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1. RESUMEN

Se investigd la composicién y el valor como reactivos de inmunodiagndstico de glicolipidos

del cisticerco de Tuaenia solium.

Los resultados demuestran la presencia de al menos tres clases de h’pidos. el primcrodc ellos

ghcosﬂado y.estable al dlcali, el segundo de ellos g,hcosxlado e mcstablc al alcah y el restante;

' fosfonlado, por lo que los compuestos encontrados se pucdcn claslf car lentanvamcmc como

ghcosﬁngolipldos, glicolipidos que contienen ésteres y fosfollp:dos_

Debido a que los glicosfingolipidos de otros parasitos hzrxny Sidé;_ ide liﬁcadbs omo: faclores

importantes en la interaccion parasito-hospedero, se aislaron tres compuestos ™ del cisticerco’

que podrian corresponder a csta clase de compucstos.’f Uno de;ellos, el. mis- abundante fue

analizado mas profundamente en cuanto a su eslructura qufmlca, conf' nm’mdose que se trata de
un ghcosfngollpxdo que contema galactosa es('ngosma y cadenas lipidicas de 16 a 26

carbonos,

Al probar los lres compu stos mslados como anlfgenos para inmunodiagndstico con sueros y

llqundos cefalorraquideos (LCR) de pucnenles con neurocisticercosis, se encontrd que los
anllcuerpos en _contra de los compuestos aislados, no son capaces de discriminar entre
individuos mfeclados y sanos al usar sueros. En contraste, la presencia de anticuerpos
antiglicolipidos resultd ser totalmente especifica de individuos con neurocisticercosis en LCR.

En este lipo de muestras, la sensibilidad encontrada con el glicosfingolipido GL 1 resultd ser



de 54.5%. Aunque cste antigeno no’ es qtil - como antigeno dnico . para la - deteceién

inmunoldégica de neurocisticercosis, resulta de interés como parte de una n_iczcla de 'zmlvigenyos.




2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes

Existen dos especics del género Jaenia que infectan al hombre: Taenia solium (también
llamada tenia del cerdo o solitaria) y Taenia saginata (tenia de la res). Ambas tenias requieren

hospederos intermediarios. para completar sus ciclos bioldgicos. El hombre es el hospedero

definitivo obligal:ori paraf'kambas tenias. Su ciclo bioldgico involucra al humano por la
ingestién del cisticerco (fohﬁa intcrmedia) al consumir carne de cerdo o res infectada, cruda o
mal cocida: La en ermedad bréduci&z} por estos helmintos de la familia Taenidae en su fase

adulta es denominada témq

Taenia solium’ és' semejante’y. por

autoinfeccién con los huevecillos que produciran cisticercosis. "

El humano puede contraer: la enfermedad’ propia del intermediario de Tuenia solium al

infectarse con huevecillos liberados por el gusano adulto. La cisticercosis, es la enfermedad
causada por las larvas del parésito, que pueden alojarse en varios érganos y tejidos, como el
milsculo-esquelético, cardiaco y nervioso, entre otros. La patologia ocasionada por los

cisticercos (larvas o metacéstodos, o forma intermediaria) de_Taenia solium, al contrario de la




producida por la fasc,dcﬁhitivu del parasito, es de gran importancia debido al tipo de dailos
lrrcparablcs quc dcscncadcnn cn cl hospedecro, que van desde lesiones incapacitantes en el area.

de la lesnon hasla ln mucrle. De ellas, la neurocisticercosis ¢s una de las patologias mas gravcs.

dcbida a la prcscncm de la larva de Juenia solium en cl Sistema Nervioso Central (SNC). Sin-

embargo, csta ml'eccnén pucdc permanccer sin causar daiio o scrias consccuencxas por Iargos :

periodos, dependiendo de la intensidad de los fendmenos lnmunoalcrgncos de la canudad de '.

dnllgcnos llberados por el cisticerco y de la capncndad mmumtarm del hospedero :

2.2 Epi(lemialagia de la enfermedad causada por Tacnia solium

La cxslncercos:s es muy frecucnte en pnlses en vias dc desarrollo. Su ocurrencia es mundial,
pero pnnclpalmentc se padcce en Latmoamerlca (en mayor proporcxdn presentandose en

Brasil, México, Colombna, Ecuador y Peru), Afnca Europa oriental y sur de Asia, con un

minimo estimado de 50 millones de personas mfecladas mundialmente. ‘Su incidencia esta

fuertemente relacionada con los problemas socioecondmicos de la poblacién, la falta de

educacién higiénica y snncamlcnto bas:co dcﬁcnencna en la inspeccidn sanitaria de la carne y
la falta de continuidad en lds'bkoﬁzmms ‘preventivos de salubridad. Es la parasitosis mas
frecuente que afecta al SNC.y una de las principales causas de padecimiento neuroldgico en

todo el mundo.?

En México, este padecimicento se reporta como emergencia epidemioldgica en Aguascalientes,

Colima, Chihuahua, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Edo. de México, Michoacan, Morelos,



Nayarit, Pucbla, Qucrc(aro, Qulmana Roo, San Luns l’olosn y Zacalccas®, La cnfemledad mas

dcmas s¢ prcscnl'l lns f'omm ocular, esplnal subcutanea y: musculnr.

frecuente ‘cs la ccrebrn

frecuencia. Entre el 1 % y 3 % dc las autopsms en'México reportan 508 de cnsucercoms, de

los cuales sélo la mltad presentaron mamfestac:ones clfmcas 4

Por otro lado, las perdldas economlcas urrOJadas por la mfeccxon en ganado porcino en nuestro

pais sc prcsentan principalmente en la zona del baﬁo

2.3 Biologia de Taenia solium

El adullo de Tuenia solium es un platelminto (clase céstoda) que se aloja en el intestino

delgado (yeyuno) del hospedero humano (hospedero definitivo). Se ancla al tubo digestivo por
un érgano de fijacién o escélex que contiene dos estructuras, una doble corona de ganchillos ¥

cuatro ventosas, Este escolex armado se une a un cuello, de donde sc desarrolla el estrobilo,



fecundacién y'kproduc’cnén de cmbﬁoncs (Figura 1).8°

Taenia
solium
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1eniosis cisticercosis humana

Huevecillos

. - yroglotidos:
de tenia en proglétides pros

cisticercosis porcing

\ Ingestion de hueveciilos o

Figura 1. Ciclo biolégico de Tueniu solitm.’
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La tenia adulta pucdc producir. cntre 50 y 100 niil hucvccillos por progléli'dc. Los huevecillos

miden aproxxmadamcmc 30 um dc dxamclro y eslan rodeados dc una capa celular o wlela de

dondc obuencn sus nutrientes. Mas adenir ; emhmna,ancosjbral, que cubre al

embrion hexacamo'(porkcomcner3 pares‘d ganchillos

Los huevccnllos pucdcn madurar d nte mtcsllnal o pucdcn pasar de los

mleslmos a las hcccs. El cxcrememo del’ quelo mfectado conlumma el ambiente al entrar en

contaclo con cl agua (fccahsmo) Su dcsarrollo commua cuando los cerdos ingicren la materia .
fecal comammada con. los hueveclllos (muchos de los cuales pueden pcmlanccer viables en el

ambicmc por meses). Cuando cl huevecillo entra al estémago del cerdo, es activado por.las -
enzimas gﬁstn’caé e intestinales, y con sus ganchos y enzimas puede zidllerir;e a Ig paréd
intestinal y aﬁmvesnrla, hasta llegar al torrente circulatorio o linfét}éo parh migr‘ar’y I'ie:gar al
musculo, tejido subcutaneo, sistema nervioso u ojo. El tumaﬂo mas constan(e de estas t‘ormas

posoncosferales es de entre 6 y 8 micras. El embnén establecldo en algun organo (msucerco)

aumenta su tamafio a larva, que se compone de una bolsa que conlnene al fluido vesicular y al

escélex. La camne de cerdo cocinada madecuadamente es por tanlo una fuente de transmision

para las larvas.

Los cisticercos contindan su desarrollo cuando éi"'h’uﬁ]ano_‘ingiere chme de cerdo infectada
(hospedero intermediario), cruda o ‘mal cocida, &uevam;:nte las enzimas y sales biliares
inducen su activacidn, provocando la kllamada evaginacion de la larva, que posteriormente se
ancla en el intestino para desarrollarse a gusano adulto entre 3 a 4 meses después de su

ingeslién, completando el ciclo.



Ll humano pucdc mt‘cclursc con la ﬂlsc larval y asi adqulnr la infeccién propia del hospedero
mlenm.dlano. El pcnodo de mcubacnon dc Ia clsuccrcosns humana, se rcporta desde los 10

dias hasta IO afios dcspues dc la mfcccnon.

2.4 Infeccion y enfermedad producida por Taeniq solium.

" La primera forma de infeccién por Tuenia solium en cl humano cs la prcsencm de Ia tenia

madura o clapa ﬁndl del organismo. Los sintomas son vnnables ‘existen casos asmlomnucos.




—

acuerdo con cl numero dc parésuos cl llpo de cisticerco, ‘la viabilidad, Ia locnhzacxon y la

rcspucsla mduclda frcnlc a cllos.

En cl SNC pueden vmjar al plexo coroideo donde las larvas alu dcposntadns pasan a las drlcnas

menores dcl sxslcma venlncular convxruéndose en qulstcs los cualcs crecen de tal anera th

pucden bloqucar el ﬂu_]o normal del LCR Cuando dIChO ﬂu_|o cs |mped1do se acu ula en Ics

ventriculos. Una gran canudad dc ﬂwdo puede acumularse en el cerebro detrﬁs del quxste :

cisticercal.

Otro modo de infeccién del SNC es cuando las larvas son dcpositadas en las artenas menores

finales, dentro del tc;xdo ccrebral o de la espma dorsal, y pueden penetrar a travcs dc la bnrrera

hematoencefalica y aIOJarse denlro del” tejldo. Esto puede compararse con los fenémcnos

embdlicos de células de tumorcs [ coagulos, ue se metastacizan a las arterias menores; .

finales.'"”

