UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

CONAL AUTONOMA 3 iz
A A )
\ aﬁ?‘ %

o

70 b -

=

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS
ESPECIFICOS DE Taenia solium ADULTO
UTILIZANDO EL MODELO DE TAENIASIS EN
HAMSTER (Mesocricetus auratus)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

PRESENTA

ALICIA OCHOA SANCHEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA

MEXICO, D.F. NOVIEMBRE 2007




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.



Esta tesis, se realizé en la UNAM, en el Posgrado en Ciencias Bioldgicas.

Facultad de Medicina, Edifico “A” de Investigacion, 2° piso. Departamento de
Microbiologia y Parasitologia. Laboratorio de Biologia Molecular de Taenia solium.
Ciudad Universitaria, México, D.F. C.P. 04510

El trabajo fue apoyado por Asuntos del Personal Académico. Programa de apoyo
a Proyectos de Investigacion a Innovacion Tecnologica (PAPIIT) con el contrato
IN218198 y el contrato IN207507.

Asi mismo, se recibié apoyo del presupuesto otorgado por la Facultad de

Medicina.

COMITE TUTORAL:
DR. JOSE LUIS MOLINARI SORIANO.
DR. GUILLERMO MENDOZA HERNANDEZ.
DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA.



INDICE

RESUMEN

ABSTRAC

I.- INTRODUCCION

1.- Generalidades

2.- Morfologia del parésito.

3.- Epidemiologia

3.1.- Cisticercosis

3.2.- Taeniosis

I1.- DIAGNOSTICO

4.- Diagnastico cisticercosis

5.- Diagnostico de taeniosis

I11.- HIPOTESIS

IV.- OBJETIVOS

V.- JUSTIFICACION

VI.- MATERIAL BIOLOGICO Y METODOS
a) Diagrama de flujo

1.- Material biolégico

2.- Determinacion de viabilidad

3.- Produccion de parasitos adultos Taenia solium
4.- Produccidn de antigenos de excrecion/secrecion
5.- Preparacion de extractos crudos

6.- Produccion de sueros hiperinmunes

7.- Electroforesis en PAGE-SDS

8.- Ensayos de Inmunoelectrotransferencia

VIl.- RESULTADOS

VI1I1.- DISCUSION

IX.- CONCLUSIONES

X.- BIBLIOGRAFIA

pagina
1
2

~N N O W

12
12
16
17
17
18
19
19
20
20
20
21
21
22
22
22
24
35
40
38



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo bioldgico de Taenia solium
Figura 2A) Micrografia electronica de barrido de escdlex Taenia solium
2B) Fotografia del Estrébilo de Taenia solium.
2C) Micrografia electrénica de barrido de un huevo de Taenia solium
2D) Fotografia de cisticercos de Taenia solium
Figura 3. Cisticercos de Taenia solium evaginados en RPMI + Bilis de cerdo
Tabla I. Recuperacion de parasitos
Figura 4. Adultos de Taenia solium recuperados de hamsteres
Tabla Il. Concentracién de proteinas cuantificadas por Lowry
Figura 5. PAGE-SDS al 10%. Tincion coomassie y plata.
Figura 6. Ensayo IET de EC de T. solium Adulto
Figura 7. Ensayo IET de Ag. E/S de T. solium Adulto
Figura 8. Ensayo IET de EC de T. solium Larva
Figura 9. Ensayo IET de Ag de E/S T. solium Larva
Figura 10. Ensayo IET de Ag B (paramiosina) de T. solium purificado
Figura 11. Ensayo IET de EC de T. saginata y T. taeniformis Adulto
Figura 12. Ensayo IET de EC de H. diminuta y A. lumbricoides.

pagina

oo OO O o b

24
25
26
27
27
28
30
31
31
32
33
34



RESUMEN

La taeniosis y la cisticercosis ocasionadas por Taenia solium son problemas de
salud publica que prevalecen tanto en areas urbanas como rurales, donde se asocian a las
practicas tradicionales de crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas,
ignorancia y pobreza. La manifestacion mas grave de la cisticercosis humana es el
desarrollo del cisticerco en el sistema nervioso central (SNC), lo que frecuentemente causa
discapacidad fisica y en ocasiones la muerte; se ha sugerido que la principal consecuencia
de la taeniosis en salud es la desnutricion, aunque aun no se ha demostrado en forma
concluyente como en otras parasitosis. EI hombre desarrolla taeniosis intestinal por la
ingestion de cisticercos inadecuadamente cocidos en la carne de cerdo y el portador puede
permanecer infectado por varios afios y frecuentemente no saben de su infeccion.

La relacion hospedero-parasito es practicamente desconocida en la taeniosis
causada por T. solium, principalmente debido a que los humanos son los Unicos hospederos
definitivos del estadio adulto y al hecho de que la taeniosis es una enfermedad asintomatica
Por lo tanto, la deteccién de humanos portadores del parasito adulto se ha convertido en
un elemento clave para el desarrollo de estrategias de control de la enfermedad.

El objetivo del presente trabajo fue la identificacion de antigenos especificos de
Taenia solium adulto utilizando el modelo experimental de hamster (Mesocricetus
auratus). Se trabajo con Extractos Crudos y Antigenos de Excrecidon-Secrecion de
cisticerco y Adulto. Los antigenos producidos fueron analizados en geles PAGE-SDS asi
como en ensayos de Inmunoelectrotransferencia (IET) contra sueros normales, sueros
hiperinmunes y los sueros de los animales experimentalmente infectados con el parasito
adulto. Los resultados nos mostraron la identificacion de 4 proteinas altamente reconocidas
por los sueros de hamster tenidsico con pesos moleculares de: 72, 48, 36 y 24 kDa en
porcentajes de 54, 52, 60 y 58% respectivamente. LOS sueros experimentales no
presentaron reaccion con los antigenos del estadio larval de T. solium en las regiones de las
proteinas mencionadas, por lo que podemos definir que son estadio especificas. Los sueros
experimentales también fueron enfrentados con antigenos de otros parasitos intestinales asi
como con taenias relacionadas a T. solium con el fin de descartar reacciones cruzadas.

Se requieren de analisis adicionales para determinar si los antigenos detectados por
los sueros de hamsteres tenidsicos (bandas 72, 42, 36 y 24kDa) podrian ser candidatos para
el diagndstico de la taeniosis causada por T. solium.

Este es uno de los primeros estudios en proponer antigenos con uso potencial para

diagnosticar la taeniosis causada por T. solium.



ABSTRAC

The taeniosis and the cysticercosis caused by Taenia solium are problems of public
health that prevail as much in urban areas as rural, where are associated to the traditional
practices of raising of pigs, bad sanitary and hygienic conditions, ignorance and poverty.
The most serious manifestation of the human cysticercosis is the development of the
cysticercis in the central nervous system (SNC), which frequently cause physical
incapacity and sometimes the death; it has been suggested main consequence of the
taeniosis in health is the undernourishment, although it has not been demonstrated even in
conclusive form like in other parasitic. The man develops intestinal taeniosis by the
ingestion of inadequately cooked cysticercis in the pig meat and the carrier can remain
infected by several years and frequently they do not know of its infection. The host-
parasitic relation practically is not known in the taeniosis caused by T. solium, mainly
because the humans are the only definitive host of the adult stage and to the fact that the
taeniosis is a asintomatica disease Therefore, the detection of carrying humans of the adult
parasite has become a key element for the development of strategies of control of the
disease.

