos negativos, al coproparasitoscépico, los valores
de absorbancia también fueron altos. Dos de los 4 casos diagnosticades como positivos por
coproparasitoscopicos, tuvieron proglétidos del parasito en su materia fecal (*). Las muestras
evaluadas para determinar si el sistema funcionaba en la captura de miosina, utilizando materia
fecal de un himster infestado con tepia (positivo a la necropsia a la sexta semana
postinfestacién), en comparacidn con una muestra de hamster negativa, mostrd que cuando hay

tenia se aumenta la cantidad de miosina secretada por el parasito.

18,

16

Absorbancia (570am)

1 2 3 4 5 [ 7 8
Muestras de heces

Flgurs 12: Deteccién de miosina en heces de humanos. Comio sistema de captura se usaron Ac pol antimosina purificados

y para el lado los AcM conjugados 2 FA. La reaccidn y lecturas de la actividad enzimatica se hicieron como fue descrito
en 1a Fig 8 Como antigeno se usaton los sobrenadantes de heces en tedos los casos 1: heces de un sélo animal infestado
durante 6 semanas y positivo con tenias a Ia necropsis, 2; ammales no infestados, 3: heces de humane negativo por
coproparssitoscopico (CPS), 4: heces de humano negativo por CPS, 5: humane infestado ¥ positive por CPS, 6: humano
mfestado y positive por CPS, 7: humano infestade y positive CPS, 8: humano infestade y positivo CPS.



6.6, Captura de miosina en suero.

6.6.1. Estandarizacién. La medicién de miosina adicionada tanto en sueros del modelo
experimental, como ¢n los de seres humanos, fue posible mediante su captura por anticuerpos
policlonales (Figura 13) tal y como se logrd con la miosina adicionada a materia fecal. También
se observo gue la cantidad de miosina capturada era directamente relacionada con la cantidad
adicionada y que no habia interferencia del suero. En ambos casos de anilisis de la captura de la
miosina. los sueros tuvicron que ser tratados con acido tricloroacética al 2% 37 con la finalidad

de romper los complejos miosina-proteinas séricas y aumentar la cantidad de miosina capturada.

Hamster Humano

Absortrncia (405 nim)
Absorbancta (405 nm)

a’ b 8 80 200

a b < 8 8 800
Confroles rmiosina {ng/mi) Controles miosina (ng/ml)

Figura 13, Anilisis de la miosina adicionada a suero. Diferentes concentraciones de miosina de T soltum
semipurificada en KCI 0.6 M fueron adicionadas (8, 80, 800 ng/ml) a suero sanguineo Como sistema de captura
s usaron los AcPol antimiosina purificados y para el revelado, los AcM-FA La reaccién y las lecturas de la
actividad enzimatica, se hicieron come fue descrito en la Figura 8, excepto que tas lecturas fueron a los 30
minutos Como antigeno se usaron sueros diluidos (1 100) mas miosina (en los casos respectivos) Todas las
muesiras fueren analizadas en ausencia (barras blancas) o en presencia de ATAcO al 2% (barras negras}. A.
Haimster a. Ac policlonat y AcM-FA, b Ac.policlonal, suero de hamster no infestado y AcM-FA, c. Control
positive de mfestacion experimental {Ga. semana de infestacién). B. Humano: a’. Ac. policlonal y AcM-FA. b". Ac
Policlonal, suero de humano no infestado y AcM-FA.
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6.6.2. Cinética de captura de Miosina de Taenia solium en suero de hamsters
infestados experimentalmente. Con el sistema de captura estandarizado, fue determinada la
presencia de miosina en ¢l suero, durante diferentes tiempos de la infestacién experimental (Figura
14). Se observé que a partir de a primera semana de infestacidn, en el grupo de animales
infestados, hubo un aumento de Ia concentracién de la proteina en comparacion con los animales
del grupo controles y que esta concentracién de miosina disminuye en las semanas siguientes (de
la segunda a la cuarta semana) a lo largo de la infestacién. Aparentemente, la determinacion basal
de miosina en los animales del grupo control mostré un aumento en la primer semana de
infestacion. En el caso de los animales del grupo infestado pero tratado con praziquantel se
observd que en un inicio no se determinaba miosina en el suero huego del trataniento hay un
ligero aumento en la concentracién de miosina luego de una semana, aunque los niveles de la
proteina antes del tratamiento se mantuvieron en un intervalo semejante al de los animales del
grupo control. Los niveles de miosina mas altos, determinados en el experimento, correspondieron
a los animales del grupo infestado. Sin embargo durante la cuarta semana, en el grupo infestado

bubo una disminucidn en la determinacion de la miosina,
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Figura 14. Cinética de aparicidn de miosina en suero durante Ia Infestaclén experiraental. Para el sistema de captura se
utilizaron los Ac Pol (10 pg/ml) y para el revelado los AcM 4B3 conjugados a FA (0.5 ug/ml) Previo a los ensayos los
anticuerpos fueron adsorbidos con de suero de animales no infestzdos. La miosina fue capturada desde suero (1:100, 100p1).
La aclividad enzimatica (30 minwtos, 37°C) fue determinada por microensayos utilizando 4NN como sustrato y las lecturas de
1a reaccion fueron a 405 nm. Grupo 1. Animales sin infestacion (A). Grupo 2. Animales infestados y tratados (). Grupo 3.
Ammales infestados () La flecha indica el dia en que los animales fueron tratades con PZQ (2.4 mg/animal).