Por otro lado, los cisticercos-alojados ‘en ktejido cerebral humano pueden-ser:de ’(Vibsfﬁpos,b

racemoso o granuloso. Se ha encontrado que el racemoso aparentemente es una transformacion

del habitual (celuloso, antes llamado Cistycercus cellulosae) que sélo dcui’rt_é en el espacio

subaracnoideo o en cavidades..

Los sighos y sintomas de Ia neurocisticercosis pueden incluir presién intracraneal aumentada,
hidrocefalia, disfuncién focal del cercbro, meningitis, mialgias, dolor incapacitante, visién
borrosa, ccguera, problemas con el habla o el oido, epilepsia, esquizofrenia y hemorragia

cerebral,




Cominmente ]dS larvas alo;adas dcnlro del leJldO mucrcn por la falta dc nuirientes. Sn cl

subardcnondco, pucdc prcscm.xrsc una

contenido del orgamsmo se rcvncnta cn cl cspacl

kmcmnuhs qufmlca, la cual pucdc ser-mds dcslrucnv y-dificil ‘dc lrntar quc los qunslcs

vcnlnculares ) lus cacciones mﬂamatona purcnquxmales No cs rdra la deslrucclén de los

nervios dcl cr neo, ras ncrwosas. La mﬂam.lcnon

. provoca un edema:local que’puede sersuﬁcwmemcnlc*sxgmﬁcalivo' para convertirsc.en una

masa en el cercbro; con signos y sintomas de presién intracrancal aumentada como dolor de -

cabeza,; ndusea, vémitos o déficit neurolégico, segtin la situacién de la reaccién inflamatoria.

Se pueden probar los esteroides pero la enfermedad con frecuencia progresa a pesar de éstos y
muchos pacientes quedan severamente incapacitados con déficits de los nervios del craneo,

cognoscitivos y/o déficits motores®

2.5 Diagnéstico de enfermedad por Taenia solium

En la teniosis, el Vdiagnéstico se realiza por la identificacion de los segmentos del estrobilo, los
huevecillos y el escélex del parasito. Por lo regular el paciente reconoce la infeccién cﬁando
climina con las heces segmentos de parasitos méviles, blancos, planos que midende 1 a 2 cm
de largo o por la presencia de estructuras parecidas a listones. La descripcion de los pacientes
es por lo general suficiente para un diagndstico tentativo de teniosis, pero la confirmacién se

realiza por medio del examen de proglétides.®
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Enla cisliccrcosis cl diagnéslico prcsunlivo se establece al encontrar calcificaciones en tejidos

blandos, los pacxcntcs dcbcn exammarsc cn l'orma completa por palpacion para buscar nédulos

del tamaﬁo de un chlcharo. La radnograf'a de-tejidos puede detectar lesiones calcificadas
ovales o lmearcs que nudcn de 4 X 10 mm &.2 x5 mm. Las lesiones casi siempre son
,ml’llliplcs. en écasioncs son cicmos, y:las tchninaciox)es de los quistes con frecuencia se
encuentran en ¢l mismo plano de las fi bras muscularcs quc los rodezm (“apariencia de granos

de arroz”). En la cisticercosis ocular se pucde delectar un clsllccrco movil por examen

oftalmoscépico. El diagnéstico se corrobora con la prescncia det un escdlex (mancha blanca)

dentro del quiste. La ultrasonografia y la tomografia también ayudan en estos casos.'®

Para el caso de neurocisticercosis se requieren también. varios hallazgos para confirmar el
diagnéstico. En el examen de liquido cefalorraquideo (LCR) se encuentra en forma tipica
aumento de proteinas y disminucién de glucosa. La reaccién celular ‘es principalmente de

linfocitos y cosindfilos. Estos componentes inflamatorios del LCR auménf;in cuando los

quistes sc desintegran en forma natural o después del uso de prazicuantel.:.-

Las radiografias simples de crineo pueden demostrar uné’ o n;éé calciﬁicbavci,bnes cerebrales.
Esto puede ser poco confiable segtin el grado de necrosis y‘calciﬁcz‘lcién:que se presente. La
tomografia computarizada (TAC) sélo sc emplea en laboratorios de tercer nivel por ser de alto
costo. Es ¢l procedimiento mas util ya que detecta tanto quistes calcificados como los vivos o
no calcificados. Es comin encontrar diversas imagenes en la TAC en el mismo paciente,

debido a las diferentes etapas de desarrollo entre los cisticercos.

11



También se cmplca Rcsonancm M'xg,nétlca Nuclcar (RMN) la cual es de gran resolucuén

aunque cs ann macccsnble por su coslo Las 1m.|5encs RMN son las mCJorcs para observar los

quistes dentro dc los vcnlri los (sobrc todo cl lV) pcro sl

blcn como los mctodos con base la dcnsndad lalcs como

Sc han cmpleado

ncuroclsuccrcosxs sin cmbargo nmguna dc ellas halogrado’ detectar al cien:por-ciento los

casos, ya que sc “ob cncn rcsullados falsos pos v variables: La mayoria de

las pruebas mmunoléz,lcas uuhzan un cx kaclo arva obtemda’ de came de cerdo

mfesmda (dunquc suelen presentarse algunas reacciones. cruzadas) Algunas fracciones puras

(como el antigeno. B) dlsmlnuyen estas . re ccione y impiden diferenciar  entre el

diagnéstico de cxsucercosm e Iudat1d051s, pro ab]emente con otras enfermedades por’
céstodos, debido a antigcnos compartidos por el Phylum. Por otro lado, la prueba seroldgica
negativa no excluye la cisticercosis en cualquier sitio. Algunos estudios argumentan la pobre

utilidad de la serologia por el alto grado de exposicién en algunas zonas. La sensibilidad de las

pruebas inmunoldgicas se reporta entre 70% a 90%.%1"'°

El diagndstico se puede realizar mediante inmunoclectroforesis y pruebas de doble difusién en
gel de agarosa. En pacientes con convulsiones, el 50% presentan titulos séricos positivos pero
negativos en LCR; la mayor parte de los individuos presentan sélo lesiones calcificadas con
scrologia negativa. EI LCR y cl suero son positivos en 70% de los pacientes con meningitis y

95% con hipertension intracraneana.

12



También, sc practican en’ forma regular la hemaglutinacién indirecta y el inmunocnsayo

cnzimatico (Enzyrﬁe linked 'ihirijunosorbé'ni ésshy o ELISA). Su sensibilidad y especificidad

Se ha desarrollado n |nmunoclcclrotrzinst'erencia titilizando una fraccién enriquecida en

l,hcoprolemas que permite la dxfercnclacxén entre cnsllccrcosns e hidatidosis. Recientemente, la

expcncncm de varios autores en el dxagndstlco de la neurocisticercosis permite pensar que este

método cs cl menos vanablc y eI mds sensible, ya que es posible detectar el 85% de los casos

cuando se emplea suero como mucstra, ¢l 95% si es liquido cefalorraquideo y el 100% si se
usan ambas muestras del individuo y antiinmunoglobulinas de las clases 1gG e IgA; este
tltimo hallazgo ha Hevado a investigar algunas fracciones purificadas de glicoproteinas para el

diagnéstico cn'los dltimos afios. ®

En general, el hallazgo de anticuerpos en LCR confirma el diagndstico de pacientes con

sintomatologia e imagenes de TAC o RMN compatibles con cisticercosis.

2.6 Respuesta inmune en el hospedero de Taenia solium

Debido a que el hombre ‘es el tnico hospedero definitivo del parisito, a que la enfermedad

intestinal es pocas veces detectada y a que exislen medicamentos altamente eficaces que
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por mmunoelectroforesns (IEF) son’ de nmunoglobulina’ (IgG)‘prcdommanlemcmc. Los

:amicucrpos enconlrados por inmunoeleclro sferencia (IE’I‘),"y.ELlSA en el humano son en

orden decrccnente' 1gG 83 %, IgM 50 %, : IgE 3 %.' Sin éhibdrgo se ha encontrado

que 1o todos los compammenlos del mlsmo huesped’ posecn citocinas especificas, lo que
diﬁculla muc;has‘ \(;ces el diagnéstico. eros estudios,»han demoslrado también la presencia de
cierfas civtocirr:lés en LCR de pacientes con neurocisticercosis. La descomposicion de las larvas
z;lojaéas en el tejido lfbera proteinas y otros f;actores que son inmunogénicos y provocan una
reaééién fnﬂamaton’a circundante, que suele clasiﬁcérse en varios niveles de acuerdo con su
,éslado de desarrollo y presencia de células del sistema inmune. Deépués de la reaccién
“inflamatoria, el calcio se deposita en el drea, el cual forma una drea dé ‘ciéatﬁz qué puede

identificarse incluso, si es grande, en radiografias comunes del crineo o por TAC.

Recientemente en modelos murinos, se ha descrito una respuesta de tipoTh2 sistémica durante
la infeccion, y también una repuesta mixta Th1/Th2. En el modelo Taenia crassiceps se ha
encontrado la persistencia de un estado tipo Th2 permisivo después de un estado protectivo

inicial tipo Th1; en este modelo se reporta un alto grado de reactividad cruzada con antigenos
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de Tuenia soliun.'® Se han reportado ademis altos niveles de células T y/8 en’el modelo con

Metacestoides corti.'”