The objective of the present work was the identification of specific antigens of
Taenia adult solium using the experimental model of hamster (Mesocricetus auratus). One
worked with Crude and Antigen Extracts of Excretory-Secretory of cysticercis and Adult.
The produced antigens were analyzed in gels PAGE-SDS as well as in tests of
Inmunoelectrotransferencia (IET) against normal serums, hyperimmune serums and
serums of the animals experimentally infected with the adult parasite. The results showed
the identification to us of 4 proteins highly recognized by serums of hamster teniésico with
molecular weights of: 72, 48, 36 and 24 kDa in percentage of 54, 52, 60 and 58%
respectively. The experimental serums did not present/display reaction with the antigens of
the larval stage of T. solium in the regions of mentioned proteins, reason why we can
define that they are stage specific. The experimental serums also were faced antigens of
other intestinal parasites as well as taenias related T. solium with the purpose of discarding
crossed reactions.

They are required of additional analyses to determine if the antigens detected by
tenidsicos serums of hamsteres (bands 72, 42, 36 and 24kDa) could be candidates for the
diagnosis of the taeniosis caused by T. solium. This he is one of the first studies in

proposing antigens with potential use to diagnose the taeniosis caused by T. solium.



INTRODUCCION

1.-Generalidades

La taeniosis y la cisticercosis son enfermedades causadas por dos diferentes estadios
del céstodo Taenia solium, ambos son problemas de salud publica que prevalecen tanto en
areas urbanas como rurales, donde se asocian a las practicas tradicionales de crianza de cerdos,
malas condiciones sanitarias e higiénicas, desconocimiento del mecanismo de transmision y la
pobreza. Taenia solium, es un parasito del hombre y del cerdo, sus larvas (cisticercos) se
desarrollan en sus tejidos produciéndoles la cisticercosis. En las personas, la infeccién ocurre
por la ingestion de alimentos o agua contaminados con materia fecal humana que contiene
huevos; esto se facilita por la convivencia cercana con un portador de T. solium (Sarti, E. et.al.
1988, 1989). En el hombre particularmente la enfermedad es grave cuando los cisticercos se
sitlan en su tejido nervioso central y le ocasionan neurocisticercosis (NC) (Dixon, et.al. 1961,
Rabiela, et.al., 1979). En el cerdo con cisticercosis los problemas se presentan debido a que
éste es el hospedero intermediario del parasito y es por lo tanto un eslab6on para mantener su
ciclo bioldgico; debido a que cuando la carne de cerdos infectados es consumida por el
hombre, éste puede desarrollar la taeniosis (Acevedo-Hernandez, 1982, Flisser, et.al. 1988,
Tsang, et.al. 1995). El otro eslabon en el ciclo de vida de T. solium es el hombre, que
desarrolla el estadio adulto en su intestino por comer carne de cerdo parasitada con cisticercos
y mal cocida. Aproximadamente 4 meses después de la infeccion se desarrolla un gusano
adulto que diariamente libera un promedio de 300,000 huevos de T. solium al medio ambiente.
Los huevos del parésito que sean ingeridos por el cerdo u hombre desarrollaran la cisticercosis
(Sarti, E. 1997). (Fig. 1).

El hombre puede permanecer infectado por el estadio adulto del parasito hasta por 25
afios causandole s6lo sintomas ligeros (Smith, 1994). Se sabe que soldados ingleses que
adquirieron la cisticercosis en la India, presentaron sintomas neurolégicos de 4.8 hasta 30 afios
después (Dixon, et.al., 1961). Evolutivamente, esto refleja una gran adaptacién tanto por el
hospedero como por el parasito, donde éste Gltimo desarrolla mecanismos de evasion inmune
para poder sobrevivir en hospederos inmunolégicamente competentes.

La neurocisticercosis es una enfermedad comdn en regiones en vias de desarrollo como
Asia, Africa y América Latina (Craig, et.al.1996; Simanjuntak, et.al. 1997) pero tambien es
cada vez méas frecuente en algunos paises desarrollados; tan sélo en los Estados Unidos se



diagnostican mas de 1000 nuevos casos al afio (Schantz, et.al., 1992; White, 1997) no
obstante, es dificil establecer la verdadera morbilidad de este padecimiento ya que muchos
casos pasan desapercibidos y son cronicos. Soélo el 50% de los casos de autopsias con
cisticercosis cerebral del Hospital General de la ciudad de México, correlacionaron con algun

sintoma clinico neurolégico asociado con el parasito (Rabiela, et.al., 1979).

Humano:

Hospedero definitivo

Ingestion de carne de
cerdo infectada
y mal cocida:

Taeniasis

Ingestion de huevos de T.solium por
contaminacion fecal:

Cisticercosis humana

Hospedero accidental

Ingestién de huevos o proglétidos de T. solium

Cisticercosis porcina

Cerdo:
Hospedero Intermediario

Fig. 1. Ciclo bioldgico de Taenia solium (Garcia, H. et. al., 2003).



2.-Morfologia del parasito.

En el estadio adulto, T. solium es un gusano plano, formado por un escélex, un cuello y
el estrobilo. El escolex estd constituido por cuatro ventosas y un rostelo que posee una doble
corona de ganchos, la corona interna esta compuesta de 11 a 14 ganchos largos (0.13-0.16
mm) y la externa de igual numero pero con ganchos mas pequefios de 0.1-2 mm ('Yoshino,
1933) (Fig. 2A). El estrobilo mide de 2 a 7m de longitud y esta dividido en segmento llamados
progldétidos, estos se clasifican de acuerdo al grado de madurez asi, los mas cercanos al cuello
son pequefios e inmaduros y todavia no tienen desarrollados los 6rganos sexuales; unidos a
estos se encuentran los maduros, con 6rganos sexuales desarrollados y finalmente los
gravidos, portadores de los huevos del parasito. (Fig. 2B)

Los huevos (Fig. 2C) poseen varias envolturas que posibilitan la sobrevivencia de la
oncésfera en el medio; la envoltura mas externa es el vitelo, la siguiente envoltura es el
embridéforo, formado por pequefios bloques protéicos unidos entre si por un material
cementante, esta envoltura ademas de ser la mas importante en la proteccion de la oncosfera,
les confiere su apariencia estriada caracteristica. EI embrioforo a su vez es producido por una
envoltura celular méas profunda Ilamada célula embrioforal. Finalmente, la membrana
oncosferal que cubre a la oncésfera o embridn hexacanto, denominado asi, ya que posee tres
pares de ganchos.

Por sus caracteristicas hermafroditas cada progldtido cuenta con 6rganos sexuales tanto
masculinos como femeninos; el aparato reproductor masculino estd formado por numerosos
testiculos, conectados a través de tabulos finos a un espermoducto enrollado, que finaliza en
una estructura muscular copulatoria llamada cirro. En el poro genital desembocan el
espermoducto y la vagina, la cual recibe y conduce a los espermatozoides al receptaculo
seminal, que a su vez se conecta con el oviducto. Hacia éste ultimo son liberados los dvulos
producidos por el ovario, que esta formado por dos lI6bulos grandes y uno pequefio, llevandose
a cabo la autofertilizacion. Posteriormente, el huevo viaja a través de la apertura del conducto
vitelino donde se recubre de células vitelinas y entra al ootipo que es una region bulbosa del
oviducto que contiene glandulas, cuyas secreciones mucosas probablemente sirven como
sustratos para el embriéforo (Craig, F., 1970; Smith, G.D. and Roberts, L.S.,1977). Los
huevos se acumulan en él Gtero, donde maduran y se vuelven infectivos; cabe mencionar que
el Utero ocupa una region central dentro del progl6tido y de el salen ramas, cuyo nimero es de

12 0 menos para T. solium o mas de 12 para Taenia saginata (Romero, 1993).