6.6.3. Deteccién de miosina en suero de humano. Una vez estandarizada la captura de
miosina exdgena, se procedio a capturar a la miosina de los parasitos liberada durante las
infecciones naturales. Observaciones de tres experimentos muestran {Figura 15) que

aparentemente no hay diferencia entre Ia captura de miosina de individuos sanos o no infestados

por ¢l método empleado.
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Figura 15: Deteccion de mlosina en suero de humanos, Como sistema de captura se usaron anticuerpes policlonales

antimosina purificados y para el revelado, se usaron los AcM conjugados s fosfatasa alcalina (AcM-FA). La reaccion y

leciuras de ia actividad enzintica se hicieron tal y como fue descrito en la Figura 8. Como antigeno se usaron los sueros
{1 100) Todas las determinaciones fueron analizadas en ausencia (bamas blancas) o en presencia de ATAcO al 2% (bamras
negras) 1: Ac’s policlonales mas AcM-FA, 2: suero de humano negativo por CPS, 3: suero de humano positivo por CPS, 4:

suero de humano positive por CPS, 5: suero de humano positivo por CPS, 6: suero de humano positivo por CPs.
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Vil. DISCUSION DE RESULTADOS.

La eficiencia de la infeccion medida por el niimero de parasites recuperados durante el
presente trabajo de tesis. analizada con los datos de los animafes infestados en ausencia de
tratamiento con praziquantel, file de un 40 % de infestacion real aunque los animales restantes a
pesar de que fueron negativos a la necropsia pudieron haber estado infestados y también, pudieron
haber eliminado a los parasitos antes de que fueran sacrificados. En estudios de este tipo de
infestaciones experimentales, monitoreados mediante ensayos de captura de coproantigenos, se ha
visto que entre el 80 y 100% de animales se infestan y que depende de las condiciones de control
de la infestacion; el tiempo y la longitud que aicancen las tenias en el intestino de los hamsters >
De acuerdo a esto, en el caso del grupo infestado y tratade con PZQ, es posible que los animales
hayan perdido los parasitos por el tratamiento administrado y que cuando se intentd su bisqueda
en el intestine no fueron encontrados. Un ejemple de ello es el hecho de que uno de los animales,
que muri6 antes del fin del tratamiento, después de haberle practicado la necropsiz tenia 3 tenias.
En este sentido se sabe que luego del tratamiento con PZQ, parasitos como E. multilocularis
detectados por coproantigenos **, aparentemente son eliminados a los dos dias posteriores al
tratamiento y esto podria presentarse también para el caso de los hamsters analizados, por lo que
una semana después del tratamiento, no tuvieran parésito alguno.

Fue exitosa la recuperacién de miosina desde los geles y su utilizacion para la obtencién de
suero hiperinmune, ya que a pesar de que se requirieron 3 dosis de inmunégeno, los titulos de
anticuerpos antimiosina obtenidos fueron muy elevados en comparacion con los titulos obtenidos

para el suero recuperado antes de la inmunizacién (Fig. 6B). Aparentemente, los anticuerpos

contenidos en el antisuero producido son especificos para la miosina contra la cual se prepararon,



39

va que fueron inducidos por la fraccién correspondiente sepgrada del gel (Fig. 5) v utilizada con
este fin. Con elacion a la evalvacion de los anticuerpos policlonales antimiosina nativa purificados
por cromatografia de afinidad, luego del tratamiente de los sueros hiperinmunes con
precipitaciones con (NIL),SO4 al 33%, se gbservd que los anticuerpos no pierden su
reconocimiento luego del tratamiento por precipitacion ni por su paso a través de la columna de
afinidad (fig.7C). El analisis de estos anticuerpos purificados mediante GELPOLI al 12.5 % (Fig.
7B) mostrd que se encuentran puros ya que solamente se observan las bandas correspondientes a
la cadena pesada (50 kDa) ¥ la ligera (25 kDa). De la misma forma cwando se analizé la
purificacion de los AcM 4B3, desde liquido de ascitis, tanto por precipitacion con sales y su pasc a
través de una cromatografia de afinidad de MAPS IE(fig’s. 8 Ay B), se encontrd que estos AcM
mantenian su reconocimiento a miosina (fig.8 C) y que también los anticuerpos estaban puros de
acuerdo a GELPOLI af 12.5 % en condiciones reductoras (fig. 8B). Estos AcM purificados, una
vez que fueron conjugados a fosfatasa alcalina y analizados tanto para proteinas como para la
actividad enzimitica (Fig.9A) mostraron gue casi todos los AcM fueron marcados
enzimiticamente. El andlisis de titulacidn del AcM marcado enziméticau}ente mostrd que no habia
pérdida del reconecimicnto antigénico a miosina (Fig. 9B) v que incluso se¢ mantenia el
reconocimiento a determinadas diluciones (1 320) como lo visto con AcM sin marcar (datos no
mostrados).

Con los anticuerpos puros y marcados se estandarizd la captura de miosina en
sobrenadantes de heces de animales sanos, asi como de humanos sanos (Fig. 10 A y B). Se
encontrd, que en ambos casos hay una relacion directamente proporcionat entre la cantidad de

Jniosina adicionada 2 las muestras de heces con los valores de absorbancia medidos.



Segun los resultados obtenidos, este sistema de captura es muy sensible lo cual podria ser
aprovechado para encontrar concentraciones tan pequefias como 8 ng/ml de miosira contenidos en
un gramo de materia fecal solubilizada. Aparentemente en un gramo de materia fecal podrian
haber como minimo hasta 250 ng de proteinas de unm parisito® wedidos por captura de
coproantigenos, en el caso de infestaciones experimentales y paturales por T, sofium se ha
encontrado que existen 75 y 35 ng/ml respectivamente de antigenos parasitarios >. Si se considera
que la caatidad de materia fecal solubilizada, en el caso de teniosis por T solfum, corresponde a
menos de 1 g, cabria Ia posibilidad de que se detectara toda la miosina que ua solo pardsito adulio
libera en el hospedero humano o bien, la que mas de dos parasitos adultos liberan en los hdmsteres
iiifestados.

