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RESUMEN

Taenia solium es un parasito gue en su estado adulio se alcja en el intestino delgado del ser
humano y provoca la teniosis, esta enfermedad por si sola no ocasiona trastornos graves en el
individuo parasitado, sin embargo, su importancia radica en que el individuo parasitado actdia como
foco de infeccion de un estado patologico denominado cisticercosis donde esta involucrado el
metaceéstodo de T. solium y que en su variante de neurocisticercosis puede provocar trastornos
que van desde los leves hasta los fatales. Tomando en cuenta el papel tan importante que juega €l
individuo teniasico en el ciclo de vida de T. solium, en este trabajo se aborddé como objetivo
principal, producir un anticuerpo monoclonal que reconociera especificamente el gusano adulto de
T. sofium para elaborar con él un método de diagnostico de este parasito Como resultado de este
trabajo, se presenta la produccion y caracterizacion del anticuerpo monoclonal (AcMo) F6.64, el
cual reconoce especificamente antigencs de T sofium por inmunocelectrotransferencia (IET) e
inmunoflucrescencia indirecta (IFt). Este anticuerpo reconoce particularmente a 7. sofium de entre
ofros agentes infecciosos estrechamente relacionados y en especial la distingue de Taenia
saginata, que al igual que T. solium puede llegar a alojarse en el intestino delgado del ser humano
pero con |a diferencia de que sus huevos no le provocan cisticercosis. En ios primeros ensayos de
reconaocimiento de 7. solium por ELISA, se utilizd el sobrenadante del medio de cultive del
hibridoma productor y se encontrd que el anticuerpo solo reconocia a T. solium, sin embargo al
utilizar el AcMo puro, se observéd un reconocimiento de 7. saginata, aunque de menor intensidad.
En IET se encontraron bandas antigénicas compartidas entre 7. sofium y T. saginata pero también
distintivas entre ambas especies. Asi mismg, en IFl se encontraron diferencias entre ambas
especies en cuanto a la distribucion del epitopo reconocido, ya que en T. sofium el antigeno se
encuertra ampliamente distribuido hacia &l interior del proglotido exceptuando el drea de las ramas
uterinas y el tegumenio y en cambio en Taenfa saginata el antigeno parece encontrarse en la
superficie de fibras musculares Este anticuerpo no reconoce a la miosina ni al antigeno B de T.
sofium, a pesar de que este Ultimo es considerado como un antigeno inmunodominante. El AcMo
F6 64 reconoce un purificado de glicoproteinas del cisticerco de 7. soffum en ET y ELISA, lo cual

concuerda con la distribucidn del antigeno en IFl y abre la posibilidad de diagnosticar cisticercosis



activa por deteccion de antigenos especificos en suero de pacientes con cisticercosis. De la misma
forma el AcMo F6.64 reconoce en ELISA de coproantigenos con muestras creadas, antigenos de
excrecion-secrecion del parasito adulto desarrollado en hamster y abre la pesibilidad de

diagnesticar 7. sofium en individuos con teniosis.



INTRODUCCION

Historia del estudio de la cisticercosis y de la teniosis.

En una revision reciente sobre la historia del conocimiento acerca de este parasito, Flisser,
Madrazo y Delgado (1997) hacen una resefia muy compieta, gue empieza con las “Notas histdricas
de cisticercosis”, publicadas por Nieto en 1948, En estas notas menciona que la enfermedad es
conocida desde la antigliedad y que probablemente los primeros testimonios que la relacionan con
el hombre existan desde la época de Moisés, que por insirucciones médicas dicté leyes sanitarias
de proteccion contra el consumo de carne de animales infectados con "piedras” perjudiciales para
ia salud; Aristofanes (380 y 375 a.C.) menciona en una de sus comedias la presencia de vesiculas
en la lengua de cerdos, a las gque describe con una apariencia de “graniza”, incluso llegd a sugerir
que el hombre podia ser examinado como los cerdos, obligandolo a mantener la boca abierta para
exponer la lengua y detectar la presencia de alglin cisticerco, 1écnica que se sigue aplicando hasta
nuestros dias pero para los cerdos Aristoteles (384-332 a.C.) en su “Historia de los animales™ por
primera vez describe la enfermedad en cerdos, aunque sin entender la naturaleza de la misma.
Paranoli en 1550 describe por primera vez al cisticerco en el cuerpo cailoso del cerebro de un
sacerdote; Gesner y Rumter en 1558 reportan el primer caso de vesiculas en la dura madre de un
epiléptico. La descripcion de la naturaleza de esta enfermedad la da Malpighi en 1697, donde la
considera como una parasitosis, Goeze por su parte, desconociendo estos reportes, examina
cerdos con cisticercosis y determina que la enfermedad la causa un helminto. Van Beneden en
1853 da de comer huevos de T. solium a cerdos y recupera posteriormente numerosos cisticercos,
con lo cual encuentra la asociacion entre la cisticercosis porcina y la teniosis humana. Dando un
paso mas y utilizando métodos poco éticos para nuestra epoca, Kiickenmeister en 1855 infecta con
cisticercos de 7. sofium a “voluntarios humanos” (los cuales eran presos condenados a muerte) y
confirma el desarrollo de la forma adulta en el intestino de los mismos al momento de la autopsia,
con lo cual el investigador describe esta parte del ciclo bioldgico, al relacionar el desarrollo de la
tenia adulta en el humano con el cisticerco del cerdo. Ochenta afios después, Yoshino {1933), al
inocular cerdos con huevos de 7. solium describe esta parte del ciclo y su evolucién hasta

cisticerco en el cerdo vy define que se expulsan de 1 a 5 progldtidos gravidos por dia despues de



ingerir cisticercos y seguir su propia infeccion durante dos afics. Un seguimiento de la enfermedad
en soldados ingleses que habian prestado servicio en la India, y que hablan estado en contacto
con la enfermedad, permitid conocer el tiempo que transcurre entre la infeccidn y la aparicion de
sintomas de |a cisticercosis, el cual es de aproximadamente 7 afios, pudiéndose extender hasta 30

(Dixon y Lipscomb, 1961).

Morfologia y Ciclo de vida de Taenia solium.

T. sofium es un organismo que parasita al ser humano vy al cerdo. Este parasito produce en el ser
humano dos tipos de enfermedad: la teniosis, en la cual el ser humano aloja en su intestino
delgado al gusanc adulto y actla como hospedero definitivo v la cisticercosis en la cual el
metacéstodo produce una infeccién tisular en el ser humano y el cerdo. La relacién entre el
metacéstodo y su hospedero ha sido mas estudiada que la del adulto (ya que el ser humano es su
Unico hospedero definitivo); ademas los problemas que puede ocasionar el cisticerco son mas
graves gque 105 que pueda ocasionar el parasito adulto, por lo gue ha sido objeto de mayar interés
cientifico.

T. solium pertenece al Phylum Plathyhelminthes; clase Cestoda; subclase Eucestoda; orden
Cyclophyllidea; familia Taenidae; género Taenia, y especie Taenia soiium, (Verster, 1969). Es un
gusano hermafrodita con un cuerpo alargade y aplanado, de coler blanco lechoso, con una longitud
variable entre 2 y 7 metros y se le conoce comUnmente como “salitaria”, T. solium carece de tracto
digestivo, y se alimenta a través del sincicio celular en la superficie tegumentaria, absorbiendo
moléculas organicas de bajo peso molecular directamente del contenido intestinal por difusién
pasiva o transporte activo (Smyth ef al.,, 1989). T. sofium parasita de forma natural el intestino
delgado del ser humano {hospedero definitivo) al cual se adhiere por medio del escolex y
permanece en él alimentandose de su contenido. Su cuerpo se subdivide en tres partes
principales: escolex, cuello y estrébilo. £l escélex mide de 1 a 2 mm y esta constituido por un
ganglio nervioso, cuatro érgancs musculosos de fijacion (ventosas) vy un rostelo formado por una
doble corona de ganchos, de 22 a 32 y 0.11 a 0.12 mm de largo; en conjunto estas estructuras le

sirven para fijarse a la pared del yeyuno. Como continuacién dsl escélex se encuentra el cuello,



esta region es donde se generan segmentos rectangulares llamados proglétidos que dependiendo
de su estado de madurez pueden ser denominados como: proglatidos inmaduros, son los mas
cercanes al cuello y se caracterizan por carecer de érganos sexuales diferenciados; los proglotidos
maduros, se localizan en la regidn media del estrobilo y contienen érganos reproductores
masculino y femenino bien diferenciados |o cual le otorga el fenotipo de hermafrodita donde
aparentemente ocurre la autofecundacion por lo que cada segmento es una unidad de
reproduccion independiente, capaz de producir huevos con embriones infectantes y por Gltimo, los
progldtidos gravidos, localizados en el Ultimo tercio del estrobilo, son los mas grandes v presentan
un dtero ramificado con 7 a 13 ramas uterinas laterales bien diferenciadas y repletas de huevos en
diferentes fases de desarrollo. En conjunto, cerca de 800 a 1000 proglotidos forman el estrobilo en
la porcidn distal del gusano, (Alja st al., 1987, Flisser, Madrazo y Delgado 1997; Lamothe vy
Garcfa 1985; Malagdon, 1989). Un individuo parasitado con el adulto de T. solium tiene una
capacidad de infeccidon encrme, va que, puede liberar diariamente entre 3 y 5 proglétidos que
contienen cada uno cerca de 50, 000 huevos infectivos, (Malagon, 1989). Los huevos al ser
expulsados al medio pueden ser maduros o inmaduros, sin embargo estos (itimos, pueden
terminar su maduracién en el ambiente y permanecer viables € infectantes por semanas o meses
(Aluja et al., 1987). El ciclo bioldgico contintia cuando los huevos de 7. solium son eliminados con
ias heces del individuo con teniosis y tanto el cerdo (hospedere intermediario natural) como el ser
humano (hospedero intermediario accidental) pueden ser infectados y adquirir la cisticercosis al
ingerir los huevos de tenia. En el primer caso debido a sus habitos coprofagicos y en el segundo de
forma accidental al consumir alimentos contaminados con huevos de tenia, preparados por
personas infectadas y con malos habitos de higiene, gue incluso pueden sufrir una auto infeccion
por la via ano-mano-boca. Existe también |a posibilidad de infeccion por peristaltismo inverso Los
huevos estan rodeados de una capa celular ¢ vitelo, que a su vez rodea una estructura
denominada embriéforg, constituido por una serie de tabigues unidos entre si por una proteina
cementante, dandole al huevo una apariencia radiada. Hacia el interior se encuentra la membrana
oncosferal que cubre a la oncosfera o embridn hexacanto, llamado asi por tener tres pares de

ganchos. Es de suponer que el mecanismo de transformaciéon de los huevos infectantes a



cisticercos es similar al descrito en el cerdo (Correa-Beltran. ef al. 1991; Diaz-Camacho ef al.,
1989). una vez que los huevos entran al estdmago, las enzimas gastricas e intestinales destruyen
los bloques embrioféricos liberando al embrion (Laclette et al., 1992). Una vez liberado ef embrion
hexacanto se adhiere con sus ganchos a ia pared intestinal, y mediante la liberacién de enzimas
hidroliticas atraviesa la barrera intestinal hasta llegar al torrente circulatorio o linfatico y es
transportado a diferentes tejidos y organos como pueden ser el tejido muscular, nervioso o
subcutaneo e incluso drganos como el gjo, corazon, higado o pulmén. Una vez establecidos, los
embriones aumentan de tamafic y se desarrolian hasta formar los cisticercos, (Cafiedo etf af., 1982,
Flisser et al., 1994). Los cisticercos pueden alojarse en diferentes tejidos y 6érganos, sin embargo,
los que se alojan en el sistema nervioso central (SNC) es posible que sobrevivan por periodos mas
prolongados que aquellos localizados en otros argancs, debido a que este Grgano tiene cierto
privilegio en cuanto a la respuesta inmunoldgica (Barker y Billingham, 1977} y posiblemente es la
razén por la que los pardsitos pueden sobrevivir por periodos de 7 a 30 anos antes de ocasionar
problemas neurolégicos (Dixon y Lipscomb, 1961) y también que la interfase observada, desde el
punto de vista inmunologico, sea muy heterogénea enire diferentes pacientes con cisticercosis
(Correa et al., 1985; Rahiela-Cervantes, 1989). Prohablemente en los seres humanos, la relacion
hospedero parasito sea de mayor duracién y de ahf derive la heterogeneidad encontrada.

La observacién ante rmortem de “granos” o nédules en la base de la lengua del cerdo como método
de diagnodstico revela esta parasitosis, la cual es denominada comunmente como tfomate, tomatillo,
zahuate, grano, granillo, granizo, alfilerillo entre otras. Los cisticercas son vesiculas ovaladas
constituidas por un saco membranose, hialino y translicido de aproximadamente 10x5x5 mm, lleno
de liquido v que alberga un escoélex invaginado y suspendido en el mismo (Malagon, 1989} La
pared vesicular es un tejido sincicial, que externamente muestra un epitelio cubierto de microtricas,
a fravés del cual ocurre el intercambio metabélico entre el hospedera y el parasito y se le conoce
como tegumento; este se conecta a su vez con los citones tegumentarios por medio de puentes
citoplasmicos Hamados procesos internunciales. Por debajo del tegumento se encuentran varias
capas de musculo liso, bolsas de almacenamiento de glucdgeno, grasas y un sistema protonefridial

constituido por varios tipos de células como las células flama y las células de los canales (Ramirez-
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Bon ef al., 1982). Una variedad morfologica del cisticerco celuloso, encontrada Unicamente en el
sistema nervioso central del ser humano, es el denominado "cisticerce racemoso” el cual tiene una
forma lobulada semejante a un racimo de uvas, no tiene escolex y sdlo consta de una pared
vesicular muy desarrollada (Rabiela-Cervantes, 1989). Se cree que este cisticerco es una
transformacién del celuloso, ya que se han descrito formas intermedias entre ambos tipos (Rabiela
et al., 1990). Las causas de gue el cisticerco cambie a esta forma se desconocen, sdlo se les ha
encontrado en las cavidades ¢ en el espacio subaracnoideo y se les asocia con una patologia mas
grave y una reaccion inflamatoria mayor (Macias y Hernandez, 1966; Rabiela-Cervantes, 1289).
Finalmente el ser humano adquiere la teniosis al ingerir camne de cerdo mal cocida ¢ cruda
infectada con cisticercos. Las sales biliares y las enzimas digestivas destruyen la pared vesicular e
inducen la evaginacion del cisticerco que se ancla a la pared intestinal per medio de su escdlex; a
partir de aqui inicia su crecimiento para llegar a la forma adulta después de 4 meses (Cafledo ot

al, 1982).

Epidemiologia de la cisticercosis.