Fig. 2. A: Micrografia electrdnica de barrido de escdlex de Taenia solium, se puede apreciar la
doble corona de ganchos (G) y un par de las 4 ventosas que posee (V) (Molinari, J.L. UNAM)
B. Fotografia del estrobilo de Taenia solium en donde se muestran los proglétidos inmaduros,
maduros y gravidos. (Garcia, H.H, et al., 2003). C: Micrografia electronica de barrido de un
huevo de Taenia solium donde se observa el embri6foro (E) y la oncosfera (O) (Laclette et al.,
1982). D: Fotografia de cisticercos de Taenia solium recién aislados de cerdo (Garcia, H.H.
et.al. 2003).



El cisticerco o forma larvaria del parasito, es una estructura esférica u ovalada con una
envoltura formada por una delgada membrana blanca nacarada u opalescente denominada
pared vesicular llena de liquido principalmente con porfirinas y albumina sérica; el escolex es
facilmente observable como un granulo excéntrico a través de la membrana transldcida (Fig.
2D).

En la neurocisticercosis, los cisticercos de T. solium alojados en el tejido del cerebro
pueden presentar la morfologia celulosa, racemosa o tener una forma intermedia entre ambos,
el celuloso puede medir entre 0.5 a 2 cm y es semejante al encontrado en el cerdo, mientras
que el racemoso es un parésito grande que puede llegar a medir mas de 10 cm, su membrana

es multilobulada y su escdlex se encuentra degenerado o no existe (Rabiela, et.al., 1989).

3. Epidemiologia
3.1. Cisticercosis.

Esta zoonosis esta intimamente relacionada con la poca o nula educacion en salud, ya
que los individuos afectados desconocen de que manera se lleva a cabo la transmision de esta
enfermedad, aunado a esto, las bajas condiciones de higiene como el no contar con letrinas o
bafios bien establecidos ni con agua corriente, asi como la préctica de fecalismo al aire libre y
el riego de hortalizas con aguas negras favorecen la adquisicion de la enfermedad (Flisser,
1990; Sarti, 1997 b).

México es un pais que continla siendo endémico, asi como en Sudamérica, Brasil
(Vianna. et.al., 1990), Colombia (Botero, 1986), Ecuador, Per( (Diaz, et.al.,1992), y ciertos
paises de Europa del este (Diaz, 1962) como Espafia (Garcia-Albea, 1989) y Portugal
(Monteiro, et al., 1992). En algunos paises donde la cisticercosis no era endémica, se han
presentado numeros crecientes de casos, esto ocasionado por la migracion de personas de los
lugares donde la enfermedad es endémica, siendo considerada como una enfermedad
emergente (Craig, et.al., 1996; Schantz, et.al., 1992; OPS, 1994; White, 1997). La mejor
evidencia de este problema se ve en Estados Unidos, donde la cisticercosis es rara y
frecuentemente diagnosticada en inmigrantes de América Latina, aunque recientemente se han
diagnosticado casos autdctonos (Shandera, et.al, 2002). En el Hospital General de Houston,
mas de 200 casos de neurocisticercosis se reportaron recientemente; 99% de estos fueron

inmigrantes de Ameérica Latina y 16% tenian epilepsia. En otro hospital en USA 90% de los



casos fueron de gente de origen hispano y el 10% restante de gente nacida ahi pero que habia
viajado a América latina o habia recibido visitantes de esta region (Shandera, et.al. 2002).

La prevalencia exacta de la cisticercosis es dificil de determinar debido a la
inespecificidad de sus manifestaciones clinicas y a la falta de una prueba completamente
confiable y segura, que pueda ser utilizada en estudios epidemioldgicos a gran escala. Sin
embargo, una gran variedad de técnicas se han aplicado para establecer la prevalencia de la
enfermedad y se han descrito los siguientes rangos: Colombia (1.8-2.2%), Brasil (3-5.6%),
México (1.3-10%), Pert (7.1-26.9%), Honduras (15.6-17%), Ecuador (2.6-14.3%), Guatemala
(10-17%), Bolivia (22%), Venezuela (4-36.5%). Estos datos sugieren la exposicion a T.
solium, y no necesariamente indican una cisticercosis en curso. Para todos estos paises la
seroprevalencia promedio es del 10%. Utilizando tomografia computalizada (CT) y resonancia
magnética (MRI) las tasas de neurocisticercosis humana muestran un rango de 1-22%, con un
promedio de alrededor de 7% (Shantz, et.al, 1994; Sanchez et.al., 1999; Flisser, et.al. 2003).
En América Latina, se estima que aproximadamente 400,000 casos de cisticercosis
sintomatica ocurren entre los 75 millones de habitantes de la zonas endémicas (Bern, et.al.
1999).

La cisticercosis humana puede llegar a ser una enfermedad grave, incapacitante y en
ocasiones fatal. Aunque los cisticercos pueden ubicarse en cualquier tejido, se ha observado
que existen ciertos lugares preferenciales como musculo esquelético, 0jo y sistema nervioso
central (SNC), siendo este ultimo el de mayor importancia en salud. Los primeros estudios
para conocer la frecuencia de neurocisticercosis se realizaron en hospitales y en series de
necropsias. De los diferentes estudios postmortem efectuados, Ochotorena en 1935, realiz6 los
primeros estudios histopatoldgicos de cisticercosis cerebral. Posteriormente en 1946, Costero
encontrd el 3.6% de cisticercosis en las necropsias realizadas durante 6 afios en el Hospital
General de México. Para 1966, en una revision de 2,242 necropsias en el mismo hospital, la
cisticercosis cerebral se encontré en el 1.6%, ocupando el noveno lugar como causa de muerte
(Ochotorena, 1935; Costero, 1946). Todos los autores coinciden en la dificultad de establecer
el diagnostico debido a la gran variedad con que se presentan las manifestaciones clinicas y se
sefiala que hasta 43.3% de los casos eran asintomaticos y 80% fueron hallazgo de autopsia
(Brisefio, et.al., 1961; Rabiela, et.al., 1979, Bern, et.al. 1999; Nash, et.al. 2004). La condicion
mas comunmente asociada con la neurocisticercosis es la epilepsia tardia; mostrando una

asociacion del 50% en areas endémicas de T. solium (Garcia, et.al. 1995, 2003b).



En América Latina es mas frecuente encontrar cisticercosis en el SNC, mientras que en
paises asiaticos se localizan tanto en SNC como en musculo (Rabiela, et.al. 1982; Rabiela,
et.al. 1989). Estadisticas oficiales actuales establecen que existe un promedio anual de 500
casos de cisticercosis, con una tasa nacional cruda de 0.6 por 100,000 habitantes, no existiendo
diferencias en cuanto a sexo, y el grupo que aparece como el méas afectado es el de 15 a 44
afios de edad, personas econémicamente productivas (Correa, et al., 1994; Secretaria de Salud,
1996).