Sc han sugerido varios mecanismos puraf cxplicar la “évasién“, del sistema inmune del

hospedero. Entre cllos estan la cxlslencm de: rcccplorcs para la porcnon Fc (mvolucrando Ia‘

anticuerpos especificos contra ella no tienen efccto sobre ‘el parisito, pues reaccionan con un

producvlo ex(ém  que probablemente estd unido al tejido conectivo del huésped.®

2.7 Estructura del cisticerco de Taenia solium

El cisticerco es una vesicula transhicida rcdonda u ov0|de, connene un cscolex mvagmado y

opaco que posce cuatro ventosas y un rostelo con una doble corona de ganchos. La vesncula

esta llena de un fluido transparente llamado ﬂmdo vestcular. que conuene protefnas del

parasito y del huésped. La superficie de la pared vesxcular esm Fommda por el regumento, un
citoplasma sinsicial, anucleado y continuo que en su cara extema se encuenlra aumentado por
proyecciones digitiformes recubiertas por una membrana plasmitica con abundante glicocilix.
El citoplasma del tegumento contiene mitocondt;ias y numerosas vesiculas. La membrana
plasmatica o basal que recubre la superficie intema del tegumento se encuentra interrumpida

por zonas citoplasmdticas que comunican al tegumento con cuerpos celulares nucleados,
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llamados . citones leguhlbutaria.v. Eslos ciloncs conlicncn numerosas vesiculas, reticulo

cndoplasmauco dcsnrrollado apnralo de Golgl nbosomas y mnocondnas 1812

glicocalix constituye la interfase hospederp-parz'xsito, y:es por tanto'de exujcnia importancia su

estudio para establecer los mecanismos que producen la pat@lqgf

La presencia de carbohidratos en la superf cic . de los céstodos se ha demostrado por
microscopia electrénica. Se ha encontrado que la concanavalma (ConA) se une selectivamente
a la superficie del cisticerco, sugiriendo la presencia de D-mandsidos y/o D-glucésidos, siendo
su distribucion relativamente homogénea. Los glicanos que .forman el glico;:élix son

ensamblados en el citoplasma de los citones y transportados al tegumento por vesiculas que se

fusionan con la membrana plasmatica.

Estudios quimicos del glicocéalix de los . metacestodo »efﬁuéstran la presencia de

glicoproteinas y glicolipidos.''® Se ha sugerldo que paﬂe del gllcocallx conuene componentes

integrales de la membrana. Las glicoproteﬁrr}asi},estudiadas -han -demostrado - ser muy

inmunogénicas y son objeto de estudios especialmente para’ inmunodiagndstico. Algunos de
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Sus grupos ncndos, se han asocxado con Ia habilidad para conccnlrar cationes y activar enzimas

gracias a quc provccn smos de umén para cleclrolllos Bl consmmc mtcrcamblo dc sus

apro‘(nmada dcl 6 % del lotal ;

cantidad de lipidos neutrale;.""“] :

2.9 Relevancia de los glicolipidos como componeiites de membranas

Los glicolipidos son glicoconjugados anfi péucos que conuenen’una ‘estructura sacaridica unida
a una porcion lipidica, cominmente ceramlda. Algunos estin compuestos por una base de
cadena larga (con frecuencia esfingosina), un 4cido graso y un carbohidrato. La sustitucién en
la ceramida se realiza en el grupo amino, mientras que cl carbohidrato se une por el grupo
hidroxilo primario de la base esfingoide (Figura 2). Estos compuestos pueden clasificarse: 1)
sobre las bases de su porcidn de carbohidratos, la cual puede ser un sencillo monosacirido o
una gran cadena de mds de 20 unidades de monosacdrido, 2) con base en su polaridad

(neutrales, ganglissidos, sulfatados).?*?"
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Figura 2. _Estructura ~general de las moléculas de esfingosina, ceramida
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glicoesfingolipido, El grupo R incluye generalmente icidos grasos de cadenas de mas de

En las células, los glicolipidos son componentes de las membranas y su porcion hidrofobica se
sumerge en la bicapa lipidica, mientras que la porcion sacaridica se extiende hacia el exterior.
Desempenian un papel importante al mediar las intcracciones entre las células y la matriz
extracelular, la comunicacion célula-célula y diversas funciones en el sistema inmune.
Especialmente se han estudiado los esfingolipidos a partir de dos hallazgos importantes: 1) los
niveles anormales dc estos compuestos en varias enfermedades de higado, cerebro y bazo tales
como en el caso de la enfermedad de Niemann Pick y Tay Sachs, 2) la capacidad de los

esfingolipidos para modular el comportamiento celular en el nivel dc receptores de la



superficic cclular‘y dc,'trmiSduccién de sciiales. ' Los csﬁng,ohpldos cspccxﬁcamcnlc

predommun en’ la supcr!‘cxc cxlemu dc ld mcmbmna plasm'\uca,‘

e vcsiculz\s.y organqlos‘

especializacion (tales como respucstas a citocinas) y ‘muenc clular; programada’ (apoptosis).

Generalmente sus propicdades bioldgicas son debida u’porcién sacaridica, aunque

recicntemente sc han encontrado rutas que conllevan a’la regulacion inmune por medio de la

porcion ceramida involucrada como un segundo mensajero

Estudios recnenlcs realizados con la superf'me del clstlcerco de Zaenia solium, aunque
cnfocados aotro upo de compucstos del tegumemo descnben la presencia de glicolipidos en la

capa “externa’ por medio_de tinciones con lectmas. Sc han descrito para Taenia solium

glicolipidos que muy probablemente sean derivados de esfingosina ya que presentan perfiles

cromatogrificos relacionados con los glicosfingolipidos dec Taenia crassiceps.

2,10 Fundamento y aplicacion de la técnica de espectrometria de masas por

desorcionfionizacion con ldser asistida por matriz (MALDI)

Aplicaciones de la espectrometria de masas. La espectrometria de masas es una herramienta
analitica concerniente a la capacidad de separacién a nivel molecular y atémico de acuerdo con

la masa. Las intcracciones de las cspecies neutrales es relativamente baja, asf que con el fin de



analisis.” La MS pucde mformamos]o siguient

e Las mcdldas cxaclas bt mdas pueden ser usadns para dctcnmnar la férmula cmpfnca

. dcl compucsto.

e .Las fragmemacmnes conlroladas pueden ser usadas para la dxluc:dacnén eslruclunl de

compuestos novcdosos.

correspondlcnte a los grupos fincionales de la molécula.

' La abundancia isotdpica relativa es:.usada para obtener informacién correspondiente a:

los elementos que constituyen un compuesto.

e Las mezclas complejas de compuestos pueden ser analizadas via técnicas'de hifenacién

tales como gases masas y asf reducir el tiempo consumido en la purificacién.”

Andlisis molecular por MALDI-TOF (ionizacion-desorcion por:liser asistida’ por matriz-

tiempo de vuelo). A través del uso de MALDI se pueden*invti'oducir moléculas intactas
protonadas en fase gaseosa a un espectrometro de masas, y obtener a partir de los iones los

datos de su masa espectral, Existen numerosas fortnas de separar y seleccionar iones en un
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“Aunquc el mcc'mlsmo dcl MALDI no cs complctamentc entendido, se cree en general que los

cnventos quc ocurrcn cn el annhs '

. La radmcmn lase cs. absorbidapor:. las - moleculas dc la malnz, causando un

calcnlamiemo rapido dc’lka e ue rodea’ al érca dcl xmpacto dcl léscr, y produce Ta

cxcitacion electrénica de la matri

La matriz. sirve. para aislar :a’ las: moléculas d'el’ analild una de otra, asi el

calentamlenlo ocurrc més en las moléculas de la matnz que en las del analito.

2. La matriz SH’VC como una- fueme de protones para transferir al analito y

1omzarlo

3. La matriz sirve como un medio absorbente de la luz ultravioleta, convirtiendo

la cnergia del laser incidente en energia electronica molecular,
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3. PLANTEAMIENTO DEL i’ROBLEMA

Los sintomas y patologia producidos cn la neurocisticercosis han derivado en varios estudios

hacia el mejor conocimicnto del pardsito, desde su bioquimica y fisiologia hasta la biisqueda

de una herramienta util para su diagndstico. Estudios previos se han enfocado en modelos de

Tuenia saginata, Taenia tanieformis y Taenia crassiceps, cn los cuales sc ha logrado obtener
resultados que ayudan a comprender el desarrollo de Ia enfermedad. Gracias a cllos es que se
conoce de varios mecanismos que favorecen el escape del pardsito del reconocimiento inniune

del hospedero.

Es importante conocer las caracteristicas bioquimicas del :t;islicérco paraﬂenlender la relacién
entre el hospedero y ¢l parasito. El descubrimiento de mediadores de la inmunomodulacién del
hospedero despierta un gran interés. Los glicolipidos se hallan en la'superficie del paiésilo, y

podrian jugar un papel a ese respecto, por lo que el conocimiento de este tipo de mqlé'culgié'y

la disponibilidad de métodos para su obtencién es ¢l primer paso para el cstu’dios biolégico de -

estos componentcs.

Por otro lado, el diagndstico de la neurocisticercosis actualmente se realiza con técnic;.as de
imagen que llegan a ser cfectivas para lakdetec'cidn de larvas, sin embargo, su alto costo las
hace inaccesibles para la mayoria de la poblacién. El desarrollo de una lécnica de
inmunoensayo con antigenos altamente sensibles y especificos favoreceria la identificacion

temprana de los pacientes con neurocisticercosis, lo que evitaria los estadios mis graves de la
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pacicn(cs on ncuroclsucercosxs causnda por Taenm solitm® El aislamiento dc cstos

produclos"pcnniliri , por tanto, d¢lcm1inar su posible utilidad para el diagnéstico.

Por lo tanto, sc proponc estudiar la composicién quimica de los glicolipidos mas abundantes

.del cisticerco de  Taenia soliun, desarrollar métodos para su purificacion y probar su posible

utilidad en el inmunodiagnéstico.
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4. OBJETIVOS

Determinar los tipos de lipidos existentes en el extracto lipidico de los cisticercos de

Tuenia solium.

Aislar los glicolipidos mas abundantes del cisticerco de - Tuenia solium y describir su

composicién quimica.

Probar la posible utilidad diagndstica de los glicolipidos aislados del cisticerco de

Taenia soliim para inmunoensayo por ELISA.

5. HIPOTESIS DE TRABAJO

El analisis de los principales glicolipidos aislados de Tuenia solium revelara compuestos

novedosos y especificos, cuya purificacién permitirda cvaluar su posible utilidad como

antigenos de inmunodiagndstico.
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6. METODOLOGIA

L.a purificacion de los glicolipidos se efectud en tres pasos principales: 1) extraccion de fos
lipidos de la fuente biolégica usando disolventes organicos, 2) separacion gruesa de los
principales lipidos y contaminantes no lipidicos 3) resolucion cromatografica y analisis de las

especies individuales.'?