Aparentemente, en comparacion con el grupo de animales no infestados, la miosina de
tenias de Tsolium se incrementa en el grupo infestado desde los primeros dias postinfestacion
Este incremento gradual podria estar relacionado con el crecimiento de los parasitos dentro del
intestino y no con su nimero, ya que hacia la cuarta semana post-infestacién, en donde murio el
20% de los animales por el efecte de la inmunosupresion, se recuperaren 4 tenias y fos niveles de
miosina capturada disminuyeron. Sin embargo, hacia la quinta y sexta semanas estos niveles se
incrementaren gradualmente. Un cilculo de la tendencia de la curva, hasta la cuarta semana post-
infestacida, muestra que en las semanas post-infestacién posteriores podria haber un incremento
gradual semejante a lo observado en las dos iltimas semanas del experimento (Fig 11). Con
relacién al grupo 2 de animales infestados y tratados con PZQ, comparados con los animales sin
infestar, cabria la posibilidad de que hasta antes de Ia administracién del PZQ las concentraciones

de miosina bayan sido tan bajas que no pudieron ser determinadas por el ensayo de captura o bien
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que no hubiera sido liberada por los parasitos en esos momentos. Estos comentarios estarian
basados en ¢! hecho de que uno de los animales del grupo tratado que murié tuve 3 tenias al
momento de 1a necropsia y antes de que el animal fiera tratado con el PZQ. Si los deméas animales
de este grupo tenian al menos un parasito, entonces el método no permitié que se les detectara 2
ravés de la prueba para miosina y que podra ser verificado medjante la deteccion de

505839 cuando se aplica este tipo de tratamiento. Cabe

coproantigenos como ya ha sido establecida
mencionar que tendrian que ser efectuados otros experimentos semejantes con la idea de clarificar
los resultados obtenidos, ya que se sabe que luego de un tratamiento con PZQ los parasitos son

%59 con lo que los

climinados de forma importante luego de cinco dias posteriores al tratamiento
coproantigenos desaparecen ¥, sin embargo, en el presente estudio se encontrd que aumentaba la
cantidad de miosina luego de tres semanas posteriores al tratamiento. Una de las posibles
explicaciones es que podria no haber sido efectivo el tratamiento, por lo que algin parasito
sobrevivid, crecié (come en las tres primeras semanas observadas para el grupe infestado y no
tratade) y ello estaria reflejado en el aumento de Ta absorbancia en los ensayos de captura. Los
resultados obtenidos para el grupo 1 o conirel muestran que a lo largo del tiempo de
experimentacion no hubo incremento alguno de la absorbancia y que correlaciona con el hecho de
que. a la necropsia, los animales no estaban infestados. Aparentemente, los valores de absorbancia
considerados como fondo de reaccién y comparades con los del grupo 2 de animales infestados no
imterfieren en la evaluacion de Ia presencia de la infestacién puesto que este fondo esta por debajo

de 1as lecturas presentada por los casos en estudio y esto permitiria la proposicion de que ta

miosina podria ser un marcador de la infestacién experimental parasitaria por tenias de 7. solium
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Con relacion a la deteccién de miosina en las personas infectadas de forma natural, se
encontrd que los valores de absorbancia eran mayores que algunos casos de personas no
infectadas segun los anélisis coproparasitoscopicos efectuados. Sin embargo, hubo un caso en
donde el valor de absorbancia de una persona no infestada fue semejante a los de individuos
infestados (fig. 12). Es claro que, al menos en los casos en que el CPS fue positivo a proglétidos o
huevos de parasitos de T solium, correspondieron a valores de absorbancia elevados y lo que
sugeriria que los individuos infestados tienen miosina del parasito en sus heces. En uno de los
casos negativos a la infestacion, de acuerdo a los analisis CPS, los valores de absorbancia podrian
estar tan altos como en los casos infestados ya que podria tratarse de un individuo infestado
dentro de un periodo prepatente. Esto se menciona, ya que en los analisis CPS no hay eficiencia en
la deteccién de la infestacién *°, mientras que en la determinacién por coproantigenos * se ha
demostrado que el individuo puede estar infestado y este fue el caso en discusién. De acuerdo a
estas consideraciones es posible, al igual que en el modele experimental, la miosina podria
funcionar como un marcador de infestacion; sin embargo, para llegar a una conclusidn mas
concreta es necesario hacer repeticiones de estos ensayos de captura de miosina utilizando un
banco de muestras fecales positivas bien establecido, asi como una evaluacion de la especificidad
del sistema e captura frente a otras infestaciones parasitarias y no parasitarias gastrointestinales.

También, dado que los valores de absorbancia obtenidos en Ia evaluacion de materia fecal
de humanos son altos (por arriba de valores de absorbancia igual a 0.4), es necesario efectuar
ensayos con tendencia a disminuir los fondos de reaccion y que permitan diferenciar realmente
entre un individuo sano y otro infestado como en el caso del uso de coproantigenos 2, ya que se

ha establecido que es comin la reaccidn inespecifica de los anticuerpos de deteccién corn los
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componentes de la materia fecal ¥ Es posible que reduciendo este fondo de reaccion mediante la
captura efectiva de miosina, el blogueo de la inespecificidad y ¢l uso de anticuerpos monoclonales
especificos podria permitir el desarrolle de un método de diagndstico de la teniosis par 7. sofim
igual o mejor a la deteccién de coproantigenos.

