_Q-"'—'_-

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE EN UN
MODELO MURINO AL COMPLEJO GST DE

Taenia solium”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E & E N T A
ISELA CASTRO FUENTES

MEXICO, D.F. 2006

s "H('jé%'
EXAMENES PH(I‘FERJOMALES

m ?)?)O\ By :I’O FACULTAD o; QUIRICA




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente: Abel Gutlerrez Ramos
Vocal: Mireya Rodriguez Penagos
Secratario: Abraham Landa Pledra

1er suplente: Patricia Elvira Berron Rulz
2do suplente: Sonla Mayra Perez Tapla

El trabajo de investigacion que se presenta fue realizado en el laboratorio de
Blologla Molecular de Taenia sofium del Departamento de Microbiologla y
Parasitologla de la Facultad de Medicina, UNAM, bajo la asesorla del DR.
Abraham Landa Piedra.

ZPAS

Dr. Juan Molina Guarneros fgela Castro Fuentes
Supervisor técnico Sustentante

o la
Autorizo a 12 Ditszeiy Goderat da Bibliotecas da
UNAM & difendir an foreaato electrdnioo o impreso of

contenido de mi trabajo mpclpnnl.
NOMBRE:

EEHA: - g
FIFMA: . .




DEDICATORIA.

A mis padres, Soledad y José Doroteo por ser lo mas bello que tengo en
la vida, por creer en mi y por darme los dos regalos mas hermosos: LA VIDA, que
ha estado llena de amor y de momentos maravillosos e inolvidables, y MI
CARRERA, en la que hemos compartido desvelos, lagrimas, sonrisas, sacrificios,
buenos y malos ratos; pero gracias a Dios hemos llegado a la meta juntos y todos
los esfuerzos tienen una recompensa.

Por su confianza, por su paciencia, por la oportunidad, por estar siempre
conmigo, por dejarme ser yo, pero sobre todo por ser mis padres y mis amigos. . .
... GRACIAS.

A mis hermanas, Nancy y Gabriela, por ser parte de todo esto y han
sufrido algunas consecuencias de mis buenos y malos ratos. Gracias por
comprenderme, soportarme, apoyarme y ayudarme siermpre, y por ponerle en todo
momento a mi vida una chispa muy especial.

A mis tios (as) y primos (as), porque de todos he recibido detalles Unicos
y especiales, y siempre han estado conmigo de una u otra manera. A cada uno de
ellos, todo mi carifio y agradecimiento.

A Javier, por ser una parte importante de mi vida, por ser una persona
Unica y especial para mi, por seguir slendo mi amigo por sobre todas las cosas,
por su comprension, su confianza y su apoyo en todo momento y por ser
simplemente: Javier.

A Ervin, por ser para ml, mi amigo y hermano, por compartir desvelos y
noches tristes, por su confianza, su apoyo, solidaridad y por ser una persona con
la que puedo contar.

A mis amigos, Leticla, Zyndy, Nancy, Miriam, Erlka, Flor, Verénica,
Martha, Fatima, Silvia, Carmen, Judith, Norma, Ivan, Javier Solis, Cesar y
Samuel, por ser para mi eso: mis AMIGOS, sin reservas ni limitaciones; por
brindarme siempre sus consejos, su apoyo, su compafiia y su sonrisa en los
peores y en los mejores momentos, pero en especial por dame algo tan bello y
valioso como su amistad.




AGRADECIMIENTOS.

A Abraham Landa Pledra. Gracias por su asesoria a lo largo de este
trabajo, por los consejos, el apoyo, la ensefianza, la paciencia, pero sobre todo
porque durante todo este tlempo me brindo lo mas valiogo: su amlstad y todo esto
en conjunto nos llevo a la culminacion de esta trabajo.

En especial quiero agradecerle que sea una persona que sin ningln interés
transmite todo lo que sabe, no sélo dentro del campo cientifico sino también como
ser humano, y en el que logre reflejar su amor por la Investigacion y al mismo
tiempo despertar en sus estudiantes el intarés por este campo que tiene las
cualidades de ser absorbenta, desconcertante, impredecible o predecible, pero
siempre emocionante.

Al Dr. Juan Molina, a la Dra. Lucia Jiménez Garcia, al Maestro
AlejJandro Castellano y a la Técnico Académico Maria Juana Garcia
Mondragén. Por su colaboracién y ayuda durante y para la realizacién de este
trabajo, ademas de sus consejos y su paciencia: MIL GRACIAS.

A la Técnico Académica Blbloga Alicla Ochoa 84nchez. Gracias por
haberme tenido tanta paciencia conmigo, gracias por sus consejos y su ayuda
durante la realizacién de es trabajo y gracias por haberme brindado su amistad.

Anayetzin, Yarazet, Gabriela, Ricardo, Victor, Felipe, José, Hugo,
Gladls. Gracias por su apoyo, sus consejos, su compafila y en especial por su
amistad, y por hacer slempre del laboratorio un espacio lleno de alegria y de
convivencia para trabajar.

A Patricla y Marlo. Por la ayuda obtenida en el laboratorio,

A mis profesores, por los conocimientos que a lo largo del tiempo fueron
sembrando en mi, y que han sido la base para que siga adelante con mi formacion
profesional. A todos y cada uno de ellos mi agradecimiento por siempre.

A ml gloriosa Universidad. Por la oportunidad de tener una formacion
profesional, por seguir creciendo junto con cada uno de los estudiantes que sale
de ella y gracias por el gran orgullo de ser universitaria.



A todas las personas que han formado parte de mi vida y que por algdn
motivo ahora ya no estan con migo: GRACIAS, por que todas y cada una de ellas,
ha dejado en ml detalles que me han hecho crecer y madurar como ser humano.

A DIOS, que me ha dado vida, salud y paciencla llegar al dla de hoy;
ademas, la dicha de tener una familla maravillosa, de estar rodeada de personas
increibles, y de no conocer la soledad, por que al Igual que mis amigos y la gente
que me qulers, slempre ha estado conmigo.



Esta tesis fue reallzada en el Laboratorio de Biologla Molecular del Departamento
de Microbiologia y Parasltologia de la Facultad de Medicina de la UNAM, bajo la
direccion del. Dr. Abraham Landa Pledra. Esta tesis fue apoyada por DGAPA

PAPIT: IN 210603-3.



INDICE GENERAL

ABREVIATURAS
RESUMEN
INTRODUCCION

N.

V.

VL

21

22
23

24

25
2.6

27
28

29

Antecedentes

Taenla solium
Tenlosis y cisticarcosis causada por Taenia solium
2.3.1 El gusano adulto

2.3.2 Elclsticerco
Epidemiologla

241 Teniosls
2.42 Cisticercosis humana
2.4.3 Cisticercosis porcina
Diagnéstico de la Teniosis
Diagndstico de la cisticercosis
2.6.1 Clsticercosis humana
2.8.2 Cisticercosis porcina
Control dae la cisticercosis y tenlosis causada por T. sollum
Tratamiento de la cisticercosis
2.8.1 Antihelminticos

La Taenia teaniaeformis

2.9.1 Ciclo de vida

2.9.2 Sintornas

2.9.3 Diagnostico

2.9.4 Tratamiento y prevencion

2.10 Respuesta inmunoldgica
2.11 Enzimas destoxificantes como macanismo de defensa de

Helmintos

2.12 La enzima Glutatién S-Transferasa

2.12.1 Generalidades
2.12.2 Presencia de la GST en helmintos
2.12.3 Las GSTs de helmintos como antigeno

JUSTIFICACION
HIPOTESIS

OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

Obtenclon de cisticercos de Taenia soffum
Obtenclén de extracto crudo

Purificacion del CGSTT

Cuantificacion de proteinas

Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
Ensayos de inmunoelectrotransferencia
Produccién de anticuernpos

Obtencion de huevos de Taenia taeniaeformis
Obtencién de oncésferas de Taenia taenlaeformis



6.10 Ensayos de vacunacién en Taenjg taeniaeformis-rata
6.11 ELISA indirecto para la cuantificacién de IL-2, IL-4, IL-10,
TNFa
6.12 ELISA indirecto para cuantificar IgG1 e igG2a antigeno
Especificas
VIl. RESULTADOS
7.1 Purificacién del complejo GSTT
7.2 Modelo de vacunacién: produccién de la clsticercosis hepética
7.3 Estimacion de factores solubles inmunomoduladores (IL-2, IL-
4, 1L-10, TNFa)
7.4 Estimaclén de la produccién de anticuerpos especificos antl-
CGSTT
ViIl. DISCUCION
IX. CONCLUSIONES
X. ANEXOS
REFERENCIAS

39

40
41

42
43
45
47
53
62



Abreviaturas
L ... ____________________________ . U

TABLA DE ABREVIATURAS
BSA Albumina sérica bovina
EOX Estrés oxidativo
ERO Especies reactivas de oxigeno
ERN Especies reactivas de nitrégeno
ECM Extracto crudo de metacéstodo
Fig. Figura
GSH Glutation reducido
GST Glutatién S-transferasa
CGSTT Complejo Glutatién S-transferasa Taenia
IgG1 Inmunoglobulina clase G subclase 1
IgG2a Inmunoglobulina clase G subclase 2A
IET Inmunoelectrotransferencia
IL-2 Interleucina 2
IL-4 Interleucina 4
IL-4r Interleucma 4 recombinante
IL-5 Interleucina 5
IL-10 Interleucina 10
IL-10r Interleucina 10 recombinante
INF-y Interferén gama
LCR Liquido cefalorraquideo
MCHT Complejo principal de histocompatibilidad clase I
PBS Solucién amortiguadora de fosfatos
SNC Sistema nervioso central
TNFa Factor de necrosis tumoral alfa
TNFy Factor de necrosis tumoral gama
LISTA DE ABREVIATURAS (UNIDADES DE MEDIDA)
10X Diez veces la concentracion
'C Grados centigrados
g Gramo
kDa Kilodaltones
L Litro
M Molar
ng Microgramo
pm Micrémetros
mg Miligramo
mm Milimetros
Min Minutos
p/v Porciento en volumen
xg Fuerza centrifuga relativa
viv Volumen a volumen
u Unidades



Resumen

L RESUMEN

La clsticercosls es un problema de salud publica en México. Una de las
estrategias que se ha adoptado para su control, ha sido la de la vacunaclén, por
este motivo buscamos evaluar la proteccion y el tipo de respuesta inmune que
produce el complejo de la Glutation S-transferasa debido a que ha sldo utilizado
como antigeno en ensayos de proteccién, ya que su papel principal es la
biotransformacion de xenobiéticos y es la principal enzima destoxificante en
helmintos. En el presente trabajo se purificé el complejo Glutation S-transferasa
(CGSTT) del extracto crudo de metacestodo o cisticerco de Taenia solium, que fue
utilizado como antlgeno. Para implementar este modelo de vacunacién, primero se
realizaron ensayos de infecclon con huevos y oncésferas de Taenla taeniasformis
en ratas wistar macho para determinar la dosis y la muestra biol6gica a utilizar y
obtener una infeccion lo mas parecida al ciclo natural de Taenia soliurm en el
cerdo. Con estos ensayos se pudo elegir el mejor vehiculo de infeccion siendo
éste el de los huevos de Taenla taeniaeformis a una dosls de 10 000 huevos por
rata, obteniéndose una promedio de 30 cisticercos por rata, ademas de facilitar su
observacion y contabilidad para los estudios estadisticos. Por otro lado se
reallzaron ensayos de proteccién con diferentes dosls del CGSTT, dando como
resultado que la dosis de 25 pg del CGSTT daba una proteccion del 90.5% que
fue mayor con respecto a las otras dosis empleadas.

Con los sueros obtenidos en estos ensayos se evalud por medio de la
técnica de ELISA indirecto el tipo de respuesta que habla generado el CGSTT en
las ratas, observandose que no hubo una presencia de las IL-2, TNFq, IL-4 e IL-10
en ninguno de los grupos tratados con las diferentes concentraciones de la
proteina, debido a esto se procedid a reallzar otra evaluacién de los sueros
midiendo en este caso los niveles séricos de anticuerpos especificos de IgG1 e
lgG2a (utilizando la técnica de ELISA indirecto), encontrando que en los niveles
séricos de 1gG1 no habia una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo tratado con saponina y el grupo tratado con el CGSTT. En contraste, en la
IgG2a del grupo de saponina y la 1gG2a del grupo tratado con el CGSTT son
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diferentes estadisticamente y ésta fue del 55% a favor del grupo tratado con el
CGSTT.

Estos resultados apuntan hacla una respuesta secundaria del tipo IgG2a y
que las interleucinas estudiadas en este proyecto no intervienen en la respuesta
inmune contra el parasito, lo cual abre la posibilidad de nuevos estudios que lleven
a conocer como es activada la Inmunoglubulina IgG2a y qué tipo de Interleucinas
que son activadas por esta inmunoglubulina.
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Il. INTRODUCCION
2.1 Antecedentes,

Taenla solium es un céstodo parasito del hombre y del cerdo, conocido

desde las culturas grlega y eglpcia. Hipocrates, Aristofanes y Treofrastos los

lamaron ‘“gusanos planos” por su parecido con las cintas o listones.
Posterlommente, Aristételes y Aristofanes observaron el estadio larvario en la
lengua del cerdo y lo describleron como semsjante al granizo; Rumier en 1558
comunicd por primera vez la presencia de este mismo estadio en ol hombre
{cisticercosis) [84].