La teniosis y la cisticercosis producida por T. solium son enfermedades ligadas al subdesarrollo y
se presentan en regiones donde las condicipnes fisico-ambientales, econdmicas, sociales vy
culturales son deficientes y favorecen su transmision, donde se carece de infraestructura sanitaria
adecuada, con crianza de cerdos que tienen iibre acceso a las heces de origen humang,
hacinamiento, malas condiciones personales de higiene, ademas de pobreza e ignerancia. La
cisticercosis es una enfermedad gue es reconocida como un problema de salud publica en
Latinoameérica, India, China, Sureste de Asia, Qceania y Africa, donde ligada al subdesarroilo
generalmente la enfermedad es endemica {Flisser et al,, 1997; OPS/OMS, 1994} y actualmente se
considera como una enfermedad emergente en algunos paises desarrollados como los Estados
Unidos de Norteamérica (Earnest et al., 1987, Schantz ef al, 1992). En México, esta zoonosis
constituye un problema de salud publica, principalmente en lo que se refiere a la neurocisticercosis
que puede provocar en el individuo incapacidad para desarrollar sus actividades normales, afecta a

individuos en edad econdmicamente activa y como consecuencia dafia fa economia familiar y
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social (Flisser, Madrazo, Delgado, 1997). Ademas, en el caso de la cisticercosis porcina ocurren
pérdidas en |a porcicultura, ya gue la inspeccién sanitaria se hace post mortem, y al encontrar este
parasito, la carne es decomisada e incinerada (Acevedo-Hernandez, 1982). En México Ia
neurocisticercosis es una enfermedad gue ocupa un lugar preponderante entre fas enfermedades
del SNC, va que entre los casos de autopsia, se ha reportado una prevalecia de alrededor del 2%
(Villagran-Uribe y Olvera-Rabiela, 1989). Cabe sefialar que en estos estudios, la cisticercosis fue la
causa de muerte en atrededor del 20% de los casos (Rabiela-Cervantes, 1989). Sin embargo, los
estudios hechos en soldados ingleses sugieren gue los casos asintornaticos después de un tiempo
que varia entre 1 mes y 30 afios presentan problemas clinicos (Dixon y Lipscomb, 1961)
Desgraciadamente no se tienen estudios mas recientes de series de autopsias, por lo que la
prevalencia de casos con NCC confirmada por patologia se desconoce en la actualidad. A partir de
1979, la cisticercosis se convirtio en una enfermedad de notificacion obligatoria en México (Sarti,
1989); sin embargo, la sub-notificacién sigue haciendo dificil |1a valoracién del problema. Los casos
de cisticercosis son reportados a la Direccion General Adjunta de Epidemiclogia de ia Secretaria
de Salud donde se tienen registrados desde 1975, En México, los estudios seroepidemiolégicos se
comenzaron a realizar en los afios 70; en 1971 Goldsmith y col. efectuaron el primero de ellos
utilizando muestras de suero del Estado de Oaxaca; en este estudio se utilizo la prueba de
hemaglutinacidn pasiva y se encontro 3.2% de individuos con anticuerpos anti-cisticerco. En 1876
en Chiapas se encontré que la prevalencia de anticuerpos por inmunoelectroforesis {IEF) era mas
alta en los asentamientos mas pequefios {8%) que en comunidades mas grandes {2 %), lo cual
concuerda con un ciclo principalmente rural que mantiene la transmision en forma endémica
{Flisser et af, 1976) Posteriormente Woodhouse, Flisser y Larralde en 1982 dieron a conocer los
resultados de |EF realizada para el andlisis de ia primera Encuesta Nacional Seroepidemiologica
{ENSE), basados en una muestra representativa de todas las entidades federativas del pais, de
todos los estratos socioeconomicos incluyendo los asentamientos rurales y urbanos. Esta encuesta
fue elaborada en 1974 por el Institulo Mexicano del Segure Social y se analizaron
aproximadamente 20,000 sueros de los cuales el 1% resultaron positivos y donde la zona del Bajio

resulté ser ta de mayor prevalencia con poblaciones como la de Jolostotittan, Jalisco con 6% de
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individuos seropositivos (Flisser et. a/, 1994). Entre 1987 y 1988, se llevé a cabo fa segunda ENSE
con casi 70,000 sueros. La seropositividad global usando hemaglutinacién indirecta fue del 1.2%,
con diferencias significativas entre estados que variaron de 0.06% a 3.0%. {Larralde ef af., 1992)
También se han estudiado factores de riesgo de tipo bioldgico, geogréafico, social, econdmico,
cultural y educativo, asociados a la presencia de anticuerpos anti-cisticerco en suero. En 1988 en
“El Sotano”, Hidalgo, se hizo una encuesta para investigar antecedentes de tenicsis y
padecimientos neurolégicos compatibles con NCC. Ademas, se realizd la determinacion de
anticuerpos antii-cisticerco en suere por ELISA y analisis coproparasitoscopicos (CPS) para la
busqueda de huevos de tenia asi como busqueda de cisticercos en cerdos por palpacion de
lengua. Los resultados mestraron una seropositividad del 3.4%, observandose gue en las familias
donde habia una persona seropositiva habia un pertador de tenia o alguien con sintomatologia
sugerente de NCC (Sarti et al., 1988). Este fue el primer estudio donde se demosird que la
transmision de la teniosis-cisticercosis se da en conglomerados, esto es, que para estar en riesgo
de adquirir cisticercosis se requiere del contacto cercano con una persona infectada con ef parasito
adulto. Esto fue muy importante ya que, si bien no se descarta la contaminacién indirecta por
consumo de aguas y alimentos contaminados con huevos de tenia, ésta puede contribuir a la
infeccién, sin ser la causa principal. Dicha informacion ha tenido utilidad en la propuesta de
estrategias de control. Otros estudios han confirmado estas primeras observaciones. En “El
Salado” Sinaloa, se determiné la presencia de huevos de Taenia sp por CPS de Faust y la
presencia de anticuerpos por ELISA, encontrandose huevos en el 3.3% de las muestras
procesadas y seropositividad del 11%. En este estudio también se encontré que convivir con un
individuo con teniosis representa un riesgo para tener anticuerpos en suero {Diaz-Camacho et al.,
1990). En La Curva, Navolato, Sinaloa, los resultados fueron similares, ya que la prevalencia de
huevos de Tashia sp fue del 1.2% y la de anticuerpos por ELISA del 11%; cabe destacar que esta
dltima cifra fue de 28% entre los convivientes de un individuo con teniosis {Diaz-Camacho et &/,
1991). Otro estudio de deteccién de anticuerpos por IET en 1005 muestras de sueros humanos,
realizado en Angahuan, Michoacén, revelé una seroprevalencia de 4 9% y se observo gue esta se

ve incrementada con la edad y un pico en el grupo de entre 48 y 55 aftos (Sarti ef af, 1994). De lo
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anterior se concluye que existen factores ambientales y de comportamiento hurmano gue favorecen
la transmision de la cisticercosis En fa actualidad existen diversos ftrabajos en su mayoria
realizados en comunidades rurales de México y ofras partes de América Latina que confirman los
hallazgos de los primeros estudios (Garcia et al., 1991; Garcia-Noval et al., 1996; Sarti ot al , 1988,
1992, 1994; Schantz ef al, 1992, 1994). Por ende, la transmision de T. sofium es un fendmeno que
requiere contacto estrecho entre el hospederg definitivo y el intermediaric. Cuando se comparan
estos resultados con los datos oficiales, un aspecto importante que se observa, es que
aparentemente la prevalencia de la cisticercosis y la teniosis estdn subestimadas, pues las
prevalencias enconiradas en estas comunidades siempre han resultado ser mucho mayores. Estos
resultados han confirmado que los malos habitos de higiene y las malas condiciones de vida
favorecen la transmision de ia cisticercosis entre la poblacian,

S6élo en una ocasidn se ha evaluado el potencial del ELISA y la IET en el nivel de poblaciéon abierta
para la identificacion de casos de NCC en el cual a los individuos seropositivos se les realizdé una
tomografia computarizada (TC) y se encontré que el valor predictivo positivo (VPP) del ELISA o la
IET con GPs, fue menor al 30% cuando se tomaron én cuenta las lesiones compatibles con
cisticercosis cerebral como “prueba de oro” (Schantz et al,, 1994). Si se deses identificar casos de
cisticercosis este valor predictivo es bajo. Se puede concluir entonces que una prevaiencia alta de

anticuerpos en una comunidad dada indica gque existe transmision.

Epidemiclogia de Ia teniosis

En 1994 [a Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimd gue en el mundo habia cerca de 50
millones de personas infectadas con Taenia sp. y que 50 000 habrian muerto a consecuencia de la
neurocisticercosis provecada por T. sofium. Un estudio realizade por Garcia-Noval y col. (1998) en
las comunidades de Quesada y el Jocote Guatemala, airojé Una seroprevalencia de 10 y 17%
respectivamente en anticuerpos detectados por inmunoblot utilizando GPs del metacéstodo de T
sofium y una prevalencia de teniosis de 1 y 2.8% respectivamente y la mayoria de los casos fueron
debidos a T. solium. Con base en antecedentes de expulsion de progldtidos, en 1986 Colombia

reportd 8.3 % de teniosis por Taenfa sp. En contraste, Costa Rica de 1978 a 1987 fue el pais que
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reporté las tasas mas bajas con frecuencias de 002 a 0.09 %. México por su parte presento
frecuencias intermedias de 0.2 a 1.1 % en el periodo de 1970 a 1971, de 1% en 1984, 3.4% para
1989 y una prevalencia de 1.1% para T. sofium en el dltimo afo. Sin embargo [as cifras anterigres
fueron obtenidas de publicaciones cientificas vy no representan la realidad de cada pais, pero dan
una idea de o que ocurre en Latinoamérica. La notificacion oficial de la teniosis en México de 1986
a 1990 fue de alrededor de 13000 casos por afo y para 1991 disminuyd a 8000 {anuarios de la
Direccion Generail Adjunta de Epidemiologia).

Los estudios epidemioldgicos demuestran que T. solium se presenta en todas las edades, contrario
a los reportes oficiales, en los que la frecuencia de Taenia sp. en 1984 fue mas alta en los grupes
de 5 a 14 afios (35.3%) seguido del grupo de 1 a 4 afios de edad y posteriormente el de los
mayores de 15 afos. Por ofro lado con respecto al género, la estadistica oficial no reporta
diferencias, pero un estudio epidemioldégico sugiere que €] sexo femenino es mas susceptible a
este parasito (Sarti 1897). Aunque los datos oficiales indican que hay una disminucién de la
teniosis en México, no reflejan necesariamente la situacidn del pais, ya que estos datos son
tomados del sistema de vigilancia epidemioldgica v representa solo a ia poblacion que asiste a los
centros de atencion, la cual es de alrededor del 50% de la poblacion.

En otras regiones del mundo se han encontrado valores de prevalencia de teniosis que van de 0.72
a 5.0%, siendo mas frecuente 7. sofium en América vy menos en otras regiones como Indonesia
{Allan et al, 1997; Diaz ef af, 1992; Garcia-Noval et a/, 1998, Gomes et al, 2002; Rodriguez Canul

et al, 1999; Sutisna et af, 1999).

Modelos experimentales de teniosis

Varios mamiferos y roedores han sido utitizados como modelos experimentales para et desarrollo
de la forma adulta de T. soffum: cobayes, conejos, perros, gatos, cerdos, monos (Maccacus
rhesus) ratones, ratas albinas, entre otros. Sin embargo, los mejores resultados se han obtenido en
el gibon (Hylobates lar) (Cardigan et al., 1967), en el hamster dorado (Mesocricefus auratus) (Allan
et al., 1991; Gnezdilov, 1957; Verster, 1971} en el jerbo y en la chinchilla (Maravilla ef al., 1998). El

modelo experimental se puede desarrollar en hamsteres y gerhos inmunesuprimidos, sin embargo



en estos modelos la tenia tiene un desarrollo incompleto. Hasta el momento solo la chinchilla ha
demostrado ser el modelo adecuado, ya que en ella se han obtenido gusanos con proglotidos
gravidos y los huevos de estos proglétidos han producido fa cisticercosis en un cerdo. Lo anterior
confirma la reproducibilidad del ciclo de vida en un modelo experimental. Gracias a estos modelos
experimentales la posibilidad de recuperacion de huevos de T sofium incrementaré en lo futuro la
investigacion en diversas areas como la relacion que guarda el hospedero con este parasito,

mecanismos de evasidn inmune vy fa produccion de vacunas, entre otras (Maravilla sf al. 1998).

Aspectos clinicos de la cisticercosis

El dafio que produce &l cisticerco en el ser humano cuando se establece en &l SNC es variable ya
que entre el 40 y el 80% de los casos de NCC humana son asintomaticos y solo pueden ser
identificados durante la necropsia (Macias y Hernandez-Peniche, 1966; Rabiela-Cervantes; 1989).
Entre los casos sintomaticos hay una enorme heterogeneidad en las manifestaciones clinicas
como pueden ser crisis convuisivas, perturbaciones sensoriales o motoras leves, cefalea o cuadro
de hipertensidn endocraneana, debido a la cbstruccidn de la circulacion de LCR, lo que en
ocasiones puede provocar la muerie {Flisser, Madrazo y Deigade, 1997).

El metacéstodo de T. solium puede alojarse en diferentes drganos y tejidos del cuerpo, sin
embargo, la cisticercosis ocular ocasiona graves trastornos siguiéndole en importancia a la cerebral
o neurocisticercosis (Cardenas, 1992).

En contraste con la cisticercosis humana, la porcina ha sido objeto de escasas descripciones
clinicas, debido a que no provoca alteraciones o si las hay, son muy leves, a pesar de que esta
parasitosis se presenta en el cerdo frecuentemente de forma masiva afectando también el SNC
(Gonzalez ef al., 1987).

Hace algunas décadas la Unica opcién de tratamiento de la neurocisticercosis humana era la
quirtrgica, gque a menudo era sélo un paliativo y pocas veces se lograba la extraccion det cisticerco
(Escobedo, 1988). Actuaimente, el tratamiento estd condicionado al diagnéstico preciso del tipo de

cisticercosis tomando en cuenta los siguientes aspectos: variabilidad gue presenta el parasito,
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cuadro clinico, las diferentes etapas biolégicas en la historia natural de la enfermedad vy los
cuadros patologicos secundarios,

Existen dos medicamentos con efecte cestocida: prazicuantel v albendazol (Sotelo ef af,, 1989). El
uso de estas drogas ha sido de gran ayuda, sobre todo en casos con cisticercosis parenquimatosa
y Subaracnoidea. Sin embargo, existe una polémica importante entre los clinicos, ya que una
escuela opina que el tratamiento es de gran ayuda para [os pacientes pues evita que las lesiones
se calcifiquen y, por ende, se evita que se generen crisis convulsivas (Vazquez y Sotelo, 1992).
Mientras que algunos autores refieren que los pacientes deben ser vigilados pero no tratados, ya
que hay casos en los que se ha observado la desaparicion espontanea de las lesiones, y aseguran
que el tratamiento acelera una reaccion inflamatoria severa, que es mas benigna si se deja que

ocurra de manera natural {(Miller ef al., 1983}

Aspectos clinicos de ia teniosis

La teniosis por lo general sigue un curso benigno v a menudo asintomatico. Cuandc se presentan
sintomas estos pueden ser leves o moderados y el paciente afectado que no acude al médico, por
lo que puede mantener la enfermedad por periodos prolongados. La principal manifestacion clinica
es la eliminacién frecuente de proglotidos de forma esponténeamente o con las heces. En un
estudio de 3,110 pacientes con teniosis, el 35% revelaron tener dolor abdominal, el 34% nausea, &
25% debilidad, el 21% perdida de peso, e 17% incremento del apetito, e 15% cefalea, &l 9%
constipacion, el 8% vértigo, el 6% diarrea y el 4% prurito anal (Flisser A, 1995).