En lo relativo al analisis de muestras séricas, tanto en ¢l modelo animal como en las de
pacientes infestados en forma natural, se encontré que durante cstandarizacién del ELISA de
captura se requeria de un tratamiento previo del suero con Acido tricloroacético al 2%. Esto puede
deberse a que, para la captura de miosina, se requiere disociar a los complejos inmunes presentes
(fig 13) y como se observd en el estudio del modelo experimental (Fig. 14), el compoertamienta
para el grupo de animales infestados sin tratamiento es semejante a lo observado en el grupo de
animales control con relaciér a la deteccién de miosina en la materia fecal. Esto implicaria que en
ol suero de los animales infestados, hay miosina del parasito adulto de localizacion intestinal, solo
que en el suero la miosina estaria acomplejada a anticuerpos como ya ha sido demostrado en el
laboratorio (Cruz-Rivera M. en comunicacién personal). Si la presencia de la miosina en suero
tlegara a ser confirmada utifizando este método para otros estudios, ello tendria reelevancia en los
aspectos de la relacion hospedero-parasito en la teniosis tal y como ha sido propuesto en
parasitosis como la producida por Toxocara canis ®. ya que en esta parasitosis se detectan
seroantigenos que estin correlacionados con el inicio de la infestacién y con el grado de
infestacion parasitarias. Esto implicaria que si se detectara la miosina de 7. solium en suero
nuevamente, tanto en el modelo animal como en los pacientes, esto podria ser relevante y
novedoso dentro del campo y podria ser empleado con fines de diagnostico. Sin embargo, cabe

mencionar como lo indica Pritchard ™ que como la teniosis s intestinal y no sistémica, los



antigenos no tendrian un adecuado acceso a la circulacién y ello podria disminuir mucho su
wtilidad para deteccion del parasito.

La determinacion de miosina en suero de pacientes infestados muestra que um caso
negative a CPS (muestra No 2) tiene valores mayores de absorbancia que las de los casos
positivos (Fig.15), esto necesita ser confirmado mediante otros analisis, para tener la certeza de
que este paciente no se encuenira infestado o que alguna proteina diferente a miosina, pero con un
epitope semejante al que reconoce los anticuerpos sea el que se esta determinando, asi como el
uso de un banco mayor de sueros de casos confirmados, ya que el empleo de pocas muestras
podriz dar resultados muy cargados hacia una parte con respecto a otta y en este ¢aso 0o permiten
hacer algiin comentaric al respecto, ya que es necesario utilizar como minimo 30 muestras para
poder realizar un anilisis estadistico confiable.

Una vez que se hubiera podido adaptar y estandarizar la captura de la miosina mediante el
emplec de actina o de anticuerpos especificos para miosina de parasitos adultos, ya que en &l
presente estudio se utilizaron Ios producidos contra miosina de cisticercos, asi como su revelado
por anticuerpos monoclonales, se pedria buscar la estandarizacion de la técnica en un formato mas
sencillo para su aplicacién en campo, tal y como se ha intentado para el desarrollo de captura de
coproantigenos por membranas de nitrocelulosa (“dipsticks”) 8,

La presencia de miosina de pardsitos adultos, tanto en el modelo experimental como en
humagnos infestados nhaturalmente, podria temer alguna significancia biologica en la relacidn
hospedero-parasito, la cual empleando el modelo experimental de tenjosis podria ser abordada
ampliamente. Al respecto varias dudas se plantean tales come: ;De qué sirve al parisito liberar la

miosina? ;La liberacion estd acompaiiada con algin cambio morfolégico o con algin proceso de



infectividad? ; El parasito durante su desarrollo estari sufriendo algiin recambio tisular que
conlleve a la salida de su proteina estructural? ;Cémo alcanza la miosina del parasito intestinal ¢l
torrente circulatorio de los animales infestados? ;Cuales mecanismos de los parisitos estin
involucrados en la liberacion de miosina?.

Otea utilidad que se podria aplicar, luego de la demostracion de que Ia miosina de parésitos esta en
el suero v en las heces de los seres bumanos, seria durante la evaluacion de la quimioterapia
empleada en estos casos. Esto se basaria en el heche de que si como se observa en el empleo del
modelo experimental, la miosina se incrementa de acuerdo al tiempo de infestacion, luego de una
quimioterapia se podria evaluar si el pardsito aiin esti presente y creciendo, o bien, si ya
desaparecio por la efectividad del tratamiento.

Como va fue indicado Ia estandarizacion de la captura de miosina de forma especifica, sensible y
con reactivos definides podria tener una aplicacién importante para el diagndstico y ello sentaria
las bases para su aplicacién a nivel de campo. Ademas, el conocimiento de la real situacion que se
presenta por la liberacién de miosina de los parasitos daria mayor informacién en lo concerniente a

fa relacion hospedero-parisito en esta parasitosis.



VIil. CONCLUSIONES.

Es claro que la miosina de parésitos adultos de 7. solium es liberada al medio intestinal a pesar
de ser una protefna estructural como ha sido establecido anteriormente'®.

De acuerdo a los resultados obtenidos es posible la captura de la miosina de parasitos adultos
de 7. solium mediante la utﬁécién del ELISA estandarizado utilizando anticuerpos
especificos, tanto en las infestaciones experimentales y naturales, asi como en las muestras en
las cuales se adicioné la miosina en forma exdgena (suero y heces).

+ La combinacién de los anticuerpos policlonales y ¢! revelado con los AcM-4B3 facilita la
deteccitn de la miosina aparentemente especifica, siendo sensible para cantidades como 8ng/ml
en materia fecal y suero.

En el suero se demuestra que la miosina se encuentra presente formando complejos inmunes,
los cuales son pasibles de disociar utilizando ATAcO al 2%.

+ La demostracién de que la miosina de parésitos adultos de Tsolium estd en el suero y las heces
de los animales de la infestacién experimental, apoyaria el empleo de esta prueba estandarizada
para la evaluacién de tratamientos cestodicidas, asi como la presencia o ausencia de los
parasitos dentro del hospedero y por lo tanto la efectividad del tratamiento.