La enfermedad no se describi® como parasitaria hasta que Malpighi
descubrio la naturaleza animal de los cisticercos (1698) y Goeze su condiclon
helmintica (1784). El nombre de cisticerco fue dado por Laenec que deriva del
griego: Kistic= vesicula y cercos= cola y Rudolphi le agregd Cellulosae [84].

Kuchenmeister (1855) y Leuckart (1856) fueron los primeros en investigar
su ciclo biologico y ambos demostraron que el gusano vesicular de los tejidos del
cerdo era el causante de la teniosls en el hombre, mostrando que la Tenia se
desarrolla a partir del cisticerco, para lo cual colocé estos parasitos extraldos de la
carne de cerdo en los alimentos de algunos convictos, en qulenes posteriormente
durante la autopsla se les encontraron Tenias en sus Intestinos (teniosis) [84].

Van Beneden en 1853 establecit la relaclon entre cisticercosis y tenlosis.
En 1909 Winberg Introdujo la prueba de fljacién del complemento para
diagnosticar la enfermedad en cerdos usando un antigeno de cisticerco [84].

2.2. Taenla sollum.
Reino: Animalia
Phylum: Platyhelmintos
Clase: Cestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taenlidae
Genero; Taenia
Especle: sollum

El adulto de T. solium es un gusano plano que llega a medir de 2 a 7m. En
al extremo anterlor presenta una estructura gue no es plana llamada escolex,
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generalmente cuboide como una cabeza de alfiler (1 mm de diametro); posee 4
ventosas grandes y un rostelo notable, redondeado, que tiene una corona doble
de ganchos: la interna formada por 11 a 14 ganchos largos (de 0.13 a 0.16 mm) y
la externa, con Igual nimero de ganchos pequefios (de 0.10 a 0.12 mm) [77].

Después del escolex o cabeza se encuentra una porcién que todavia no
estd segmentada llamada cuello o regién cervical, la cual es corta y de sélo la
mitad de grosor del escélex. Posterlormente al cuello empiezan los segmentos o
proglétidos, formando toda una cadena llamada “"cadena estrobllar” o “estrébilo”, el
cual crece durante toda la vida de la Tenia, mediante una proliferacion continua de
nuevos segmentos o proglétidos. Las Tenlas son hermafroditas, y cada proglétido
contiene 6rganos sexuales femeninos y masculinos [77].

A

Fig. 1. A) Gusano adulto de Taenia solium vista por microscopia de luz: escélex (E) con su cuello
(C) y estrdbllo (Es). B) Escolex, an donde se puade obsarvar sus ventosas (V) y la corona doble
de ganchos (CG) vista por microgcopia electrénica. (Tomado de PW. Pappas and Wardrop, 2002 y
FAO. Org respactivamente con modificaciones).

Los proglotidos conforme se van alejando del escdlex cambian en tamafio y

presentan nuevas estructuras de acuerdo a su maduraclon sexual, por lo que se

clasifican de la siguiente manera:
a) Inmaduros: Son mas anchos que largos y aun no contienen estructuras
Internas bien definidas.
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b) Maduros; Casi cuadrados, se encuentran cerca de |la mitad del estrébilo.
Cada uno tiene 6rganos reproductores funclonales tanto femeninos
como masculinos.

c) Gravidos; mas largos que anchos, se sitGan en la porcion terminal del
estrobilo y estan llenos de huevos, los cuales se encuentran dentro del
atero, estructura que varia en forma y tamario, y es tipica para cada una
de las especies de cestodos [77).

El utero se dirige hacia el borde anterior del proglétido. Cuando se
encuentra lleno de huevos, se forman extenslones laterales que se ramiflcan una o
dos veces a ambos lados del tronco uterino principal. Los proglétidos gravidos
(terminales) llenos de huevos se separan frecuentemente del estrébilo y salen con
las heces [77].

Ve
-
4
Ve
*a
-
[T »
*
-
.
hd

L LAY

rtgs

Flg.2 Reproduccién ssquemitica de un proglétido de Taenia solium enfatizando el aparato
reproductor A) atrio vaginal, D) ducto genital, O) ovarlo trilobulado, T) testiculo, U} utero y V) vagina
(tomado de . .

Los huevos escapan del Utero a través del poro genital, estos son semi
asférlcos, de color &mbar a café nogal y miden de 31 a 43 micras de diametro.
Poseen varias envolturas que posibilitan la supervivencia de la oncosfera en el
medio. La envoltura mas externa a ésta es el vitelo o cépsula, constituida por un
grupo de células formando un sincicio. Esta membrana rodea a la oncésfera o
embrién hexacanto. La siguiente envoltura es el embridforo, integrado por
pequefios bloques llamados embrioféricos, que estdn compuestos por una
proteina similar a la queratina y se encuentran unidos entre si por material
cementante, susceptible a la digestion enzimatica. Esta envoltura, ademas de ser

10
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la mas importante en la protaccléon de la oncédsfera, confiere a los huevos su
aparlencia estriada caracteristica. Finalmente la membrana oncosferal rodea
directamente a la oncésfera o embrion hexacanto que posee tres paredes de
ganchos [85].

Fig.3 A) Huevo de Taenla soflum visto mediante microscopia de luz. B) Representacion
ssquematica de huevos de Taania: vitelo o capsula (vit), embriéforo (Em), membrana celular

(mem); oncésfara (On). Tomado de www.cdfoynd.to.ityHTM(/taen1,htm con modificaciones

Los huevos en el medio ambiente pueden permanecer viables Inclusive en
condiclones extremas de temperatura y de sequedad hasta que son ingeridos por
el hombre o el cerdo. En el aparato digestivo descienden hasta llegar al duodeno o
yeyuno, en donde por accién de los jugos intestinales su cublerta se rompe y se
libera la oncosfera que tiene la capacidad de cruzar la pared intestinal hasta
encontrar un vaso sanguineo o linfatico por medio de los cuales pueda distribulrae
en todo el organismo. La oncésfera al llegar a un tejido se convierte al cabo de 60
a 70 dias en su estadio larvarlo denominado cisticerco [36,35].

Los cisticercos que se localizan en el cerebro humano, muestran dos tipos
morfologicos: celuloso y racemoso.

El cisticerco celuloso mide de 0.5 a 2 cm de diametro; esta formado por una
vesfcula ovalada blanca o amarillenta, con una pared translucida llena de liquido a
través de la cual se puede observar el escdlex como un granulo sdlido. Estos
cisticercos, frecuentemente estan separados del tejido del hospedero por una
cdpsula fina de coldgena, casi siempre se encuentran en los espacios
subaracnoideos o se encapsulan dentro del tejido cerebral. Los cisticercos

11
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alojados en los humanos y en los cerdos, presentan caracteristicas morfologicas
similares [6,58].

B
Flg. 4 A) Cisticerco tpo celuloso y B) Cisticerco evaginando. Tomado de

www.cdfound.to it HTML Asen1.him con modificaciones.

En contraste, el cisticerco racemoso tiene una veslcula grande, redondeada
o lobulada, circunscrita por una red dellcada, o bien, similar a un racimo de uvas
[32]. Estas formas parasitarlas son muy grandes, pueden llegar a medir de 10 a 20
cm y contener hasta 60 ml de fluido [9,42], una de sus princlpales caracter(sticas
es que carecan de escolex. En apariencia, el cisticerco inicia en algunos casos su
desarrollo en el tejldo cerebral y el ascolex degenera mas tarde hasta desaparecer
mientras |la pared veslcular prosigue su crecimiento y su proliferacion hacia el
interior del espacio subaracnoldeo logrando una configuracion racemosa [42). Se
ha demostrado Ia presencia de formas intermedias entre celulosa y racemoso que
son bllobuladas [59, 60, 61), las cuales poseen un escolex claramente vislble
(como los cisticercos celulosos) y una vesicula muy grande (clsticercos
racemosos). Tanto los cisticarcos racemosos como las formas Intermedias se
localizan en las cavidades ventriculares y entre las meninges de las cisternas
basales. Es muy posible que cuando los pardsitos se localizan en dreas
espaciosas, tlenen la libertad de crecer y de transformarse finalmente en
cisticercoa de este tipo [79).

El ciclo vital de T. solium se cierra cuando el ser humano ingiere carne de
cerdo con clsticercos. En el aparato digestivo, el efecto del acide clorhidrico y
sales biliares induce la evaginacién de la larva. En el primer tercio del intestino
delgado el escolex sale de la vejiga parasitaria y se flja a la pared Intestinal
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ayudandose de las ventosas y ganchos; convirtibndose en un gusano maduro al
cabo de 5 a 12 semanas en las que empiezan a liberar proglotidos gravidos
infectivos que pueden producir nuevos casos de clstlcercosis humana y porcina
-[58].

2.3 Tenlosis y clsticercosis causada por Taen/a sollum.
2.3.1 El gusano adulto,

El ser humano es el Unlco hospedero del estadio adulto de este parasito, el
cual por uno de sus extremos, vive adherido a la pared del intestino delgado
provocando asf la enfermedad denominada tenlosis. En este sitio, el parasito no
produce serios dafios de salud ni una sintomatologia frecuente y clara, puede
causar irritacion en el lugar donde se adhlere a la mucosa o blen producir oclusién
intestinal, sensacion de hambre, Indigestion cronica y diarrea persistente o
alterada con estrefiimlento. Se puede presentar una eosinofllia moderada (mas del
13%). Existe una complicacién de la teniosis en forma excepclonal y sucede
cuando un proglétldo se Introduce en la luz del apéndice, Irritando sus paredes y
traducléndose en una apendicltls verminosa [15,18).

2.3.2 El cisticerco.

La presencia de la larva provoca una secuencia tipica de reacciones
celulares locales (reaccion Inflamatoria) con la Inflltracidn de neutréfilos,
eosindflios, linfocitos, células plasméaticas y a veces macréfagos, seguida por
fibrosis y necrosis de la capsula, con desintegraclén o calcificacion eventual de la
larva. Cuando el parasito se locallza en 6rganos o tejldos vitales, se producen
secuelas agudas y en ocaslones fatales [85].

La ublcaclon de la larva en el slstema nervioso central (SNC) provoca la
neurocisticercosis (NC). Esta enfermedad es un grave problema de salud debldo
principalmente a la importancia que tiene el sitio de alojamiento del parésito y el
hecho de que los pacientes presenten una sintomatologla Inespecifica. En algunos
casos parece que los signos y sintomas del SNC son consecuencla de la invasion

13
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del cerebro por las larvas [33]. Dixon y Smithers [24] sefialaron que en aquellos
casos de epilepsia en pacientes sin antecedentes familiares de este padecimiento
ni higtoria previa de ataques epilépticos en la Infancla debe tenerse en cuenta la
posibilidad de una cisticercosis. Ramirez y Verastegul, en 1953 apuntaban la

aparicion fracuente de crisis epileptiformes en pacientes con cisticercosls [61].
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Fig.5.CICLO DE VIDA DE Taenia solium (1) El adulto hablita en el intestino delgado del humano,
liberando huevos en las heces. (2) infecclén de cerdos por ingesta de husvos. (3) Infeccién del
humano por Ingesta de came de cerdo con clsticercos (tomado de FAO.org).

2.4 Epldemiologia
2.4.1. Tenlosls.
La Taenla solium es de distribucion cosmopolita y un parasito importante

del hombre donde quiera que éste consuma carne de cerdo que no haya sido
verificada por las autoridades de salud. Es com(n en pueblos eslavos (checos,
croatas, servios, etc.), en el norte de China, Pakistan, la Indla y los palses
Latinoamericanos, inclusive se ha llegado a considerar en clertas poblaciones
como parte de su cultura (Fig.7). En México la tenlosis representan tanto un
problema de salud publica como econémico [2, 44, 74].
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Flg. 8 Cisticercosis parenquimatosa en diversos estadios evolutivos (quistes vesiculares (flacha
racta), quistes coloidales (flacha curva), granulomas (cabeza de flacha) y calcificaciones (flecha
abierta). (Tomado de mnemonica.org/docs/patologia/Neurocisticercosis.doc).

El conocimiento de la prevalencla de esta parasitosis es incierto, ya que los
métodos de diagnéstico generaimente son por antecedentes de expulsion del
pardsito en el cual alrededor del 95% es Taenia saginala, exdmenes
coproparasitoscopicos detectan del 50 al 78% de Taenia sp; el raspado perianal
que detecta del 75 al 85% de Taenia saginata [29)].