6.1 Ohtencion de cisticercos de Taenia solium de carne de cerdo contaminada

Carne de cerdo infectada con cisticercos de Juenia solium (almacenada a -20 °C) se
descongelo a 4 °C por 24 horas o sc traté inmediatamente después del sacrificio del animal.
Trozos pequeios de carne de cerdo se cortaron finamente con un bisturi, y se desprendieron
por medio de pinzas de diseccion. Los cisticercos se enjuagaron en agua destilada con ayuda
de una malla o colador varias veces hasta obtener un sobrenadante claro, para eliminar

cualquicr residuo de la came del animal.

6.2 Infeccion de ratones Balb/c con cisticercos de Taenia crassiceps y obtencion de cisticercos

de ratones infectados

Los cisticercos obtenidos de un ratdn recientemente sacrificado se suspendieron en una caja de

Petri en solucion salina isotonica. Sc colocd una pequena cantidad de cllos para facilitar su
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seleccion. Sc emplearon jeringas para insulina de 1"'mL para la infeccién, Estas se toman sin la

aguja y con ella sc sclcccionuron dicz cisliccrcos de los mas pcqueﬁos. procuranddno‘exccdcr

un volumen de 0. 6 mL Los r'!toncs se mocularon por vh mlruperntoneal con los cxsuccrcos. El

periodo de infeccidn fue de 2 a 3 mese

El ratén infectado se sacrifi

una caja dc pcm con solucnon salina 1sotomca [} soluc n amomguadora de fosl’n(os (PBS)

0.01 M estéri l y se cnjuagaron con este varias veces. Los cisticcrcos asi o}b‘tcnidos'se lrataron

igual que los de Taenia solium.

6.3 Extraccion de lipidos de cisticercos

Se recuperaron los ci‘su'cercos liofilizados en un matraz Erlenmeyer de 1 litro y se adiciond una
cantidad suficiente de disolvente de extraccion (aproximadamente 20 mL por gramo de
cisticercos) constituido por una mezcla de cloroformo:metanol:agua 38:19:3 a 37 °C,
sonicando ¢l material al final de la extraccion durante 20 minutos. Se filtré esta mezcla, se
evapord el disolvente bajo corriente de aire y se repitié una vez mds el procedimiento an‘terior.
Los dos residuos se recuperaron y sc almacenaron. Al residuo del material inicial se adiciond

la mezcla extractora cloroformo:metanol:agua 30:60:8 y se dejo 24 horas a 37 °C, sonicando el
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C duranie 20 minitos.. Se* unicron los tres extractos y s realizé

Para.ello’se ‘adicioné un:volumen’conocido de mezcla de particion

cloroformo

cn un c'n'l_bu‘d

posteriormente; -

6.4 Fraccionamiento de los extractos totales -

La fraccién organica del extracto de los. cisticercos se separé en cromatografia sobre una -

columna de silica modificada 60-100 (Florisil Merck, silica). Se pesé'unra

de 30 veces el peso del extracto total y se empacé en la columna con cloroformo. La muestra. -

se disolvié en la cantidad minima de cloroformo y se aplicé a‘»lia' Véj';]umn
empacada con el extracto se corrié desde 100 % cloroformo, conungradl it \crec‘jente“;d;e :
metanol en cloroformo (2,4,6,...,36 %) y a continuacién con mezciaksr ei.ﬁyepges in;';s polares )
cloroformo:metanol:agua 60:16:2, 65:25:4, 60:27:4 y 60:35:8. Se utiliiaron tresvolumenes :

para cada mezcla de eluci6n. Las [racciones se recuperaron en matraces redondos y sc eliminé

el disolvente por evaporacién en rotavapor.
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6.5 Monitoreo por cfoumiogmﬁa en capa fina (CCF) de las fracciones

Las fraccnoncs oblc das por columna sc disolvieron en mezclas clorofonno meldnol para

analizarsc en placas de snhca gel para CCl' (Merck). Los dlsolvemcs dc commlcnlo cmplc'ldos

fueron clorofonno me(anol 80: 20 para las fracciones mas apolarcs y cloroform

60 35: 8 p.lra I.:s mas polarcs. Las’ cromatoplacas sc comcron emp eandi dis; \éhic,de,

commlcnlo en una camara para CCF. El revelado de los ghcohpxdos se realizd con antrona al

02 % cn‘;’léido ksu;ylﬂ'mco. El reactivo se rocid sobre la superfici la placa se

calenté a 110 °C ﬁbr 10 minutos. Las bandas de gliqélfpldos sg_bbserva;on de un color azul-

verdoso.

6.6 Purificucion de fracciones enriquecidas

Para climinar la mayor cantidad de contaminantes posibles y purificar los productos
analizados, se realizé una segunda cromatografia en columna. Las fracciones que contenian
glicdlipidos fueron subfraccionadas por cromatrografia en florisil, utilizando un menor tamario
de parﬁ’cula 100-200 (Mallinkrodt), y reuniendo aquellas fracciones que por revelado
mostraban una misma banda de glicolipidos. Una vez empacada la columna, el extracto fue
aplicado y cluido con cloroformio 100 % y después se incremento la polaridad del eluyente con
concentraciones crecientes de metanol en cloroformo, aumentando de uno en uno Y%. Las
bandas de glicolipidos de las nuevas {racciones obtenidas se recuperaron y se analizaron por

cromatografia en capa fina (CCF).
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4 7 Desartlucitn de glicolipidos (Fidroiie slesinay

Loy Epuemen de Senfolipidos. tghofndor o 2lzunos ghicolipidos se escindieron por wzlamisnlo
com medin zdezling, bzo wmdicionss en lzs cuzles las zmidas de los ixidos grasos de

ghonfingslipndrn vin cxianles

Se disalvii ¢) extracto Lipidico en unz mesclz de clorofonmormeiznol 201 Se adiciond un
volumen 1ygual de wlucidn de hidréxido de sodio 0.2 N en metznol Se agito 12 muestra v se
incubds por una hora a 37 . Se neutralize la solucion con unas gotas de acido acético glacial
estimando ¢l pH con uras (Merck). Se evapord a sequedad con comente de aire v se redisolvio
el extracto cn una mezela cloroformoimeianol.zgua 4:2:1. Se separaron las fases v, de la fase
organica sc recuperaron los glicolipidos desacilados v se evaporaron a sequedad para su
analisis por CCF. Para demostrar la desacilacion de los glicolipidos obtenidos se re\lelé con
reactivo de antrona. Para obscrvar la presencia de fosfolipidos se empleé azul de molibdeno al
0.2 % cn acido sulfitrico concentrado rociando sobre las placas de silica desarrolladas. Los
compueslos fosforilados se mostraron como bandas azul oscuro, y se compard su Rf con

agucllas reveludas con antrona en la misma placa.

6.8 Cromatografia en capa fina preparativa

1.as fracciones purificadas por columna sc aplicaron a placas de cromatografia en capa fina
preparativa. Se pesaron  aproximadamente 20 mg de muestra y se disolvieron en

aprogimadamente 0.5 ml. de una mezcla de cloroformo:metanol para depositarlos en placas de
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20 x 20 cm. La pluca se corrid ch ﬁna mezcla clorofomm:mclanol:agua 60:35:8 bnra los
glicolipidos mas polarcs yen clorofomm mclunol 70: 30 par.x los’ poco polares La pl.:ca sc
reveld por un cxlrcmo con rcacuvo de anlrona pur.l ldcmll'car la banda de glicolipido. Con’
ayuda dc una lampara dg: UV 5e marcé lq bunda q::l gllgohpndo con laplz, la cual se raspé con
una espitula. La band'.i rasﬁndﬁ se éxlrajo cn’im’ ﬁmlmz Erlenmeyer de'50 mL con mezcla de
- disolventes clorofonno mctunol 70: 30 [¢] 2 propanol hcxano agua 55:45:10 a37 °C por 1 hora
‘con agitacion constante. E! extracto s¢ f' Itro y se cvapoxﬁ por calentamiento a 50 °C bajo

corriente de aire. La muestra sc anallzo por cromatogral'a en capa fina.

6.9 Cromatografia en cartuchos precargados de silica gel

El paso final de la purificacién de 'los lipidos fu'ck'cl emblco de éami}:hos de gei de silica

precargados SepPack (Merck). En estos carluchos se nphcaron alrededor de 20 mg dc fraccion

purificada y se corrié igualmente con un gradlente de Y clanol en clorofonno de acuerdo con la

polaridad del glicolipido. La mueslra y el e]uyente se colocaron en una_]ennga adaptada como

reservorio y las fracciones se recolectaron en tubos de ensayc.

6.10 Eliminacion de silica de productos purificados

Segun la cantidad de silica gel que resta como contaminante de los productos obtenidos, se

emplearon dos métodos de eliminacién, Primero, el producto se pasé por cartuchos de silica
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inversa precargados y se eluyé con una mezcla de cloroformo en metanol al 30%. En segundo
lugar, los productos obtenidos de: los cartuchos se filtraron por membranas de poro de 0.22

m.

6.11 I'Ii(lrélisi;' a’cma de glicolipidos

© A una fraccuon dc aproxlmddameme 1 mg de glicolipido colocada en'un tubo con tnpon de

rosca, s¢ adncnonaron 0 4mL de 4cido tnﬂuoroacétlco 2 N y se calentéva 1 10 °C durame dos

horas en'un baﬁo seco. Se de_|o enfriar a temperatura ambleme y ‘se secd bajo comentc de aire

o mtrégcno sm calemar. Se resuspendné la muestra _hldrolxzada en una'mezcla de

cloroformo mclano] agua 4 2: l o éler agua 1:1; se agllo y sc rccuperaron por separado las dos
l'ascs En la l‘ase po]ar se obtuvieron los componentes monosacéndos de la molecula yenla

apolar los componentes lip{dicos.