Cuande los parasitos adultos infestan a los hamsters, liberan la miosina y su cantidad estaria
relacionada con el crecimiento en tamafio de los parésitos, y por lo tanto al periodo de la
infestacion experimental, por lo que se puede a hacer uma diferenciacién entre los animales

infestados y los no infestados, lo que apoyaria el uso de la determinacién de miosina como un
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marcador de infestacion que pueda ayudar al diagndstico en humanos infestados en forma
natural.

Esta deteccién temprana de la miosina muestra lo especifico del sistema, sin embargo es
necesario comparar con Otros pardsitos o patogenos intestinales communes en nuestro medio,
asi como el empleo de un banco de muestras bien establecido que permita a hacer estudios
estadisticos confiables para poder tener la certeza de que este sistema pueda ser aplicado a
estudios de diagndstico y tratamiento,

Finalmente el uso de la prueba de ELISA estandarizada en este estudio, tendria posibilidades
de ser milizada en estudios dirigidos a la relacién hospedero-parasito, para profundizar en el

conocimiento de esta parasitosis.
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IX. APENDICE.

9.1 Determinacion de proteinas (micrométodo colorimétrico).

El método empleado consistid en la determinacién de proteinas con base a lo
descrito originalmente por Bradford®, y corresponde a una modificacién recomendada
por e} fabricante del reactivo de reaccién® esta técnica estd basada en un micreensayo
en placa con ¢l reactivo de reaccidn modificado (BIO RAD Protein Assay) al
inicialmente propuesto. La base de la deteccién de las proteinas estd determinado por el
cambio de color del reactivo azul brillante de coomasie G-250 que estd directamente
relacionado con la concentracién de proteinas. El colorante, para efectuar la reaccién
con las proteinas, inicialmente reacciona mediante fiuerzas de Vander Walls ¢
interacciones hidrofobicas con los residuos de arginina y con menor intensidad, con los

residuos de histidina, tirosina, tript6fano, lisina y fenilalanina.

Preparacion de Ia curva de calibracidn con proteinas en concentraciones conocidas,

Como proteinas estindares fueron utilizadas la albamina sérica bovina fraccién V
{ASB) e inmunoglobulinas clase G de conejo. Ambas proteinas puras fueron adquiridas
comercialmente (Sigma) y se utilizaron dependiendo de la proteina problema a ser
cuantificada; ASB en el caso de miosina nativa e innmunoglobulinas en el caso de los
auticuerpos antimiosina nativa producidos y AcM-4B3.

Para la curva de calibracion, 40 ¢4 de la proteina estindar fueron adicionadas
dependiendo de la concentracién requerida y se emplearon intervalos de concentraciénes
de proteina (0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 3.2 pg). Las proteinas fueron analizadas en una
placa flexible de 96 micropozos (Micro test I, Becton Dickinson). Luego, las proteinas
fueron puestas en contacto con 160 4 del reactivo de Bradford (ditucién 1: 5 con agua
bidestilada). El reactivo de Bradford previamente fue filtrado, para eliminar los grumos
formados que podrian interferir en el ensayo, a través de una membrana de acetato
(Didmetro de poro igual a 0.22 ym; Cameo 25AS). Posterior a la adicién del reactivo
coloride, se permitié la reaccion por un intervalo de 5 minwtos y se determiné su
absorbancia a una longitud de onda de 570 nm Esta reaccion es estable durante 30
minutos. Todas las [ecturas fueron tomadas de reacciones hechas por duplicado de las

cuales se obtuvieron los valores promedio.
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Se hicieron determinaciones de la absorbancia de la proteina en ausencia del
reactivo colorido como blanco de reaccién bajo las condiciones descritas Todas las
lecturas fueron hechas en un equipo DYNATECH MR 5000 utilizando un filtro de una

longitud de onda de 570 no.

Determinacién de Ia concentracion de proteina a muestras problema.

1 A de ka muestra a analizar, fue aforada a un volumen final de 40 ( utilizando
SSAF pH 7.2. Posteriormente Ia muestra diluida fire tratada como se indicd con la curva
de calibracion. La determinacion de la concentracién real se hizo con base a los valores
de absorbancia promedio de la muestra y mediante regresién lineal, para lo que se
utilizaron los valores promedio de las proteinas estindares y sus concentraciones
conocidas Luego de interpolar estos valores de las muestras con sus correspondientes en
la cunva se obtuvieron los valores de concentracién respectives y los cuales fueron

calculados con su valor real al considerar la dilucién inicial de las muestras analizadas,
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9.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida.

La necesidad de lograr una separacién de las protefnas contenidas en una mezcla
de varias, con base a sus pesos moleculares y su migracién en un campo eléctrico, hizo
necesario el empleo de electroforesis vertical en geles de poliacrilamida (GELPOLI) en
ausencia o en presencia de condiciones desnaturalizantes de proteinas. Para su anilisis las
proteinas fiieron solubilizadas, previo a su separacion por la electroforesis, en un medio
denominado céctel que contenia un detergente aniénico como el dodecil sulfato de sodio
(DSS) con la finalidad de romper las interacciones no covalentes en las proteinas
nativas, un agente reductor como él B-mercaptoetanol con la finglidad de separar los
puentes disulfuro y ayudar a la pérdida de estructuras secundarias y terciarias
permitiendo la estructura primaria . De esta forma, este tratamiento favorecio a que las
proteinas mas pequefias se desplazaran mas ripidamente que las grandes durante la
electroforesis v las protefnas de mayor peso molecular se mantuvieron casi en el punto de
aplicacion de la muestra. Esta diferencia en la migracién de las proteinas, se debe a que
los poros formados por el entrelazamiento de la mezcla de acrilamida y bis-acrilamida
tienen diferentes tamafios dependiendo de Ia concentracion a la que hayan sido utilizados
estos reactivos y esto favorece que Ias moléculas mis pequeiias se desplacen mis
facilmente que las moléculas mayores . Las miosinas siempre permanecieron en la parte

superior de los geles dado que tienen un peso molecular alto (igual o mayor a 200 kDa).