Unc de los primeros remedios utilizados como vermifugo, fueron las semillas de calabaza en el
tratamiento de la teniosis, también se han utilizado diverses compuestos como la paromicina, los
derivados de acridina como la quinacrina, diclorofen, entre otros (Pawlowski, Schultz; 1972) EI
tratamiento farmacologico ya sea para T. sofium ¢ T. saginala es el mismo y los farmacos mas
utilizados hoy en dia son el albendazol, el prazicuante! y la niclosamida {Harnet, 1988; Jagota et

al., 1986; Perera et al., 1970).
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Diagnéstico de la cisticercosis

En la neurocisticercosis, la inaccesibilidad de los cisticercos es el principal obstaculo para su
diagnostico. Desde hace varios afnos, se cuenta con la tomografia computada para el diagnostico
de la cisticercosis (Rodriguez-Carbajal y Boleaga-Duran, 1982). Este método revoluciond el
diagnoéstico de la neurocisticercosis pues permitié identificar casos quisticos sin necesidad de
intervenir quirdrgicamente al paciente y mostrd ser muy sensible en casos de localizacion
subaracnoidea y parenquimatosa, ya que los pacientes con cisticercosis quistica en los ventriculos
pueden ser diagnosticados por este método En ocasiones esta técnica permite ohservar al escolex
del parasito. La resonancia magnética (RM) (Ramos et al., 1986) tiene una mejor resolucion con lo
que se puede localizar una lesion v determinar su etiologia con alta precisién. Desgraciadamente,
estos dos métodos son inaccesibles para algunos sectores de la pobiacién debide a su alto costo,
incluso para su uso en estudios epidemiologicos.

Desde hace varias décadas se han estandarizado métodos inmunologicos para la determinacion
de anticuerpos en LCR o suero de pacienies (Diwan et af,, 1982; Espinoza et al.,, 1986, Flisser ef
al, 1980; Nieto, 1948; Sotelo, 1987). A partir de entonces se han desarrollado muitiples pruebas
inmunolégicas para determinar la presencia de anticuerpos (Flisser y Larralde, 1986, Flisser,
Madrazo y Delgado, 1987). Algunas pruebas ya se utilizan como métodos de rutina para el apoyo
del diagndstica clinico En general, se considera que la presencia de anticuerpos en el LCR
confirma el diagnostico de pacientes con sintomas o imagenes de TC o de RM compatibles con
NCC (Del Bruto et al, 2001). La mayoria de las pruebas inmunolégicas que se realizan, utilizan un
extracto crudo de los metacéstodos obtenidos de carne de cerdo infectada, pero se ha encontrado
reaccion cruzada con otros parasitos (Espinoza et al,, 1986; Larralde ef al., 1989; Vaz ef al., 1997).
También se han usado algunas fracciones puras o enriguecidas que disminuyen las reacciones
cruzadas con otros parasitos, como es el caso de Tsang y col (1989) quienes estandarizaron la
{ET que utifiza glicoproteinas (GP) purificadas del metacéstodo, siete de |as cuales son especificas
para &l diagndstico de cisticercosis. Una veniaja especial de este método es que es mas sensible
en suero que en LCR, ademas este método se ha probado con muestras de saliva con bastante

éxito (Feldman ef al, 1990}, La IET-GPs ha sida reproducida por diferentes grupos, que lo han
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valorado en poblaciones y en condiciones distintas con valores de sensibilidad y especificidad
altos. Ademas, esta prueba se puede utilizar para el diagndstico de cisticercosis en cerdos vivos;
en este sentido es interesante el hallazgo de la presencia de anticuerpos igM contra bandas de alto
peso molecular en la fase aguda de la infeccién experimental (Tsang et al., 1991). La desventaja
principal de la IET es que su costo es elevado v requiere de equipo de laboratorio especial,
ademas de la obtencién de las GPs, lo que es laborioso y requiere pericia en el trabajo de
laboratorio, su costo es elevado y su uso restringido. Una alternativa es el uso del extracto crudo
buscando bandas especificas (Larralde ef af, 1989; Vaz et al. 1997) disminuiria los costos del
diagnoéstico respecto de la prueba que usa las GPs. Interesante es el hallazgo de que la GP24 del
metodo de Tsang y col. {1989) reacciona con anticuerpos purificados con 1a banda de 26 kDa del
EC y viceversa (Rodriguez-Canul et al., 1997). Por su parte Plancarte y col. {1999} encontraron que
la GP10 vy la GP24 sor la misma. Cabe sefalar que existe controversia respecto a la utilidad de las
pruebas basadas en la determinacion de anticuerpos en grupos de pacientes neuroldgicos, pues
mientras Ramos-Kuri y col. {1992) encontraron un valor predictivo pasitive (vpp) bajo, Proano-
Narvaez vy col. (2002} recientermente reportaron un vpp tanto para ELISA como para IET-GP.

Se han probado varios métodos de diagndstico inmunoldgico en cerdos, perc solo la IET con GPs
funciona {Cheng et af, 1991; Pathak et af, 1984; Rhoads ef al. 1987, Tsang et al., 1881). Un
estudio hecho en Pera con IET mostrd una sensikilidad cercana al 100% en animales infectados de
manera natural, asi mismeo en infecciones experimentales se cbhservd la aparicién de anticuerpos
IgG contra bandas diagnasticas 4 semanas despues de la infeccion y una respuesta especifica de
anticuerpos IgM hacia una proteina de 90 kDa a los 14 dias de infeccion. Este Ultimo hallazgo
podria emplearse en el diagnastico temprano de cisticercosis en cerdos (Tsang et al., 1591).

La busqueda de antigenos de cisticerco para diagnéstico en seres humanos inicid con fa prueba de
aglutinacion de particuias de latex sensibilizadas con un suero hiperinmune de congjo anti-EC para
LCR donde se obtiene un 97% de especificidad y un 77% de sensibilidad, la cual aument6 al 88%
después del tratamiento antiparasitario con prazicuantel (Velazco of af, 1983). Este aumento en la
sensibilidad posiblemente se deba a la liberacion de antigenos a la muerte y posterior lisis del

parasito. Se han desarrollado ELISA y Dot-ELISA para la determinacion de antigenos, en los que
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se detectan los antigenos con un anticuerpo policlonal de conejo anti-EC. La sensibilidad en este
caso varia entre un 59 y un 75% (Estrada y Kuhn, 1985; Tellez-Giron et al., 1987) A partir de estos
trabajos pioneros han surgido algunos otros con este mismo objetivo: demostrar la presencia de
antigenos en ef LCR de pacientes con cisticercosis Se han probado sistemas con anticuerpos
monoclonales ¢ policlonales, y métodos mas modernos de separacion de proteinas, como el HPLC
y las sensibilidades observadas oscilan entre 11 y 93%, dependiendo del sistema empleado
{Correa, 1998). También se ha propuesto que este tipo de diagngstico es Util para el seguimiento
del tratamiento meédico (Yonghao ef al, 1995). En estos trabajos se han buscado antigenos
principaimente en el LCR y antigenos en el suerc de un grupo de pacientes con epilepsia y sus
familiares en Burundi, Africa (Newell et al, 1997), perc no se enconiré asociacion enire los
seroantigenos y las crisis convuisivas.

Los estudios en animales han puesto de manifiesto que es posible detectar antigenos y que éstos
son buenos indicadores de infeccidén activa, pues aparecen en circulacion alrededor de las 2
semanas después de la infeccién, en el caso de congjos con Taenia pisiformis (Craig, 1984), o 10
semanas en el case de bovinos con T. saginata (Brandt st a/, 1992; Harrison et af, 1989).
Ademas, los antigenos desaparecen muy pronto despueés del tratamiento antiparasitario, mientras
que los anticuerpos persisten en ausencia de parasitos vivos durante varias semanas. En los
estudios citados también se ha demostrado ia presencia de complejos inmunes que aparecen con
los anticuerpos, usualmente una o dos semanas después de aparecer los antigenos. En esiudios
independientes se ha demostrado demostraron ia presencia de antigenos por medio de usc de
anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos contra T. saginata en el suero de cerdos infectados
naturalmente (Brandt ef al.,1992; Rodriguez-del-Rosal et af., 1989)

Se sabe poco del mosaico antigénico presente en los fluidos de los animales o [os seres humanos
con esta infeccion, y nada acerca de la relacion entre el niimero de parasitos o su localizacion y la
presencia cde antigenos. Los estudios gque existen al respecto indican que en el LCR de pacientes
hay dos antigenos, uno de 120 y otro 230 kDa, que también estan presentes en el fluido vesicular

del metacéstodo de T. solium (Estrada, Almon-Estrada y Kuhn, 1988),
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Diagnéstico de teniosis

La forma comln del diagnostico de teniosis es a fravés de la deteccion al microscopio de huevos
utilizando métodos CPS de flotacién como el de Faust, de sedimentacién como el de Ritchie o el
de frotis grueso de Kato-Katz, entre ofros. Estas iécnicas presentan baja sensibilidad ya que
detectan menos de la mitad de los casos cuando se analiza solo una muestra de heces, por o que
diversos autores sugieren una serie de tres para incrementar este valor. Otro método es el de la
impresion anal o de Graham, sin embargo, la presencia de huevos solo indica una infeccion por
parasitos de este género y no permite determinar fa especie, ya que ios huevos de T. sofiumy T.
saginata son morfoldgicamente iguales, por lo que el resultado debe reportarse solo como positivo
a teniosis (Faust et al., 1938, Ritchie, 1948, Thornton y Goldsmith, 1973},

Por coproparasitoscopia no siempre es posible detectar los huevos presentes en la materia fecai;
lo anterior puede deberse a que los proglotidos y huevos no son liberados de forma constante ¢
por fallas en el método de diagndstico, ademas de que se debe evitar confundir los huevos de tenia
con polen y esporas, que dificultan e} diagnéstico. El diagndstico de 7. sofium se puede hacer por
observacion de progiotidos liberados espontdneamente o preferentemente después de un
tamizado de las heces como consecuencia del tratamiento farmacologico {Richards y Schantz,
1991). La determinacién de especie se realiza contando el ndmero de ramas uterinas en los
proglotidos gréavidos, de 7-13 para T soliurmn y de 15-20 para T $aginata. Otro criterio a seguir, es la
presencia de 4 ventosas y una doble corona de ganchos en el escélex para T sofium y de solo 4
ventasas para T saginata (Elsdon-Dew y Proctor, 1965).

En la determinacién de coproantigenos de T sofiumn, Allan y col. {1923), han desarrollado un
inmunopunto en tiras reactivas, basado en su prueha de ELISA anti-T solium (Allan ef al, 1992),
este método de diagnéstico utiliza anticuerpos paoliclonales anti-adulto de T solium y vino a mejorar
el diagnéstico con una sensibilidad del 88.6%, sin embargo su alta especificidad (99.9%) solo es en
cuantc a género, ya que no puede distinguir entre T solium y T saginata.

t! uso de técnicas de biologia molecular para evaluar muestras de heces, como la hibridacion con

sondas de DNA especie-especificas y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son
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alternativas a futuro para el diagnoéstico de la teniosis. (Chapman ef al., 1985; Gonzalez L M. et al,
2000; Mayta et al., 2000)

Por otra parte, se han utilizado antigenos de excrecién-secrecion del adulto de T. solium mantenida
in vitro, en |ET para |a identificacién de anticuerpos especificos presentes en sueros de individuos
confirmados para teniosis con un 95% de sensibilidad y un 100% de especificidad, ademas de no

reaccionar cen sueros de individuos con cisticercosis (Wilkins ef af., 1999)

Anlicuerpos monoclonales y el diaghédstico

La utilidad de los anticuerpos policlonales estd limitada por las reacciones cruzadas, Si las
inmunizaciones se realizan con antigenos complejos, que comparten algunos de sus
determinantes con otras moléculas similares, entonces siempre existe la posibiiidad de que una
fraccién de los anticuerpos en la preparacion reaccione con ofras moléculas. Para muchas
aplicaciones de laboratorio, como el diagnésiicc o la clasificacidbn de microorganismos
relacionados, los anticuerpos policlonales producidos no son UGtiles, debido a las reacciones
cruzadas. Aungue es posible reducir las reacciones cruzadas eliminande los anticuerpos no
deseados mediante procedimientos de adsorcidn con el antigeno homologo, el titulo de
anticuerpos Utiles se reduce sensibiemenie. Un reaciivo ideal para ei diagnosiico, es aquei
conformado por una preparacion estable y reproducible de anticuerpos uniformes, con
especificidad, afinidad e isotipo predeterminado. Esta preparacion tendria como base las
inmunoglobulinas producidas por una Gnica clona de células B y se denominan anticuerpos
monocicnales.

La tecnologia de los anticuerpos monoclonales (AcMo) se inicid con los trabajos de Kohler y
Miistein {1975), quienes fueron los primeros en obtener hibridomas murinos productores de
anticuerpos de reconocimiento especifico de eritrocitos de carnere. La mayoria de los AcMo se han
generado en ratén, debido a las grandes ventajas que presenta este modelo, como la excelente
respuesta que se genera con la mayoria de los antigenos y el buen crecimiento que presentan las
células en cultivo. La produccion de los AcMo se logra gracias a la fusidn de dos tipos celulares

que lienen caracteristicas muy especiales y mediante el empleo de un desestabilizante de
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membrana como es el polietilenglicol. El linfocito B de ratén tiene como caracteristica principal el
producir anticuerpos especificos, a su vez el mieloma tiene las siguientes caracteristicas: a) se
divide indefinidamente como toda célula cancerosa y b) presenta dos mutaciones genéticas que lo
hacen carente de las enzimas hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa (HGPRT) vy timidina
cinasa (TK). La carencia de estas enzimas incapacitan a las células para utilizar la ruta alterna de
sintesis nucledtidos para sl DNA (Potter, 1972), de tal forma, que al agregar a la fusién celular un
bloqueador de la sintesis normal de nucledtidos, comeo es la aminopterina presente en el medic de
cultivo con HAT, solamente podrén sobrevivir aquellos hibridos (linfocito B/mieloma) que puedan
producir las enzimas HGPRT y TK aportadas por la célula B, pudiendo asi sintetizar su DNA de
novo a partir de las bases purricas y pirimidicas presentes en el medio de cultivo (Goding, 1996).
Una vez efectuada la fusién vy la seleccidn bioquimica con medio HAT, los sobrenadantes de cultivo
de todos los pozos de cultivo con proliferacion celular, se someten a pruebas para determinar si
producen et anticuerpo deseado. Si el resultado es positivo, los cultivos son clonados por dilucion
limitante, es decir; se siembra el hibridoma en una placa de cultive de 96 pozos de modo que solo
se deposite una célula por pozo, para qgue de esta forma se obtengan hibridomas capaces de
proliferar en cuitivo, que produzcan AcMo especificos y homogéneos y que puedan proliferar en
animales genéticamente compatibles (Horibata, 1970). Ya que cada AcMo reconoce un dnico
determinante antigénico, es posible seleccionar aguel gue identifica exclusivamente la molécula de
interés, evitando las reacciones cruzadas que son caracteristicas de muchos antisueros
policlonales. De esta forma, las reacciones cruzadas inesperadas se deberan exclusivamente a la
presencia de epitopos (determinantes antigénicos) idénticos o muy similares (Milstein et ai., 1984).
Los AcMo se han empleado para la purificacion e identificacion de antigenos, moléculas de
superficie celular, grupos sanguineos, deteccion de hormenas, toxinas, sustancias mutagénicas y
drogas en la circulacion, asi como para el estudio de la respuesta inmune, deteccion de agentes
patdgenos, en el diagndstico de enfermedades vasculares, auto-inmunes y tumorales, etc.
Actualmente |a tecnologia de los AcMo ha cobrado gran importancia, ya que se ha desarrollado
biotecnologia de vanguardia mediante el uso de la biologia molecular con el fin de aplicar dichas

moléculas en la clinica y sobre todo en el diagnéstico. En la terapéutica su valor ha sido probado
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como herramienta en el control de rechazo de transplantes como es el caso del anti-CD3 que evita
una reaccion agresiva entre el donante y el receptor. Los anticuerpos monoclonales constituyen el
grupo de meléculas derivadas de la biotecnclogia con mayor nimere de ensayos clinicos. Los
anticuerpos y sus fragmenios, se han modificado geneticamente para ser evaluados en fa

profilaxis, la terapia y el control de enfermedades alérgicas y auto-inmunes (Gavilondo, 1994},
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JUSTIFICACION