A pesar de que los estudios epldemiolégicos no han sido sistematicos, los
datos disponibles en publicaclones cientificas indican que la frecuencia de teniosis
en nuestro pais en las Ultimas décadas varia entre el 0.2 al 3.4% [66] y los datos
de las autoridades de salud notifican un promedio anual de 13000 casos entre
1986 y 1990, mientraa que a partir de 1991 dicho promedio ase ha sostenido en
8000 casos en promedio [71,65]

2.4.2. Cisticercosis humana.

Muchos autores coinciden en la dificultad para establecer el diagnéstico
debido a la gran variedad con gque se presentan las manifestaciones. Las
estadisticas oficiales disponibles reportan 500 casos anuales como promedio,
varlando la seroprevalencia positiva entre el 0.1 al 12% dependiendo de la regién
estudiada y la técnica de diagnéstico ampleada [68].

La frecuencia de cisticercosls humana se obtiene principalmente de
necropsias. En México el andlisis de moltiples autopsias proporciona una
frecuencia de NCC cercana al 2% [70], mientras que en el reporte de estudios
clinlcos muestra que alrededor del 10% de loa enfermos que asisten a unidades
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de neurologia tienen NCC y los estudios de seroprevalencia reportan que hasta el
12% de la poblacién mexicana tiene anticuerpos anti-clsticerco [74]. En México sa
han realizado tres censos seroepldemiolégicos: En el primero se detectaron
anticuerpos anti-cisticerco en el 1% de las muestras obtenidas en Chiapas [29], en
el segundo, el 3.2% de muestras de Oaxaca [34] y en el tercero, el 1% global de
18 417 muestras obtenidas en todo el pals [67]. En este ultimo estudio se
encontraron areas con diferencias significativas en la frecuencia de anticuerpos
antl-cisticerco. El drea que incluye “El Bajlo” tuvo una frecuencla més alta, esto
flama la atencién debido a que es la principal area porcicultora del pals [44,47],
con la mayor prevalecia de cisticercosls porcina [5,63].

{5 Ao provolenco (trves andbmices) () Aroes anbonkcos dieiro do los Estodos Unidor, /‘}
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Fig.7. Distribucién mundlal de Tasnia sollum (tomado de FAQ.org)

La forma de cisticercosis mas grave es aquella en la que el clsticerco se
desarrolla en el SNC, lo que dependlendo de la localizacion, numero, estado y tipo
de pardsito puede ser asintomatico ¢ causar graves trastornos incluyendo la
muerte [21,79]. La neurocisticercosis es la principal causa de apilepsia tardia en
nuestro pals con un 50% de frecuencia [51].
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2.4.3 Cisticercosls porcina.

La cisticercosis porcina es importante, deben tomarse en cuenta los
métodos de crlanza de los cerdos, ya que la practica de alimentaros con heces
humanas, lejos de ser insolita o accidental, es comin en las reglones rurales de
los paises afectados por teniosls/clsticercosls y sus princlpales causas se
encuentran en las condlclones econdmicas de los habitantes [5].

En la actualldad no se utilizan métodos de diagnéstico de la cisticercosis
porcina antemorten, debido a esto, la frecuencla de estas parasltosls se obtlenen
en los rastros. En México, las cifras oficlales Indicaron que durante 1980-81 el
promedio de clsticercosis porcina fue de 1.5%. Sin embargo, estos datos pueden
no reflejar la prevalencia real de la cisticercosls en México, ya que no todos los
cerdos llegan a los rastros oficiales y ademas, no se reallza la inspeccion en todos
allos [5].

2.5 Diagnostico de la teniosis.

La tenlosis es dificll de detectar ya que no produce dafio en la mucosa
intestinal. Para su diagndstico se emplean las tecnicas de coproparasitoscdpicas,
para |la observacién de los huevos y proglotidos de Taenia, este dlagnéstico no
identifica el genero (Taenia sp.) ya que los huevos de Taenla saginata, y de
Taenia solium son morfologicamente Idénticos [85]. EI ELISA (Enzyme linked
Immunosorbent Assay) se ha utilizado para la detecclén de teniosis detectando
coproantigenos, y aunque no puede distingulr entre Taenla saginata y Taenia
solium, es una técnica muy eficiente que ha diagnésticado casos que fueron
negativos en la historla clinica [4]. También se estdn desarrollando nuevas
variantes diagnosticas; entre ellas, se encuentran los anticuerpos monoclonales
dirigidos a detectar antigenos especificos que pueden diferenclar entre Taenia
solium y Taenia saginata. Se han obtenldo secuenclas repetidas especificas de
ADN para emplearlas en el diagnéstico por hibridacion y se ha Iniclado el estudio
de anticuerpos locales y sistematicos en la tenlosls, los que quizé también podrian
ser utilizados para el diagnéstico. Estas pruebas diagnésticas ain estan en etapa

experimental y no se encuentran en el mercado [31].
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2.6 Diagnostico de la clsticercosis.

2.6.1. Cisticercosls humana.

Para efecto del diagnodstico, la cisticercosis se puede clasificar en: 1)
clsticercosis fuera del sistema nervioso central y 2) cisticercosis en el sistema
nervioso central o neurocisticercosis [58,57].

A) Cisticercosis fuera del sistema nervioso.

1. La cisticercosis ocular se revela por problemas visualgs y es
dlagnosticada facllmente al ver al paraslto en el ojo [61].

2. La cisticercosis subcutdnea, se sospecha por medio de la
palpacién de nédulos bajo la plel, y el dlagnéstico definitivo se puede
obtener faclimente por extraccién quirirgica y observaclén de la larva
bajo el microscopio [85].

3. La clsticercosls muscular puede presentarse con dolor muscular y
en algunos casos hipertrofia de los musculos afectados. Estudios de
imagenes pueden revelar larvas an los musculos. Si las larvas se
han calclficado, los rayos X puaeden revelar su presencia [9,28].

B) Clsticercosls dentro del sistema nervioso.

Debldo al pleomorflsmo clinico con que puede presentarse, el diagnostico
de la NCC continua siendo un reto para la medicina moderna. En general se
acepta que el diagndstico definitivo de NCC debe basarse en la combinaclén de
diversos estudlos incluyendo [85]:

a) Inmunoelectrotransferencia (IET). Es una técnica que ha permitido
eliminar el problema de las reacciones cruzadas por el empleo de
antigenos glicoproteicos especificos purificados por aflnidad a la lectina
Lens culinaris (GPs), Las GPs son separadas por electroforasis en geles
de poliacrilamida y transferidas a membranas de nitrocelulosa.
Posteriormente, sobre éstas, se lleva a cabo un ensayo
Inmunoenzimatico en el cual se emplea suero o liquido cefalorraquideo
(LCR) del paclente y se revelan de 1 a 7 antigenos glicoproteicos
especificos denominados por su peso molecular (GP50, GP39-42,

18




Introduccidn

GP24,GP21, GP18, GP14 y GP13). la sensibilidad de éste método es
98% [28,73]. Las desventajas que presenta son la complejidad para
realizarla, ya que para dicho fin se requiere de personal capacitado y su
costo es elevado.

b) ELISA (Eszyme Linked Immunosorbent Assay). Esta técnica se basa
en la captura de anticuerpos mediante un antigeno previamente
adsorbido a una fase sdlida [26,22]. Es un método con alta sensibilidad y
con el que es posible detectar los anticuerpos tanto en suero como en
LCR, la desventaja que se presenta por emplear extractos crudos o
fracclones semipuras dse cisticerco son las reacclones cruzadas [23,27].

c) Tomograffa computarizada (TC) y resonancia magnética (RM).
Cuando afecta al SNC las manifestaclones dependen del nuimero,
localizacion y estado evolutivo del parasito; las mas comunes son
epilepsia de Inicio tardio y cefalea. Su localizaclon mas comuin es la
subaracnoldea, segulda de la parenquimatosa, por lo cual esta técnica
es utllizada como apoyo para el diagnéstico [69]. La RM es utllizada con
mayor frecuencla en la practica clinica, debido a que es mas sensible
que la TC para diagnéstico de neurocisticercosls activa.
Lamentablemente estas técnicas que son las mejores, no estan al
alcance de la mayor parte de la poblaclén enferma [16].

2.6.2 Clsticercosls porcina.

En este hospedero intermediario el parasito se puede detectar de la

slgulente manera.

a. En plel. En los cerdos vivos, el dlagnéstico se realiza tratando de palpar
los cisticercos en |a lengua, asi como buscando nédulos superficlales.

b. Durante las inspecciones sanitarlas en los rastros. Consiste en
reallzar dos cortes en la canal del cerdo, uno en el misculo anconio y
otro en el triceps para encontrar a las larvas. En México, las canales de
cerdo infectadas se separan segun el ndmero de cisticercos
encontrados. Cuando hay méas de 2 a 4 parasltos, la carne se incinera,
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salvando la piel del animal; pero sl el nimero es menor, ésta se utiliza
para preparar carnitas, platillo tipico en el cual |a carne se somete a un
proceso prolongado de coccién llamado fritura que no slempre mata al
parasito [2].

2.7 Control de la cisticercosls y teniosls causada por T. solium.

Si cortaramos el ciclo de vida del parasito en cualquiera de sus etapas, nos
darla la posibilidad de disminulr la Incldencia de ambas enfermedades parasitarias
[54].

Algunas de las posibllidades, es la de matar al parasito una vez que éste se
ha establecido en sus hospederos o evitar el establecimiento del parasito en ellos.
Para evitar que el parasito se establezca en los hospederos, se utiliza la
prevencion y ésta puede lograrse mediante el uso de buenas practicas sanitarias,
mejorando la crlanza de cerdos o con la administracion de vacunas o farmacos,
para evitar que se establezca en los hospaderos [31,48,56].

Otras alternativas efectivas con las que se cuenta son las campafias
educativas, que se enfocan en la difusién y conocimiento del ciclo de vida del
parasito, habitos de higiene, Identificacion de la carmne Infectada, evitar el fecallsmo
al alre libre [64]. Los factores socioecondmlicos y culturales han Influenciado para
que este tipo de campafias no tengan aun el impacto esperado en la poblacién,

Otra altemativa que se ha propuesto ya que exlsten farmacos
antihelminticos muy efectivos, es la de dar un tratamiento masivo con estos
farmacos para la erradicacion del gusano adulto de los portadores (humanos) con
administracion de una dosis unica de prazicuantel o niclosamida. Sin embargo, en
estudios previos no obtuvieron muy buenos resultados debldo a fallas en su
aplicacion, observandose una disminuclén de la incldencia de la cisticercosis en el
primer afto pero un incremento del doble de la parasitosis al afio después de haber
suministrado el farmaco, lo que sugiere que no se erradicd completamente al
gusano de todos los portadores [66].
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2.8 Tratamiento de la clstlcercosls.

2.8.1 Antihelminticos.

Los antihelminticos son farmacos que destruyen o expulsan a los helmintos
del tubo digestivo y de 6rganos y tejidos. Para el tratamlento de la clsticercosis y la
tenlosis se utilizan farmacos sintéticos. La droga de eleccién para la tenlosis es la
niclosamida, que actla directamente sobre los proglétidos, haciéndolos
susceptibles a la accién de las enzimas proteoliticas del hospedero. No tiene
accion contra los huevos ni contra los cisticercos. Esta droga no se encuentra en
ol mercado mexicano [85].

El prazicuantel es el segundo fArmaco de eleccion, ejerce dos efactos
importantes en helmintos, a lag concentraciones minimas eficaces, Intensifica la
actividad muscular seguida de contracciones y pardlisls espastica. Los céstodos
se separan de los tejidos del hospedearo, es bien tolerada por los humanos, tiene
una toxicidad baja y minimos efectos secundarios. Por ultimo, cabe sefialar que el
prazicuantel es el tratamiento de elecclén recomendado por la OMS a una dosis
unica de 10 mg a 20 mg por kg de peso [55].

El albendazol es el tercer farmaco de elecclén, sobre todo en menores de 5
aftos de edad. Es blen tolerado por los humanos y produce efectos secundarios
minimos en ellos. La ventaja de este medicamento es que no so6lo actia contra la
Taenla sp, si no también contra la mayor parte de otros helmintos y nematodos
frecuentes y puede llegar a zonas del cerebro donde prazicuantel no llega. Su
desventaja es que debe de administrarse durante un mes a dosis de 15mg/kg/dia
[82].

2.9 La Taenia taenlaeformis

Nombre comun: La solitaria de gato
Reino: Animalia

Phylum: Platyhelminthes

Clase. Cestoda

Orden: Cyclophyllidea

Famllla: Taenlidea

Genero: Taenia

Especie: taenlaeformis

21



Introduccién

La Taenia taenlaeformis en gatos mide de 15 a 60 centimetros de longitud.
Sl varios parasitos estan presentes, son generalmente mas pequefios (Fig.8). La
cabeza se armma con un anlllo doble grande de 26 a 52 ganchos claramente
visibles. Los ganchos miden de 315-485 pm de largo y por lo tanto distinguen a la
T. taeniasformis del resto de las especies de Taenia. Esta solitaria tiene un cuello
muy corto, casi invislble. Los primeros progiétidos son muy cortos, miden de 8 a
10 mm de largo, los siguientes proglétidos tlenen una forma caracteristica de reloj

y miden de 5 a 6 mm de ancho teniendo de 16 a 18 ramas laterales [87].