En México, la neurocisticercosis humana causa un gasto econémico considerable en la
atenciéon de los pacientes (Velasco-Suérez, etal., 1982). Ademés, la enfermedad tiene
importancia desde el punto de vista social y econémico, debido a que el 75% de los individuos
con neurocisticercosis se encuentran en edades productivas y estan frecuentemente incapacitados
para trabajar. Los costos para el cuidado médico tales como: hospitalizacion, quimioterapia,
neurocirugia y tomografia axial computarizada, mostraron que durante 1986 se gastaron en
México 14.5 millones de dolares para tratar solamente 2,700 casos nuevos de neurocisticercosis
(Flisser, 1988).

La neurocisticercosis causada por T. solium es una enfermedad de salud publica
emergente en el este y sur de Africa, especialmente en Kenya, Mozambique, Uganda, Zambia
y Zimbawe principalmente debida al incremento en la produccion de cerdos en pequefias
granjas (Phiri, et.al. 2003). En algunas villas de Uganda mas del 45% de los cerdos estan
infectados mientras que en otros paises la tasa de cisticercosis en cerdos es de alrededor del
10%. Por décadas, se ha reportado una alta co-existencia de neurocisticercosis y epilepsia en
Sudafrica (Mafojane, et.al. 2003). En zonas rurales de Africa la epilepsia varia de 0.22 % en el
Sur de Africa hasta el 5.8% en CamerGn (Diop, et.al., 2003) y se sospecha que una
considerable cantidad de estos casos se deban a la neurocisticercosis (Pawlowski, et.al. 2005).

Puesto que la neurocisticercosis se caracteriza por su gran heterogeneidad su
tratamiento debe ser individualizado tomando en cuenta la viabilidad, el ndmero, la
localizacion y el tamafio de los parésitos, la intensidad de la reaccion inflamatoria asociada y
el estado clinico del paciente (Garcia et al. 2002; Riley y White, 2003). El tratamiento puede
ser con antiparasitarios, sintomético o quirdrgico.

Dos farmacos son actualmente utilizados: el praziquantel que es una isoquinolina que
fue utilizada por primera vez en 1979 y el albendazol, que es un imidazol utilizado por

primera vez en 1987 (Robles y Chavarria, 1979; Escobedo et al., 1987). Diversos estudios



demuestran que el praziquantel condiciona la desaparicion del 60% a 70% de los cisticercos
parenquimatosos luego de un curso de 15 dias de tratamiento a dosis de 50 mg/kg/dia (Sotelo,
et.al., 1984, Robles, et.al. 1987). El albendazol se maneja en dosis de 15 mg/kg/dia durante 8
dias. Destruye del 75% al 90% de los cisticercos parenquimatosos y ha probado ser superior al
praziquantel en diversos estudios comparativos (Sotelo, et.al. 1988, Cruz , et.al. 1991).
Existen formas de neurocisticercosis que no deben recibir tratamiento cestocida. Entre ellas se
encuentra la encefalitis cisticercosa ya que el uso de dichas drogas puede exacerbar el edema
cerebral que acompafa esta forma de la enfermedad y condicionar aumento en la presién
intracraneal (Noboa, 1992; Rangel, R, et.al. 1987).

Las drogas antiepilépticas son utilizadas en un gran numero de enfermos con
neurocisticercosis. En pacientes con epilepsia secundaria debida a calcificaciones, la
administracion de una droga antiepiléptica de primera linea (carbamazepina, fenitoina o
fenobarbital) usualmente produce un control adecuado de las crisis. Sin embargo, los pacientes
con quistes viables deben recibir primero un curso de tratamiento con drogas cestocidas para
lograr un control posterior de crisis con drogas antiepilépticas (Del Bruto, et.al. 1992,
Véasquez, etal. 1992, Medina, et.al. 1993). La extirpacion de los cisticercos en las
localizaciones cutanea y ocular, esta indicado junto con el tratamiento médico.

Por otro lado, la cisticercosis en cerdos causa considerables pérdidas econémicas, por
ejemplo en el afio de 1980 la cisticercosis porcina produjo pérdidas de mas de 43 millones de
dolares por decomisos de cerdos en los rastros, lo que representd el equivalente al 68.5% del total
de la inversion en la produccién de cerdos (Acevedo, 1989). La prevalencia de la cisticercosis
porcina usualmente es establecida, in vivo, por inspeccion de la lengua o post-mortem por
inspeccion del tejido o por analisis inmunologico; esta varia de menos del 2% a mas del 75%
con un promedio del 17%, rangos altos han sido reportados en Guatemala, Honduras, México
y en villas peruanas (Sarti, et.al. 1992, Garcia-Noval, et.al. 1996; Garcia, et.al. 2003a,
Gonzaélez, et.al. 2003).

3.2. Taeniosis

La taeniosis es importante desde el punto de vista de salud publica, debido a que los
huevos del estadio adulto que liberan los portadores contribuyen a la dispersion del parasito,
causando en el hombre y cerdo la cisticercosis. La patologia causada en la taeniosis es de poca

gravedad y la infeccidn, frecuentemente cursa sin ser notada; su diagnéstico se realiza por la
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busqueda de los proglétidos en la materia fecal, por medio de tamizado, la bdsqueda de
huevos en los exdmenes coproparasitoscépicos, o por el método de Graham para la busqueda
de huevos en las margenes del ano. Recientemente estudios en Polonia, demostraron que la
hiposecresién gastrica y cambios pato-morfolégicos en la mucosa del yeyuno, comunmente
observadas en infecciones por T. saginata, pueden ser responsables de varios desordenes
funcionales y causar una gran sensibilidad a algunas otras infecciones (Pawlowsky and
Murrell, 2001).

Para el tratamiento de esta enfermedad se utilizan antihelminticos, como la
niclosamida, que actla directamente sobre el tegumento de los proglétidos, haciéndolos
susceptibles a la accion de las enzimas proteoliticas del hospedero. Dicho farmaco puede
exponer al paciente al riesgo de contraer cisticercosis, pues destruye los progétidos y libera los
huevos dentro de la luz intestinal, por lo que su uso se ha descontinuado en algunos paises
incluyendo el nuestro (Sarti, 1997a). Actualmente el prazicuantel es uno de los farmacos en
uso, éste lesiona el tegumento del parasito adulto y de la larva interfiriendo la funcién de los
canales idnicos principalmente los de calcio. Se sugiere una dosis de 10mg/kg de peso como
dosis unica. El albendazol es un farmaco de eleccion, sobre todo en menores de cinco afos; su
accion se ejerce sobre la tubulina, inmobilizando y matando al parésito. Se utiliza en un
tratamiento de 15mg/kg de peso durante 8 dias (Sotelo, et.al.. 1988).

La extensa longevidad, la alta fecundidad del parasito adulto (Smith, 1994), asi como
la resistencia de los huevos a las condiciones ambientales, dificultan la posibilidad de romper
el ciclo de transmision de la enfermedad. (Sciutto, et.al., 2000).