Gran parte de los trabajos de investigacion involucrados en ef binomio teniosis-cisticercosis, se
abocan al desarrolio de técnicas de diagndstico de cisticercosis, |0 ¢ual es comprensible ya que
esta parte del binomio es la que mas afecta al ser humano, debido a las secuelas que puede dejar,
principaimente tratdndose de neurocisticercosis. Sin embargo, no debemos olvidar que los
individuos parasitados con el adulto de T. solium son los agentes dispersores de la cisticercosis,
por ende si se lograra interrumpir el ciclo en este punto se tendria ganado gran parte del camino
para erradicar o por lo menos controlar Ia cisticercosis. For lo anterior, es necesario dedicar mas
esfuerzos al desarrollo de técnicas de diagnostice de la teniosis. En este contexto, se han
desarrolfado téchicas de biologia molecular para el diagnoéstico de T. sofium (Chapman ef af., 1995;
Gonzalez LM et al., 2000; Mayta et al., 2000), que si bien logran su objetivo, tienen cierto grado de
sofisticacién que no les permite ser accesibles en lugares con poca infraestructura, por lo cual es
necesario crear técnicas de facil aplicacion para ser llevadas al campo ¢ a los iaboratorios que
cuentan con poca infrasstructura. Una alternativa en el diagnéstico de 7. sofium es el uso de
anticuerpos monoclonales especificos. Con estos anticuerpos se podrian detectar antigenos en
suero o en muestras de heces mediante inmunotécnicas sencillas como el inmunopunte o tiras
reactivas. En este irabajo se pretendidé producir un anticuerpo monoclonal que reuniera las

caracteristicas necesarias para ser utilizado en el diagndstico sencillo de teniosis por T. solium

HIPOTESIS

Utilizando un anticuerpe monaoclonal que reconozeca especificamente el gusano adulto de Taenia
sofium, se podra elaborar un método de diagndstico de este paréasito.

OBJETIVOS

I.- Producir un anticuerpo monocional gue reconozca especificamenie el gusano adiilto de Taenia

sofium.

l.- Caracterizar inmunoguimicamente los anticuerpos monoclonales producidos.
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llL.- Localizar e identificar histologicamente el antigeno reconacido en el adulto y el metacéstodo de
Taenia sofium, asi como en el adulio de Taenia saginata que es el parasilto mas cercano
filogenéticamente.

Iil.- Elaborar un metodo de diagnéstico del gusano adulto de Tasnia solium utilizando el anticuerpo

monoclonal especifico.

MATERIALES Y METODOS

Identificacién del pardsito adulto de Taenia solium y Taenia saginata.

Dos ejemplares adultos obtenidos de ser humano, uno de T. sofium y otro de T. saginata fueron
observados al microscopio de luz para identificar sus estructuras especificas. Del ejemplar de T.
solium, se pudo identificar un rostele con cuatrc ventosas, armado con una doble corona de
ganchos, la presencia de entre 7 y 13 ramas uterinas y poro genital lateral alternado por progiétide,
El ejemplar de T. saginaia se escogié debido a que este es el parasito mas estrechamente
relacionado con T. solium y a diferencia de esta Ultima se pudieron distinguir las diferencias que la
caracterizan tales como: un rostelo con cuatro ventosas pero sin corona de ganchos, un nimero
mayor de ramas uterinas y poro genital locaiizado del mismo lado en fedos los proglétidos, ademas
de una talla mayor. Con la finalidad de confirmar la especie, se procedio & la identificacion
molecular del adulto de 7. sclium y T. saginata por hibridacion del DNA con |a sonda pTs0l-8
especifica de T. sofium {Chapman et al., 1995. El proceso de identificacién molecular de T. solium
fue realizado por la quimica Rosalba Trejo en el laboratorio de Ingenieria Genética del

Departamento de Biotecnologia del InDRE, dirigido por la M. en C. América Mandujano Martinez.

Obtencion de Antigenos

Con el gusano adulio de T. solium plenamente identificado se obtuvo un antigeno soméatico
(ASTsol) que se utilizd en la inmunizacion de ratones y en los ensayos de captura de anticuerpos.

Para la preparacion del ASTsol, el ejemplar adulto fue lavado previamente en tres ocasiones con
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PBS (sol 2), esterilizado por filtracién con membrana de nitrocelulosa con poro de 0.2 um
(MILLIPORE). Posteriormente, el gusano se macerd en un mortero previamente congelado a -70°C
y en presencia de inhibidores enzimaticos: p-hidroximercuribenzoate al 0.04% (PHMB), naptosil-
clorometil-cetona 1mg/mL, L-t-tositamida-2-2-feniletiiclorometil cetona 1mg/mi, EDTA 5 mM,
leupeptina, 4 pg/mk, la concentracion de los inhibidores esta en funcion del volumen finai
(Espinoza 1986 moedificado). Posteriormente la mezcla se sonico tres veces a 7 Hz por 5 minutos
con descansos de 1 minuto Una vez sonicada, la mezcla se centrifugé 1 hora a 200,000 g y 4°C.
Se recupero la fraccion soluble con las proleinas y se le determind la concentracion de proteinas
por la técnica de Bradford, (1978) mediante un microensayo comercial (BIO-RAD, Protein Assay).
Por ultimo, el antigeno se fracciond y almacené a -20°C.
En los ensayos de reaccion cruzada se utilizaron diversos antigenos, de los cuales, las bacterias,
el gusano adulto de 7. sofium, el cisticerco de T. solium {(ASCist) y el gusano adulio de T. saginata
(ASTsag) se procesaron de la misma forma como se indico anteriormente. Las especies utilizadas
fueron las siguientes:

Bacteria - Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium, Shigelfa spp

Proteus miriabilis, Aeromona sp, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Citrobacter

freundii, Vibrio cholerae Ogawa, V. cholerae Inaba.

Protczea.- Plasmodium vivax, Entarmoeba hyslolitica

Nematoda - Ascaris lumbricoides, A. suum, Trichinella spiralis, Toxocara cannis, Onchocerca

volvoius, Macracanthorhinchus hirudinaceus

Trematoda - Fasciola hepatica

Cestoda.- Taenia sofium (cisticerco), T. saginata, T. taeniaeformis (cisticerco), T. taeniasformis

(adulto), Echinocccocus granuiosus.

Otros antigenos que se utilizaron para determinar las reacciones cruzadas fueron:

Antigeno B recombinante (rAgB), proteina que estd presente en muchos helmintos y otros

parasitos (Olivo et af., 1988, Laclette et al, 1991). Este antigeno fue donado amablemente por el
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Dr. Juan Pedro Laclette del Departamenio de Inmunologia del instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM.

Antigeno B nativo de cisticerco de T. sofium (AgBCist), este antigeno se purifica aprovechando su
afinidad a colagena (Laclette efal, 1991) y fue donado amablernente por la M en C Ma. Edith

Medina Escutia del Laboratorio de Produccion de Anticuerpos Monoclonales, inDRE SSA.

Glicoproteinas de cisticerco de Taenia sofium (GliCist), purificadas por afinidad a lentil-lectinas.
Estas proteinas son reconocidas especificamente por los anticuerpos presentes en sueros de
seres humanos y cerdos con cisticercosis (Tsang et af, 1989 y 1991) y son usadas en el
diagnostico clinico especifico de cisticercosis. Este antigeno fue donado amablemente por el QFI
Antonio Meza Lucas, del laboratorio de Pruebas Réapidas del Departamento de Investigacicnes

Inmunolégicas del InDRE S8A.

Fluide vesicular del cisticerco (FVCist). Este antigeno se obtuvo directamente por puncion y
succién con jeringa de insulina, del fluido vesicular del cisticerco recién extralde del cerdo
infectado. Se determiné su concentracion de proteinas, se fracciono en volamenes de 200 ul vy se

congeld a —70 °C.

La miosina de T. solium que junto con la actina son proteinas relacionadas con el sistema muscular
del parasito, fue donada amablemente por ei Dr. Javier Ambrosio del Departamento de

Microbiologia y Parasitoiogia de la Facultad de Medicina de ia UNAM.

Antigeno de excrecidn-secrecién del adulte (ESTsol) y del cisticerco de T. solium (ESCist). Este

antigeno se obtuvo a partir del sobrenadante de cultivo del parasito adulto de T. solium

desarrollado en hamster y de su metacéstodo (el método se describe més adelante)..
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Electroforesis en geles de acrilamida-SDS en gradiente de5 al 22.5%.

Los antigenos procesados, fueron sometidos a electroforesis en un equipo Mini protean Il (BIO
RAD) en condiciones reductoras con 2-mercapto etanol al 1% y no reductoras, en geles de
acrilamida-dodesil sulfato de sodio {(S8DS) con un gradiente de concentracion de 5 a 22.5% vy una

corriente eléctrica de 150 Volts. La cantidad de antigeno utilizada por carril fue de 20 ug.

Inmunizacién de ratones.

Tres ratones hembra de la linea Balb/c de entre 6 y 8 semanas, fueron inmunizados per via
intraperitoneal (ip) con ASTsol (80 ug) mezclada 1:1 con adyuvante completo de Freund (SIGMA).
Dos inmunizaciones ip mas se realizaron con 60 pg de ASTsol mezclado 1:1 con adyuvante
incompleto de Freund (SIGMA) los dias 21 y 35 después de la primera inmunizacion vy
posteriormente, a los 49, 63 v 77 dias se administraron ip 60 ug de ASTsol sin adyuvante. Por
Uhimo, se did un refuerzo diario de 50 ug de ASTsol durante los 3 dias previos a la fusién por via
intframuscular La praduccion y posterior aumento de anticuerpos anti-ASTsol, se siguid por ELISA
de captura de anticuerpos con ASTsol como su antigeno homdbiogo. Dos de los tres ratones
inmunizados murieron sin causa aparente durante el proceso de inmunizacién y solo sobrevivid el
raton denominado como Lo1, ef cual por cierto presentd una mayor talla con respecto a los otros

dos.

Mantenimiento de células de miefoma Ag8 e hibridemas.

Las células de mieloma X63-Ag8.653 se seleccionaron como pareja de fusion de las células
esplénicas de raton inmunizado. Esta linea celular tiene como caracteristica importante la de no
producir inmunoglobulinas ni fracciones de éstas y tienen su origen en ratones Balb/c, ademas de
carecer de la enzima fosforribosil transferasa gue interviene en la via de sintesis alterna de DNA.
Estas células se cultivaron en medio RPMI-1640 (sol. 4) adicionado con 10% de suero fetal bovino

(GIBCO), y se incubaron a 37°C en atmésfera himeda y una mezcla de 95% aire y 5% de CO»

Cuando el cultivo estuvo confluente vy la proliferacion celular fue maxima, las células se

29



resembraron en cajas nuevas 0 se conservaron en nitrdgeno con solucién crioprotectora (sol. 5)

Este proceso se sigue también en el cultivo de las células de hibridoma (Gavilondo, 1994).

Obtencién de células del bazo del ratén inmunizado y fusién celular

El ratén inmunizado se sacrificd por desnucamiento, se bafio con una solucion de alcchol al 70% y
se fijo con alfileres en posicion dorso-ventral sobre una placa de unicel. Utilizando tijeras y pinzas,
se hizo primero un pequefo corte transversal en la piel en la parte superior del después a lo largo
de la linea media cuidando de no rasgar el peritoneo hasta la region de las ingles. Con un par de
pinzas se descubrid el peritoneo y después se abrid este Ultimo con tijeras dejando al descubierto
¢f bazo, el cual se éxtrajo con cuidado de no rasgaric. Para separar las células dei tejido del bazo,
este se colocd en una caja de Petri v se envolvio con la malla de organza estéril que previamente
contenia Ia caja, se agregaron 10 mL medio RPMI-1640 (sol. 4) se macerd suavemente con el
£mbolo de una jeringa de plastico. El medio con las células se transfirié a un tubo conico de 25 mL
vy se cenfrifugaron a 100 g durante 5 minutos, el botén de células se resuspendid en 5 mL de medio
RPMI-1640 (sol. 4) y se contaron. Las células resultantes se mezclaron en 10 mL de RPMi-1640
{sol. 4) con las células de mieloma X63-Ag8.653 en proporcion de 5 a 1 y se centrifugaron por 5
minutos a 100 g. La mezcla de células resultante se fusiond en presencia de polietilen glicol 1300-
1600 (SIGMA) segiin ia tecnica descrita por Gavilondo (Gavilondo, 1894). Las células fusionadas
se cultivaron en medio RPMI-1640 (sol. 4) adicionado con 20% de suero de bovino fetal (HyClone},
adicionado con HAT 50X (SIGMA) como medio de crecimiento y seleccidn bioguimica de los
hibridomas. En placas de cultivo de 96 pozos se depositaron 100 ul/pozo de la suspencion celular
y se mantuvieron a 37°C en una atmasfera de 95/5% de aire/CO; durante 10 dias, al término de los
cuales, el HAT fue sustiluido por medio HT 50X (SIGMA) durante 7 dias mas, al cabo de los cuales
se continud con medio de cultivo normal o sin aditivos. Por Gltimo, los hibridomas productores de
anticuerpos anti ASTsol, fueron seleccionados al reconocer en ELISA el antigeno homdlogo y

utilizando el sobrenadante de los hibridomas.
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Clonacion celular

Los hibridomas que resultaron positivos hacia ASTsol, fueron clonados por dilucion limitante: A
partir del pozo de cultivo original, se tomaron 50 uL de medio con células y se hicieron diluciones
dobles seriadas a lo largo de la Uitima linea de una placa de 96 pozos. Se selecciond el pozo que
tenia aproximadamente 30 células y se diluy6 en 10 mL de medio de cultivo RPMI-1640 (sol. 4) y
se repartieron en los pozos restantes de la placa (100 ul/pozo). De esta forma se garantizé una
alta frecuencia de pozos con una sola célula. Las células se mantuvieron en medio de cultivo
RPMI-1840 (sol. 4) complementade con 20% de suero fetal de bovino (GIBCO) hasta que formaron
clonas, las cuales fueron probadas nuevamente por ELISA para determinar su especificidad ante
los antigenos de parasitos y bacterias entes indicados. Las clonas especificas resultantes se

expandieron en botellas de 75 cm” para posteriormente congelarias a -196°C hasta su uso

Congelacion y descongelfacién de células

Las células se centrifugaron a 150 g durante 10 min, se eliming el sobrenadante y el botdn celular
se resuspendid en solucidn crioprotectora (sol. 5). Esta mezcia con aproximadamente 1%10°
células/mL se coloco en criotubos de 2 mL y se congelaron a -70°C, durante toda la noche y al dia
siguiente se almacenaron a -196°C en tangues de nitrogenc tiquido. Para la descongelacion de ias
celulas, se sacaron los crictubos del tangue de nitrégeno liquido y se colocaron en bafic Maria a
37° C. Inmediatamente después de descongelarse, la suspension celular se agregd a 5 mL de
medio RPMI 1640 (sol. 4), la mezcla se centrifugd durante 5 min a 150 ¢. El botdn celular se
resuspendié en medio RPMI-1640 (sol. 4) complementado con 20% de suero fetal y se coloco en la

incubadora a 37°C y 95/5% de aire/CO;.