Fig. 8 Fotografla de gusano adulto de Tenla tasnigeformis (fomado de 86)

Los gatos pueden abrigar las solltarias (adultos) por varlos afios. Los
astudios del predominio han establecido que es la especie mas coman de la
solltaria de los gatos domésticos que viven al alre libre y de gatos perdldos. Estos
se depositan en la vejiga del gato, en gatos salvajes muertos se han encontrado
hasta 30 parasitos en un sdlo anlmal. En los gatos caseros que no cazan su presa,
la solitaria felina no ocurre puesto que la infeccién es transmitida solamente por
carnlvonismo. Un gato Infectado ellmina cerca de cuatro proglétidos maduros
dlariamente. Los proglotidos contienen de uno a dos mil huevos en promedlo. Los
progl6tidos se desintegran y los huevos son expuestos al medlo ambiente siendo
viablaes por meses [87].
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Fig. ®# A) Proglétido de Taenia teeniaeformis B) Huevos de Taenia taeniaeformis visto por
microscopio de luz (tomadoe de 87).

2.9.1 Clclo de vida

El frente del gusano de la vejiga tiene 4 a 5 milimetros de ancho y tiene un
bolsillo en el cual el eacolex esta invaglnado [86]. La extremidad termina en una
ampolla como del tamafio de un guisante. La longitud completa del gusano de la
vajiga varia entre 3 y 20 centimetros. En el higado de ratas o de ratones este
gusano se enrolla culdadosamente en forma de un quiste y se llama
estrobilocerco. Cuando un gato ingiere al anfitribn Intermedio (rata ¢ ratén)
infectado, se digiere en la vejiga, pero no el escdlex del estrobilocerco, de esta
forma el escolex se une al intestino y produce nuevos proglétidos. Después de un
periodo de 34-80 dias, la tenla o solitarla se convierte en una forma madura que
puede vivir por 6 meses a 3 afios. Los gatos desarrollan poca inmunidad contra
solitarias felinas y por lo tanto siguen siendo susceptibles a la reinfaccion [87]. En
ratas la presencia del estrobilocerco tiene un efecto muy negativo en fertilidad en
machos y hembras [86].

2.9.2 Sintomas

Las solitarias felinas se unen con sus ganchos a la membrana mucosa
causando dafio local en el Intestino y reacciones inflamatorias provocando
sintomas apenas susceptibles. Cuando el gato sufre una infeccidn masiva éste
pierde su apetito e incluso rechaza el alimento. Un breve episodio de diarrea es
seguido por el estrefiimiento y el animal desamolla un abdomen apretado y
contraldo. EI gato no puede moverse y no parece olr o ver cualquier cosa [87].
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2.9.3 Dlagnéstico

Los gatos que comen un gran nimero de ratones o ratas se infectan a
menudo con T. tagn/aeformis. De vez en cuando, una Infeccion sospechosa se
puede confirar por la deteccién de proglétidos. Pueden estar en las heces o ser
vistos alrededor del ano o alin estar pegados en la cola del gato. La observacion
microscopica de las heces puede revelar los huevos tipicos de la tenla. La
autopsia puede poner de manifiesto a los gusanos del adulto o a los proglétidos de
éstos en el Intestino delgado. Con la migraclén post mortem pueden incluso estar
en el estomago [86].

2.9.4 Tratamlento y prevencion

El tratamlento con un antihelmintico potente, tal como prazicuantel (5 mg/kg
oral), es adecuado, pero no prevendré obvlamente la relnfecclén; es decir las
solitarias nuevas del adulto pueden estar presentes después de 6 a 7 semanas. La
administraclon repetida de bencimidazoles, tales como mebendazol, fenbendazol y
flubendazol, puede también ser eficaz contra solitarias felinas. Para evitar la
infeccion, los gatos deben de no comer ratones o ratas. La tnica alternativa es
guardar a los animales dentro de la casa todo el tlempo [86].

2.10 Respuesta inmunoléglca

La respuesta inmune en contra de la cisticercosls tlene componentes tanto
de la respuesta celular como de la humoral, ya que encontramos una participacién
activa de células T cooperadores CD4", designadas Th1 y Th2 de acuerdo con el
patron de citocina que producen [13]. La participacién de los linfocitos Th1 y Th2
en la cisticercosis ha sido estudiada en modelos experimentales de ratén y en
pacientes humanos; en ambos casos los resultados sugleren que en los individuos
con cisticercosis crénlca, la respuesta inmune celular est4 polarizada hacla el
fenotipo Th2. En tanto que en los individuos en donde los parasitos son
destruidos, o su desamollo esta limltado, la respuesta Inmune se encontré
polarizada hacia un fenotipo Th1t [39].
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La fase de actlvacion de los linfocltos T nativos de CD4* o Th (del Inglés
“helper”), estd dada por el reconocimiento de determinantes antigénicos
presentados en el contexto de moléculas del complejo princlpal de
histocompatibilidad de la clase Il (MHC-I), expresada sobre células presentadoras
de antigeno profesionales, como células dendriticas, linfocitos B y macréfagos
[80]. Ultimamente se han hecho avances muy importantes en el conocimiento de
la respuesta Inmune contra parasitos. Una de las observaciones clave para el
control o el favorecimiento de las parasitosls es la polarizacién de la respuesta
inmune de los linfocitos T CD4™ en Th1 o Th2 (Fig. 10). Los linfocitos Th1 secretan
Interferon y (INF-y), Interleucina 2 (IL-2) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a).
Estas citocinas participan en la actlvaclon de macréfagos y de la hipersensibilidad
retardada. Por su parte, los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
cooperando con la respuesta inmune humoral a través de la prollferaciéon de
linfocltos B y del camblo de isotipo de los anticuerpos para la produccién de
Inmunoglobulina E (IgE) e IgG1 (en ratén) o IgB34 (en humanos), y promoviendo la
diferenciacion de eosindfilos y mastocitos. Debido a estas funclones, el Fenotipo
Th2 se ha asociado con alergias. Existe otra subpoblacion de linfocitos T CD4*
que produce una mezcla de citocinas Th1/Th2 a la cual se le ha denomlnado ThO
[1,17). Ademas, existen datos de estudios reallzados con céstodos murinos que
indican que la respuesta Th1 se asocia al efecto protector contra el cisticerco,
mientras que la respuesta Th2 permite al parasito su desarrollo y reproduccién
[40,77]. En el modelo de clsticercosis por Taenla taenlaeformis se observé que la
destruccion del estadlo oncosfera del parasito, que previene el desarrollo del
clsticerco, estd mediada principalmente por anticuerpos del subtlpo IgG2a y
complemento [38,45].
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Fig. 10 Funciones efectoras de laa subpoblaciones T CD4* (Th1 y Th2). Tomado de Terrazas et al. 1698,

211 Enzimas destoxiflcantes como mecanismo de defensa de
helmintos.

Como se sabe, varios helmintos permanecen en su hospedero por un
tiempo indefinido, lo cual logran gracias a la capacidad que tienen de evadir los
macanismos de defensa que contra él, monta el hospedero. Uno de estos
mecanismos es la utilizacion de enzimas antioxidantes que le permiten inactivar
los radicales de oxigeno y otras moléculas téxicas producidos por los leucocitos
[12].

Como respuesta a la presencia de agentes extrafios, células del proceso
Inflamatorio llevan a cabo un fenémeno llamado estrés oxldativo (Eox), el cual
implica la produccion y excrecion de sustancias téxicas como las especies
reactivas de oxigeno (ERQ) primarias, como el ién superéxido (O ), peréxido de
hidrégeno (HzO) y el I6n hidroxilo (HO') [39). Estas ERO son capaces de causar
dafio a lipidos de membranas, proteinas y acidos nucleicos. Los ERO primarios al
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reacclonar con moléculas producen ofros ERO tales como los hidroperdxidos
lipidicos y carbonilos citotdxicos, ambas entldades quimicas pueden tener efectos
adversos mas agresivos, que los causados por sus precursores, sobre las
moléculas mencionadas anterlormente [13].

Por otro lado, los hospederos poseen la contradefensa enzimatica y no
enzimatica para Inactlvarlos. Las enzimas antioxidantes de helmintos involucradas
en la proteccion del parasito son la superdxido dismutasa (SODs) una famllia de
metaloenzimas las cuales catalizan la dlsmutaclén del superdxido (O27) a H20; ¥
Q,; las catalasas (CAT), las glutation peroxidasas (GPX) y las Peroxiredoxinas
(Prx) con actividad catalitica para descomponer H;Oz y producir H;O y Oa.
También las GPXs, las Glutatlon S-transferasas (GSTs) y las Prx son capaces de
reducir hidroperéxidos lipidicos formando la segunda linea de defensa en los
organismos. Una tercera |lnea de defensa se ha observado en los helmintos con
enzimas como las GSTs, las Glutation y aldehido reductasas que inactivan
carbonilos citotdxicos [14].

2.12 La enzima Glutatién S-transferasa

2.12.1 Generalldades

La Glutation S-transferasa fue identificada en 1961 (GSTs; EC 2.5.1.18) y
son una superfamilia de enzimas multifuncionales diméricas que conjugan el
azufre de la clstelna del Glutatibn reducido (GSH: y-glutamil-cisteinil-glicina) a
centros electrofilicos de compuestos organicos, hidrofdblcos, que pueden ser
provefdos por un atomo de carbon, nitrégeno o azufre. Estos conjugados se hacen
mas solubles, facilitAndose su sliminacion de las células [75,76].

La reaccion general que cataliza esta enzima es la siguiente:

GSH+ RX —* GSR +XH

Esta reaccién es una de las primeras etapas de la via del &cido
mercaptarico, en la cual los xenobidticos hidrofobicos (sustancias quimicas que no
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tienen utilidad metabdlica y que pueden ser toxicos) son inactivados y eliminados
del organismo [37]. Las GSTs son consideradas vitales para el metabollsmo
efectivo de destoxificacion de xenobléticos electrofilicos en una gran varledad de
organismos [38]. Ademas, estas enzimas pueden destoxiflcar compuestos toxicos
producidos enddgenamente, incluyendo los productos secundarios de la
peroxidacion de lipidos [43].

La enzima reallza 4 tlpos de reacclon cataliticas con sus sustratos llamadas
1) adiciones reversibles tipo Michael de cetonas y aldehidos a, insaturados, 2)
isomerizacidn, 3) sustitucion nucleofilica aromética y 4) apertura de anlllos
epoxldos. El 1-cloro-2,4-dinltrobenceno (CDNB) es considerado el sustrato
universal de las GSTs [43). La enzima liga con alta afinldad a esteroldes,
bilirubina, grupo hemo, carcinégenos, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
dexametasona y numerosos anlones organicos [50].

Las GSTs cltosodlicas se claslfican en ocho princlpales clases (a, p,0, m, G,
o, ¥, ). Una nomenclatura estandarizada para GSTs de mamiferos se propuso en
1992 [50] y se fue extendlendo para incluir otras especies en 1995 [49]. Esta
nomenclatura identifica a cada GST, primero se denota con la primera letra de la
especle usando mindsculas "GST" (h para el humano, r para la rata, m para el
ratén, etc.), seguido por la letra en mayiscula de la clase (A, M, P, T, Z, etc),
entonces un numero Arabe que denota la subfamilia (1, 2, 3...), y en algunos
€asos, una letra minascula que denota variantes alélicas del mlsmo gen (a, b, c..),
denotando los genes con cursivas [20].

Estas enzlmas existen como proteinas diméricas formando homodimeros o
heterodimeros que poseen subunidades con masa aproximadamente de 25 kDa
por cada monomero. La superfamilla de las GSTs tiene distintas formas con
diferente peso molecular y dentro de ellas pueden exlstlr isoformas, las cuales
poseen el mismo peso molecular, pero presentan diferenclas en su estructura
primaria y como consecuencia, diferenclas en su estructura secundaria y terciaria,
influyendo esto en sus caracteristicas metabdlicas, por lo que pueden existlr
isoformas con diferentes habllidades para metabolizar un sustrato en particular y
con localizaciones especificas [50].
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En los mamiferos las familias de las GSTs se encuentran codificadas en
diferentes genes, las alfa se encuentra en el cromosoma 8, las mu en el
cromosoma 1, las theta en el cromosoma 22, las pi en &l cromosoma 11, las zeta
en el cromosoma 14, las sigma en el cromosoma 4, las kappa (aun no se ha
encontrado su localizacion) y las omega en el cromosoma 10 [62].

2.12.2 Presencla de la QST en helmintos.

La actividad enzimética de GST ha sido descrita en extractos crudos de
adultos y larvas de varios helmintos como céstodos (Dipylidium caninum, Liguia
intestinalis); trematodos (Schistosoma Intescalatum, Schistosoma margrebowiei,) y
nematodos (Ascarls lumbricoldes, Toxocara canls, Trichostrongylus colubriformls,
Nippostrongylus brasillensis, Cooperfa onchopora, Brugla pahangi, Onchocerca
gutturosa) [12,41,57]. Se han purificado por cromatografia de afinidad varias
formas de la enzima GST de pesos moleculares que van desde los 23 a los 28.5
kDa. Ademas, se han purlficado varias isoformas de la enzima en una misma
especle de parasito, por ejemplo en los céstodos como Monienza expanza que
presenta cuatro formas [11], mientras que Schistocephalus solldus presenta siete
Isoformas [10].