La prevalencia de taeniosis ocasionada por T. solium rara vez excede el 4%, aunque en
algunos paises se han reportado datos del 7%. Algunos estudios sugieren que esta enfermedad
es mas frecuente en mujeres y en individuos entre 30 y 40 afios (Cruz, et.al. 1989, Allan, et.al.
1996b). En estudios epidemioldgicos realizados en algunos paises de América Latina se ha
encontrado que en los ultimos treinta afios Colombia y Haiti son los paises con frecuencias
mas altas de taeniasis por afio, mientras que Costa Rica es lo opuesto. En cuatro comunidades
de Guatemala (Quesada, El tule, EI Jocote y Santa Gertrudis), se analizaron muestras
colectadas entre los afios de 1991 y 1994 y se encontraron 92 casos positivos de 3,399
muestras estudiadas, lo cual representa el 2.7% donde el 98% de los parésitos recuperados
fueron T. solium, también se encontrd una frecuencia de 1% en nifios cuyas edades fluctuaban

entre 6 meses y 4 afos de edad (Allan, et.al. 1996b, Garcia-Noval, et.al., 1996). En México
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prevalecieron frecuencias de taeniosis de 0.2 a 1.1 % en el periodo de 1970 a 1971, en 1984 el
1.0% y en 1989 de 3.4%, detectdndose que para T. solium correspondia el 1.1 % (Sarti,
1997b). Estadisticas oficiales han reportado que de 1986 a 1990 existian 13,000 casos anuales
y a partir de 1991 esta cifra ha disminuido a cerca de 800 casos de Taenia sp en el mismo
periodo (Sarti, 1997a).

Mientras que la relacion hospedero-parasito en la cisticercosis humana y porcina ha
sido ampliamente estudiada, ésta es practicamente desconocida en la taeniosis causada por T.
solium, principalmente debido a que los humanos son los Unicos hospederos definitivos del
estadio adulto (Sotelo, et.al.. 1988; Flisser, 1994.). Debido a que la taeniosis es relativamente
asintomatica, el diagndstico asi como el tratamiento de ésta, puede ser dificil. Por lo tanto, una
deteccion sensible y exacta de casos de taeniosis se convierte en un elemento critico para el
desarrollo de estrategias exitosas de control de la cisticercosis (Schantz, et.al., 1980; Gilman,
et.al., 1996).

I1.- DIAGNOSTICO.

Enfoques parasitolégicos tradicionales para el diagnostico de taeniosis y cisticercosis,
tales como cuestionar a los pacientes acerca del desalojo de proglétidos, examenes
coproparasitoscopicos o pruebas seroldgicas tienen diversas limitaciones cuando son usadas en
estudios epidemioldgicos y principalmente en estrategias de control debido a su baja sensibilidad
y especificidad. Modernas técnicas de imagen, tales como tomografia axial computarizada (CT) o
resonancia magneética (MRI) han mejorado considerablemente el diagndstico de la
neurocisticercosis pero, raramente son usadas en estudios epidemiolégicos o de control debido a
los costos que esto implica y a la limitada disponibilidad de equipos es areas endémicas (Diop,
et.al. 2003).

4.- Diagnostico de Cisticercosis.

En los ultimos 20 afios se han utilizado diversas pruebas inmunodiagndsticas para
determinar la frecuencia de anticuerpos anticisticerco en diferentes poblaciones; al respecto se
encontraron prevalencias desde 0.1 a 12.0%. Con el advenimiento de técnicas mas sensibles y
especificas, como el ELISA y la Inmunoelectrotransferencia (IET), las frecuencias informadas
en los Gltimos afios se han mantenido alrededor del 10% en las poblaciones estudiadas (Diaz,
et.al., 1990, Correa, et.al., 1994, Sarti, et.al., 1994).
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Estos métodos junto con la evaluacion clinica y los resultados de las pruebas
inmunoldgicas, han resuelto razonablemente el diagnostico hospitalario de la cisticercosis. Sin
embargo, una de las necesidades actuales es la de obtener componentes (proteinas, DNA 0 RNA)
especie-especificos para el desarrollo de métodos de uso mas amplio para definir areas
endémicas y detectar animales infectados que van a ser sacrificados en los rastros.

Entre los métodos inmunoldgicos que se han utilizado para el diagnostico de la
cisticercosis se encuentran el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), la inmunoelectrotransferencia
(IET), la inmunoelectroforesis (IEF), la inhibici{on de la hemaglutinacion (HI), la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la fijacion del complemento (FC) en suero y liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes (Nieto, 1956; Flisser, et.al., 1980; Miller, et.al, 1984;
Mohammad, et.al.,1984; Espinoza, et.al., 1986, Rosas, et.al., 1986, Larrralde, et.al., 1986, 1989;
Tsang, et.al., 1989, Molinari, et.al., 2002).

Diferentes estudios que utilizaron ELISA reportaron una sensibilidad entre el 70-100%
en suero y LCR (Schantz, et.al., 1980; Diwan, et.al., 1983; Grogl, et.al., 1985; Corona, et.al.,
1986; Espinoza, et.al., 1986; Larralde, et.al., 1986; Rosas, et.al., 1986; Nascimento, et.al., 1987;
Pammenter, et.al., 1987). Cabe mencionar que la mayoria de las pruebas inmunoldgicas utilizan
extractos crudos del cisticerco, por lo que se han demostrado reacciones cruzadas con otros
paréasitos (Schantz, et.al., 1980; Espinoza, et.al., 1986, Gottstein, et.al., 1986). Para el caso de la
cisticercosis causada por T. solium, el uso de antigenos puros tales como el antigeno B
(paramiosina) y algunas glicoproteinas de superficie del cisticerco han disminuido las reacciones
cruzadas con algunos parasitos, pero no han permitido realizar un diagnoéstico diferencial entre
cisticercosis e hidatidosis (Espinoza, et.al., 1986) y probablemente otras cestodiasis, debido a que
estos antigenos se encuentran presentes en otros platelmintos (Olivo, et.al.,1988).

Aplicando la técnica de IET como prueba diagndstica con un extracto completo de T.
solium y sueros de pacientes cisticercosos con otras infecciones helminticas, se demostré que
existen polipéptidos especificos (Gottstein, et.al., 1986; Gottstein, et.al., 1987). Por ejemplo, se
han identificado 2 polipéptidos de 26 y 8 kDa, que solamente son reconocidos por anticuerpos
del suero y LCR de pacientes con cisticercosis confirmada mostrando una especificidad del
100% (Gottstein, et.al., 1987). Aplicando la misma estrategia pero utilizando fracciones
glicoproteicas purificadas de T. solium por medio de cromatografias de afinidad con lectinas de
Lens culinaris, Tsang ha logrado identificar 7 proteinas (GP50, 42, 24, 21, 18, 14, 13) que son

especificas para el diagnostico de T. solium encontrado un 98% de sensibilidad y un 100% de
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especificidad (Tsang, et.al., 1989). Sin embargo, cabe mencionar que cuando el método antes
mencionado se aplicé en un grupo de sueros con neurocisticercosis de una zona endémica, bajo
notablemente la sensibilidad al 45% (Garcia, et.al., 1991). Asimismo, se mostrd que el método es
menos sensible en pacientes neurocisticercosos con lesiones Unicas que en pacientes con lesiones
intracraneales maltiples (Wilson, et.al., 1991).