Fortalecimiento celular por induccion de tumor ascitico.

Este procedimiento se realiza para fortalecer o revitalizar las células de mieloma que se van a
utilizar en la fusién, ademas permite recuperar y limpiar de contaminacion los hibridomas que se

encuentren en malas condiciones. Las células se inocularon intraperitonealmente en ratones
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Balb/c, los cuales son genéticamente compatibles con las células en cuestion. Previamente y para
favorecer el implante, los ratones fueron inyectados con 0.5 mL de aceite mineral por via
intraperitoneal y después de cinco dias, se inocularon por la misma via con 5 x 10° células de
mielomas o hibridomas resuspendidas en 05 mL de PBS (sol. 2) esterilizado por filtracion
Después de aproximadamente diez dias de la inoculacion, los ratones presentaron un abdomen
abultado, en este momento, se sacrifico al ratén por desnucamiento y se extrajo el liquide ascitico
por puncion del peritoneo con una jeringa con aguja de calibre grueso (20X32) vy en un tubo de 15
mL. Las células fortalecidas se recuperaron por centrifugacion del liquido ascitico a 100 g y fueron
congeladas o mantenidas en cultivo. Del liquido ascitico también se pueden obtener anticuerpos en
una mayor concentracion a la obtenida en el cultivo celular, sin embargo, este liguido puede estar

contaminade con otros anticuerpos diferentes al producido por el hibridoma.

Determinacién de anticuerpos por ensayo inmunoenzimitico (ELISA).

Los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados, los anticuerpos producidos por
tos hibridomas y la posible reaccién cruzada de estos Ultimos con ofros antigenos, fueron
evaluados por ELISA: se forraron placas de 96 pozos de fondo plano (Costar) con 100 pi/pozo de
antigeno a 10 pg/mL en soiucion amortiguadora de carbonaios {sol. 6} y 5e incubaron por toda ia
noche a 4°C. Se lavaron las placas con 200 ulL de PBS Tween (sol 7}, tres veces por 5 min. cada
vez Después, se bloguearon los sitios activos libres con 100 pl/pozo de soiucidon de bloqueo (sol.
8) durante 60 min a 37°C Una vez blogueados, se agregaron 100 pL/pozo de la fuente de
anticuerpos (suero de ratén inmunizado diluido 1:1000 o sobrenadante de cultive de hibridoma) y
se incubaron por 2 hrs a 37°C . Se lavaron las placas como se indicé anteriormente y se agregaron
100 ylipoze de un anticuerpo anti ig de ratén conjugado a peroxidasa {SIGMA) diluido 1:1000 en
PBS (sol. 2) y se incub6 por 2 hrs a 37°C. Por ditimo, se adicionaron 100 plL/pozo de la solucion de
cromoégeno-substrato (sol. 10) y s& incubd a temperatura ambiente hasta la aparicién de color La
reaccidn enzimatica se detuvo adicionando 100 pl/pozo de H.S0, 2N, Los valores de absorbancia

se determinaron a 490 nm usando un lector de ELISA para microplacas (BIO-RAD).
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La determinacion de la clase y la subclase de los anticuerpos producidos por los hibridomas
positivos a T. solium, se realizd sensibilizando la placa de ELISA con el sobrenadante de cultivo de
los hibridomas y utilizando como anticuerpo de reconocimiento, un conjugado anti clase o anti

subclase peroxidasa (AMERSHAM).

Cultivo de hibridomas en medio libre de proteinas

Con el prop6sito de obtensr una fuente de anticuerpos libre de proteinas que pudieran interferir con
los ensayos de caracterizacion del hibridoma, este fue adaptado gradualmente a crecer en un
medio de cultivo libre de proteinas (PFHM, GIBCO). Inicialmente, el hibridoma se cultivé con un
tercio dei medio libre de proteinas y dos tercios de medic RPMI-1640 (sol. 4) complementado con
10 % de suero fetal bovino (SIGMA); al dia siguiente con dos tercios de medio RPMI-1640 vy al
tercer dia con el 100% del medio libre de proteinas; a partir de este momento se colectd el
sobrenadante de los cultivos cada tercer dia y se concentré por ultrafiltracion en el sistema
AMICON, Finaimente, se determind la concentracién de proteinas por BIO-RAD vy el producte final

se fraccioné y conservé a -20°C hasta su uso.

Purificacion de AcMo F6.84.

El AcMo F6.64 fue purificado aprovechando su afinidad a la proteina A de Staphylococo aureus
acoplada a sefarosa 4B (SIGMA) mediante una columna de 1.5 ¢m de didmetro por 5.5 cm de
altura. La columna previamente lavada con cinco volimenes de PBS {sol. 2}, se incubé con el
sobrenadante ajustado a un pH de 8.5 en una relacién 10:1 con solucion de Tris-base 2M durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavd la columna con PBS pH 8 5 y se colectd el eluido en
fracciones de 1 mlL; estas fracciones se dejaron de colectar, una vez que la iectura en el
espectrofotdmetro calibrado a 280 nm fue de cero La elucién de los anticuerpos se hizo con glicina
0.1M pH 2.5 vy se colectd en fracciones de 1 mL hasta una lectura de cero en el especircfotémetro

calibrado a 280 nm Las fracciones con lectura positiva se juntaron y se dializaron contra PBS (sol.
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2), posteriormente se determiné la concentracién de proteinas y se analizd la pureza de los

anticuerpos mediante electroforesis en geles de poliacritamida-SDS (Laemmili, 1970).

Inmuncoelectrotransferencia

Con ¢! fin de identificar el patron de bandas reconocidas por el AcMo F6.64, el ASTsol y los otros
antigenos se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS en gradiente de 5 a
22.5%, en condiciones reductoras (con -mercaptoetanol al 1%) y no reductoras (Laemmii, 1970).
Posteriormente las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelutosa (MN) con 0.2 uym de
poro {BIO-RAD) por el metodo de Towbin y col. (1973), con regulador de transferencia Tris-glicina
{sol. 12) v a 25 volts por 90 min. Después de bloquear los sitios activos con solucion de blogueo
(sol. 8) por 30 min a 37°C, la MN se cortd en tiras de 5 mm de ancho y se incubaron durante 2 h a
37°C con sobrenadante de hibridoma directo o suero de ratén inmunizado diluide 1:1000 en PBS.
Después de ser lavadas 3 veces con PBS (sol. 7}, las tiras fueron incubadas con un anticuerpo anti
igG de ratén conjugado a peroxidasa (BIO-RAD) diluido 1:1000 en PBS (sol. 2) durante 2 hrs a
temperatura ambiente. La actividad enzimatica se detectd por medio de la solucidn

cromoégeno/subsirato (sol 13). La reaccién se detuvo favando abundantemente con agua destilada.

Obtencion del adulto de Taenia solium por medio del modelo de hamster dorade.

Diez hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) fueron inmunosuprimidos administrandoles por via
intramuscular 40 mg de metilprednisclona (Pharmacia & Upjohn) e infectados con § cisticercos de
Taenia solium recién extraidos de la carme de un cerdo infectado naturalmente. Quince dias
después de la infeccitn les fueron suministrados 40 mg mas de metilprednisolona por la misma via.
Las tenias fueron extraidas del intestino de los hamsteres una vez sacrificados y lavadas tres
veces con PBS {sol. 2) adicionado con antibidticos-antimicoticos 100X (SIGMA) a intervalos de 10
min. y puestas en medio de cultivo DMEM (Dulbeco Modified Escential Medium (GIBCO))
adicionado con antibidticos-antimicéticos 100X (SIGMA)} para la obtencion de los antigenos de

ESTsol
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Obtencion del ESTsol y del ESCist,

Ejemplares de T. sofium de hamster y cisticercos recién extraidos de un cerdo parasitado, se
lavaron tres veces con una solucion de PBS (sol. 2) adicionado con antibidticos-antimicoticos 100X
(SIGMAY} y posteriormente se mantuvieron por separado (2 tenias o 20 cisticercos} en frascos de
cultivo por 48 hrs con 20 mL de medic RPMI-1640 (sol. 4) sin suero. Al término de este tiempoe se
recuperc el sobrenadante vy se concentrd por ultrafiltracion a presion positiva (AMICON) v se le
determind la concentracion de proteinas por Bradford en microplaca y se determiné la calidad de
las mismas por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS en gradiente del 5 al 22.5 % (Laemmii,

1570).

Immunohistoquimica.

Con el objetoc de identificar las estructuras recenocidas por el AcMo FG.64 en el adulto vy
metacéstodo de T. sofium asi come del adulto de T. saginafa, se realizaron ensayos de
immunofluorescencia sobre cortes de tejido fresco de ambas especies, El parasito se incluyd en
Tissue-Teck (Sakura), se congeld a -70°C y se cortd en secciones de 8 um en un criostato
(American Optical). Los cortes se colocaron sobre portachjetos previamenie tratados con albimina
sérica bovina (SIGMA) al 0.1% para facilitar la adherencia del tejidc al portaobjetos. Los
portaobjetos con el tejido se bloguearon con solucidbn blogueadora (sol. 8) por 30 min =
temperatura ambiente. Posteriormente el tejido se cubrié con una solucidon de 100 pg/mlL del AcMo
F6.64 en PBS (sol. 2) v se incubd durante 2 hrs a temperatura ambiente en camara himeda y con
agitacién suave, Después de lavar los tejidos 3 veces con PBS3 (sol 2), se incubaron 2 hrs a
temperatura ambiente y en agitacidn suave con un anticuerpo anti-lgG de ratdn conjugado a
fluoresceina {SIGMA) diluido 1:200 en PBS (sol. Z). Después de lavar el tejido 3 veces con PBS y
sin dejar que se secara, se cubrio por 3 min con una solucion de azui de Evans 1:200 en PBS (sol.
2. Posteriormente, el tejido se lavé 3 veces con PBS (sol. 2} y se cubrid con una gota de solucion
de glicerina al 50% en PBS (sol. 2) y schre de éste se colocd cuidadosamente y sin formar

burbujas un cubreobjetos. Las preparaciones se observaron al microscopic de epiflucrescencia
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(OLYMPUS, BH2-RFCA) con lampara de mercurio (OSRAM HBQ) comenzando por el control
negativo que se prepard de igual forma que el tejido problema y utilizando un anticuerpo no
relacionado. Por Oltimo, las preparaciones se fotografiaron @ un aumento de 10X y 40X. Con las

fotografias, se hizo una recomposicién para determinar las areas de reconocimients del AcMo

F6.64.

ELISA de captura de antigenos para determinar reacciones cruzadas del AcMo F8.64 con
oiros antigenos de pardsitos y bacterias intestinales.

Se hizo una ELISA de captura de antigenos de diferentes parasitos relacionados con T. solium
ademas de un grupo de bacterias que se pueden encontrar en el fracto digestivo del ser humano.
Se prepard una solucion de 10 ug/mL en amortiguador de carbonatos (sol. 6 ), con cada uno de los
antigenos seleccionados, Se agregaron por duplicado 100 pl/pozo de esta solucion antigénica a
una placa de ELISA Falcon de 96 pozos (BEGTON DICKINSON) y se dejo incubando por 2 hrs a
37°C, después de las cuales se procedio a lavarla con 200 uL/pozo de PBS (sol. 7) 3 veces por 5
min, después se bloguearon los pozos con 200 ulL/ pozo de solucion bloqueadora (sol. 8) y se puso
en incubacion por espacio de una hora al termino de la cual la placa se lavd como se indicd
anteriormente y se adicionarcn 100 pl/pozo del scbrenadante de cultivo del hibridoma F6.64 y se
dejo en incubacidn por 2 hrs. La placa se sace de la incubacion, se lavo como se indicod
anteriormente y se agregaron 100 pi/pozo del anticuerpo anti-lgG de ratén conjugade a peroxidasa
a una ditlucién de 1:1000 v se incubd la placa por 2 hrs mas. La placa se lavé como se indico
anteriormente y se agregarcn 100 pl/pozo de una solucidn de cromogeno/substrato compuesta por
O-fenilenediamina (SIGMA)} 2 mM, en regulador de citratos 0.1 M y 0.01% de H.O, y se incubd a
temperatura ambiente hasta la aparicion de color. La reaccion enzimética se detuvo adicionando
100 uL/pozo de H.SO, 2N vy los valores de absorbancia se determinaron a2 490 nm usando un lector

de ELISA para microplacas (BIO-RAD],
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ELISA de proporciones para determinar las concentraciones de trabajo del AcMo F5.64.

Se hizo una ELISA de proporciones con el fin de determinar las concentraciones éptimas de
reconocimiento entre el AcMo F6.64 biotinado (F6 64*) y el ESTsol, utilizando diluciones dobles del
ESTso! y del AcMo F6.64* desde 100 pg/mL y hasta 0 ng/mL en ambos casos: en una placa de
ELISA Falcon de 96 pozos (BECTON DICKINSON), se colocaron 100 nl/pozo de una solucion
amortiguadora de carbonatos-bicarbonatos pH 9.6 (sal. 8), desde Ia fila B hasta la H. De la misma
forma se colocaron 100 pl/pozo del ESTsol a 100 ng/ml en Jas filas A y B. Con una pipeta
multicanal, se tomaron 100 ul de la fila B y se hicieron diluciones dobles hasta la G, dejando a la
fila H sin antigeno. Se coloco la placa en incubacion por 2 hrs a 37 °C, después de las cuales se
procedié a lavarla con 200 ul/pozo de PBS (sal. 7) 3 veces por 5 min y después se bloguearon los
pozos con 200 ul/ pozo de solucidn blogueadora (sol. 8), ¥ se puso en incubacion por espacio de
una hora. Después del bloqueo, la placa se lavd como se indico anteriormente y se adiciond el
AcMo F6 64* de la misma forma que el ESTsol, pero partiendo de la ¢columna 1 con 100 pg/mL v
hasta 0 en la columna 12, disuelto en solucion de blogueo {sol. 9) La placa se incubd por espacio
de 2 hrs y despues se lavd como se indicd anteriu.or'mente‘ Se agregaron 100 pb/pozo del
conjugado avidina peroxidasa {SIGMA} en dilucién 1:1000 en solucidén bloqueadora (sol. 9} a toda
la placa y se incubd a 37°C por espacio de 2 hrs. Se lavé la placa come antes se indicd, se
adicionaron 100 pl/pozo de la solucion de cromégeno-sustrato (10). La reaccidon enzimatica se
detuvo adicionando 100 uL/pozo de H.50, 2N vy los valores de absorbancia se determinaron a 490
nm usando un lector de ELISA para microptacas (BIO-RAD).