En nematodos tenemos ejemplos como el de Dirofilarla Immitis, la cual
presenta una forma microsomal y ofra citosdlica [42], el adulto de
Heligmosomoides polygyrus presenta dos formas microsomales y cuatro isoformas
citostlicas [14].

Dentro de los trematodos, cuatro espacies del género Schistosoma (bovis,
haematobium, japonicum y mansoni) presentan dos formas, una de 26 y ofra de
28 kDa y cada una de estas formas presenta Isoformas [73].

La localizacién de la enzima GST en helmintos ha sldo detectada en el
parénquima, en la hipodermis, en las paredes del receptaculo seminal y de
espermatozoldes, asocladas al epltelio intestinal y se suglere que la expresion de
las isoformas de GST es tejido especificos [19].

Hay evidencla suficlente acerca de la distribucion de la enzima GST en
diferentes estructuras del parasito, su alta concentracién y presencia en la
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Interfase hospedero-parésito y el hecho de que se estd secretando, indican que
esta enzima Juega un papel importante en el metabolismo de los parasitos sobre
compuestos toxicos producidos enddgenamente por el parasito o de origen
exogeno producidos o ingerldos por el hospedero,

Para las GSTs de helmintos no hay una claslificacion establecida, por lo que
cuando se caracteriza bioquimicamente o genéticamente una forma de
clasificarlas cominmente es asignarle una clase de GSTs de mamlferos. Sin
embargo, las caracteristicas de las GSTs de helmintos no permite, en ocasiones,
inclulra dentro de las ocho principales clases citosdlicas establecldas (a, p,9, T, o,
o, ¥, y), por ejemplo las cuatro formas princlpales de GSTs descritas para
Monienza expanza no muestran una clara relaclén bioquimica con ninguna de las
clases menclonadas, sin embargo la secuencia amino terminal, las ubica entre las
clases p y a [11]. En T. solium se ha purificado dos GSTs que tienen relacién con
las clases a y , clasificadas como se menclona anteriormente [54].

2.12.3 Las GSTs de helmintos como antigenos.

La funclén de destoxificaclon que reallza la GST y su abundancla, asi como
la carencla en céstodos de las enzimas como catalasa, glutatién peroxidasa y
citocromo P450, la hacen importante para la supervivencia de éstos. Esta es la
razon por la que varias GSTs de helmintos han sido empleadas como antigenos
en ensayos de vacunacloén donde las protecciones alcanzadas van desde el 0%
hasta el 89%, incluyendo las GSTs de T, solium donde se alcanzaron hasta el
82% [53].

La importancla de la enzima y la factibilidad de usarla como antigeno
protactor fue puesto de manifiesto en un experimento en el cual se obtuvieron
ratones transgénicos que expresaban la GST de 28 kDa de S. mansoni. Sl estos
ratones transgénicos eran infectados con el parasito la carga parasitaria se
incrementaba significativamente respecto a los ratones no transgénicos. En
contraste, los niveles de IgGs antl GST de 28 kDa de S. mansoni en los animales
transgénicos eran significativamente méas bajos que en los no transgénicos,
encontrandose los mismos resultados cuando el experimento fue repetido con
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ratones previamente inmunizados con la GST de 28 kDa de S. mansoni [54)]. Esto
argumenta a favor de que la enzima GST tenga un papel importante en la
viabllidad del parasito [78]. Por otro lado, ratas inmunizadas Intradérmicamente
con un plasmido contenlendo ADN que codifica para la GST de 28 kDa de S.
manson! produjeron 1gGz2a e 1gGa, en su suero. El perfil Inmunolégico fue de tipo
Th1, ademas de que el suero de estas ratas indujo una repuesta celular citotoxica
dependiente de anticuerpos In vitro [25].

31




Justificacidén
ey gy T

1. JUSTIFICACION.

La cisticercosis s un serio problema de salud no s6lo en el tercer mundo,
sino también empieza a serlo en los palses desamollados. Se han adoptado varlas
medidas para su erradicaclén, slendo la mas avanzada la de vacunacion. Para
allo, se ha utllizado para proteger a los cerdos, desde extractos crudos hasta
péptidos recomblinantes generando buenos niveles de proteccléon. Cabe menclonar
que los antigenos menclonados han sido previamente estudiados en modelos de
clsticercosls murinos.

Por otro lado, la GST es una enzima de la fase || de destoxiflcacion en los
organismos y la principal enzima destoxificante en helmintos. Esta enzima realiza
la conjugacion de Glutatlén a genobléticos de naturaleza electrofflica, Inactivando
y eliminando sustancias tdxicas como los hidroperéxldos lipidicos y carbonilos
reactivos producidos por el metabolismo oxidativo propio del parasito y del
hospedero, Estos compuestos destruyen proteinas, DNA y lipidos, generando
mutaciones en el genoma y muerte del parasito. Es ya conocldo que la GST es un
buen candidato para formar parte de una vacuna en contra de varlos helmintos
como Schistosoma mansoni, S. japonicum.
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V. HIPOTESIS.

La vacunacion con el CGST en rata generard una respuesta inmune protectora del

tipo celular o humoral en contra de la infecclén causada por Tasnla taeniaeformis.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la proteccion y el tipo de respuesta inmune que produce el complejo de
GSTT en la rata.

5.2, OBJETIVOS PARTICULARES.

5.2.1. Implementar un modelo de cisticercosis en rata con T. Taeniaeformis.

5.2.2, Purificar la Glutation S-transferasa.

5.2.3. Realizar ensayos de vacunacion con el CGSTT en el modelo rata-T.
taeniaeformis.

5.2.4. Determinaclon por ELISA de cltocinas (IL-4, IL-2, IL-10 y TNFa)
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién De Cisticercos De Taenla solium.

Los cisticercos se obtuvieron de cerdos infectados de manera
natural, localizados en rastros de la ciudad de México. Por diseccion de su
telido muscular se colectaron los clsticercos y posteriormente, se
congelaron a -70°C hasta su uso. Los cisticercos de Taenla taenlaeformis
se recuperaron de infecciones experimentales de ratas y los huevos del
mismo parésito de gatos infectados experimentalmente en la Facultad de
Medicina.

6.2 Obtencién De Extracto Crudo.

Se pasaron 10 gr de clsticercos, se les agregé 50 ml de solucién de
extraccion mas inhibidores de proteasas (Anexo 1), todo mantenido a 4°C.
Se homogeneizaron en un Polytron (Brinkmann Instruments) a méaxima
velocidad durante un minuto, este paso se repitid 3 veces manteniendo
siempre el homogenizado en frio. La suspension obtenida se centrifugd a
1700 xg. Se colectd el sobrenadante por asplraclon, se hicieron alicuotas y

se congalaron a -20°C. A este extracto se le denominé extracto crudo (EC).

6.3 Purificacion Del CGSTT.

La purificacién de la Glutatlon S-transferasa a partir del extracto
crudo (EC) del paréslto, se realizé por cromatografia de afinidad, utllizando
una columna de 2ml de sefarosa-4B unida a Glutation reducido (GSH,
Glbco-BRL). La columna de sefarosa-GSH se lavé con 10 ml de solucion de
fosfatos salina pH 7.4 (PBS), posteriormente se equilibré con 10 m! de una
solucion de PBS-Trton 1% (amortiguador de columna, Anexo 1).
Aproximadamente, 10 ml de EC diluldo 1:1, prevlamente con amortiguador
de columna vy filtrado a través de una membrana Mlllipore de 0.22uM,
fueron aplicados a la columna. Una vez pasado el EC por la columna, ésta
se lavd con 20 ml de PBS con la finalidad de remover todo lo que no se unio
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especificamente a la columna de sefarosa-GSH. La elucidn del material
unido se hizo por medio de una solucién 5 mM de GSH en 50 mM de Trls-
HCI, pH 8.0 (solucion de eluclén, Anexo 1). Se colectaron fracciones de 1
ml, a las cuales se les determiné su concentraclén de protelna a 280 nm.
Los tubos con mayor cantidad de protelna se juntaron y se almacenaron a -
20°C hasta su uso (Anexo 1). La fracclén de Glutatién S-Transferasa
purificada, a partir del extracto crudo de cisticercos de Taenia sollum por
cromatografia de afinidad en la columna sefarosa-4B-GSH, se le denominé
CGSTT,

6.4 Cuantificacién De Proteinas.

Las protefnas obtenidas fueron cuantificadas por dos métodos: 1)
espectrofotométricamente, midiendo la absorbancla a 280 nm, utilizando
como blanco de callbracién el amortiguador en que estaba disuelto la
protefna a evaluar; y 2) por el método de Lowry [48], como se describe
ensegulda. Por duplicado, se colocaron en tubos de ensayo 200 ul de la
muestra y se les agregd 1 mi de la soluclén “C" (Anexo 4) compuesta por
50 partes de la solucion "A” més una parte de solucidon “B", la mezcla se
agitd, después se del6 reposar por 10 min. a temperatura ambiente.
Posterlormente se le agregaron 100 pl de la solucién de Folin diluido 1:2 y
se dejo reposar 40 min. Posteriormente se leyé la absorbencia a 660 nm en

un espeactrofotémetro,

6.5 Electroforesis En Gelas De Poliacrilamida Con Dodecil Sulfato De
Sodio

(SDS-PAGE).

Aproximadamente, 50 pg de EC de parasito o fracciones
semipurificadas y 5 pg de protelnas puras se mezclaron volumen a volumen
(v/v) con amortiguador de muestra de Laemmili 2X (Anexo 2), y se hirvieron
durante 2 min. Las muestras conteniendo las proteinas fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 12% con dodecil sulfato de sodio. Los geles
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fueron tefiidos por 2 horas en una solucién con azul brillante de Coomassle
al 0.1 % (Anexo 3) y destefildos en una solucién de acido acético al 10 %,
en agitacion a temperatura ambiente hasta que las bandas de protelnas

fueron observadas.

6.6 Ensayos De Inmunoelectrotransferencia.

Después de separar los pollpéptidos en los geles de pollacrilamida,
éstos fueron transferldos a membranas de nitrocelulosa. La transferencla se
llevé a cabo utllizando la cdmara para transferencia Mini-Trans-Blot de la
marca BioRad. Los geles, las membranas de nitrocelulosa, el papel filtro del
tamafio de los geles y las esponjas se humedecleron en solucion
amortiguadora de transferencia, posterormente se colocaron ostos
elementos en la cémara de transferencla de acuerdo al sigulente orden, se
colocan 1 fibra - 1 papel fiitro — membrana de nitrocelulosa — gel —~ 1 papel
filtro — 1 fibra, orlentados hacia el polo positivo, la transferencia se realiza a
100 mV por 1 hr. Cuando se termina la transferencia, se corta la
nitrocelulosa en tiras de 3 mm, se bloguean durante 1 hr a temperatura
amblente con una solucién de PBS Tween-20 al 0.3% viv (PBS-Tween) y
con leche al 5% plv. Se agrega el suero o el anticuerpo a evaluar (1*
anticuerpo) a la diluciéon adecuada en la misma solucién de bloqueo y se
Incuba durante 1 hora a temperatura amblente, posteriormente las tiras se
lavaron durante 5 min, tres veces con una soluclén de PBS-Tween. Se
agregd un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo peroxidado diluido
(1:2000) y se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizaron
3 lavados con PBS-Tween y uno con PBS. Las inmunoglobulinas unidas a
la membrana se revelaron utilizando el sustrato 3-3diamino bencidina y
H,O; (Anexo 6) [54].

6.7 Producclén De Antlcuerpos.

Para la produccién de anticuerpos se utllizaron conejos Nueva

Zelanda de 2 meses de edad. Se Inmunizaron con 200 pg de antigeno
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diluido en PBS y se mezclaron v/v con adyuvante Completo de Freund para
la primera inmunizacibn e Incompleto para las inmunizaciones
subsecuentes. Se inmunizaron 3 veces cada 15 dlas. Después de la tercera
Inmunizacién se sangré al conejo para evaluar la produccién de
anticuerpos. Se determiné el titulo del suero por ELISA usando el antigeno
con que se inmunizd pegado a la placa. Cuando se obtuvo el mayor titulo
se sangro a blanco al conejo por puncién cardlaca. El suero sanguineo se
obtuvo medilante centrifugacion después de la coagulacién de la sangre, se
hicieron allcuotas de suero y se guardaron a -20°C. La fraccién de
inmunoglobulinas antl-CGSTT se purificé por medio de una cromatografia
de afinidad utllizando una columna de Proteina A unida a sefarosa 4B, El
suero (1 ml) se diluyd 1:1 con amortiguador | (Anexo 7) y se pasé a través
de la columna de Proteina A, esta se lavé 3 veces, y las IgGs se eluyeron
con 5mi de soluclén Il (Anexo 7). El eluido se neutrallzd Inmedlatamente
con 5 ml de la solucién Il (Anexo 7). Las IgGs obtenldas se dializaron
contra PBS, se concentraron por liofilizacién y se reconstituyeron en PBS

para su almacenaje a -20°C hasta su uso.