Separacién elecoroforética en GELPOLIL Para estos fines s¢ utilizo una
minicamara de electroforesis vertical Hoefer (Migthy Small I, SE 260) con todos los
implementos recomendados por el fabricante.

Los geles fueron preparados de acuerdo a como ha sido descrite por Hames®,
para geles de gradiente continuo a diferentes concentraciones y con los componentes
correspondientes para favorecer la gelificacién (Ver tabla anexa). Se emplearon dos
diferentes tipos de geles, uno inferior o separador para lograr la completa separacion de
las proteinas y uno superior o concentrador en donde todas las proteinas, previo a su
separacion, fizeron concentradas. En los geles concentradores se utilizaron peines que
generaron pozos de 5 a 10 carriles y en los cuales se podian colocar hasta 60 y 30 pl de

muestra respectivamente.
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También se utilizaron peines denominados preparativos para el caso de requerir
mayores cantidades de proteina por separar (300 pf). Las mezclas de proteinas, luego de
haber sido tratadas con el cdctel mencionado y después de someterlas a ebullicion en
bafic Maria durante 5 minutos para favorecer mas la separacion de agregados

macromoleculares cuando fue requerido, se adicionaron 2 cada pozo y puestas a separar

electroforéticamente.
Solucion Stock Gel concentrador Gel separador
10 % 5% 0% 125%
Acnlamida-bisacnlamida 25 5 ml 10 mt 125 ml
Buffer pH 838 * - 3.75ml 375 ml 3.75ml
Buffer pH 6.8 b 1.87 === -
SDS 10% 300 (A 300 (A 300 (4 300 (A
Persulfato de amomo 1.5 % 0.75 15ml 1 5ml 15ml
Agua destilada 3.765 19.75 mi 1445ml | 1225ml
TEMED 154 15 ¢ 15 i 15 44

2 golucién de Tris-baseftris-hidroximet1l aminometano) 2 M pH 8.8

b g olucion de Tris-HCI (cloruro de tris-hidroximeti] aminometano) 2 M pH 6.8

La electroforesis fuc lograda mediante una corriente administrada por una fuente
de poder GIBCO BRI (M250) bajo condiciones de voltaje de 100 v a 4°C. En el caso de
miosinas se permitieron tiempos de separacién de dos horas y en el caso de anticuerpos
de aproximadamente 1 hora y media. Como marcador del corrimiento electroforético se
empled el azul de bromofenol. Los geles obtenidos luego de la separacion electroforética
fueron praocesados para teiiir a las proteinas e identificarlas ¢ para hacer recuperaciones

de las fracciones seleccionadas.



52

Tincién de geles. Para la tincion de las proteinas se empled al azul de Coomasie
brillante R-250 %*. Luego de recuperar los geles de la electroforesis, éstos flieron
colocados en una solucién que contenia 300 mg de azul de coomasie, metanol al 30%,
acido acético al 10% y agua bidestilada c.b.p. 500ml durante 2 b en presencia de calor a
ebullicién en una campana de extraccién y durante toda la noche a temperatura ambiente.
El destedido de los geles se hizo mediante el empleo de una mezcla de dcido acético al
10% en presencia de calor y en una campana de extraccion. En algunos casos se agiliz6
el destefiido mediante el empleo de una mezcla de metanol-dcido acético (5:1).

Los geles destefiidos fireron fotografiados o digitalizados para su conservacién
antes de la aplicacibn de calor y vacio, para su secado mediante una aparato de
deshidratacion de geles BIORAD 224, Para la identificacion de los fragmentos
separados electroforéticamente y que correspondian a miosina, s¢ empled una tincidn
negativa con acetato de sodio 4 M.>* %

Esta técnica fie empleada uego de que las proteinas fueron separadas por el
método preparativo de electroforesis ya que su sensibilidad es muy alta
(aproximadamente son detectados de 1 a 2 g de proteina por fragmento). Ademas, este
método favorece la recuperacion de la proteina seleccionada sin que ela haya sido
previamente fijada como en el caso de fa tincién con azul de Coomasie. Los fragmentos
recuperados correspondientes a la miosina nativa (mayores a 200 kDa) fueron tratados
para ser utilizados en la preparaci6n de anticuerpos especificos tal y como es descrito en
la materiales y métodos de la presente tesis correspondiente a la preparacién de

anticuerpos policlonales antimiosina.
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9.3 Analisis, aislamiento, purificacién y marcaje enzimatice de anticuerpos.

Titulacién de anticuerpos policlonales por ELISA, Todos los ensayos fueron
realizados utilizando microplacas con pozos de poliestireno (MaxiSorp, NUNC) como
soporte. Los ensayos fiseron reacciones inmunolégicas indirectas en las que s¢ empled la

metodologia siguiente: A. Sensibilizacién. A 100 d/pozo de miosina de cisticercos

(25yg/ml) solubilizada en sohicién amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH 9.6 se les
permiti6 su adsorcién durante 2h a 37°C. Luego, para climinar el exceso de antigeno no
adsorbido, se aplicaron lavados de los pozos durante 3 ocastones, 5 minutos de lavado
en cada ocasion, y para los lavados se empleé una SSAF pH 7.2-tween 20 al 0.3%