De forma simitar, se realizd una ELISA de proporciones, manteniendo constante ta concentracion
del AcMo F6.64 en 100 ug/mL, concentracion gue aparentemente fue la optima en el ensayo
anterior. En este ensayo se variaron las concentraciones del anticuerpo de captura (anti ESTsol, en
conejo) desde 100 pg/mL hasta 0 pg/mL v el antigeno ESTsol desde 100 pg/mL hasta 0 pg/mL Un
ensayo mas se hizo ulilizando como anticuerpo de captura por al AcMo F6.64 y como segundo

anticuerpo el ESTsol partiendo de 100 pg/mL hasta 0 pg/mL en ambos casos, marteniendo una



concentracion constante de 10 pg/mL del ESTsol y un anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa

en dilucién 1:1000.

ELISA de captura de coproantigenos en muestras de heces creadas (adicionadas con
ESTsol).

Este ensayo se realizo con la finalidad de conocer si el AcMo es capaz de capturar el antigeno
contenido en el ESTsol una vez que es adicionado a muestras de heces de humano para hacerlas
positivas a T. sofium. Este ensayo se realizo con el formato de proporciones anterior, utilizando
como agente blogueador PBS Tween 20 al 0.1%, una concentracion constante de 50 ug/mL del
AcMo F6.64 como anticuerpe de captura, dilucicnes dobles de 10 a cero pg/mL del ESTsol como
antigeno y como segundo anticuerpo el anti-ESTso! en diluciones dobles de 25 y hasta cero ug/mL
Se sensibilizd una placa de ELISA con el AcMo F6.64 a una concentracién 50 pg/ml en
amortiguador de carbonatos 0.1 M, pH 9.6 y se incubé por toda la noche a 4°C. Se lavd la placa
con 200 ul/poze de una solucidn de lavado (Soi. 7} 3 veces por 5 min cada vez. Se neutralizaron
ios sitios activas en la placa con PBS Tween 20 al 0.1% v se incubd por 2 hrs a temperatura
ambiente. Se lavd la placa como se indicd anteriormente y se agregaron 100 uL de sobrenadante
heces previamente diluidas 1:2 en PBS y centrifugadas & 1000 g por 1& min en los pozos del 1 al
8 de las filas A y B se adicionaron 100 pL de muestra de heces con ESTsol a 10 pg/mL y se
procedio a hacer las diluciones dobles a partir de la fila B y hasta la H. La placa se incubé por 2 hrs
a 37°C y se lavd como se indicG anteriormente. Se agregaron 100 ul/pozo de anti-ESTscl en
diluciones dobles partiendo de ja columna 1 con 25 pug/mL hasta ta 8 sin anticuerpo, la placa se
incubo por 2 hrs a 37°C y se lavd como se indicd anteriormente. Se adicionaron 100 pl/pozo de un
anticuerpo anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa en dilucion 1:1000, se incubd por 2 hrs. La
placa se lavé como se indicé anteriormente y se agregaron 100 pl/pozo de una solucion de
cromoégenc/substrato compuesta por O-fenilenediamina (SIGMA) 2 mM, en regulador de cifratos

01 My 0.01% de H,O; vy se incubd a temperatura ambiente hasta la aparicion de color, La
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reaccion enzimatica se detuvo adicionando 100 uL/pozo de H,SC, 2N v los valores de absorbancia

se determinaron a 490 nm usando un lector de ELISA para microplacas (BIO-RAD).
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RESULTADOS

Dos ejemplares de Taenia sp procedentes de ser humano, se identificaron al microscopio como T,
soliumy T. saginata, por las diferencias particulares que muesiran entre si como es el escolex con
doble corona de ganchos en T. sofiumn y su ausencia en T. saginafa (Proctor, 1972; Schaniz, 198%}).

Algunas diferencias y similitudes se muestran en la figura 1.

Figura 4: Estructuras de identificacion de T. sofium (a) y T. saginata (b); Se muestra el escolex y proglétido
rmaduro asi como el huevo que es similar entre ambas especies.

La confirmacién de la espscie se hizo por Dot Blot con hibridacion del DNA de T. solium con la
sonda de DNA especifica pTsol-9 (fig. 2}(Chapman A, ef af, 1995), en el Lab. de Biologia
Molecular del Depto. de Biotecnologia del InDRE por la QFB Rosalba Trejo y consiste en ia
obtencidn y desnaturalizacién del DNA dei parasito y su posterior hibridacion con la sonda pTsoi 8

marcada con digoxigenina, que a su vez s reconocida con un anticuerpo anti digoxigenina.
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Figura 2: Identificacién del espécimen de T. sofium por Dot Biot mediante la sonda de hibridacion de DNA
pTsol-9 especifica. {1) DNA de Taenia solium problema; {2) DNA de cisticerco de Taenia solium. (3) DNA de
Taenia solium de hamster como control positivo. (4) DNA Taenia saginata.
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Una vez identificado, el espécimen de T. sofium se utilizd para obiener el antigeno somatico
correspondiente (ASTsol}, al cual se le determind su patrén de bandeo proteice por electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS en gradiente del 5 al 22 5% (fig. 3). Al igual que al ASTsol, también
se sometieron a electroforesis el AgB de cisticerco, los GliCist, los ESCist, el ASCist, el ASTsag,

los ESTsol y el FVCist

Figura 3: Electroforesis de antigenos de T. sofium y ASTsag en geles de gradiente (5-22.5%) de acrilamida-
S80S, en condiciones no reductoras (a) v reductoras con 1% de B-mercaptoetanol (b). AgB de cisticerco de T.
sofium (1), GliCist (2), ESCist (3), ASCist (4), ASTsol (5), ASTsag (8), ESTsol {7) y FVYCist (8). Los antigenos
se utilizaron a 30 ug de proteina total por carril.

Con el ASTsol se inmunizaron 3 ratones Balb/c, dos de los cuales murieron sin causa aparente el
dia 20 después de la 22 inmunizacion. Con el ratén que sobrevivid {Lo1) se continuo con el
asquema de inmunizacién y la produccion de inmunoglobulinas totales se siguid por ELISA (Figura
4), Con la finalidad de llegar a una inmunizacion dptima, el esqguema de inmunizacion se continuo

hasta el dia 90 y a lo largo de este tiempo se observd un aumento gradual en la produccion de

inmuneglobulinas totales (Figura 4).
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Figura 4: Cinélica de produccion de inmunoglobulinas fotales que presentd ef ratdn Lol a lo largo det
protocolo de inmunizacion con ASTsol.

Sin embargo, en el dia 105 se observé una ligera disminucidn en la produccion de anticuerpos
totales, por 1o que previo a la fusién se decidid aplicar un refuerzo con tres inmunizaciones (una por
dia) de 50 ug de ASTso! por via intramuscular, con esto se alcanzo un titulo de anticuerpos IgG de

1:16000 con absorbancia mayor a 3 (Figura 5).

Absorbancia a 480 nm.

1:1000 12000 116000 1:32000 1:64000 1:128000

1:4000 1:8000

Dilucién del suero.

Figura & Titulo de anticuerpos IgG del ratén Lo1 al momento de la fusidn y después del altimo refuerzo con
ASTsol.

Después de la fusion y Ia clonacion se obtuyieron seis hibridos productores de AcMo. F6.64, F6.65,
F10.23, F10.8, F3.80 y F8.4, que reconocieron en ELISA el ASTscl. De éstos, los anticuerpos
F6.64 y F6.65 solo reconocieron al adulto y al metacéstodo de 7. sofium (Fig. 6). De los

anticuerpos de los hibridomas restantes, tres reconocieron tanio ASTsol como ASTsag (F10.23,
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F10.8 y F8.4), pero no reconocieron ASCist. y el anticuerpo F3.80 reconocid antigenos del adulio y

del metacéstodo de 7. solium, asi comno antigenos de T. saginata.
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Figura 6. Reconogimiento de los antigenos del adultc de 7. soffum (ASTsol), el metacéstodo (ASCist) y el
adulto de 7. saginata (ASTsag) por los AcMo obtenidos. La concentracion de anfigeno empleada fue de
10ug/mL vy la fuente de anticuerpos fue el sobrenadante directo de los hibridomas.

Se determind la clase a la que pertenecia cada uno de los AcMo obtenidos, la cual resuito ser 1gG,

con excepcion dei AcMo F8.4 que resuitd ser IgM (Fig. 7).
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Figura 7. EL.ISA para determinar la ctase de anticusrpos que producen los hibridomas resultantes de la fusion:
{Polic (+)), suero de ratdén inmunizado con ASTsol (1:1000) corno control positive; (Ag8) sobrenadante directo
de cultivo del mieloma, como control negativo; {PBS) como blanco o sin fuente de anticuerpos

Debido a que tante el sobrenadante del hibridoma F6.64 como el del F6.85 reconocieron los
antigenos del adulto y det metacéstodo de T, solium y debido también a la cercania entre los pozos

de origen, se decidié enfrentar ambos anticuerpos en inmunoelectrotransferencia con ASCist
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(Figura 8), para determinar si ambas clonas estaban produciendo el mismo anticuerpo. Como
resultado de este ensayo, se encontrdé que ambos anticuerpos reconocieron el mismo patrén de
bandas antigenicas en el ASCist, por lo que se concluyd que se trataba de un mismo anticuerpo y

se decidid continuar trabajando Gnicamente con el AciMo F6.64
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Figura 8: IET con ASCist reducido con p-mercaptoetanol al 1% y los AcMo F&6.64 y F6.65 como anticuerpos
de reconocimiento y un anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a peroxidasa como segunde anticuerpo: PBS
como control o sin AcMo (1); media de cultivo de mieloma Agd como contral negativo (2}; sobrenadante de
cultivo del AcMo F6.64 (3); sobrenadante de cultivo del AcMo FB 65 (4); suero (1:1000} del ratdn inmunizado
con ASTsol, utilizado para la fusion (5) Estandar de pesos moleculares (PM).

La especificidad de! AcMo F6.64 se confirmé al enfrentar en ELISA el sobrenadante del hibridoma
F6.64 conira antigenos de diversos parasitos relacionados a 7. sofium (Figura 9) De la misma
forma y tomando en cuenta gue se pretende usar al AcMo F6.64 como un reactive para la
deteccién de coproantigencs, se decidio determinar su posible reaccion cruzada con bacterias

intestinales (Figura 10). En estos ensayo s¢lo se observd un reconocimiento significativo del

gusano adulto y del metacéstodo de T sofium.
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Figuras 9: ELISA de reaccidn cruzada con diferentes parasitos para determinar la especificidad del AcMo
FB 64 hacia T solium: (S/IN AcMo F6.64) sobrenadante directo de cultivo del hibridoma como fuente de AcMo
FB.64, (PBS) amortiguador de fosfatos en solucion salina pH 7 2, como blanco en lugar del AcMo FB8.64; (SN
Ag8) sobrenadante de cultivo del mieloma Ag8, como testigo negativo; {Polic{+}) suero de ratén inmunizado
con ASTsol 1:1000, como {estigo positivo Se utilizaron antigenos somdticos a 10 pg/mb de: (i) ASTsol de
humang; () ASCist; {ill) ASTsol de hamster; {IV} ESTsol de hamster; (V) ASTsag; (VI cisticerco de T
taeniasformis, (V1l) adultc de T. taeniasformis; (Vi) adulio de Ascaris lumbricoides, (1X) adulto de Ascaris
suum; (X} adulto de Trichinelia spiralfs; {X1) adulto de Toxocara cannis;, {X1l) adulto de Onchocerca volvolus,
(XY Plasmodium vivax, {XIV) Entamoeba hystolitica; XV} Macracantforrinchus hirudinaceus, (XV1) Fasciofa

hepatica

SIN AcMo F6.4
28 @ PBS
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Figuras 10: ELISA de reaccion cruzada con diferentes bacterias para determinar la especificidad del AcMo
¥6.84 hacia T. solfium: {S/N AcMo F5.64) sobrenadante directo de cultivo del hibridoma como fuente de AclMo
F6.64,; (PBS) amortiguador de fosfatos en solucién salina pH 7.2, como blanco en lugar del AcMo F§ 84; (8/N
AgB) sobrenadante de cultive del mieloma Ag8, como testigo negativo; (Polic{+)) suero de ratdén inmunizado
con ASTscl 1:1000, como testigo positivo. Se utilizaron antigencs somaticos de las siguientes bacterias & 10
na/mb. {a) Escherichia cofi, {b) Enterobacter cloacae; (¢} Salmonella iyphimutium, (ch) Shigelia sp; (e} Proteus
miriabilis,(f) Aeromona sp; {q) Klebsiela pneumoniae; {h) Morganelila morgani, (i) Citrobacter freundi, (j} Vibrio
cholerae 12 Ogawa, {k) V. choferae 13 Inaba; {|) V. cholerae 0138
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Para evitar los problemas derivados de las variaciones en la concentracién del AcMo al usar el
sobrenadante directo del hibridoma, se decididé purificar el AcMo F6.64 por cromatografia de
afinidad, mediante una columna de proteina A acoplada a sefarosa y ¢l AcMo resultante se
sometid a electroforesis en geles de acrilamida-SDS al 12% en condiciones reductoras con p-

mercaptoetanot al 1% y en no reductoras {figura 11).

M A

Figura 11: Electroforesis del AcMo F6.64 purificade por cromatografia de afinidad, cotrido en condiciones no
reductoras (A} y en condiciones reductoras con p-mercaptoetanol al 1% (B). Pesos moleculares (PM)

Una vez purificado, el AcMo FB.54 se enfrentd en ELISA con algunos antigenos de T. solium y
ASTsag. En este ensayo también se utilizaron los sobrenadantes de cuitivo del hibridoma cultivado
en PFHM-iI y RPMI-1640 concentrado y directo respectivamente (Fig. 12) EI ensayo reveld un
aumento en los valores de reconocimiento hacia antigenos de 7. sofium como son ASCist, GliCist,
FVCist y ESCist v no asi por ESTsol y AgBCist, sin embargo también se observd un
reconocimiento hacia 7 saginata, lo cual no se observd cuando se utilizé el sobrenadante RPMi-
1640 directo ni con el PFHM-Il concentrado. En general, se observan valores de absorbancia
menaores con los medios de cultivo directo y concentrado que con el AcMo F6.64 purificado Cabe
resaltar que con este ensayo se confirmo que el AcMo FB.64 no reconoce al AgB aistado de

cisticerco de T sofium y que tampaco reconoce al antigeno ESTsol
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ASCist GlCist ASTsol FUCist ESCist AS8Tsag ESTso AgBCist

Figura 12 ELISA de reconocimiento de antigenos de T. solium y 7. saginata con e AcMo F6 64 el AcMo se
utiizd en forma pwa (F6 84) a 25 pgfmk, con el sobrenadante del hibridoma cultivado con medic libre de
proteinas concentrado (PFHM-11) a 25 mg/mL y con el sohrenadante del hibridoma cultivado en medic RPMI-
1640 (S/N F6.64) directo. (ASCist) antigeno somatico de cisticerco de 7. sofiunt; (ASTsol) antigeno somatico
de T. sofium de hamster, (ASTeag) antigeno somatico de T saginala de humano; (ESTsol} antigeno de
excrecidn-secrecion de T. saofium de hamster, {ESCist) antigeno de excrecion-secrecion de cisticerco de T
soliunr, (FVCist) fluido vesicular de cisticerco de 7. solium; (GliCist} glicoprotelnas de cisticerco de 7. soliim,
(AgBCist) antigenc B de cisticerco de 7. soffum. Los antigenos se utilizaron a una concentracion de 10 pg/mi.

Con la finalidad de descartar el reconocimiento de miosina de 7. solium por el AcMo FE.64, se

realizé una ELISA donde 3 encontré una ligera reaccién hacia este antigeno (Fig.13).