6.8 Obtenclén De Huevos De Taenia taenlaeformis.

Se recolectaron proglttidos de gusanos adultos de Taenia
Taeniaeformis provenientes de gatos, por un periodo de 1 mes y se
almacenaron a 4°C hasta su uso. Los proglétidos fueron rasgados con una
aguja de callbre 29 (Insulina) y se depositaron en un tamlz de 150 um de
poro, enseguida $& maceraron con un gendarme de porcelana, se filtraron
por goteo con PBS pH 7.2 a temperatura ambiente. Los huevos obtenidos
se centrifugaron a 140 xg por 10 min. Se retird el sobrenadante y los
huevos se resuspendieron en 10 ml de PBS, se les adicion6 16 ml de
percoll {Research Organics, Inc.), se centrifugaron a 1000 rpm durante 60
min. Se retird de nuevo el sobrenadante y los huevos se resuspendieron
con 20 ml de PBS. Se centrifugd nuevamente a 140 xg durante 10 min,

repitibndose este paso por triplicado. Finalmentse, los huevos se
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resuspendieron en § ml (solucidn stock de huevos) y se contaron utllizando

una camara de New Bauer.

6.9 Obtenclén De Oncésferas De Taen/a taenlaeformis.

Se tomé un volumen de 350 pl del stock de huevos y se le agregaron
350 pl de una solucién preparada de hipoclorito de sodio al 8% y se conté el
tiempo hasta observar la ruptura del bloque embrioférico. En ese momento
se pard la reaccion diluyendo con PBS pH 7.2 y aforando a 14 ml en un
tubo Falcon de 15 ml. El tubo con la mezcla se centrifugd a 140 xg durante
10 min y el precipitado se lavé por 3 veces en el mismo amortiguador, el
precipitado obtenido se resuspendié en 3 ml de PBS y se le adicionaron 10
ml de Percoll Slgma (densidad 1.13) con mucho culdado gota a gota sobre
la pared del tubo. El tubo se centrifugd a 140 xg durante 30 min. Se
recupero de la interfase un anillo blanquecino muy delgado (oncésferas), se
tomaron unos milimetros del liquldo por encima del anlllo y unos por debajo.
Este se deposité a otro tubo de 15 ml y se lavo 3 veces centrifugando a 140
xg durante 10 min cada vez, finalmente las oncésferas se resuspendieron
en 1 ml de PBS. Se cont6 el nimero y la viabllidad de las oncésferas con
azul tripano (10 pt de muestra y 10 pl de Tripano) en camara de New Bauer,
Las oncdsferas tratadas se deJaron en medio RPMI en una incubadora con
5% de CO; viv con el objeto de medir su tiempo de viabilidad a las 72
horas.

6.10 Ensayo de Vacunaclén en T. taeniaeformis -RATA.

Se inmunizaron ratas Wistar de 4-6 semanas de edad 2 veces cada
15 dias por la via subcutanea, 7 dlas después de la Gltima Inmunizacién se
infectaron con huevos o con oncésferas utllizando una sonda géstrica. Un
mes después las ratas se sacrificaron y se contaron el nimero de larvas
establecidas en su higado. El grupo control con PBS sirvié para calcular el
porcentaje de proteccion, de acuerdo al sigulente criterio,
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" parsitos en el grupo testigo - # pardsitos en el o experimental
% de proteccioén P ¥ P E1lpo exp X 100

# parasitos en el grupo testigo

Para establecer diferencias estadisticas entre los grupos, se realizé
un andlisis de varlanza y si las diferenclas no tenian una distribucion
normal, se realizé la prueba de percentiles [81].

6.11 ELISA Indirecto Para La Cuantlficacién De IL-2, IL-4, IL-10, TNFa.
Los sueros obtenidos de las ratas de los grupos inmunizados,
infectadas y normales con los huevos de Taenia taeniaeformis; pravio a la
inmunizacién, 7 dias después de la primera Inmunizacion, 15 dias después
de la segunda inmunizacién, al mes del reto @ inmediatamente después del
sacrificio se utilizaron para medir la presencla de las interleucinas. Las
placas de ELISA (Maxisorp, Nunc) fueron “cubiertas” con (0.5 ug/pozo) de
los siguientes anticuerpos (Pharmingen): la primera fue con IgG de conejo
anti-IL-2 de rata, la segunda placa fue cublerta con anticuerpo monoclonal
de ratén anti-IL-4 de rata (clona OX-81), la tercer placa fue cublerta con
anticuerpo monoclonal de ratén anti-IL 10 de rata (clona A5-6) y la ditima
placa fue cubierta con anticuerpo monoclonal de hamster anti-TNFo de rata
(clona TN3-19.12) en amortiguador de carbonatos pH 9.5 a 4°C durante
toda la noche. Las placas se lavaron con PBS-Tween-20 al 0.1% v/v
(Anexo 8) y posteriormente bloqueadas con 150 pl de BSA al 1% p/v en
amortiguador de carbonatos pH 9.5 a temperatura ambiente durante 4
horas. Los sueros de las ratas (100 pl) diluido 1:500 en PBS pH 7, se
adicionaron a los pozos. Después de 2 horas de incubacién a temperatura
ambients, las placas se lavan con PBS-Tween 20 (0.1% v/v) y se Incubaron
por 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos de deteccién
(Pharmingen): monoclonal de raton anti-IL-2 de rata-blotinilado (clona A38-
3); monoclonal de ratén anti-lL-4 de rata-biotinilado (clona B11-3),
monoclonal de ratdn anti-IL-10 de rata-biotinilado (clona A5-8); policlonal de
conejo anti-TNFo de rata-biotinilado respectivamente. Las placas se lavaron
3 veces con PBS-Tween 20. Una segunda incubacién de 1 hora y a
temperatura ambiente se llevé a cabo en la oscuridad con avidina-
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conjugada y con fosfatasa alcallna (Sigma). Finalmente, la placas se
lavaron como antes con PBS-Tween-20 y el desamollo del color se realizd
agregando el sustrato (1 M de dietanolamina, 10 mM de 4-p-nitro-
fenilfosfato, 0.25 mM de MgCl;) en amortlguador de Tris-HCI 10 mM, pH
8.5. La reaccion se detuvo con 50 pul de NaOH 2M (ELISA;[54]).

6.12 ELISA Indirecto Para Cuantificar IgG1 e I1gG2, antigeno
especlficas.

La determinacién de Inmunoglobulinas 19Gy e 1gG2, en suero de ratas
inmunizadas con la fracciéon del CGSTT e Infectadas con los huevos de
Taenia Taeniaeformis, se llevd a cabo en placas de ELISA cublertas con 1
pg/pozo (100 pl de amortiguador de carbonatos pH 9.5 0.15 M) de los
antigenos del CGSTT y extracto crudo de cisticercos (control positivo). Las
placas fueron lavadas y bloquedas como ya se mencioné antes. Se
adicion6 100 pl de suero diluido 1:500 en PBS pH 7 y se Incubé 2 horas a
temperatura amblente. La placa se lavo con PBS-Tween-20 al 0.1% y se
agregaron los anticuerpos monoclonales de ratén (Pharmingen), con
fosfatasa alcallna anti-lgG1 de rata (clona RG11-39.4) y antl-IgG2, de rata
(clona RG7/1.30) conjugado a blotina por 2 horas, seguido de una
incubacion por 1 hora con avidina-conjugada con fosfatasa alcallna (Sigma)
a temperatura amblente en agitacion. La placa se lavd con amortiguador de
Tris-HCI, 10 mM a pH 7.2 y se revel6 con el sustrato (1 M de dietanclamina,
10 mM de 4-p-nitro-fenilfosfato, 0.25 mM de MgCl;) en amortiguador de
Tris-HCI, pH 9 (10 mM) por 1 hora, la reaccién se detuvo con 50 pl de
NaOH 2M (ELISA; [54]).

Las absorbencias de las placas da ELISA se midieron en un lector de
microplacas Blotek EL311 a 405 nm con un filtro de referencia a 630 nm. Se
graficaron las absorbenclas con el programa SigmaPlot V 3.0 y se hicleron
las comparaclones estadisticas para los diferentes tratamientos con
respecto al grupo control con el programa SigmaStat V 2.0 (Jandel

Scientific), astableclendo un valor de o de 0.05.
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VIl. RESULTADOS

7. 1 Purificaclén Del Complejo GSTT.

En la figura 11A se muestra los pasos de la purificacién del CGSTT a partir
de los cisticercos de Taenia sollum. El andllisis por SDS-PAGE muestra en el carrll
1 el EC preparado a partir de cisticercos. Este contlene mas de 100 proteinas con
tamafios moleculares en el rango de 8 a 200 kDa. El carril 2 muestra al EC pasado
por la columna de sefarosa 4B unida a Glutatidn reducldo, en el que se observa un
namero similar de protelnas. En contraste, el carrl 3 muestra la fracclén elulda de
la columna con el GSH. Esta fracclon fue denominada complejo de Glutation S-
transferasa de Taenia sollum (CGSTT), éste exhibe principaimente 2 bandas una
con Mr= 265 y ofra Mr de 25.5 kDa, respectivamente (Fig. 11A, carril 3). Con
este proceso de purificaclon se obtuvo un rendimlento de 1 mg de CGSTT cuando
se partié de 10 mg de EC.

A B

Fig11. Purificaclon del CASTT a partir del clsticerco de Taenla solium. A) SDS-PAGE tefildo con
azul de Coomassle: (1) Extracto crudo de cisticerco de Taen/a sollum (ECTs), (2) ECTs no unido a
la columna GSH-Sefarosa y (3) complejo eluldo de la columna GSH-Sefarosa con GSH (CGSTT).
B) Inmunoelactrotransferencla. En la membrana 1; ECTs, 2: ECTS no unido a la columna de GSH-
sefarosa, 3-8 contlenen el CGSTT. Membranas 1-3 fueron enfrentadas con anticuerpos anti-
CGSTT, membrana 4: con anticuerpos anti-GST 28.5 kDa, mambrana 5 contra anticuerpos anti-
GST 25.5 kDa, las membranas 8 con anticusrpos normales ds conejo (control negativo).
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En el andlisis realizado por Inmunoelectrotransferencla en el que se
utilizaron anticuerpos IgG de conejo hechos previamante contra la fraccion del
CGSTT, la GST 26.5 y la GST 25.5 kDa (estos 2 ditimos producidos en el
laboratorio), e muestran en la Flg. 11B. Los anticuerpos antl-CGSTT identificaron
las 2 bandas con Mr = 26.5 y 25.5 kDa en las fracciones ECTs (carril 1) y la
fracclén eluida de la columna de sefarosa-GSH el CGSTT (carril 3) y no
identificaron ninguna banda en el ECTs pasado por la columna de sefarosa-GSH
(carril 3). En contraste los anticuerpos elaborados contra la GST de 26.5 kDa y en
contra de la GST de 25.5 kDa reconocleron solamente la banda con la que fueron
producidos (carriles 4 y 5). Como control negativo se utllizo un anticuerpo de
conejo normal enfrentado en contra el CGSTT, en el cual no detectd ninguna
banda en esta fraccion (carril 7).

7. 2 Modelo De Vacunacléon: Producclon De La Cisticercosls Hepética,

Para determinar qué muestra biolégica; sl huevos u oncésferas de Taenia
taeniaeformis infectaban mejor a las ratas para causares clsticercosis, se
realizaron los siguientes experimentos: grupos de ratas se Infectaron con una
dosis de 10,000 huevos o 10,000 oncdsferas. La Infeccién se llevéd a cabo por
medio de una sonda géstrica para asegurar que las ratas se comian toda la dosls
del material biol6glco. Después de 30 dias de la Infeccldn, las ratas se sacrificaron
y se contd el nimero de cisticercos establecidos en el higado. Este experimento
fue repetido 3 veces utilizando diferentes lotes de huevos y se observd que la
dosis de 10,000 huevos originé alrededor de 35 cisticercos, en contraste con las
oncésferas que produjeron alrededor de 10 clsticercos en el higado de las ratas.

Una vez determinada la muestra bioldglca a utilizar para produclr la
cisticercosis en la rata (10,000 huevos), se procedi6 a reallzar los experimentos
para determinar el nimero de huevos que nos permitieran medir la cisticercosis
experimental en las ratas. Para ello, se utilizaron diferentes dosis de huevos: 2500,
5000 y 10,000 huevos (Fig.12). Se encontré que la cantidad de cisticercos
Instalados en el higado de la rata, en la dosis de 2500 era de 8 parasitos y su
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tamafio era muy pequefio, para la dosis de 5 000 se empleza a presentar una
pequefia inflamacién en el higado de las ratas, Ia infecclén no es homogénea y se
observan cisticercos pequefos y grandes en un rango de 1 a 3 mm de didmetro
respectivamente. Finalmente, se encontré que la mejor dosis para poder contar los
cisticercos en el higado de las ratas, fue cuando estas se infectaron con 10, 000
huevos (Fig.12), puesto que se obtuvieron un promedio de 30 cisticercos en el
higado de las ratas con un tamafio regular de 3 mm, adecuados para poder
cuantificar la infeccion.

g.’ﬁ “..