6.12 Andlisis por cromatografia de gases de los monosacdridos

Los monosacdridos s¢ analizaron por cromatografia de gases’acoplada a espectroscopia de
masas GC/MS (CG varian 3300) con una columna de 30 m DB-1 (hidrofilica) de 0.32 p de
didgmetro interno. Se prepararon los derivados trimetilsililados volatiles. Para ello, a la muestra
hidrolizada se aiadieron 8 gotas de piridina, 4 gotas de hexametildisilazano y 2 gotas de

trimetilclorosilano. Se agito la muestra y sc dejé reposar durante 5 minutos. La muestra fue
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cevaporada ba_;o comentc de mlrogcno sm calcnlar. El residuo ‘se dxsolvné en e(cr de pclrolco

(aproxlmadnmcnlc 05 mL) y se anahzo por cromato;,raf'a dc .g,ascs uullzando azucarcs

comcrcmlcs como cstandares 'y comcndo en CG a 150 250 °C a una Vclocldad dc 4 °C/mm

con ‘un Dclcclor de’ Iomzacxén de Flama (FID), tempe atura del mycclor 260 °C y del -

detector: 310 "C. -

6.13 Obtencion de antigeno proteico de Taenia crassiceps para la discriminacién de sueros

positivos a cisticercosis(1® seleccion de sueros por ELISA con fluido vesicular).

Para las prucbas serolégicasi"l;)é sueros de pacientes positivos comprobados por cirugia se
cnsayaron empleando antigéno prbteico de Taenia crassiceps (fluido vesicular). Cisticercos de
Taenia crassiceps fueron recuperhdos en tubos para centrifuga de plastico y se lavaron con
solucién salina isotdénica fria (en bafio de hielo) dejandolos sedimentar hasta 6btener un
sobrenadante claro. Los cisticercos se filtraron por medio de papel Whatman No, | y se
dcjaron escurrir sin dejarlos secar totalmente. Los cisticercos se centrifugaron después a4 °C a
14,000 r.p.m. El sobrenadante ob(enido (fluido Yesicular) se récoleclé en frio dentro de tubos
de 2 mL (Eppendorf) y se guardértk:n ‘c’ong‘glacién ﬂgsta su cuantificacion. Se cuantificé el

contenido proteica de fluido vesicular de cisticerco de Tuenia crassiceps segin ¢l método de

Lowry. Se prepararé una dilucién en buffer de carbonatos del extracto proteico a manera de

obtener una solucién de 10 pg/mL,
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Para cl ELISA s¢ sensnblluaron plncas cspccmles para prolcmas Nunc MXmsorp Sc saluraron

'\énca bo ina (BSA) en solucnon

Tween 0.3% y se mcu

1gG humana con;u&,ada a fosfatasa’ (enuma) dllwda las, 000 en BS \ ‘al’'0.3 % en' PBS Se

mcubé 1 hora a 37 lavo 5 veces con una solucién de BSA al:

adlclonaron IOO pL de p m(rofemlf’osl’ato diluido (lmg/mL) en solucx o xgﬁéddm de
dxctanoldmma (suslrato) Sc mcubé a 37 °C durante 15 mln o el uempo necesano hasla

oblencr de 03al 0 umdadcs de densidad 6ptica en un Iector de mlcroplacas a 405 nm.

6.14 Inmunoensayo enzimdtico(ELISA) con glicolipidos: de Taenia' solium-contra sueros

humanos

Sc usaron placas especiales para lipidos (Nunc Pélysoiﬁ) y se sensibilizaron con el antigeﬁo
disuelto en 100 L de etanol:hexano ;1 a una COI’ICIEHV'J‘BCi('m de' 1 pg por pozo. E! disolvente
se evapord incubando una noche a 37 °C. Se bloquéaron las placas con 200 ‘pL_d’e una
solucion al 3 % de BSA en PBS 0.01 M por 1 hofa a 37“’C. Se lavd 5 veces con PBS. Se
colocaron 100 pL de suero diluido 1 a 1(50 en‘una ‘solucién ai 0.3 % de BSA ken PBS. Se
incubé | hora a 37 °C. Se lavé 5 veces con PBS. Se adicionaron 100 pL de anti-IgG humana
conjugada a fosfatasa (enzima) dilufda 1 a 5,000 en BSA al 0.3 % en PBS. Se incubé 1 hora a

37 °C. Se lavd 5 veces con una solucién de BSA al 0.3 % en PBS. Se adicionaron 100 pL de
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,;-nilrol'cnilfosfulo diluido (lmg/mL) en solucién amortiguadora de dictanolamina (sustrato).
Sc mcubo a 37 °C duranlc l5 mino el tiempo necesario hasta obtener de 0.3 a | 0 unidades

denslddd oplnc.x en un lcctor dc nucroplacas a 405 nm.

6.15 Inmunoensayo .enzimatico(ELISA) con glicolipidos de Tuenia solium contra sueros de

cerdos

El procedimicnto es idéntico al anterior, embleando conjugado anti-lgG de cerdo en lugar del

conjugado anterior.

6.16 Inmunoensayo enzimdtico (ELISA) con glicolipidos de Taenia solium contra LCR de

humano

El procedimiento es idéntico que el descrito en 6.14, pero utilizando LCR diluido '1:10 en

lugar de suero diluido.

6.17 Determinacion de esfingosina

100 pg del glicoesfingolipido se disolvieron en 0.5 mL de dcido clorhidrico (HCl) 6N y se
incubaron en un tubo cerrado a 110 °C durante 18 horas, La solucién obtenida se neutralizo a

pH 8.5 con 3 mL de carbonato de sodio (Na,CO,) IM y se adicionaron 0.5 mL de cloruro de

35



6.18 Andli.éis}zslru ural del comptiesto GL1
Diluciducion de Iti ‘cér;wosiciéit en dcidos ‘grasos .

Se fr'lgmenlo el compuesto GLl pun(‘cado con dcido clorhfdnco 1.5Nen metanol durame 20 i

ha80°C, o con una mezc]a dc metanol écxdo clothidrico concentrado agua 83 8. . Los

ésteres metillcos fonnados con la reaccion sin agua, o ]os ac1dos grasos hbre fueron extrafdos

con c—hcxano, y O-melilados segt’m el procedmuemo de Hakomo c ba lénide‘

metilsulfinilo de litio y yoduro de melilo®. Los productos resu]tantes fi anahzados por -

cromatografla de - gases acoplada a un espectrémetro- de masas col fuente de lmpacto

electrénico. La columna usada fue OV1 (12 m, HP-1, Hew]ett Packa’xjd)» usando‘Helio como
gas cluyente. La separacion se llevd a cabo con un gradiente de:i’err‘l;;eratura de 100 °C a 290
°C a una velocidad de 5 °C/min. Para el impacto élécﬁéﬁiéo se-utilizé un potencial - de -

ionizacién de 70 eV a 200 °C.
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Dilucidacion de la éanipo.ficién en bases esfingoides

“Se l'ragmcm‘é‘:_el ’ mpueslo GLI ‘con nmdo clorhidrico 1.5 N en muunol duranlc 20 h a 80 °C,

etilico después.‘de. haber .alcalinizado el medio®, Las bascs obtenidas’ on N«xcculadas,

lransl‘omizidas' en dcrivados trimetilsililos®” para luego ser se aradas anahzadas or GC MS
p 8 P Pe

'uulmmdo COﬂdlClOHcS iguales a las de 4cidos grasos cxccplo cI t,radlcnle de temperatura, que

,fuc de 200 a 290 °C.

Determinacion de la masa molecular de GL1

Para deduclr el nimero de azticares presentes en GL] se determiné su masa molecular

medlantc cspectrometr{a de masas con lomzacxon laser. Medlamc este método de jonizacién,
las mo_léculas no se fragmentan y el anélisis resulta enun especlro que contiene iones Hamados
pscudomolcculares, ya que contienen' la molécula intacta, adicionada de un catién. En este

caso, las moléculas contienen un Na®, que, aunque en proporcién de trazas, es el cation mas

abundante dentro de la mezcla con GL1, matriz y solvente.

El GL1 intacto fue analizado en un espectrometro de masas con fuente de iones laser asistida
por matriz, y los jones analizados mediante un instrumento de tiempo de vuelo (Perspective

Biosystems, Framingham, MA). Los espectros fueron colectados utilizando un voltaje de
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aceleracién de 20 kv, La matriz utilizada fue el acido 2,5-dihidroxibenzoico (10mg/mL) y 1a

muestra se disolvio en metanol:cloroformo 1:1,
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7. RESULTADOS

7.1 Composicion de los extractos lipidicos de Taenia solium y Tacnia crassiceps.

El analisis dcl extracto orgz’mico obtenido de los cislicercos dé fTaenia solium mostré la

presencia de glicolipidos abundantes por mcdlo dc cromalo;,ra ia on capa “fina (CCF) de los

extractos crudos. El rendimicnto del cxt acto orgamco 1otal obtenldo por extraccion por el

lavado de Folch y concentracién dcklaﬂfascfckorol‘omnca fue dc 13% del peso seco total de
cisticercos, siendo la fuente mas rica de estos compuestos para nuestro estudio, como se

resume en laTabla 1,

Tabla I. Composicién de los diferentes extractos de cisticerco de Taeniu solium.

Tipo de Cantidad de r Abundancia del Composicion
extracto extracto crudo | extracto por cisticercos
en peso seco (%) general
(®) .
Cloroférmico 4 13 Glicolipidos,
glicosfingolipidos,

(organico lotal) fosfolipidos, grasas
El-mohco : 0.5 . 0.6 Mismos que el organico
Acuoso - - ) 0.5 0.6 Glicolipidos,

fosfolipidos

Del extracto de la fase acuosa del mismo lavado de Folch se obtuvieron aproximadamente 0.5

gramos.
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El cxlraclo clanollco obtemdo por l‘CﬂlI_]O dc los cisticercos llberé 0.5 5r'1mos de producto. Los

k compucslos cnconlmdos e ‘estos exlmclos prcsenlaron una mejor resolucion de glicolipidos

r.‘CCF ,u_uhvzzmdo mczclas poldres dc dxsolvenles de commlento. tales - como

clorbfonho:mclahol:aéﬁa 60:35:8,

Los andlisis por cromatografia en capa fina a los cxtractos obtenidos tanto de Tuenia solium

como de Tuenia crassiceps han revelado que comparten varios compucstos lipfdicos. -

Se detectaron varios tipos de glicolipidos en la fase organica (Flz,ura 3), los cuales se separan

sobre una columna en Florisil con cluyentes entre el 10% y el 30 % de melanol en cloroformo
mientras  que otros fucron obtenidos con mezclas de eluycxllcé més polares. conmo
cloroformo:metanol:agua 60:35:8. En la Tabla 2 se muestran los disolventes empleados para

fraccionar el extracto lipidico de Taenia solium.
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Tabla 2. Plan de disolventes de corrimiento empleados para cromatografia en columna
abierta para fraccionamiento de extracto orgfinico de Taenia solinm.