F6.64 4B3 Polic. Ag8

Figura 13: ELISA de reconocimiento de miosina de T. solum por el AcMo F6 84: AcMo especifico de miosina
{483}, suero de ratén inmunizado con T. solium (Polic.) y medio de cultivo del mieloma X683 Ag8.663 (Ags).

Con 1a finalidad de corroborar el reconocimiento de ASTsag por el AcMo F6.64 en ELISA y para
determinar el patron antigénico de los diferentes antigenos reconocidos, se hizo una IET en
condiciones no reductoras (Figura 14A) vy reductoras con 2-mercaptosetanol al 1% (Figura 14B).

Con este ensayo se confirmaron diferencias para el reconocimiento de ASTsot y ASTsag por el
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AcMo. Al analizar el patrén de bandeo reconocido por el AcMo F6.64 en el IET con los diferentes
antigenos utilizados, se observo que bajo condiciones no reductoras (Fig. 14 A) en las GliCist se
observan aproximadamente 9 bandas que son dificiles de distinguir, pero algunas de ellas se
compaiten con el ESCist, ASCist y ASTsol como la de 97 y 220 kDa El ASTsol presenta varias
bandas de proteina con pese molecular por arriba de los 220 kDa, algunas de las cuales comparte
con ASCist pero no se presentan en ASTsag que por su parte presenta una banda que parece ser
exclusiva, con peso molecular por arriba de 220 kDa. Bajo esas condiciones los antigenos AgBCist
y ESTsol no reaccionaron con el AcMo F6.64 puro

En el ensayo bajo condiciones reductoras (Fig. 14 B), el antigeno ESCist presenté una banda
exclusiva de aproximadamente 50 kDa, el ASTsol dos bandas exclusivas con peso aproximado de
87 y por arriba de los 220 kDa, el ASTsag cuatro bandas exclusivas con pesos aproximados de 80,
100, 170 y 200 kDa y el FVGCist un duplete aproximadamente a los 200 kDa cuya banda inferior
parece estar compartida con ASTsol y ASTsag, pero la superior parece ser exclusiva del FVCist. Al
igual gue en el ensayo anterior, bajo estas condiciones no se encontrd reaccion alguna del AcMo

F6.64 con los antigenos de AgBCist y ESTsol pero ademas no hubo reconocimiento de GliCist.

FM
2200

977

067
467
307

217
141

Fig. A

Figura 14: Reconocimiento en |ET de antigenos de 7. solium ¥ T. saginata con &l AcMo F6.84 puro (A,
condiciones no reductoras v B condiciones reductoras): AgBCist (1); GliCist (2); ESCist (3); ASCist (4); ASTsol
(5); ASTsag (6); ESTsol (7) FVCist {8) Se utilizaron 30 lg de proteina total por antigeno y 25 de AcMo puro.
(PM) estandar de pesos moleculares.
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Con el propdsito de determinar si habia diferencias en cuanto a la ubicacion del antigeno
reconocidn por el AcMo F6.64 en el adulio de T, sofium de hamster, ¢l metacéstodo de 7. solium y
¢l adulto de T. saginata, se realizG un ensayo de inmunoflucrescencia indirecta (iFl). Debido a la
dificultad que implica conseguir un ejemplar de T. sofium de humano, para est@ ensayo se
utilizaron progidtidos de T. sofium desarrollada en hamster, suponiende un desarrollo similar det
parésito en ambos casos y debido al reconocimients que tiene ¢l AcMo por el pardsito de ambos
origenes. Para el ensayo, también se procurd que los progldtidos de ambas especies fueran
similares en cuanto a su desarrollo por lo cual se escogiaron progltidos inmaduros de 7T. saginata
y los ditimos progiétidos de un ejemplar de 7. sofium desarrollada en hamster por espacio de cinco
semanas. Come resultadeo del ensayo, se encontré en el progidtide de T. solium una marca con &l
AcMo F6 .64 ampliamente difundida por todo el proglétide, excepto en un area que parece ser la
correspondiente a las ramas uterinas v la regidn del tegumento, el antigeno reconocido no parece
estar refacionado con tejido muscular ya que las fibras musculares se abservan negativas al ser
tefiidas con el colorante de contraste (Figura 15). El reconocimiento en el metacéstodo se observo
de forma similar e incluyd un reconoecimiento en la membrana vesicular (Fig, 18). Porsuparteen T
saginata se observd un reconocimiento antigénico diferente, ya que el antigeno reconacido parece
gstar asociado Unicamente a la superficie de las fibras musculares, tanto longitudinales como

transversales de todo el progidtide (Fig 17).
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Figura 15 identificacién por inmunofluorescencia indirecta de estructuras de un proglétide
maduro de Taenia solium de hamster con 8l AcMo F6.64: seccion longitudinat del estrébilo
{1), progidtido {2), region del poro genital (2.2), regidon de ramas uterinas (2.b), regién
subtegumentaria ( 2.c). Las flechas indican las estructuras reconocidas por el AcMo. Las
figuras se construyeron a partir de las fotografias originales digitalizadas.
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Figura 16 Identificacion de estructuras del cisticerco de Taenia solium por
Inmunofluorescencia con el AcMo F6.64. imagen de cisticerco completo (1), seccion
transversal (2), canal espiral (2.1), ventosas (2.2), membrana interna y vesicular del
cisticerco (2.3). Las flechas indican las esfructuras reconocidas por el AcMo. Las figuras se
construyeron a partir de las fotografias originales digitalizadas.

51




Figura 17: identificacion de estructuras de Taenia saginata por Inmunofluorescencia con el
AcMo F6.64: seccion transversal del proglétido (1), regidon de las ramas uterinas (1.1), regién
media del proglétido (1.2), region del pore genital y regidn subtegumentaria (1.3). Las flechas
indican las estructuras fibrilares reconocidas por el AcMo. Las figuras se construyeron a

partir de las fotografias originales digitalizadas.

52 TTTESES O




Para determinar {as concentraciones de trabajo det ESTsol y el F8.64 biolinado (F6.64%) se hizo
una ELISA de proporciones, ¥ se enconiré que se puede detectar como minimo 3.12 ug/mbL de
antigeno a una concentracion de trabajo del AcMo de 100 y 50 ug/mL. Los vaiores de ahsorbancia

para estas concentraciones de AcMo fueron de G.029 y 0.051 respectivamente (Fig. 18).
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Figura 18: ELISA de proporciones y deteccion de antigeno para determinar la concentracion dptima de trabajo
del AcMo F4 64 v el antigeno ESTsol. Tanto el F6.64* como el ESTsol se utilizaron en diluciones dobles,
partiendo de una concentracion de 100 ug/ miL y hasta cero ug/mL. la flecha indica la concentracion de
trabajo del FB.64* y el ESTsol.

Bajo las mismas condiciones que en el ensayo anterior, se determind la concentracién de trabajo
del AcMo F8.64* con el ASCist en diluciones dobles de 20 3 0 pg/mL y de 10 a O pg/mL
respectivamente (Fig. 19). En este ensayo se encontré que se puede detectar 0.6 pg/mL de ASCist

con 20 pg/mi de F6.64*
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Figura 19, ELISA de proporciones y deteccidn de antigenos para determinar la conceniracion optima de
frabajo del AcMo F4.64* y el antigenc ASCist. Tanto el F8 .64* como el ASCist se utilizaron en diluciones
dobles, partiendo de una concentracién de 20 pg/ mb y 10 pg/mb respectivamente y hasta cero. La fiecha
indica las concentraciones de irabajo del FB.64* y el ASCist.
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Conociendo la concentracion de trabajo del AcMo F6.64 en fa ELISA de reconocimiento del
ESTsol, se procedid a determinar las concentraciones de frabajo de!l anti-ESTsol y el ESTsol en
una ELISA de captura de antigeno (Fig. 20}, utilizando como primer anticuerpo el anti-ESTsof
producido en conejo vy el ESTsol en diluciones dobles de 100 a cero pg/mi. El AcMo F6.64* se
utilizé a una conceniracion consiante de 100 ug/mb, va que fue la concentracion que mejor
resultado dio en el ensayo de deteccién de ESTsol. Como resultade de este ensayo, se tiene que
con 3.12 pg/mbL de anti-ESTsol se pueden capturar 0.78 ug/mbL de ESTsol. Sin embargo, ta

diferencia entre los valores de absorbangia de fondo y ios de deteccidn es pequefa.
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Figura 20° ELISA de proporciones y captura de ESTsol con anti-ESTsol, con diluciones dobles del antigeno v
del anticuerpe partiendo de 100 y hasta cere pg/mL. La conceniracion del AcMo F6 64* se mantuvo constante
a 100 pg/ml. La flecha indica fa concentracién de trabajo del anti-ESTsol y el ESTsol.

£n el ensayo anierior se utitizd el anti ESTsol como anticuerpe de captura del antigeno de ESTsol. Bin
embargo, pensando en la posibilidad de que bajo las condiciones del ensayo anterior (Fig. 20), el anti ESTsol
capturara el sepitepe reconocido por e F664* y que esto limitara por competencia la posibilidad de
reconocimianto del antigeno caon &l AcMo, se decidid hacer un ensayo similar al anterior pero invirtiendo e
orden de los anficuerpos para dar oporiunidad al F6.64 de capturar primero el antigeno que parece ser escaso
en el ESTsol (Fig. 21). Tomando en cuenta que en i ensayo anterior {Fig 20} se pudieron defectar hasta 0.78
pg/ml. de ESTsol, para este cago, se Uso una concentracién constante de 10 ug/mL vy se variaron las
concentraciones del AcMo F6.64 (100 a cerc pg/ml) como primer anticuerpo y del anti ESTsol (100 a cero

ugfmb) como segundo anticuerpo Como anticuerpo de revelado se utilizé un anti conejo peroxidasa en

dilucién 1:1000 Como resultado de este ensayo se observd un incremento en fos valores de absorbancia de
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0.145 con 3.12 pg/mt. de anti ESTsol, 12 5 ng/ml de ESTsol y 100 ug/ml de AcMo FB.64* (Fig. 20) contra

0.77% con las mismas concentraciones de antigeno y anticuerpos {Fig. 21).
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Figura 21: ELISA de proporciones y captura de antigeno para determinar la concentracion de trabajo del
AcMo F8.64 vy el anti ESTsol Tanto el AcMo F8.64 como el anticuerpo paliclonal anti ESTsol se utilizaron en
diluciones dobles de 100 a cero pgfml v el ESTsol se utilizd a una concentracion constante de 10 pg/mL.

Una vez que se determiné que el AcMo F86.64 podia capturar el antigeno contenido en el ESTsol
(Fig. 21), se procedié a realizar una ELISA de proporciones con muesiras de heces a las cuales se
les adiciond ESTsol a diferentes concentraciones (muestras creadas) para saber si bajo esias
condiciones el AcMo podia capiurar el antigeno (Fig. 22). Como resultado de esie ensayo, se

observG que en muestras de heces creadas, el AcMo F6.64 a una concentracion de 50 pug/mL

puede capturar como minimo 1.25 pg/mb de ESTsol.
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Figura 22: ELISA de proporciones y captura de antigenc en muestras adicionadas con ESTsol. Como
anticuerpo de captura se utilizd el AcMo F6.64 a una concentracién constante de 50 pg/ml., como segundo
anticuerpo &l anti ESTsol en concentraciones de 25 a cero pg/ml y a las muestras de heces se les adiciond el
ESTsol a diferenies concentraciones, partiendo de 10 y hasta cero ng/mL.
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DISCUSION

En este trabaje se intentd obtener un AcMo que reconociera especificamente a Taenia solium para
desarrollar con & un método de diagnostico de este parasito en heces. Como resultado se obiuvo
un AcMo que aparentemente tenia esta caracteristica. Sin embargo, los ensayos realizados hasta
ese momento se habian hecho solo con el sobrenadante de cultivo del hibridoma y cuando se
utilizd el AcMo purificado se observd un aumento de reconocimiento hacia T, soffum, pero también
hubo reconocimiento hacia 7. saginata, aungue de menor magnitud; por tal motivo, surgio la
inquietud de caracterizar lo que el AcMo estaba reconociendo en cada especie. Con este objetivo
se hizo una |IET con antigenos de T. sofium y T. saginata y se encontré que habia diferencias en el
patrén antigénico de reconocido por el AcMo F6.64 en cada parasito; incluso se encontraron
diferencias entre el parasito adulto de T. sofium y su metacéstodo. En la IET con condiciones no
reductoras no se pueden distinguir las bandas que estan por arriba de los 220 kDa en ASCist v
ASTsol lo cual puede estar determinado por una alta proporcién en la concentracion de las
proteinas con estos pesos moleculares, por lo cual es necesaric aumentar el tamaiio dei gel para
permitir una mejor separacion de las proteinas sin gue interfiera su concentracidn proporcional, ya
que si se reduce la concentracion de la proteina total para visualizar mejor lag proteinas, es posible
gque las bandas mas tenues ya no se distingan. El efecto de una alta concentracién del antigeno
total parece no afectar fa visualizacion de las bandas en la IET con condiciones reductoras, sin
embargo, si se hicieran geles mas largos la separacion entre bandas seria mayor y estas se
podrian distinguir méas claramente.

El AcMo F6.64 reveld una banda principal de aproximadamente 200 kDa compartida entre los dos
estadios de T. solium y T. saginata la cual se observa aun en condiciones reductoras. Para el caso
de ambos estadios de T. sofium también se encontrd una banda de alrededor de 100 kDa, tanto en
condiciones reductoras como no reductoras La observacion de estas dos bandas nos llevaron a
examinar la posibilidad de que el antigeno reconocido fuese miosina o AgB {(paramiosina), debido a
la coincidencia en pesos moleculares con estes des antigenos, ya que en afios pasados se habia
encontrado un anticuerpo monoclonal que reconoce a la miosina del metacéstodo de T. solium

pero que también reconoce al AgB {Ambrosio y col., 1996). De nuestros resultados podemos



concluir que no se trata de ninguna de estas proteinas, debido a que el AcMo F6.64 no las
reconocio en ELISA y tampoco reconocié al AgB en IET. Mas aun, en los ensayos de
inmunoflucrescencia con el AcMo FB.64, el patrdn de distribucion de la marca es completamente
distinto al reportado por Ambrosio y col. (1996), tanto en el caso del metacéstodo como en el del
adulto de T. sofium.

For otro lado, el antigeno gue reconoce el AcMo F6.64 contiene azlicares, ya que la magnitud de la
reaccion que presenta en ELISA con una fraccién enriquecida de glicoproteinas del metacéstodo
es mucho mayor a |la obtenida con el ASCist. Esta afirmacidn se refuerza por el hecho de que el
reconocimiento con F6.64 del ASCist tratado con proteinasa K se redujo en un 30%, y con
periodato de sodio en un 50% (no se muestra) lo cual indica que en el reconocimiento de este
antigeno estan involucrados un azlcar y un péptido Ademas, el reconocimiento en la IET nos
indica que el epitope esta expuesto aln en condiciones desnaturalizantes en presencia de un
agente reductor como es el 2-mercaptoetanol, lo cual indica que podria tratarse de una secuencia
de aminoacidos o un azlcar. Aungue parece ser que el antigenc recenocido no esta relacionado
con tejido muscular, aun falta descartar la reaccion del anticuerpo con actina. Debido a la
distribucion tipo fibrilar que presento en la IFl el AcMo en 7. saginata y de tipo reficular en T,
sofium, existe la posibilidad de gue el antigeno involucrado sea colégena. Hace algunos afios Torre
Blanco y col (1981) purificaron esta proteina dei metacéstodo de T. sofium y encontraron que se
trata de un dimero formado por proteinas de 100 kDa. Las colagenas son proteinas glicosiladas
que se secretan, 1o cual concuerda con el reconocimiento de antigenos en el ESTsol y en el FVCist
ademas del patrén de distribucion en los tejidos de T. sofium, que cabe resaltar es distinto al de T.
saginata. Esto sugiere dos cosas, o que el epitopo esta representado en dos aniigenos distintos, o
que el antigeno reconocido se organiza de forma distinta en cada especie Asi mismo, la
abundancia del antigeno en T. sofium, explica por que el anticuerpo parecia en un principio
exclusivo de este parasito.