-] 00 ﬁ lﬁ
NUMERO DE HUEVOS INOCULADOS POR VIA CRAL

Fig. 12 Relacién entre el nimero de huevos inoculados de Taenia tasnlaeformis y el nimero de
cisticercos establacidos en el higado a los 30 dias post-inoculaclidn en ratas wistar macho.

Una vez elegida las dosis de huevos para establecer la infeccidn, se
procedié a buscar qué dosls del antigeno (CGSTT) conferfa la mejor proteccién en
contra de la cisticercosls en este sistema murlno. Para ello, se hicieron grupos de
ratas y se probaron las dosis de 5, 25 y 100 pg de CGSTT. Se utlllzé la via
intradérmica para su administracién y dos inmunizaciones con un intervalo de 15
dias. Se utilizé un grupo control con PBS (Control de la infecclén) y otro con
adyuvante Saponina SAP (Control de adyuvante) (Fig.13). La infeccién se llevé a
cabo con 10,000 huevos de Taenia Taeniasformis a los 30 dias de la segunda
Inmunizacién. Los datos sugieren que la dosis de CGSTT de Taenia solium, a la

concentracion de 25 ug genera una proteccién del 90.5% presentando una
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diferencia estadisticamente significativa (p<0.016 Mann-Whitney), en comparacion
con el grupo control que usé s6lo SAPONINA. La concentracion de 5 ug de
antigeno muestra una proteccion del 75% (p>0.089 Mann-Whitney) y la
concentracion de 100 ug del antigeno muestra una proteccién del 67% (p>0.226
Mann-Witney) no mostrando una diferencla estadisticamente significativa.
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Fig.13 Namero de cisticercos en higado posterior a la infeccidn con 10,000 huevos de Taenia
taenfaeformis en ratas vacunadas con CGSTT.

7.3 Estimacién De Factores Solubles Inmunomoduladores (IL-2, IL-4, IL-10 y
TNFe).

Se pudo determinar la presencla de IL-2r (estdndar) en un rango de
concentraciones entre 0 a 5 Unidades, mediante el ensayo de ELISA utllizado.
Como control negatlvo se us6 pozos cublertos con BSA 6 Incubados con PBS en
lugar del suero de animales tratados. Las absorbenclas de los sueros del grupo de
animales control (tratado con saponina), fueron iguales a las de los pozos
incubados con PBS. En los sueros de los grupos de animales tratados con las
diferentes concentraciones de CGSTT no se detectd la presencia de IL-2 en
ninguno de ellos (Fig.14A).
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Para el caso de TNFa, se utllizd un ensayo semejante, empleando como
control positivo del ensayo TNFa-r, se pudo detectar este factor en el rango de
concentraciones entre 0 a 10 ng. Como control negativo se usd pozos cubiertos
con BSA 6 incubados con PBS en lugar de los suergs de animales tratados. Las
absorbencias de los sueros del grupo de animales control (tratado con saponina),
fueron iguales a las de los pozos incubados con PBS. No se observé la presencia
de TNFa en los sueros de los grupos de ratas tratadas con las diferentes

concentraciones de la proteina (Fig. 14B).
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Fig.14 Determinacion por ELISA de los niveles séricos de: A) IL-2, B) TNFa, C) [L-4 y D) iL-10, en
ratas wistar macho Inmunizadas con CGSTT & Infectadas con Teen/a taeniaeformis.
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Para estudiar la presencia en suero de la IL-4 se montd un ensayo en el
cual el control posltivo utilizado fue la IL-4 r en el rango de concentracion de 0 a 10
ng. Como control negativo se usdé PBS o pozos cubiertos con BSA. Las
absorbencias de los sueros del grupo de animales control (tratado con saponina),
fueron iguales a las de los pozos Incubados con PBS. En los sueros de los grupos
de animales tratados con las diferentes concentraclones de CGSTT utilizadas, no
se detectd la presencla de IL-4 en ninguno de sllos (Fig.14C).

Para estudiar la presencia en suero de la IL-10 se montd un ensayo que
utilizé como control positivo IL-10 r en el rango de concentracion de 0 a 10 ng.
Como control negativo se utllzé pozos cublertos con BSA o PBS. Las
absorbencias de los sueros del grupo de animales control (tratados con saponina),
fueron iguales a las de los pozos incubados con PBS. En los sueros de los grupos
de las ratas tratados con las diferentes concentraciones de CGSTT no se detectd
la presencia de IL-10 en ninguno de ellos (Fig. 14D).

7.4 Estimacléon De La Producclén De Anticuerpos Especificos Antli CGSTT

(1] [1]

an

7] y - a0 . .
L Wt CouTT gtz AP YoGam CONTT

A B
Fig.15 Determinacion de anticuerpos especificos en el suero de ratas vacunadas con CGSTT o
Inoculadas con huevos de Taenia taeniaeformis, medlante ELISA indirecto. A) Isotipo IgG1 y B)
IgG2a
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Al estudlar la respuesta Inmune humoral de las ratas vacunadas
posteriormente al reto (sangrado de 1 mes después), empleando el CGSTT como
antigeno, encontramos que los niveles séricos de anticuerpos especificos IgG,
entre el grupo tratado con saponina y el tratado con el CGSTT no presentaron
diferenclas estadisticamente significativas (p>0.05, “t de student”; Fig.15A)
empleando el sistema de ELISA Indirecto. En cambio al estudiar los niveles
séricos de 1gG2,, entre estos mismos grupos, observamos diferenclas
estadisticamente significativas (p<0.007), la medla del grupo control fue de 0.239 y
la del grupo tratado con el complejo fue de 0.371, lo que corresponde a un
incremento del 55% a favor del grupo tratado con el complejo (Fig.15B).
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VIII. DISCUSION

Uno de los obstaculos para realizar estudios de vacunaclén contra la
cisticercosls por Taenia solium es la dificultad para obtener los huevos del parasito
para realizar los desaffos en los cerdos, por lo que se han Implementado varios
modelos de clsticercosis en murinos para determinar la eficacia de los antigenos,
talas como Taenia crassiceps-ratén y T. taenlaeformis-rata, antes de probarlos en
ol cerdo [854]. Estudios experimentales en la cisticercosis murina con T,
crassiceps han mostrado que una respuesta Th1 esta Involucrada en la
resistencia, en contraste con la respuesta Th2 que se ha asociado con el
incremento de la carga parasitaria [69,72].

El propésito de desarrollar el modelo vacunacién en el modelo de
clsticercos de T. taeniaeformis-rata tiene por objetivo estudlar la proteccion y la
respuesta inmune que desarrollan los antigenos de Taenia solium, éste es el caso
para el complelo CGSTT. Cabe sefialar que la forma de adquisicion de la
cisticercosls en este modelo es igual con la forma en la que el cerdo y/o el humano
adquieren la cisticercosls al ingerr huevos de T. solium, en contraste con otros
modelos en donde la cisticercosls es causada por la Inyeccion intraperltoneal de
cisticercos, ejemplo el modelo de cisticercosls en T. crassiceps-raton.

La Taenia sollum, ha desarrollado al Igual que otros organismos,
mecanismos de defensa de tlpo enziméatico contra las especles reactivas de
oxigeno y nitrégeno (ERQ y ERN) y contra diversos xenobiodticos. Una de estas
defensas esta constlituida por la Glutation S-transferasa (GSTs: E.C.2.5.1.18),
famlilia de enzimas de la fase Il de destoxificaclén, que catallza el ataque
nucleofilico de GSH a sustratos electrofilicos [14,76). Esta enzima representa
entre el 3 al 4% de la proteina soluble total de T. sollum, indicando su alto nivel de
axpresion en el parasito. Ademéds, ante [a carencia de ofras enzimas
destoxificantes como la Glutation peroxidasa, Catalasa y Citocromo P450, la GST
se ha postulado como el principal slstema de destoxificacion en los helmintos
{7.54]. Estudios previos de vacunacién en varios organismos realizados con esta
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enzima demusestran que provee un alto grado de proteccidn, reduciendo
considerablemente la carga parasitaria (6]

Como primer paso en este trabajo se purifico el antigeno a utilizar para los
ensayos de vacunaciéon. Se obtuvo el complejo Glutatién S-transferasa (CGSTT) a
partir de cisticerco de Taenia solium, utilizando una columna GSH-Sefarosa, La
pureza y composicion de la muestra fueron analizadas por medio de un SDS-
PAGE e inmunoelectroforesls, El primer ensayo mostré que el CGSTT se
compone de 2 bandas proteicas y la IET con antlcuerpos especificos contra cada
una de ellas mostré que ambas eran dos glutatlén S-transferasas de 25.5 y 26.5
kDa. El proceso de purificaclén fue simple y répido ya que se aprovechd la
propledad de la enzima de unir al GSH. Este procedimlento determind que el
CGSTT corresponde aproximadamente al 10% de las proteinas solubles del
extracto crudo del pardsito, valor que esta de acuerdo con lo reportado por otros
autores [55].

Una vez purificada la enzima CGSTT se procedié a determinar con qué
materlal blolégico huevos u oncésferas se producfa una clsticercosls
estadlisticamente significativa y observable en ratas, se utllizaron las dosis de
10,000 oncosferas o huevos. Se observd que los huevos producian una
cisticercosis en la que se implantan en el higado de la rata el 0.3% de los
parasitos, en contraste con las oncosferas en |a que se implantaron solo el 0.1%.
Esto puede ser debido a que el tratamiento con cloro dafta a las oncésferas por lo
que disminuye su capacidad Infectiva. La cublerta o embriéforo de los huevos
protege a las oncésferas de dafios ocasionados por el amblente del hospedero
(lugos gastricos) motivos por el cual Infectan mejor a la rata, mostrando que los
huevos son el mejor materlal para producir una clisticercosis, como sucede en la
naturaleza [47]. Con este resultado se procedid a realizar ensayos varlando las
dosis de huevos (2500, 5000 y 10,000) para encontrar una dosls que nos
permitlera tener una mejor infeccién y realizar una estadistica simple. El resultado
confirmé que la mejor dosis Infectante era la de 10,000 huevos. Determinada la
dosis de huevos se procedié a determinar la concentracién de la dosis del
antigeno (CGSTT) que genere una mejor proteccidn. Los resultados mostraron

50




Discugiones
—

que la CGSTT produce una proteccién del 90% con la dosls de 25 ug, del 75% con
la dosis de 100 pg, y de 87% con la dosis de 5 pg, resultados que son
comparables a los obtenidos por otros autores (3, 54).

Para caracterizar el fenotlpo de la respuesta inmune Th1/ Th2 nos basamos
en los perfiles de citocinas e inmunoglobulinas caracteristicos de cada una de
estas respuestas. El tipo de respuesta Th1 se caracteriza por la presencia de IL-2,
TNFa, IFNy e lgG2a y en el modelo de T. crassiceps-ratén estan asoclados a
resistencia de la parasitosis, en contraste la Th2 se caracteriza por la presencia de
IL-4, IL5, IL-10, e IgG1 y en el mismo modelo esta asoclado a un aumento en el
crecimlento de los parasitos. En el caso de una respuesta cltotoxica, la que no se
determind en este trabalo, debldo a que no se conoce su participacion en estas
parasitosis, sin embargo esté determinada por la presencla de Linfotoxina, IFNy,
TNFa [72]. Para el caso de nuestro modelo en rata-Taenla taeniaeformis, los
resultados obtenidos no muestran la presencia de IL-2 e TNFa, en los sueros de
las ratas tratadas con el CGSTT, pero si el Incremento de IgG2a con respecto al
grupo control con saponina. Tampoco IL-4, IL-10 E 1gG1 fueron encontrados en
esta infeccion. Debido solo a la presencla de IgG2a especifica contra el antigeno,
carecemos de datos para establecer sl la respuesta protectora es de tipo Th1, o
blen la respuesta podria ser de tipo citotdxico o bien humoral.

Por ofro lado, se ha observado que transferenclias pasivas de
inmunoglobulinas totales en el modelo de T. tasniaeformis-rata confieren una
proteccion del 85% y que la 1IgG2a es la mayor responsable de esta proteccion, en
contraste en el modelo T, faeniaeformis-ratén en la cual l[gG2a no participa en este
tipo de proteccién. La elevacion de IgG2a en nuestro modelo coincide con el
estudio realizado por Musoke y Wiliams reallzado en el modelo da T.
tasniaeformis-ratén, en donde se observd ademas que la destruccion del estadio
de oncdsfera del pardslto a cisticerco esta mediada principalmente por anticuerpos
del subtipo IgG2a y complemento [39,52,53].

En el futuro Inmediato otros estudlos se deben realizar para detectar la
participaciéon de otras Inmunoglobulinas (anticuerpos) involucradas en la
destruccion del parasito como son la IgE o 1gG2b para reforzar la Idea de la via
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humoral. Por otro lado, la no detecclén de las intereucinas IL-2, IL-4, IL-10 y TNFa.

en el suero de las ratas debe ser confimado utllizando otros métodos alternos de
medicion como son cultivos de linfocitos in vitro, con la meta de aclarar el tipo de
respuesta Inmune que la rata estd utllizando para destruir al parasito en este
modelo de T. taeniaeformis-rata.
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IX CONCLUSIONES

Los huevos son majores que las oncosferas para producir la clstlcercosls.