Orden de Disolvente Composicion
corrimicnto
1 Cloroformo 100% cloroformio GR
2 Mezclas dec  cloroformo y metanol de]98% cloroformo 2%metanol,

polaridad creciente
96% cloroformo 4 Yemetanol...

hasta

62% cloroformo 38 % met#ﬁo]

3 Mezclas - de cloroformo, metanol y agua dej 60:16:2
polaridad creciente
65:25:4
60:35:8
45:45:10
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Figura 3. Anélisis por CCF bidimensional de la fraccién organica de los lipidos de Taenia
solium. Disolventes de corrimiento: cloroformo:metanol:agua (60:35:8), direccién 1, y
cloroformo:metanol:agua (45:45:10), direccion 2. Revelado con antrona.

El extracto etandlico mostré glicolipidos similares al extracto cloroférmico, pero con mucho
menor rendimiento. Al realizarse cromatografias en placas preparativas se obtuvieron
aproximadamente 5 mg de producto purificado. En la fraccién etandlica total corrida en doble

dimension se pueden distinguir al menos 8 glicolipidos (Figura 4).
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Figura 4. Analisis por CCF bidimensional de la fraccion etandlica total de Tucnia solium,
Disolvente de corrimicnto cloroformo:metanol:agua (60:35:8), direccion 1, y
cloroformo:metanol:agua (45:45:10), direccién 2. Revelado con antrona.

La caracterizacion quimica preliminar de los glicolipidos de Taenia solium envolvié los

siguientes pasos:

a) Purificacion por cromatografia en columna, en cartuchos precargados de silica y en CCF

preparativa de los glicolipidos mas abundantes.

b) Anilisis generales que involucraron, ademas de los revelados especificos y la prueba de
resistencia al aleali, como se menciond anleriormente, la prueba para determinar la presencia

de esfingosina.

TESIS CON ]
FALLA DE ORIGEN
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c) Diluciducion estructural de los compuestos purificados (debido a'la cantidad requerida, sélo

e, GLI).

para el mas abund

Los resultados del revels

tipos de compitestos prin

reactivo_de antro

‘mejor cara

en- disolvente i d

0.75;::0.47- y 031

detectd por revelado con antrona en CC

El rCVClddO 'quxmlco con -reactivo _de:Di mer (Azu] de Mohbdcno) mostré la presencia de

fosforo en las bandas de GL2 y G que hacla suponer la presencia de una mezcla de

g,hcolfpldos, f'osfohpldos ) ghcofosfolipldos en “este extracto. Postermrmenle andlisis
cromalograf'cos en dlferentes upos de dlsolventes mostraron que el GL3 es una mezcla de

' glicolipidos y fosfohpndos no ghcosilados.

Por otro lado, la prueba quimica de labilidad a tratamientos alcalinos suaves resulté sin efecto
para las zonas GL1 y GL2, lo ' que_ sugiere la presencia de compuestos de- lipo

glicosfingolipido, que son resistentes a este tratamiento. Posteriormente se comprobd la
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estructura preliminar en cstos compuestos al resultar positiva la prueba para determinacion de

esflingosina.

En la Figura 5 sc muecstra un andlisis de las fracciones obtenidas por procedimicntos

cromatograficos, enriquecidas en dos de los glicolipidos posteriormente purificados.

Figura 5. Analisis por CCF de las fraccioncs obtenidas del extracto organico total de
Tuenia solium por cromatografia en columna de Florisil, con concentraciones crecientes
de metanol en cloroformo. Sc observan los compuestos GL1 y GL2 como zonas azuladas.
Disolvente de corrimiento cloroformo:metanol (80:20). Revelado con antrona.

En la Figura 6 se mucstra una CCF bidimensional del compucsto GL1 purificado. Puede
obscrvarse un patrén de migracion caracteristico de glicolipidos, que sugicre que el producto
purificado contiene una mezcla de compuestos homélogos que varian ligeramente en la

composicion de sustituyentes.
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ST

1 GL 1

T2
Figura 6. Andlisis por CCF bidimensional del GL 1 purificado. Disolventes de

corrimiento 1-propanol:cloroformo:hexano:mectanol:agua (5:5.5:5:2.1:1.8), direccién 1, y
cloroformo:metanol (70:30), direccion 2. Revelado con antrona.

En la Figura 7 se mucstra- el patron de migracion de GL-1 comparado con el de dos
glicolipidos conocidos, el GM 1 y el GM 3, que se encuentran ampliamente distribuidos en las
membranas celulares. Puede notarse la diferencia de polaridad que.se establece entre estas
moléculas debido a la presencia de sustituyentes altamente polares en ios cdmpuestos GM 1y
GM 3, lo que también sugiere que el compuesto purificado no contenia sustituyentes ni

impurezas de alta polaridad.

TESIS CON
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Figura 7. Anilisis por CCF de GL1 de Tuenia solium, Disolvente de corrimiento
cloroformo: metanol: agua (60:35:8). Revelado con antrona.
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7.2 Andlisis eslruélur'ul (Ie_ GL -

Cadd componcmc dcl compucslo GL I azicares, icidos grasos y baseS»csﬁngoides

fucron .maluados por separado

Campasicién én ilzdcdié;\‘

El anahsxs de la composxc 1 sacar(dlca deI GL I se reallzé dcspués de una ruplura acnda :

del compueslo, I klon de la muestra. :

comparada con es(z’x‘n’dy ¢s com mlcs eI umco c nsmuyente sncandlco detcctado fue la

Composicién en écido.sj'grasos i

Los 4cidos gasos l‘ucron tamblen llberados por hldrohs écxda del GL 1 y O meulados
por reaccnén con dlazomctano Su anéhsls fue reallzado p cromatograﬂa de gases, y

anahms conf'rmalonos fueron obtemdos

espectrémetro de masas con ionizacién por.impacto electrénico.

De acuerdo con el tiempo de elucién -comparado con ‘el de estdndares comerciales, los

acidos grasos constituyentes del GL 1 incii;faxx acidos graéos de cadena normal C16, C18,

C20, y C22, asi como dcidos gra;c)‘skd"-hi_dfoxilados C16, C20, C22, C24 y C26 (Figura

9).

1.a espectroscopia de masas es una herramienta excelente para determinar la estructura de
los acidos carboxilicos. Mediante esta técnica es posible determinar tanto la masa
molecular de los dcidos, conio ¢l tipo y la posicion de ramificaciones y otros tipos de

sustituyentes, como un hidroxilo, Por ecjemplo, un dcido graso lineal no ramificado cn
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e

posiciones ccrcanas al grupo carbcmlo prcscntara una ruptura caractcnsnca, dando lugnr

aun fmgmcnto con 74 umdadcs de masa alémlca (Fxgura 8)
g B OH"{ :

e Nocrs
‘, 74 uma
" ion de McLaflerty

l‘ngura 8. l‘ormacién dcl ion dc McLafl‘erty (74 uma) por ruptura de fcidos grasos
0- mcliludos de cadenn h 'c'll o :

Por su parte, un écndo’= graso hldroxnlado en’ poslcxdn 2, como probablemente cstaban

conlemdos en’ el GL 1 segun e] anahsls por CG daria lugar principalmente a una

t‘mgmenlaclon en donde el grupo carboxnlato se desprende quedando un fragmento con el

Para confirmar la* estructura de estos:componentes se realizé un analisis por
espectroscopia de masas con ionizacién por impacto electrénico a cada uno de los picos

mostrados en la F igura 9.
Los acidos grasos del GL 1 mostraron dos tipos de patrones de ruptura:

a) Patrones con un ion molecular, es decir, en donde ¢l éster graso completo

estaba jonizado, y con un ién a 74 uma, y

b) Patrones con un ion molecular ademas de un ién fragmento en donde el

grupo carboxilato se habfa desprendido.
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Figura 9. Perfil de CG de la porcién lipidica del GL 1 de Tuaenia solium.

Asimismo, la ausencia de otros iones fragmento importantes demuestran que los acidos
grasos no conticnen ramificaciones en su cadena (la presencia de ramificaciones habria
generado rupturas laterales de gran abundancia).En la Figura 10 se muestran los dos tipos
de espectros de cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas (CG/MS)

obtenidos con los dcidos grasos O-metilados del GL 1.
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Figura 10, Espectros tipicos de CG/MS de residuos individuales de la fraccién
lipidica del GL 1 de Taenia solium. a) espectro de un dcido graso a-hidroxilado ¢n
donde se muestra el desprendimiento del grupo carboxilato, b) espectro de un dcido
graso lineal.
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Con cstos anilisis se establecié la composicién de acidos grasos constituyentes de! GL 1

descrita en la Tabla 3.

VTnb:la 3. Composicién porcentual de Acidos grasos del GL 1 de Tuenia solium.

Acido graso Lineal o-hidroxilado

16:0 0.56 1.32
18:0 0.57 1.32

20:0 3.82 20.94
22:0° . 2.86 13.29
24:0 '2.47‘ 2948
26:0 1.72 2165

%total  12.00 88.00

Estructura de las bases esfingoides

El GL 1 fue sometido a una hidrdlisis acida. Las bases esfingoides fueron separadas de
los 4cidos grasos mediante una particién en c-hexano-metanol-agua, después de la cual
las bases quedan en la fase acuosa y los 4cidos grasos en la organica. Las bases
' esfingoides libres fueron posteriormente N-acetiladas y O-trimetilsililadas para su analisis
por CG y por CG/MS, En la Figura 11 se esquematiza la serie de pasos realizados para el

analisis de las bases.
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Fig. 11. Pasos para Ia obtencién de cidos grasos y de bases esfingoides que
constituyen el GLI de Taenia solium. TMS = -Si-(OCH,), (trimetilsililo), R =
cadenas grasas de acido graso, R; = —H (esfinganina) o -OH (fitosfinganina), R, = -
I (esfinganina) o —-OTMS (fitosfinganina),

GL 1 de Tuenia solium.
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El cromatograma dc las bases cs(' ngoxdcs dcnvauzadas mostré dos pxcos predominantes

que cluycron 1 los. 10 14 y: ll .19'min (Fxgura 12a) Para dllucldar la eslructura de cada

componente las bases ~fug:
clcctromco. Los espectr S

560 uma, las ‘cu lcs~

ﬁlosﬁnganina, dic nalmenle cada espectro mostré los iones

respecuv

fragmento esperados para 'cada una de estas dos bases esf ingoides.