Utilizando la técnica de IET y liquido vesicular completo, se han identificado 3 proteinas
(108, 103, 23 kDa) especificas de T. solium (Larralde, et.al.,1986 y 1989). Ademas, se ha
reportado por IET que 5 proteinas (223, 139, 114, 63 y 22 kDa), comunes a T. solium y T.
crassiceps, que pueden ser usados como antigenos alternativos para el diagnostico de la
neurocisticercosis (Padilla, 1994). Otros con esta técnica y utilizando un extracto complejo, han
reportado 3 proteinas de 64, 53, 30-32 kDa (Grog, et.al.,1985). Chromansky y cols. (1990)
recomiendan un antigeno de 110 kDa purificado por HPLC a partir de liquido cefalorraquideo de
enfermos neurocisticercosos. Finalmente dos proteinas una de 10 kDa aislado de liquido
vesicular de cisticercos y otra denominada GP10 identificada en la fraccion de glicoproteinas
obtenida por L. culinaris, han mostrado un 100% de especificidad y de sensibilidad ensayadas
por IET (lto, et.al.,1998, Plancarte, et.al.,1999).

Recientemente, antigenos de excrecion/secrecion han sido utilizados en EIBT
encontrando que el 88% de los liquidos cefalorraquideos probados contenian 1gG especificas a
los antigenos de 95, 49 y 29 kDa, asimismo en ELISA valores de 100, 92 y 86% fueron
obtenidos para cada una de las proteinas puras (Lépez, et.al., 2004 ). La sensibilidad y
especificidad en andlisis de ELISA dependen ampliamente del antigeno utilizado; probando
antigenos de excrecion/secrecion (E/S) se han reportado mejoras en la especificidad para la
deteccion de cisticercosis causada por Taenia saginata en ovejas (Harrison and Sewell, 1981);
Taenia ovis en perros (Heath, et. al., 1985) y Taenia solium (Vepa, 1993; Ng, and Ko, 1994;
D’Souza, 1999) en cerdos y humanos.

Asimismo, las técnicas de clonacion molecular han permitido la identificacion y
expresion de algunos antigenos de diferentes ténidos (Bowtell, et.al.,1984; Howell, et.al.,1988;
Howell, et.al.,1989; Johnson, et.al.,1989; Cougle, et.al.,1991). Hasta ahora solamente tres
antigenos recombinantes han sido aplicados en el diagndstico de infecciones por cestodos. Los
antigenos recombinantes EM4 y 11/3 de E. multilocularis han sido ensayados por ELISA, para la
deteccion de equinococosis alveolar en humanos. El antigeno EM4 mostr6 una sensibilidad del

37% y una especificidad del 100% (Hemmings y McManus,1991), mientras que el antigeno 11/3
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mostré una sensibilidad del 98% y una especificidad del 96% (Vogel, et.al.,1988; Miiller, et.al.,
1989). Otro antigeno denominado EM13 de E. multilocularis mostr6é una especificidad de 82%
(Felleisen y Gottstein, 1994).

En contraste, las pruebas inmunoldgicas para el diagndstico de la cisticercosis porcina y
la teniasis humana usualmente se encuentran muy poco desarrolladas. Por ejemplo, en la
cisticercosis porcina las pruebas inmunolégicas han sido poco y mal utilizadas, algunos datos
indican que la seropositividad es extremadamente alta en comparacién con la frecuencia
detectada por inspeccion veterinaria (Inclan, 1980; Romero, 1980). En esta enfermedad el
diagnostico ha sido confirmado en muy pocos casos. El diagndstico post-mortem de cerdos se
realiza normalmente mediante un corte en los masculos triceps/ancéneo e inspeccion visual del
mismo en los diferentes rastros de México (Contreras, 1989). No obstante, se sabe que un
ndmero considerable de cerdos son sacrificados clandestinamente (Aluja, 1982), por lo que el

efecto de la inspeccion para impedir el consumo humano se ve muy disminuido.

5.- Diagnostico de taeniosis.

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevos métodos para el diagnéstico de la
taeniosis-cisticercosis, combinando el uso de métodos inmunoldgicos con los productos de genes
(proteinas recombinantes) y métodos de hibridacion con DNA especifico del parasito.
Clasicamente la taeniosis ha sido detectada por examenes parasitoldgicos directo de materia
fecal, basados en la observacion microscopica de huevos o proglétidos, que no son ni
especificos ni sensibles (Diaz, 1992). Recientemente se ha desarrollado el analisis de
deteccion de coproantigenos y se ha observado un aumento en la sensibilidad para la
deteccion de casos. Aplicando este analisis en un ELISA de captura que utiliza sueros de
conejo hiperinmune producidos contra extractos somaticos del adulto ha mostrado tener un
99% sensibilidad y un 99% de especificidad para Taenia sp y consistentemente detectan 2.5
veces mas casos de taeniosis debida a T. solium que la microscopia (Allan, 1996, Rodriguez-
Canul, et.al. 1999; Margono, et.al. 2003, Garcia, et.al. 2003).

En la década de los noventas se empezaron a desarrollar métodos basados en la
tecnologia del DNA; uno de ellos utiliza sondas de DNA especificas para T. solium o T.
saginata con cebadores especie-especificos para diferenciar a estas dos especies y sus
infecciones (Harrison, et.al.,, 1990; Chapman, etal.,, 1995). Esta técnica permite la

amplificacion del DNA del paréasito obtenido de huevos o proglotidos presentes en las heces.
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El diagnostico diferencial basado en el DNA ha mostrado, al menos en escala
experimental, una identificacion exacta de céestodos humanos incluyendo T. solium. Estas
pruebas involucran sondas de DNA, PCR o PCR acoplados a fragmentos de restriccion para
observar polimorfismos (Rodriguez Hidalgo, et.al., 2002). PCR multiplex ha permitido un
diagndstico diferencial entre T. solium, T. saginata y T. asiatica, usando muestras fecales
(Yamasaki, et.al. 2004)

Independientemente del método de deteccion utilizado, la recoleccion y examen de
materia fecal para la identificacion de casos de taeniosis es un problema potencial por la
exposicion y los riesgos de infeccion con huevos de Taenia. Ademés la recoleccion de heces
frecuentemente es dificil y culturalmente inaceptable en muchos lugares donde se realizan
estudios de cisticercosis y taeniosis (Wilkins, 1999).

Los antigenos de excrecion/secrecion (Ag de E/S) son una compleja mezcla del
metabolismo activo del parasito y los anticuerpos contra estos antigenos pueden ser considerados
como un indicativo de la presencia de un parésito vivo (Lightowlers, and Richard, 1988).
Recientemente, los Ag de E/S de adultos de T. solium no gravidos recuperados de hamsteres
fueron ensayados en EITB para el diagndstico de taeniosis causada por T. solium. Se encontrd
que moléculas con un peso de 32.7 a 42.1 kDa son reconocidas especificamente por sueros de
pacientes con un 95% sensibilidad y un 100% de especificidad (Wilkins, 1999). Sin embargo,
éste es un unico estudio realizado con estos antigenos, por lo que seria importante realizar mas
estudios para corroborar estos datos en poblaciones abiertas.

Para el diagndstico de teniosis-cisticercosis, diversos extractos y fracciones de los
estadios de cisticerco y adulto han sido usados. Se ha observado que existe una gran
homologia en el patron proteico analizado por SDS-PAGE y un alto nivel de reaccion cruzada
detectada por EITB (Espinoza, et.al. 1986a; 1986b; Monroy, et.al., 1992, Schatz, et.al. 1980).