{SSAF-tween) de la cual se adicionaron 20044 por pozo. B. Bloqueo. Para ello fueron

adicionados, luego de los lavados, 150t4/pozo de una suspencion que contenia SSAF-
tween 20 (0.3%) y leche descremada comercial (Sveltes) al 5%. El bloqueo fue
permitido durante 1.5 h a 37°C. Luego del tiempo de blogueo, las placas fueron lavadas
nuevamente para eliminar el exceso de solucién de bloguec como ya fue indicado
anteriormente. C. Adicién de anticuerpo primario. 100 td/pozo del suero hiperinmune
antimiosina nativa dilido en SSAF fueron adicionados y se permitié la reaccion
antigeno-anticuerpo durante 2 horas a 37 °C. Con la finalidad de efectuar la titulacién se
hicieron determinaciones mediante diluciones dobles seriadas que variaron de 1:200
hasta 1: 248000, Como controles de los ensayos se empled el suero del mismo conejo
pero previo a su inmunizacién. Luego del tiempo de reaccion se aplicaron lavados como
ya ha sido indicado anteriormente. D Adicién del anticuerpo secundario. 100 (/pozo
del anticuerpo anticonejo comercial conjugado a peroxidasa (Sigma) (dil. 1:1000) fueron
adicionados y se permitid su reaccion con los anticuerpos primarios durante 2 horas a
37°C. Luego de la reaccion, se eliminé el exceso de los anticuerpos secundarios mediante
lavados y se procedio a realizar el revelado mediante ta adicién del sustrato especifico.

E. Revelado de la actividad enzimitica. Con esta finalidad fueron adicionado 100
(A/pozo de una solucién que contenia o-fenilendiamina (OPD) 0.4 mg/ml (Sigma)
disuelta en una mezcla (1:1) de 4cido citrico 0.1 M, citrato de sodio 0.1 My 4 (d de

H;0; al 30 %.
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Luego de la adicién se permitié que se efectuara la reaccidn enzimatica durante
10 minutes & temperatura ambiente. Pasado el tiempo de reaccidn, esta fue detenida
mediante [a adicién de 100 pl/pozo de una solucién de Hz80, 2 N. La reaccién colorida
obtenida fue medida por su absorbancia (A= 490 nm) en un lector de ELISA (BIO RAD
2550).

Precipitacién de inmunoglobulinas séricas con sulfato de amonio. Una vez
que se recuperaron los sueros hiperinmunes, comeo primer paso en el proceso de
purificacion de los anticuerpos, se hizo una precipitacion en presencia de sulfato de
amonio saturado al 33% (pH 7.8). A 50 ml de suero hiperinmune le fue adicionada,
gota a gota y en agitacién continua, 25 ml de la sal saturada. Una vez que se obtuvo la
precipitacion completa, el sedimento fue resuspendido con SSAF pH 7.2 y una vez mas
se repitid el proceso hasta completar tres precipitaciones. Durante cada proceso de
precipitacién y con la finalidad de hacer mas efectiva la precipitacién, la mezcla suero-sal
saturada fueron colocadas en agitacién centinua durante 2 h a 4° C con la finalidad de
evitar atrapamiento mecénico de componentes séricos diferentes a los anticuerpos, luego
del proceso se aplico una centrifugacién a la suspension resultante (30 min, 1400 g,
temp. amb.). Como ya fue indicado, el precipitado fue resuspendido y utilizado.

Con I3 finalidad de evitar cualquier precipitacion o alteracién por la presencia de
la alta concentracién de sales en las proteinas precipitadas, se procedié a efectuar una
dialisis exhaustiva en SSAF pH 7.2 hasta eliminar ¢l exceso de sales. Esta proteina
precipitada y dializada fue empleada para su posterior purificacién mediante
cromatografia de afinidad.

Purificacién de anticuerpos policlonales por columna de afinidad. La
purificacién de los anticuerpos se paso a través de una columma de afinidad de proteina
A-Sepharosa comercial (Sigma). Previo a la purificacion 1a columna que contenia al gel
fue lavada con 3 volimenes de solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 8.0, luego
se adicioné la solucidn que contenia a las proteinas y se permitié su interaccién con la
columna durante 2 horas a temperatura ambiente o, en su caso, durante toda la noche a
4°C. Luego, la columma fie lavada 5 veces con la misma solucién amortiguada

mencionada para eliminar aquellas proteinas que no se adsorbieron al gel.
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Para separar los anticuerpos de la columna, se utilizd una solucién con 4cido
acético 0.1 M (diluido en NaCl 0.15 M} y se obtuvieron alicuotas fraccionadas de 1 ml
recuperadas en presencia de 100 A de solucién amortiguada de fosfatos 0.5 M pH 8.0.
La deteccion de la proteina purificada en cada una de las fracciones, se bizo por
medicion de su absorbancia a 280 nm utilizando un espectrofotometre (SPECTRONIC
21D). Aquellas fracciones seleccionadas fueron mezcladas, dializadas exhaustivamente
contra SSAF a 4°C y luego, la mezcla fue concentrada por presion positiva con Nz
utilizando un equipo de concentracion AMICON con upa membrana DIAFLO (10 kDa
de diametro de poro). A la muestra concentrada se le hizo una determinacién de su
concentracion de proteinas por el micrométodo de Bradford ya descrito. El criterio de
pureza de la protea se hizo mediante electroforesis en GELPOLI y su actividad
biologica de reconocimiento hacia los antigenos contra los que fueron preparados, se
hizo mediante inmunopunto (ver mas adelante). Finalmente la proteina pura fue

fraccionada en alicuotas, las cuales fueron congeladas a -20 °C hasta su uso.