Dec acuerdo con lés nhleriores andlisis, el GL'1 (;s un glicosﬂngolipido compuesto de una

base csﬁngoidé‘c{ue puede ser-ééﬁngannna 3} ﬁfosfmganina, un &cido graso variable y

galactosa, A fin de conocer cuantas :unidzides de galactosa se encontraban presentes en el

GL 1, se pi’oc:dié akdé‘te‘rﬁiiné} su mésa_ niélebular.
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Figura 12, a) Perfil en CG de bases esfingoides ramificadas derivatizadas del GL 1
de ZTaenia solium. y espectros tipicos de CG/MS de los derivados de bases esfingoides
b) esfinganina y c)fitosfinganina.
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Masa (llokécll{a)' del GLI i

cl gspeC‘ o de masas MALDI TOF del GL1 purificado. '

EI analisis”del ‘compuesto’ GL-17por espectroscopia de’ masas con’ jonizacién ‘con’ laser

nes encontmdos Un resumen de los juegos de moléculas dllucxdadas

'espectro de ic

correspondlenles a los dlferentes pesos se muestra a contmuacnén en la Tabla 4

Imensidad del ion
S 81263

10

o 75 80 85 90 25
Figura 13. Espectro de masas obtenido por MALDI-TOF del GL 1.
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Tabla 4. Resumen de In composicion de GL.-1 segiin anilisis por MALDI

Componentes de la lécula Peso molecular del ion
glicosfingolipidica pseudomolecular teérico
Esfinganina 724 (C16)
Galactosa 780 (C20)

Acido graso lineal (C)

Fitosfinganina - 796 (C20)
Galactosa - 824 (C22) -
Acido graso lineal L ss2(c29) -
: S 880 (C26) -
Esﬁhghnina o R ) - K 'k7k96 (C20) : L B g
; Galactosa’ R v 824(C22)
Acido graso 2-hidroxilado . - o 852 (C24)
‘ ' 896 (C26).
Fitosfinganina T 812(C20)
. Galactosa : . 840(C22)
Acido graso 2-hidroxilado 868 (C24)
' 880 (C26) -

En resumen, el anélisis para dilucidar ]a estructura quimica para los compuestos GL1

arroj6 los siguientes resultados;

1. Estructura estable al dlcali (glicosfingolipido). El andlisis por CCF posterior a
su purificacion mostré patrones de corrimiento con desdoblamientos (Figura
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5). con’ diferentes sistemas -de elucién.” Esto es una caracteristica de elucion

colipidos._con heterogencidad en sus

EI anéhsns por cromatograﬁu de gascs (CG) de Ios azucares de este glxcolfpldo :

»rcvclé la.prcse cia dc galactos, como tinico. componente osidico. Para su
deleccxén se emplearon estandares de galactosa, glucosa, manosa, arabinosa y

rhamnosa.

Esfingosina, por derivatizacién con cloruro de dansilo. Debido al resultado
positivo de esta prueba y al resullado del punto 1, se concluye que la
estabilidad al élcah es confenda por la esfingosina, por lo que se concluye que

el compuesto cs un g!xcqsﬁngo]ipldo.

Losréci'do‘s'g.'riasors de( 16v ba V26:cr‘arbomb)s, sin dobles ligaduras, no hidroxilados o
' 2-‘llidroxi]a;j;):s' (por GC/MS). Las bases esfingoides son: esfinganina y
ﬁtosﬁnganiné (bor GC/MS‘)A Se trata, por lo tanto, de un glicosfingolipido
(galactosil-ceramikda) ébn variaciones en la parte de acido graso y en la parte
de la base esfingoide, lo que explica el patrén heterogéneo de migracién en

CCF.

Por MALDI-MS, la masa molecular de los homélogos corresponde a
glicosfingolipidos con un solo azicar, y se pueden armar (con las masas
obtenidas) galactosil-ceramidas con las combinaciones de acido graso-base

esfingoide encontradas con los anélisis cromatograficos.
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7.3 Pruebas de anligenicillad de los campueslos pm‘iﬁcados

Ya que glicosfingolipidos neutros, como el nqui descmo, han sndo propuesto como rcacuvos

- valiosos para el scrodlagnéstlco de vanas enfe

edades parasitarias, ¢l produclo GLl fuc

evaluado como reactivo de dmgnoshco por. ELISA Para ello utilizamos sucros y lfquldos'

ccfalormquidcos. Las muestras de sueros. fueron elegldas con base en dxagnosllcos clmlco y

serolégico utilizando anlfgcno protelco d Taema crasstceg N

El inmunocnsayo enzimético con" sueros 'fue realizado utilizando 15 suer

neurocisticercosis y 20 sueros de dohadores sanos. Como puede observarsé e Fxgura |4 en’

estos ensayos no s¢ encontraron dlferencxas S|gmf‘ cauvas entre ambos rupos de sueros. De

igual manera, mnguna dlferencla fue enconlrada al utxhzar lo tos‘GL-Z y GL-3. La

posibilidad de que cnsucercos alq]ados en smos anatémlcos dlferentes al snslema nervioso

pudicran estar mterﬁnendo en esla prueba fue descartada, a‘que 6'de las muestras provenian

de una zona geogréf ca hbre de Taema solmm el sudoeste de Francxa

D.0O. 405 nm

Loe oyl qs

positivos™ negativos

Figura 14, Grifico de resultados del ELISA con GL 1 como antigeno ensayado con
sueros de pacientes con neurocisticercosis (positives) y donadores sanos (negativos).
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Los liquidos ccfalormquldeos para cl cnsayo del producto l’ucron oblcmdos del Instituto

Nacional de Neurologia y Neurocnru;,lu “Manuel Vclasco Suarcz 'Estas muestras proveman

de pacncntes con sm(ommologfa rclacnonada conla’ neurocisticercosis. . En- laﬁ'I‘abla'G se

mucslran los dll'erentcs tnpos de smtomalologin asi-como el diagnéstico’ estnblecldo medlante

tccmcas de tomograf'a y resonancna magnét

correspondlan a pac:emcs co
lndlvxduos con otros padecnmlc
tipo de muestras, encontramos que, os: los individuos con neurocisticercosis

reconocieron el GLl éslefrécodocimie st fu totalxhenle especifico (Tabla 6, Fig. 15).

Utilizando un valor dc cone ‘equivalente al promedlo de lecturas obtenidas con las muestras de

mdmduos ‘con olras enfermedades més dos veces la desviacién esténdar (X + 2DE), la

sensnbxhdad‘de’l ensayo fue de 5,4.5%, con una espemﬁcndad del 100%.
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Tabla 6. Datos clinicos de los pacientes cuyos LCR l'ueron cstudmdos y resultados del
ELISA utlllzando una dilucién 1:10.

Codigo ‘ T
dela Diagnéstico : D.O.  Pacientes Resultados
muecstra . NCC positivos
20815 NCC mixta Lo - 0.011 X
20834  Migrafia, cpilepsia criptogénica A 10,003
20871  Crisis de inicio tardio en estudio » ' 0.003
20872 Crisis complejas parciales .0.018
- 20887.. Enfermedad de Parkinson - 0.010
i 20896 Probable esclerosis multiple 0.000

& 20905 - Hemoi’ragia subaracnoidea 0.005
‘ ’ '209ﬁ4 ¢ Crisis parciales complejas/problema de personalidad 0.006

i 20953 Ebilepsia de inicio temprano secundaria a NCC/ 0.002.

X
s NCC fase coloidal
21864 .- Hidrocefalia por NCC / NCC mixta 0.005 X
21892 Hipertension por NCC, aracnoiditis / multiples 0.005 X
©7 granulomas
21925 NCC mixta, parenquimatosa y subaracnoidea 0.574 X
21962 NCC IV ventriculo, aracnoidea (activa) 0.023 X X
22083  Hidrocefalia por NCC / NCC ventricular 0.062 X
22084  Hidrocefalia por NCC / subaracnoidea y 0.003 X
parenquimatosa
22089 NCC activa subaracnoidea y parenquimatosa / 0.904 X
hidrocefalia
22143  Epilepsia tardia secundaria a NCC / NCC mixta 0.021 X X
22305  Crisis complcjas ténico clonicas generalizadas por 0.025 X

NCC subaracnoidea
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20.104 .

0.08

0.064 .
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004+

0.02 .

BN NeE

Figura 15. Grifico de resultados del ELISA con LCR usando GL-1 como antigeno. OEN:
otras enfermedades neurolégicas, NCC:pacientes con neurocisticercosis.

Finalmente, se emplearon sueros de cerdo para comprobar su reactividad hacia el lipido
purificado GL 1. Se obtuvicron mucstras de suero de cerdos infectados artificialmente en
granjas por inoculacién de cisticercos, y sueros de cerdos sin cisticercosis comprobada por
inspeccién del animal sacrificado. El ensayo se realizé con cinco sueros positivos (cerdos

cistiéercdsos) y seis sueros neg‘aliyosr(cgrdo‘s'no;infectados de granjas). Los resultados, al

... igual. que. consueroshumanos,’ tampoco’ mostraron un reconocimiento especifico del lipido

'aislad'o.y o
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8. DISCUSION

El cstudio dc glicolipidos en cspecics de pardsitos ha tomado importancia debido a

investigaciones que sugieren un papel importante de cstos compuestos én la regulacién del

sistema inmune, Debido “a’ la co,mplcjifdadf de ‘este_tipo de ‘moléculas’ los cfectos” de ‘sus

componentes s¢ estudian con,frééu(:ris:
relacionan con cventos por.scparado’”cn eve
complejidad de la respuesta inmune.