El CGSTT es un candidato méas para ser incluido en una vacuna contra

Taenia solium.

El modelo de Taenia taeniaeformis-rata sirve para estudiar el tipo de

respuesta Inmune que producen los antigenos de Tenias.

IgG2a correlaciona con la disminucién de la carga parasitaria.
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X. ANEXOS.

Anexo 1.
PREPARACION DE GST DE Taenia Sollum,

1. Pesar 10 gr de cisticerco congelados a -70°C.

2. Adiclonarlos Inmedlatamente a 50 ml de soluclon de extracclén, mantenida en
hielo.

3. Homogenizar en el polytron por 1 minuto y con descansos de un minuto cada
vez, replta este proceso tres vecaes manteniendo en hielo.

4. Vierta la suspension en tubos de centrifuga y centrifugue por 15 minutos a

1700 xg.

Colecte el sobrenadante y diluya con un amortiguador de columna. (10mi 1:2

con amortiguador de columna).

Determine proteina y realice un SDS-PAGE.

Pasar el extracto a través de la columna de Glutation-sefarosa.

Lave la columna con 10-20 ml de PBS pH 7.4

Equilibre al gel con 8 ml de amortiguador de columna.

0 Aplique el sobrenadante del paso 5. SI el SN tiene agregados vuelva a

centrifugar a filtre por 0.45 um.

11.Lave la columna con 10 ml de PBS 2X,

12.Eluya el materlal unido a columna con 10 ml de amortiguador de elusion y
colecte fracciones de 1-2 ml y lave con PBS 2X.

13.Regenerar con PBS contenlendo 3M NaCl {para guardar por largo tiempo)

14.Para guardar la columna por largo tlempo, lave la columna con 5 volumenes de
amortlguador de PBS conteniendo 20% de etanol y guardaria a 4°C.

o

-“DP".“P’

SOLUCIONES
Amortiguador De Extracclén Para 60 MI
6.0 PBS 10X pH7.4

0.6 ml tritbn comerclal + inhib. de protelnas 250 pl PMST (200 mM)/50 mi
0.6 pl EDTA (0.5 M)

Amortiguador De Columna

PBS pH 7.4, Trltén 1%

Amortiguador De Elusién

5 mM Glutathione en 50 mM de Tris HCI pH 7.4
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Anexo 2.
Sisterna de Geles de pollacrilamida con dodecll sulfato de sodio(SDS-PAGE).

Aproximadamente 50 pg de EC de parésito o fracclén purificada se mezclan

volumen a volumen (v/v) con amortiguador de Laemmli 2X y se deja hirviendo
durante 2 min.

Amortiguador de Laemmli 2X

sSDS 3% viv
Tris HCL 62.5 mM
2-3 mercaptoetanol 5 % viv
pH 6.8

GELES DE POLIACRILAMIDA

SEPARADOR
Soluclones 10% 12%
Acrilamida 30% p/v
Bis 0.8% p/v 3.3 ml 4 1ml
Tris 1.5M, pH 8.8 25ml 25ml
H.O dd 3.4 ml 2.6
SDS 10% plv 200 i 200 ul
Persulfato de 66 pl 66 pl
amonio
Temed 6.6 pl 8.6 pl
CONCENTRADOR
Soluciones 10 % 12 %
Acrilamida 30% p/v
Bis 0.8 % p/v 1 mi 1.25 ml
Tris 0.5M, pH 6.8 1.5 ml 1.5ml
H.O dd 3.02ml 2.8 ml
SDS 10% piv 60 ul 60 pi
Parsulfato de sodio 20 pl 20 pl
Temed 3yl 3l
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Anexo 3.
Tincién con el colorante Azul de Coomassie al 0.1%

Azul de Coomassle 01g
Metanol al 50 % v/v 50 ml
Acido acético al 7 % viv 10 ml

1. Mezclar los reactivos y agltar hasta homogenelzar perfectamente. Flltrar
para remover cualquier material insoluble y aforar a 100 ml con agua.

2. Colocar sl gel en un recipiente al menos por 3 h a temperatura amblente o
30 min. aplicando calor . El tlempo requerldo depende del grosor y de la
concentracion del gel,

3. Destefiir con acido acético al 10 % viv y hacer varios camblos hasta
obtener bandas tefildas contra el fondo transparente del gel.

Coomassie brilliant Blue R-250
No 1610400 BIO-RAD.
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Anexo 4.
DETERMINACION DE PROTEINAS LOWRY

Cuantificacién de proteinas por le Método de Lowry.
Estandar de Albimina Sérica Bovina (BSA): 1 mg/ ml

Tubo Concentracién de BSA
0.5000 mg / mil
0.2500 mg / ml
0.1250 mg / ml
0.0625 mg / mi
0.0313 mg/ mi
0.0156 mg / ml
0.0078 mg/ mil
0.0039 mg / mil

oA W=

Soluciones
Solucién A:
Na,CO; 10 gr
NaOH 2 gr
NaK tartrato 01gr
Aforar a 500 ml
Solucién B: CuS04 5H,0  0.5gr/ It

Soluclén C: 50 partes de A + 1 parte de B (se prepara en el momento de
utilizarse)

Solucién D: reactivo de Folin, dlluido en partes iguales con agua.
Solucién E: Albumina de bovino estandar.

1. Se diluye la muestra a un volumen final de 0.2 mi.

2. Se le agrega a cada tubo 1 ml de solucién C, blen mezclado, se deja raposar a
temperatura ambiente durante 10 min.

3. Se agrega 0.1 ml del reactivo de Folin diluido 1:1 en agua.

4. Se dejan a temperatura ambiente durante 40 min,

5. Leer a 660 nm usando muestras blanco de agua y para curva patrén albumina.
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Anexo 5.
Inmunoelectrotransferencla

El gel para el Western se fijo con buffer semidray (en otro recipiente se mojan 4
filtros Whatman y una membrana de nylon del tamafio del gel) por 15 min.

3e colocan 2 fibras- 1 papel flitro — membrana — gel — papel filtro — 2 flbras y se
reallzara la transferencia en la cAmara de transferencia ( 3 mV por cada cm* del
gel) a 100 mV 1 hr.

Cuando se termina la transferencia se coloca la membrana entren dos filtros, se
retira el gel (se guarda o desecha) previamente humedecidos los filtros con H,0 o
PBS 1Xy se congela a -20°C.

Anexo 6.
Waester Blot

1. Se requiere de PBS 1X, PBS(1X) + Tween 20 (0.3%) (500 ml PBS + 1.5 ml
Tween), leche (tratada) 2.5 g/50 ml PBS Tween.

2. 3e descongela la membrana y se cortan las tiras que corresponden a los

pozos; estas tiras se colocan en las camaras para Wester Blot y se les

agregar a cada carril 1 ml de leche (en realldad 998 pi los otros 2 pl

corresponden al suero) 1:500

Cubrir l]a camara con papel aluminio

Se deja Incubar 1 hr.

Después de incubar se lava 3 veces cada carril con PBS 1X + Tween,

dejando 5 min. de agitaclén a cada lavado.

6. Despueés del tercer lavado se agrega Ab en dilucién 1:2000 (0.5 yl de Ab *
999.5 pi de PBS + Tween). Se deja incubar 1 hr. (800 — 400 pl por tira).

7. Despues de incubar se lava con PBS + Tween 3 veces dejando 5 min. en
agitaclon entre c/lavado, posterlormente se lava 1 vez con (PBS dejar 5
min.)

8. Terminando el lavado con PBS se revela con DAB (10 ml de PBS + 100 pl
DAB +1 pl de H20;). Dejar 3 min.

9. Lavar con H;O cuando el revelado haya concluido.

ok w

BUFFER DE TRANSFERENCIA (pH 8)

Tris al 0.025 M 15.4 g 3.08g 6.16 9
Glicina al 0.193 M 724g 14.48 g 28,96 g
Metanol absoluto 1L 200 ml 400.0 mi
Aforar con agua 5.0 litros 1.0 litros 2.0 Litros
hasta
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Anexo 7.
Columna De Afinidad Para Purificar IgG (Albumina de Conejo).

-

. Equllibrar la columna c/15 ml de Buffer |

2. Pasar 1 ml de suero diluldo 1:1 c/Buffer | (Total 2ml), 3 veces por la
columna. (cuando este turblo centrifugar a 15 000 xg/2') Dejar que casi se
seque la columna

3. Lavar la columna ¢/15 ml de la solucién de Buffer |

4. Elulr las IgG ¢/5 ml de solucion Il

5. Neutralizar la elusion c/5 ml de la solucion |1l “es importante nunca mezclar
la j "

6. Se vuelve a equilibrar la columna sl se va a pasar mas suero (paso 1). Si no

se va a utllizar se lava y se le pone écida de sodio y se guarda a 4°C.

L.a slusi6n se dializa contra PBS 0.1X y se llofiliza.

Cuantificar protelna y correr un gel de acrllamida.

Probar las 1gG en un Westem Blot

©®N

DIALIZAR EN PBS 0.1 M
SOLUCION |
Fosfato de sodio 0.02 M pH 7.0
SOLUCION Il (opcional, se pueds utilizar cualquiera)

a) Acidocitrico 0.1M pH3-6
b) Acido acético 1.0M pH 3.0

¢) Glicina 0.1M pH3.0
SOLUCION Il
Tris ~ HCI 1.0M  pH=9.0
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Anexo 8.
ELISA (Enzyme Linked immunosorbent Assay).

ELISA para la tipHflcaclon de inmunoglobullnas en suero de rata
sensibilizados (ensayo Indirecto).

Se emplearon placas de fondo plano (flat Bottom EIA/RIA Costar
Corporation

1. Se les agregé 1 ug del antigeno en amortiguador de carbonatos. Se
sensibllizan los pozos de poliestireno con un volumen de 100 pul de la
soluclén de antigeno

2. Se Incuba la placa de ELISA a 4°C durante toda la noche o bien a
37°C durante 30 min.

3. Se elimina la solucién vertlendo el contenido de los pozos y se seca

el exceso sobre una gasa.

Se lava 5 veces con 200 pl/ pozo con una solucién de lavado. Entre

cada lavado se sigue la indicacion del paso 3.

Se bloquea con 100 pl de BSA al 1% en PBS-Tween 20 al 0.05%

Incubar durante 30 min. a 37°C.

Se repiten los pasos 3y 4.

Se prepara una dilucién 1:500 de los sueros a evaluar (100 pl por

pozo), por duplicado.

9. Selincuban a 37°C durante 2 horas.

10.Se replite el paso 3 y 4.

11.5e prepara los anticuerpos conjugados a la enzima peroxidasa, en
una dilucion 1:1000 y se colocan 100 ul por pozo.

12.Se incuba a 37°C durante una hora.

13.Se lava como en el paso 3 y 4.

14.5e prepara el sustrato para peroxidasa .

18.s@ Incuba durante 10 min. y al termino de este tiempo se detiene la
reacclon con 50 ul de HaS04 0.1M.

16.Para leer la densidad dptica a una longitud de onda de 495 nm en un
lector para placas de ELISA (Microplate Reader Model 550. Biorad)

~

o No o

RACTIVOS EMPLEADOS,
SUEROS

Durante los ensayos de proteccién cada una de las ratas fue sangrada, con
los sueros de cada rata de cada grupo se les determino la presencla de
anticuerpos contra el antigeno que se uso para Inmunizar a @se grupo en
particular, tomando como valor basal los obtenldos con los sueros pre-
Inmunes (semana 0).
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Solucién amortiguadora de carbonato (pH 9.6),

Carbonato de Sodio Anhidro (Na2CO3) 0.003M
0.159 g/ 50ml
Carbonato Acldo de Sodio (NaHCO3) 0. 069 M
0.293 g/ 50ml
Azida de Sodio (NaN;) 0.0081M
0.020 g/ 50 ml

PBS-Tween 20 al 0.1% v/v (pH 7.2)
Un ml de Tween 20 para un litro de PBS 1X

8oluclén de lavado. (PBS-Tween 20 al 0.1%).

Cloruro de Sodio (NaCl) 0.015 M
16 g/ 2L
Fosfato de Potaslo Dibaslco (K;HPOs) 0.0014 M
049/ 2L
Fosfato de Sodio Dibasico (NazHPQ) 0.02 M
589/ 2L
Cloruro de potasio (KCI) 0.0026 M
04 ¢/ 2L
Azida de Sodio (NaNs) 0.0061 M
0449/ 2.
Tween 20 01 %
2mb/ 2L

Enzima empleada:

Peroxidasa

Acido cltrico 0.1M 243 ml
Fosfato de Sodio 0.2M 2.57 mi

Ortofenilendiamina 4.0 mg
Per6xido de hidrogeno al 30 % viv 150 pd

Agua 5.0ml
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