Marcaje enzimitico de anticuerpos monoclonales. Estos anticuerpos fueron
conjugados a fosfatasa alcalina comercial (Boehringer Manheim) mediante el método de
dos tiempos utilizando ghutaraldehido U_Ej fundamento de Ia técnica estd basado en que
el plutaraldehido es un ligante bifuncional, el cual se utiliza para fijar la enzima al
antigeno o anticuerpo a través dela porcién de dialdehido de Ia moléeula y de los grupos
aminos de los reactivos y la técnica del marcaje se describe a continuacién:

A. Activacién de la enzima. 6 mg de FA fue solubilizada en 60 pl de una
solucion de glutaraldehido al 1 % (PolySciences Inc.) dilnida en una solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.8. La activacién de Ia FA fue permitida durante
18 h a temperatura ambiente, tiempo después del cual se elimind el exceso de
glutaratdehido mediante filtracién en columma (0.9 x 50 om) de sephadex G25
equilibrada con NaCl 0.15 M. A cada fraccioén colectada (1 ml) se le determiné su
absorbancia a 280 nm en ur espectrofétometro (SPECTRONIC 21D}, las fracciones con
absorbancia que indicaban la presencia de protea fueron recuperadas, mezcladas y
concentradas hasta alcanzar la concentracién de 1 mg/ml. El método de concentracion

utilizado fue mediante presién positiva con Na.
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B. Marcaje enzimatico de los anticuerpos. Los anticuerpos utilizados fireron
previamente dializados exbaustivamente en presencia de NaCl 0.15 M, luego de la
dialisis. la solucion con 3 mg de anticuerpos file mezclada con 60 pl de la solucion que
contenia a la enzima activada en la solucién reguladora de carbonato/ bicarbonato 1 M
pH 9.5. Luego, se permitié que la mezcla se combinara durante 18 horas a 4°C, Pasado
este tiempo, se afiadieron 100 pl de lisina 1 M, de tal manera que el volumen final de la
solucién total permitiera que la lisina alcanzara una concentracién de 0.1 M (12 horas a
4°C). La adicién de este reactivo se hizo con la finalidad de bloquear todos los sitios
activados no ocupados por anticuerpos. Luego del bloqueo Ia solucién fue sometida a
diAlisis exhaustiva con SSAF pH 8 con la finalidad de eliminar la lisina en exceso y
equilibrar 1a solucién con la solucién amortiguadora. La elimmacién del exceso de
enzima se hizo mediante una cromatografia en columna de sepharosa G-25, para la cual
se usé la SSAF como elwente. Las fracciones recuperadas (1ml) fueron analizadas para
determinar la presencia de la enzima mediante la adicién del sustrato 4NFF y lecturas de
la absorbancia a 570 nm Ademis para determinar la presencia de todas las proteinas
también se hizo determinacion de la absorbancia de las fracciones a 280 nm. Luego de la
seleccion de las fracciones que presentaran actividad enzimética y proteina, las fracciones
fueron mexcladas y concentradas (concentracion final 1 mg/ml) utilizando presién
positiva con Nitrogeno gaseoso.

La evaluacién de la actividad biolégica de los AcM 4B3 marcados
enzimiticamente se hizo mediante el analisis del reconocimiento hacia miosinas y los
andlisis que se hicieron fucron de ELISA e inmmnopunto (ver mas adelante). Con los
AcM 48B3 marcados enzimAticamente, evaluados y concentrados se determind su
concentracién de protefna, La sohucién de los anticuerpos fue mezclada con glicerol (1:1)

y la mezcla fue fraccionada en alicuotas y almacenada a -20 °C hasta su uso.

Titulacién de anticzerpos moncclonales marcados enzimdticamente. Para
estas evalnaciones se signieron algunos de los pasos descritos para el ELISA aplicado en

Ia evaluacién de los anticuerpos policlonales, La diferencia fue que los ensayos fueron
directos, esto es: 100 A de miosina de cisticercos (25ug/ml) fueron adsorbidas a
micropozos, luego se aplico un blogueo con SSAF-leche descremada y se adicionaron

10044 de AcM 4B3-FA en diluciones dobles en un intervalo de 1:20 a 1:5120.
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Para el revelado de las reacciones se empled como sustzato 20 mg 4-Nitrofenil
fosfato (4NFF) solubilizado en 15 ml de una selucién amortiguadora de dietanclamina
10 M pH 9.8 ¥ 5 ml de agua destilada. De esta solucion amortiguadora con el sustrato
fueron adicionados 100 (4 por pozo y se permitié la reaccidn enzimitica (1 h, 37°C)
Luego del desarrollo del color, se determiné la absorbancia en un elisometro (BIO RAD

2550) ajustado con un filtro para una longitud de onda de 405nm.

9.4. Determinaci6n de la actividad bielégica de los anticuerpos. El proceso se llevo a
¢cabo empleando membranas de nitroceiulosa (NC) como soporte y un equipo de dotblot
(BioRad). En cada pozo fueron adicionados 10 pl de miosina semipurificada de
cisticerco ( 10pg/mt), posteriormente se aplicé un blogueo (2 h, 37°C) empleando ASB al
59, diluida en SSAF-tween 20 al 0.3 % y luego fueron adicionados los anticuerpos
policlonales 6 monoclonales (dil.1:1000) (1 b, 37 °C). Posterior a la adicion de estos
anticuerpos, en el caso de los anticuerpos policlonales s¢ adiciond un anticuerpo
secundario (anti 1gG de congjo conjugado a peroxidasa de Sigma) (1:1000) (2 h a 37
°C). Para el caso de los AcM, se empleo como anticuerpo secundario un anticuerpo anti
ratén conjugade a peroxidasa (Sigma) {1:1000) (2 h a 37 °C), para el revelado de la
peroxidasa se empled DAB (500pg /mi de SSAF y 6 14 de HaOs). Cuando se desarrolle

¢l color la reaccion fue detenida con agua destilada.
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