En el ensayo de proporciones Gue se hizo para determinar la concentracion a la que puede
detectarse el antigeno de ESTsol, se encontré que aproximadamente se pueden detectar desde

312 pg/ml; sin embargo, esta concentracidn parece ser muy alta y nos esta indicando gue |a
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proporeién del antigenc reconocido por el AcMo F6.64 es menor con respecto al total contenido en
el ESTsol. Lo anterior se corrobora con el ensayo de proporciones en el que se utilizo el F6 64* y el
ASCist donde se pudo detectar con 20 ng/mlL de AcMo F6.64* hasta 0 6 ug/mi del antigeno Este
resultade confirma, que el antigeno detectado por el AcMo F8.64* se encuentra en menor
proporcién en el ESTsol que en el ASTsol

Por ofro lado, se utilizaron concentraciones altas del AcMo si se compara con los ensayos
anteriores en donde con 25 pg/mL del AcMo logré detectar levemente el ESTsol con respecto a los
otros antigenos empleados en el mismo ensayo. Asi mismo, el AcMo aparentemente se encuentra
en exceso, como lo demuestra el ensayo de captura de ESTsol donde se emplearon 50 ug/ml y
donde la curva tiende a hacerse asintdtica en el punto de 3 12 ng/mL de antigeno. Por esta razén
se decidié seguir trabajando con la concentracién de 50 pg/mL de AcMo F6.64.

En el ensayo para determinar las concentraciones de trabaje del anti-ESTsol y el ESTsol, con el
AcMo F6.64* como segundo anticuerpo, los valores de absorbancia de fondo (sin antigeno)
pueden estarse dando por un pegado inespecifico del AcMo F6 64* debido a la alta concentracién
con que se manejo este anticuerpo (100 ug/ml), sin embargo, estos valores de fondo se
mantienen por abajo de los valores correspondientes a las diferentes concentraciones de antigeno.
En el ensayc de captura de antigenc con el AcMo F6.64 como primer anticuerpo, tal como se
esperaba hubo un incremento sustancial de los valores de absorbancia (de 0145 a 0.779) con
respecto al ensayo donde se utilizé el anti-ESTsol como primer anticuerpo, empleando las mismas
concentraciones de antigeno y anticuerpos. Sin embargo los valores de absorbancia de fondo se
mantuvieron altos, incrementandose propercionalmente a la concentracion del anti ESTsol lo que
puede estar indicando un pegado inespecifico del anticuerpo policlonal, por efecto de un exceso en
la concentracion empleada.

El objetivo principal de este frabajo es implementar un método de diagndstico de teniosis por
deteccién de coproantigenos, con este fin se empled el ESTsol para hacer las pruehas
preliminares de captura de coproantigenos debido a que en este antigeno es posible gue se
encuentre con mayor probabilidad las moléculas liberadas por el adulto de 7. soflium; ademas, la

forma en que se obtiene este antigeno es la mas cercana a |la natural en la que el parasito libera
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sus antigenos at medie, por lo tanto, si se toma en cuenta esta consideracién, el reconocimiento de
un antigeno en ESTsol es muy importante para el diagndstico debido a que es muy probable que
se encuentre en el medio intestinal donde se aloja el adulto de T. sofium. En muestras de heces
adicionadas con ESTsol el AcMo FG6.64 es capaz de capturar desde 1.25 ug/mL de antigeno, sin
embargo, en este ensayo y al igual que en el anterior hay un valor de fondo con incremento
proporcional a la concentracion del anti ESTsol en ausencia de antigenc. Este valor de fondo
puede estar relacionado con un pegado inespecifico del anti ESTsol. Por otro lado, el AcMo F6 64
reconoce una molécula que parece enconfrarse en una concentraciéon muy haja en el ESTsol, ya
gue en una deteccién directa con el AcMo F6.64* se pueden detectar 3.12 ug/mL de ESTsol y 06
de ASTsol con 100 y 20 ng/mL del AcMo respectivamente. Es decir, que la molécula reconocida
por el AcMo FB.B4 se encuentra en muy baja concentracién en el ESTsol, lo cual plantea un
problema dificil de resolver, ya que si la molécula reconocida por el AcMo no se encuentra en
cantidad suficiente para ser detectada, el diagnostico no se podra realizar. Por dltimo, es necesario
hacer pruebas con muestras de heces positivas a T. sofium para comprabar la factibilidad de

utilizar el AcMo FB6.84 en el diagndstico de este parasito.
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CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

Se obtuvo un AcMo que en ELISA de captura de antigenos y utilizando e! sobrenadante del
hibridoma directo, reconoce solamenie a Taenia sofium, pero que al utilizarlo en forma pura
reconoce también a Taenia saginata aunque con menor intensidad.

Por IET, el AcMo reconoce diferencialmente antigenos de T. solium y T. saginata.

El reconocimiento diferencial de los antigenos de 7. sofium y T. saginata por F6.64 en la IFI
refuerza las diferencias entre estos dos parasitos.

La naturaleza glicoproteica de los antigenos reconocidos concuerdan con la distribucién de los
antigenos reconocidos por el AcMo F6.64 y abre la posibilidad de encontrarlos en los sueros de
pacientes con cisticercosis.

El reconocimiento de ESTsol en muestras de heces creadas, abre la posibilidad de detectar
antigenos de 7. sofium. Sin embargo, el diagndstico se puede ver dificultado debido a que el
antigeno solo puede ser detectado a altas concentraciones de ESTsol, por lo cual es necesario
hacer las pruebas de reconocimiento en muestras positivas reales. Una alterativa a las muestras
de seres humanos seria el uso de muestras de heces de hamster infectado con T. sofium. Si las
pruebas en hamster resultan positivas, se pasara al siguiente nivel que sera prehar en muesiras de
heces de humano con 1a dificultad que conlleva el obtener dichas muestras.

La purificacion del antigeno reconecido por el AcMo F6 .84 permitird profundizar mas en el estudio

de T. sofium.,
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APENDICE A. ABREVIATURAS

AcMo;
AgBCist:
ASCist:
ASTsag:
ASTsol:
Balb/c:
CD34:
CPS:
Dot Blot:
EDTA:
ELISA:
ENSE:
ESCist:
ESTsol:
FVCist:
GliCist:
HAT:
HGPRT:
HPLC:
HT:

IEF:

IET:

kDa:
LCR:

NCC:

Anticuerpo menoclonal.

Antigeno B de Cisticerco.

Antigeno Somatico de Cisticerco.

Antigeno Somatico de Taenia saginata.

Antigeno somatico de Taenia solium.

Linea de ratones singénicos.

Correceptares de linfocitos T.

Estudios Coproparasitoscopicos.

Técnica de Inmunopunto.

Ac. Etilen Diamino Tetra Acético.

Ensayo Inmunoenzimatico.

Encuesta Nacional Seroepidemioidgica.

Antigeno de Excrecion Secrecién de Cisticerco de Taenia solium.
Antigeno de Excrecidon Secrecion de Taenia sofium,
Fluido Vesicular de Cisticerco de Taenia sofium.
Glicoproteinas de Cisticerco de Taenia solium.
Hipoxantina-Aminopterina-Timidina.
Hipoxantina-Guanina-Fosforribosil Transferasa.
Cromatografia Liquida de Alta Presidn,
Hipoxantina-Timidina.

inmunoeiectroforesis.

iInmunoeiectrotransferencia.

Inoculacion de antigeno o células via intraperitoneal.
KiloDaltones,

Liquido Cefalorraquideo.

Neurocisticercosis.
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OMS:
PFHM-II;
PHMB:
rAgB:

RM:

RPMI-1640:

SDS:
SNC:
PBS:
TC:
TK:
TLCK:

TPCK:

X63-Ag8.653:

Organizacion Mundial de la Salud.

Medio de cultivo para células libre de proteinas.
P-Hidroxi-Mercuri-Benzoato.

Antigeno B Recombinante.

Resonancia Magnética.

Medio de cuitivo celular.

Dodecil Sulfato de Sodio.

Sistema Nervioso Centfrai.

Solucion salina amortiguada con fosfatos.
Tomografia Computarizada.

Timidina cinasa.
L-I-Tosilamida-2-2-Fenil-etil-Clorometil-Cetona.
Naptosil-Clorometil-Cetona.

Linea de mieloma de ratén Balb/c.
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APENDICE B. INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Estructuras de identificacién de Taenia solium.

Figura 2: ldentificacion de Taenia solium por Dot Blot.

Figura 3. Electroforesis de antigenos de T. sofiumy T. saginata

Figura 4. Cinética de produccién de inmunoglobulinas totales del ratén Lo1 inmunizado
con ASTsol

Figura 5: Titulo de anticuerpos IgG del raton Lo1 después del refuerzo con ASTsol

Figura 6. Reconocimiento del ASTsol, ASCist y ASTsag por 105 AcMo ebienidos

en la fusion,

Figura 7: ELISA para la determinacion de |a clase de AcMo preducidos por los hibridomas.

Figura 8: IET para determinar la individualidad de los AcMo 6 64 v F6.65.
Figura 9: ELISA de reaccion cruzada del AcMo F6.64 con otros parasitos refacionados-
Figura 10: ELISA de reaccion cruzada del AcMo F6.64 con algunas bacterias intestinales.
Figura 11: Electroforesis del AcMo F6.64 purificado por cromatografia de afinidad
Figura 12: Reconocimiento de diferentes antigenos de T. sofium v T. saginata por el
AcMo F6.64 de diferentes fuentes
Figura 13: Ensayo de reconocimiento de miosina por el AcMo F6.64
Figura 14a: Reconocimiento por IET en condiciohes no reductoras de antigenos
de T soliumy T. saginata.
Figura 14b: Reconocimiento por IET en condiciones reductoras de antigenos
de T. soliumy T. saginata.
Figura 15: IF| para el reconocimiento in situ de estructuras de 7. sofium utitizando
el AcMo F6.54.
Figura 1&: IFl para el reconocimiento in siiu de estructuras def metacéstodo
de T. sofium, utilizando &l AcMo F6.64,
Figura 17: IFl para el reconocimiento in situ de estructuras de T. saginata
utilizando el AcMo F6.64.

Figura 18: ELISA de proporciones y deteccion de antigeno para determinar la
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concentracién de trabajo optima del AcMo F6.84 y el ESCist.

Figura 19: ELISA de proporciones y deteccién de antigeno para determinar la
concentracion de trabajo dptima del AcMo F6.64" y el ESCist.

Figura 20: ELISA de proporciones y captura de antigeno de ESTsol con anti-ESTsel
y rebelado con el AcMo F6.64*

Figura 21: ELISA de proporciones y captura de antigeno de ESTsol con el AcMo F6 64
y rebelado con anti-ESTsol

Figura 22: ELISA de propoiciones y captura de antigenc de ESTsol con el AcMo £6.64
y rebelado con anti-ESTsol en muestras de heces de humano adicionadas

con ESTsol.
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APENDICE C. SOLUCIONES
1-PB 10X, pH 7.2
Pesar 2.62 g de NaH2HPO4.H20 (Fosfato de sodio monobasico monohidratado)y 11.5 g
de NaZHPO4 (Fosfato de sodio dibasico anhidro).
Disolver con 200 mL de agua bidestilada {calentar un poco para disolver los cristales) y
aforar 2 1000 mL con agua bidestilada.
2-PBS,pH 7.2
Medir 100 mL de PB 10X y agregar 8.75 g de NaCi.
Aforar a 1000 mb con agua bidestilada.
AjustareipHa 7.2,
Guardar a 40C.
3.-Medio RPMI,
Disolver el contenido de un sobre con polvo para un litro de medio, en un litro de agua
bidestilada y desionizada.
Agregar 2 g de bhicarbonato de sodic v 2 g de HEPES.
Ajustar el pH a 6.8 {(con NaOH 1N o con HCI 1N.
Esterilizar con filtro millipore de 0.22 mm.
Almacenar en frascos estériles de 100 mL y guardar a 4oC.

4.~ Medio RPMIi-1640 complementado {para 1L de medio}.

L-glutamina (200mM) 16mL
Aminoacidas no esenciales 100X (Marca) 10mL.
b-mercaptoetano! 1000X (GIBCO BRL) 1mL
Antibioticos-antimicoticos 100X {SIGMA) 10mL
Bicarbonato de sodic 29
HEPES 2g
Pirubato de sodio 0.2g

5.- Solucion crioprotectora.

Suero fetal bovino (SIGMA) 90 mL
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Dimetilsulfoxido (SIGMA) 10 mL
Mezclar y filtrar con filtro millipore 0.22 Mim.
Almacenar a —20 oC.
6.- Solucion amoertiguadora de carbonatos, pH 9.8.
Pesar 3.8 g de Na2CQ3 {carbonato de sodio} mas 5.86 g de NaHCO3 (bicarbonato de
sodio), llevar a 900 mL con agua bidestilada, ajustar el pH a 9.6 y aforar a 1000 mL
Mantener a 4°C.
7.- PBS-Tween 20, 0.05%.
Aun litro de PBS pH 7.2 afadir 500 1L de Tween 20.
Guardar a ~20 oC.
8.- Solucidn reguiadora de bloqueo con leche descremada al 5%.
Pesar 5 g de leche descremada (DIFCO) y aforar a 100 mL con PBS Tween 20 al 0 05%.
Guardar a =20 oC.
9.- Solucion reguladora de bloqueo con leche descremada al 1%.
Pesar 1 g de leche descremada (DIFCO) y aforar a 100 mL con PBS Tween 20 al 0.05%.
Guardar a —20 oC.
16.- Solucién de cromégeno-sustrato para revelado con peroxidasa {(ELISA).
Pesar 4 mg de orto-feniiendiamina, medir § mL de acido citrico 0.1M, mas 5 mL de citrato
de sodio 0.1M y por dltimo afiadir 4 pl de H202 al 3C %.
Nota: la solucién se prepara inmediatamente de usarla y se mantiene en ia oscuridad.
11.- Regulador de Tris-glisina 5X.
Para 1000 mL de solucidn, pesar 12 g de tris-base y afiadir 57.6 g de glicina
Guardar a 40C
12.- Regulador de tris-glicina para electroforesis.
Medir 200 mL de tris-glicina 5X y agregar 12 mL de SDS al 10 %.
Aforar a 1000 mL con agua bidestilada

Guardar a 40C.
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13.- Solucion cromdgeno sustrato para revefado de inmunoelectrotransferencia: 3, 3'-
diaminobenzidina 0.05% y H,0; 0.003%.

Medir60 mL de PBSpH 7 2

Agregar 30 mg de 3-"3-Diaminobenzidina.

Agregar 6 ub de H202 al 30%.

Mezclar por agitacion en bortex.

Nota: ia solucion se hace al memento de ser utilizada.
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