En este trabajo se utilizaron los Ag de E/S de adulto para reducir la complejidad
antigénica y disminuir las reacciones cruzadas y tratar de identificar nuevos antigenos

especificos para diagnosticar la taeniosis en el modelo de hamster.
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HIPOTESIS
El disponer de antigenos estadio-especificos del adulto T. solium, nos permitira

optimizar un metodo diagnostico para la taeniosis causada por este parasito.

OBJETIVO GENERAL

Identificar antigenos especificos del parasito adulto de Taenia solium, con potencial diagnéstico

para la taeniosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer el modelo de taeniosis en hamster.

2. Elaboracion de extractos crudos (EC) y de antigenos de excrecion/secrecion de (Ag
E/S)
de cisticerco y adulto de T. solium.

3. Produccion de anticuerpos en contra de EC y Ag E/S de cisticercos y adultos del
parasito.

4. ldentificacion de antigenos especificos del estadio adulto de T. solium por medio de

ensayos de Inmunoelectrotrasferencia (IET)..
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JUSTIFICACION

Las condiciones sociales, econdmicas, de salud, educacién y culturales que estan
estrechamente relacionadas con la transmision de Taenia solium seran dificiles de
cambiar en un pais como el nuestro que se encuentra en vias de desarrollo. Ademas, la
neurocisticercosis humana es una enfermedad incapacitante y en ocasiones fatal en la
que se invierten millones de pesos para tratar y curar a los enfermos que la padecen. Por
otro lado, no existen por ahora una vacuna comercial y se desconoce el numero real de
personas infectadas por el parasito, en especial con el estadio adulto que produce los
huevos causantes de la cisticercosis. Los humanos portadores del parasito adulto son
faciles de tratar con farmacos antihelminticos de ahi, la importancia de un buen método
diagnostico. Los hechos mencionados justifican el trabajo de descubrir nuevos
antigenos para desarrollar herramientas diagndsticas para la deteccion del adulto en

humanos y ayudar a erradicar este parasito.

18



MATERIAL BIOLOGICO Y METODOS

1. Material bioldgico.

Los cisticercos de Taenia solium se obtuvieron por diseccion del musculo esquelético de
cerdos cisticercosos infectados naturalmente. Una vez extraidos de la carne son lavados en
amortiguador de fosfatos salino pH 7.4 (PBS) frio y estéril. Algunos cisticercos se usaron para
determinar la viabilidad de los mismos y otros se usaron para infectar hamsteres. Los
cisticercos restantes fueron incubados para la obtencion de los Ag de E/S como se describe
mas adelante o bien congelados a -70°C, para despues ser utilizados para la obtencion de

extractos crudos.
2. Determinacion de la viabilidad.

La viabilidad de cada lote obtenido se determind incubando 20 cisticercos por 24 hrs a 37°C
en medio RPMI 1640 (Sigma) complementado con bilis de cerdo al 25% (Cariedo, et al. 1982;
Correa, et al. 1989). Se toman como viables aquellos cisticercos en los que la larva evaging y
muestra su escélex y parte del estrobilo, ademas de una gran movilidad. Se contd este numero

de parasitos evaginados y se calculd un porcentaje promedio de viabilidad.
3. Produccion de adultos de Taenia solium.

Para producir individuos adultos de T. solium se utilizaron hamsteres dorados (Mesocricetus.
auratus) desparasitados con praziquantel (PQZ 3mg/animal) administrado via oral. Los
hamsteres fueron infectados con cisticercos de acuerdo al procedimiento descrito por Vester,
(1971). Brevemente, los animales fueron inmunosuprimidos con Depomedrol (metil
prednisolona) en dosis de 2mg/animal por via intraperitoneal. Esta dosis se repiti6é cada 15
dias mientras durd la infeccion. Al mismo tiempo, con la primera inmunosupresion se
infectaron los hamsteres dorados por via oral con 8 cisticercos viables recién extraidos del
cerdo. Después de 4% - 5 semanas a partir de la fecha de infeccion, los hamsteres se
sacrificaron con una dosis de pentobarbital sédico administrado por via intraperitoneal
(3mg/kg peso). Se extrajo el intestino delgado del hamster, se coloc6 en una caja petri con
PBS, se abrid longitudinalmente y se recuperaron los adultos de T. solium. Los adultos fueron
lavados con PBS complementado con antibi6ticos (1X10° U/L de Penicilina y 2gr/L de

Estreptomicina, Sigma), para después ser pasados a medio RPMI para obtener los Ag E/S.
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Evaginacion (viabilidad)
RPMI + BILIS 25%

OBTENCION DE CISTICERCOS

Ag E/S Larva Infeccion de hamsteres
EC Larva Q 8 semanas
Desparasitadas, inmunosuprimidas
Sacrificio 4'/, - 5 semanas

Recuperacion de tenias
Incubacion
RPMI + Antibi6ticos

Recuperacion de
sueros

Ag E/S Adulto
EC Adulto

Analisis en SDS-PAGE 10%

IET de Ec larva, EC Adulto,
Ag E/S Larva y Ag E/S Adulto
Con sueros hamster tenidsico para identificar
antigenos estadio-especificos
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Los hamsteres fueron sangrados antes de la infeccion para tener suero control negativo
(pre-infeccidén) y al momento del sacrificio. El suero se recupero, incubando la sangre 30 min
a temperatura ambiente y centrifugando a 735 g/10 min. El suero recuperado se guardé a -

20°C hasta el momento de su uso.
4. Preparacion de antigenos de excrecion/secrecion.

Ag E/S de cisticercos. Los cisticercos recién recuperados de la carne de cerdo y lavados, se
colocaron en cajas petri conteniendo RPMI con antibiéticos y EDTA 1mM en la que se
incubaron por 6 horas a temperatura ambiente. Después de este tiempo se recuperd el
sobrenadante y se centrifugd a 9,000xg/20min, el sobrenadante obtenido se filtrd a través de
membranas de 0.45um (Millipore) y se dializ6 contra PBS para después concentrarse
(Molinari et al., 2002).

Ag E/S de Adulto. Una vez recuperados los paréasitos adultos, fueron colocados a 37°C en
cajas petri estériles con medio RPMI complementado con antibi6ticos (1X10° U/L de
Penicilina y 2gr/L de Estreptomicina, Sigma). El medio RPMI fue cambiado cada 8 horas
durante el primer dia de incubacion y cada 12 horas durante los siguientes 3 a 4 dias. Durante
este tiempo, los cultivos fueron examinados diariamente al microscopio para determinar la
viabilidad del organismo, observando su morfologia y movilidad. Los medios recolectados
durante la incubacion de los parasitos adultos se juntaron, dializaron en PBS y se
concentraron, aproximadamente 20 veces en una unidad AMICON utilizando membranas PM
3,000 (Millipore). Finalizada la concentracion a la muestra se le agregaron inhibidores de
proteasas (TLCK, PMSF, EDTA) y se congelaron a -20°C hasta su uso.