Meéxico varios estudios se_enfocan al diagnéstico rapido de s por técnicas cada

vez mds accesibles, y al réconocimiento de los estudios interfase hospedero-parasito. -

sin . un_estudio
os que constituyen

el glicocalix del cisticerco tienen la funcion de servir de interfase hospedero-parasito.y por

lo mismo no seria circunstancial encontrar que realicen diversas funciones en el cisticerco.

Aparentemente, ¢stos compueslos se encuentran en recambio constante, Estas moléculas no

sc hallan unidas covalentemente a la estructura dt%l ';lstlcg( , por ldiqué"puedé’n liberarse y
s por esto que se sospecha del posible reconocimiento inniunevde estos compuestos (junto
con glicoproteinas) en sus hospederos. La presencia de compuestos glicolipidicos,
especificamente, se ha asociado (ltimamente con eventos bioquimicos muy importantes en
las células, cntre los cuales se han encontrado efectos sobre la induccion de apoptosis

(ceramidas) y modificaciones en la citocinesis (galactosilceramida). -3
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de Tuenia solium. Nuestros:analisis reve

dlcali y cl reslante’fosfonlado: por:lo quc los compuestos: encontrados’ se’ clasifican como

5I|cosfngol|pldos, ghcolfpldos ‘con: enlaccs éstcr Y fosfollpldos, El:«glicdiipido mas

abunddme sc consmuye dc una famllm de homélogos con ga actosa como tinico azficar,
Ademas, en rraccmnes semlpunf cadas del exlracto etanéhco del cxsncerco, pueden
dlsnngulrse hasta 8 especics de gllcohpldos que varian en polaridad por corrimiento en

cromatografia en capa fina,

: Algunos estudios ya han revelado. la presencia de galactosas como. un ;hrbohidralo
abundante en la superficie del_cisticerco®, principalmente en es’tuydios_'don_de se han
estudiado proteinas de superficie del cisticerco, en doryldék se han eiﬁpleadé técnicas de
revelado por medio de Iectikmis, las cuales unen espcqfﬁéém;nip a IasA porciones sacaridicas

de glicoproteinas.

De acuerdo con los estudios realizados anteriormente en otras especies de céstodos
encontrados en la literatura, el porcentaje de lipidos va desde el 8% hasta el 21%, por lo

que el hallazgo de un 13% cncontrado para Taenia solium se halla dentro de los esperado

para csta especie. Por otro lado, en cuanto al porcentaje por tipo de lipidos de Taeniu

solium, los lipidos encontrados mds abundantes son los glicolipidos neutrales que han sido

reportados entre un 27 % a 64% cn otras especies de céstodos. Puede demostrarse que
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mayoritarios.

Fnlre éslos pucdcn cncon(rarsc ‘grasas ‘quc mcluy:\n colestqrol

racci n’ del GL 1" hace suponer que juega un papel

1mponames de fosl‘ollpldos y otros g,hcolipldos

Existen otros"modelos de céstodos en los cuales se ha desarrollado investigacion acerca de

cste tipo de compuestos, principalmente Echingcoccus granulosus, Echinococcus

multilocularis y Taenia crassiceps. En estos céstodos la fraccién esfingolipidica muestra

reconocimiento por parte de sucros de animales infectados con los parésitos, y se reporta

una reactividad cruzada entre algunos de ellos La presencna de este tipo de compuestos en

general se ha descrito también en olras espcmes- 'Lelshmama presenta gran cantidad de

glicolipidos en su superficie y se ha encontrado que la variacién antigénica entre distintos

estadios ‘de su,desarrolld' ‘e‘s;debia‘i’l' a la {";;fés‘éhcia de varias clases de lipidos; para
RIasmadi:)rh y Té%pa;lz;.;or;)a se hartrzrrlcorilraao la participacion de glicofosfatidilinositoles,
moléculas . dnihib;ésenlés en las células, que desempefian papeles importantes en la
transduccion de seiiales; en Onchocerca volvulus ademas se reconoce la reaccidon cruzada
de sueros humanos que dan glicolipidos zwiteriénicos con otros nematodos, lo que dificulta
su comprensién para el diagndstico pero fortalece la teoria de su papel importante en el
transcurso de las distintas patologias que los involucran en enfermedades por parasitos

g

extracelulares. > De acuerdo con estos resultados, las actividades bioldgicas de los

glicolipidos van desde la inmunosupresidn especifica de células de la respuesta inmune,

sehalizacidn celular (transduccion de sefales), desarrollo y hasta nuerte celular
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csludmdos en’ cl‘cclos bloléycos dcnvado dela mlcraccxén hospcdcro parasuo. En cste

aspcclo, cl esludlo cstruclural de este trabajo sob ] el GL 1 scru de gran rclevancla.

Emplcundo lccmms de cromatogr.l!‘ahn

apa i' na cn columna, en capa l' na prcparauva y

en cartuchos precurbddos de- sihca se logré alslar compuestos Ilpxdlcos“cl mas apolar y-

mayonlarlo l‘uc anahzado mas . proﬂmdamemc en cuanto a su cslructura quimxca

enconlrandose que contenia galactosa, esfi nganma y cadenas ]lpxdlcas de‘16 a 26' cnrbonos

La estructura dllucxdada para cste compuesto comcnde con molecul muncs en cslc tipo

dc parasitos y amphamente dxslnbunda entre otras especxes de parasnos. Esludxos basados

fases delvy mismo, por:lo que leresante estudmr dnchas vanacnones en Taenia solium.

El compucslc} GL 2, més polary, épﬁ més gklicfésilécionés bosee caracteristicas estructurales

mas especificas cmré organismos patégcnos.,-

Estudios basados en la composxcnén hpidlca en dxshntas fases del desarrollo de céstodos
ademds arrojan resultados que muestran vanaclones altas que existen de estas moléculas
durante varias fases del mismo, por lo que seria imeresame estudiar dichas variaciones en

Tuenia solivum.

Por iiltimo, debido a que los glicosfingolipidos han sido propuestos como valiosos reactivos
de diagndstico en otras parasitosis, como las producidas por Trypanosoma y Echinococcus,
las fracciones GL1 y GL2 fueron evaluadas como antigenos para el diagndstico de
neurocisticercosis por ELISA. Al probar los compuestos aislados con sueros y liquidos

cefalorraquideos de pacientes con neurocisticercosis en ensayos preliminares, se encontrd
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una sensibilidad -pobre,” sin - embargo, -seria “dc interés. investigar el valor: de 'estos

compucstos como clementos de coctclcs,‘dc antigenos - para :inmunodiagnéstico. Estos

estudios dc diagnéstico. Estudios con’ un ‘mayor. ntm 1uestras “pueden’ arrojar

resultados distintos. Es importante destacar algunos puntos ‘en cuanto al nmunodiagnostico

por téenicas de biologia molecular) ykcn'es’p’ccﬁll‘ glicop

mayor especificidad) 2) los' extractos ' mé

semipurificadas del cisticerco - 3) ‘aunque_los’antigeno teicos’ han ‘sido probados con

buenos  resultados para’ él_‘dizigriést"ico d is,- recientemente se han
obtenido resultados de cstudios i'caliiadds en poblaciones mas amp‘_liask.y heterogéneas que
reportan -la’ pobr;:v efectividad de_estos .mismos . avntfgenrgs'dahdoklugar a - resultados

contradictorios.

En el modelo de Taenia crassiceps, se ha reportado que los sueros de neurocisticercosis

rc‘conocen moléculas lipidicas de Ia tenia del ratén. A‘u‘nﬁue' Taenia solium comparte
algunas fracciones lipidicas con Zaenia c;'assicégs ‘nésot'ros no hemos encontrado un
reconocimiento antigénico especifico de los lipidos de Tachia solium por sueros humanos.
Nuestros resultados muestran que el reconocimiento de lipidos de Taenia solium en

humanos solamente es especifico cn LCR, pero no en sucro.

Por otro lado, se han tratado de desarrollar técnicas de inmunodiagndstico por medio de
ELISA ya que es un procedimiento mas sencillo y barato que la

inmunoelectrotransferencia, que aunque ha demostrado mayor efectividad en la deteccién
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continda sncndo un: gran prob e c _alud pﬁblica en México y un«monilorco ‘c'n la

poblacién por lccmcas de esle tipo: favorecena un mayor entendimiento de los factores quc

caracterizan a la patogencsns ‘de la ncurocnsncercosns.
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9. CONCLUSIONES

Emplecando técnicas de cromatografia sc logré aislar compucstos lipidicos de Tuenia
solium, Los andlisis realizados revelaron la presencia de- glicosfingolipidos,

glicolipidos y foysfqlipidos.

El glicolipldo més .:b dunte se onsllluye dc una l‘umllm de homologos con

Al probar los compueslos msludos con h’quxdos cefalorraqu[deos de pac|entes con

neuroc15tlcer 0sis por ELISA se enconlro una sensnblhdad pobre, sm embnrgo, para

el GL 1 los ensayos mostraron una sen51b|hdad dcl 54. 5%, con una especnfcldad

‘dcl 100%. Por lo tanto, scrm de mterés |nvesugar el valor de este compuesto como

elcmenlo de mezclass de ant(genos para mmunodnagnostxco.



10. PROPUESTAS Y PERSPECTIVAS

lnvcsligar los cfectos sobre células especificas dcl sisléma inmune de los compucstos

purificados (como moléculas completas y conio rcsnduos) pucde rendlr cn un mejor

conocmncnlo de la enfermedad y asi de su prevcncxon y tralamlemo'

- El dlla]lSlS eslructural de los compucstos GL 2 y. GL 3y anéllsus quhmco de los compucstos
de menor abundancla (fosfolipidos, &llcolipxdos mis polares) puede rendlr en:un mqor

. conocnmlemo de su pnpel en la patogénesis de la cxslxcercosns.

“ Emplear un mayor niimero de muestras en los inmunoensayos y probar distintas mezclas de
. “antigenos, que a su vez pucden ayudar a mejores estudios epidemiolégicos que aporten
“ datos acerca dc la patogénesis de la enfermedad, ya que la cisticercosis es una enfermedad

conpleja.

El estudio de estos compuestos y otras moléculas relacionadas por efecto sinergista en otros
parasitos ayudaria a comprender el mecanismo de las especics de invasién del hospedero y

su interaccién con el sistema inmune.
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