5. Preparacion de extractos antigénicos crudos.

Los extractos crudos (EC) de cisticerco y adulto se prepararon de acuerdo al siguiente
procedimiento. 10gr de cisticercos 6 2gr de adultos, se homogeneizaron en un Polytron con 50
60 10 ml de solucion de extraccibn complementada con inhibidores de proteasas,
respectivamente. La suspension obtenida se centrifugd a 19,870xg/30minutos y el
sobrenadante se dializ6 contra PBS a 4°C toda la noche. Posteriormente la muestra se
ultracentrifuga a 100,000xg/30min, y el sobrenadante se distribuye en alicuotas que se
congelaron a -20 °C hasta su uso. La concentracion de todas las fracciones protéicas obtenidas
fue determinada por el método de Lowry (1981).
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6. Produccion de sueros hiperinmunes.

Los sueros hiperinmunes anti- (EC de larva, EC de adulto, Ag E/S de larva'y Ag E/S de adulto
de Taenia solium) se produjeron en hamsteres (hembras de 8 semanas de edad). Antes de
iniciar la inmunizacion por via intramuscular, se tomd una muestra de sangre para obtener
suero preinmune o suero normal que sirviera como control negativo en el analisis de la IET.
Las dosis antigénicas usadas fueron de 100 ug. Se realizaron tres inmunizaciones, una cada 15
dias por la via subcutanea. Al final de la dltima inmunizacion se valoro el titulo del suero de
los animales por IET y ELISA. Entonces los animales se sangraron a blanco y el suero fue

recuperado por centrifugacion a 735xg /15min y guardado en alicuotas a -20°C hasta su uso.

7. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS).

Los patrones protéicos de 50 ug de los extractos crudos y 15 ug de los Ag de E/S obtenidos de
los cisticercos y adultos de T. solium fueron analizados en PAGE-SDS al 10%, utilizando 2-
mercaptoetanol como agente reductor (Laemmli, 1970). Se utiliz6 un equipo MiniProtean |1 de
Bio-Rad. La electroforesis se realizd6 a 100V hasta que el frente de corrida o azul de
bromofenol llegard al final del gel. Los geles de extractos crudos fueron tefiidos con azul

brillante de Coomassie y los de los Ag de E/S con la tincién de plata.

8. Inmunoelectrotransferencia (IET)

Se corrieron geles preparativos al 10% utilizando 2ug de proteina/mm lineal de membrana. Se
utilizé un marcador de peso molecular pretefiido (BenchMark Pre-Stained Protein Ladder,
Accesolab). Al finalizar la electroforesis las proteinas contenidas en el PAGE-SDS fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C, Accesolab) utilizando un equipo
MiniTransblot de Bio-Rad (100V/1 hr). Se trabajé a temperatura ambiente utilizando el
amortiguador de transferencia frio. Después del tiempo sefialado, la membrana se lavo con
PBS y se cortd en tiras de 2mm de ancho. Las membranas se guardaron a -20°C, entre dos
papeles filtro humedecidos con PBS en una bolsas de plastico.

Para identificar antigenos sobre las membranas de nitrocelulosa conteniendo los
extractos crudos y de Ag E/S del cisticerco y del adulto de T. solium, estas se enfrentaron a los
sueros hiperinmunes producidos en conejo y hamster (controles positivos); los sueros

preinmunes (controles negativos) y los sueros de hamsteres tenidsicos. El suero fue diluido
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1:100 en PBS-Tween 0.3% - Leche descremada Svelty al 5% e incubado con la membrana de
nitrocelulosa de interés por 1 h a temperatura ambiente con agitacion constante. Después de
este tiempo se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0.3% de 5min c/u. Como segundo
anticuerpo se utilizé una anti IgG de hamster o anti IgG de conejo peroxidado (Zymed) a una
dilucion 1:2000. Este segundo anticuerpo se incubd por 1 h en agitacion a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron de igual forma y se procedio al revelado de la reaccion
utilizando diaminobenzidina (DAB). Esta reaccion se llevo a cabo durante 2 minutos y el
revelado se detuvo realizando 3 lavados rapidos con PBS y un lavado de 5min con agua. Para
descartar reacciones cruzadas con otros cestodos, membranas de Himenolepis diminuta,
Taenia saginata y Taenia taeniaeformis fueron utilizadas con los mismos sueros. Las bandas
obtenidas en las membranas de las IET fueron analizados con el Software 1D Image Analisis

de Kodak Digital Science.
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RESULTADOS

Para la realizacion de este proyecto se obtuvieron diferentes lotes de cisticercos de
cerdos infectados naturalmente de diferentes lugares de México. La viabilidad determinada de
cada lote de cisticercos realizada con el protocolo de evaginacién mostrd porcentajes de 90,
80, 66 y 90%, dando un promedio de viabilidad de 81.5% para los cuatro diferentes lotes de
parasitos probados. La figura 3 muestra un ejemplo de los cisticercos evaginados; donde se
observa que la larva del parasito ha salido completamente mostrando su escolex, cuello y

estrébilo con algunos proglotidos inmaduros.

Figura 3. Cisticercos de Taenia solium evaginados en medio RPMI + Bilis de cerdo al
25%.

Una vez comprobada la viabilidad de los cisticercos se procedié a infectar con 8
cisticercos a cada uno de los hamsteres. Se infectaron 4 grupos de animales desparasitados e
inmunosuprimidos para facilitar la infeccion. Los animales se sacrificaron a las 4% - 5

semanas y se observo que algunos hamsteres no se infectaron. En los animales infectados el
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numero de parasito adultos recuperados varié en cada lote, asi como la longitud de cada tenia
(Tabla I). Se consider6 un valor de 100% de infeccion si se obtenia una tenia adulta por cada

cisticerco administrado al animal. Para obtener el porcentaje de infeccidn se uso la siguiente

férmula:

X % de infeccion = Numero de Taenias recuperadas por lote (100 %)

Numero Cisticercos usados por lote

Tabla I. Recuperacion de parasitos adultos de los diferentes grupos de hamsteres infectados.

N° LOTE | N°ANIMALES | NDEANIMALES | CISTICERCOS ADULTOS %
USADOS INFECTADOS USADOS RECUPERADOS | INFECCION
1 13 9 104 37 (10-30cm) 35.57
2 7 3 56 10 (20-30cm) 17.85
3 10 9 80 37 (10-30cm) 46.25
4 18 15 144 52 (15-40cm) 36.11
TOTAL 48 36 384 134 33.94

En la figura 4, se observan los parasitos adultos obtenidos de los hamsteres después de
las 4% - 5 semanas; la longitud de las tenias fue de 25 a 40 cm aproximadamente. EI numero
de tenias recuperadas en cada lote fue variado, teniendo un rango de 0 hasta 8 tenias por

animal infectado. En promedio se obtuvieron alrededor de 3 adultos por hdmster infectado.

Las tenias recuperadas se incubaron en medio RPMI con antibioticos para la obtencion
de los Ag E/S de adulto. De cada lote se recuperaron alrededor de 200 ml de medio de cultivo
después de 3-4 dias de incubacion. Para la obtencién de Ag E/S de larva, después de la
incubacion de 6 horas de cada lote se recuperaron alrededor de 200 ml. Posteriormente, con
los cisticercos y adultos de T. solium se prepararon extractos crudos de acuerdo al método
descrito en la seccidn de materiales y métodos. Una vez preparados los Ag E/S de cisticerco,
Ag E/S de Adulto, EC de cisticerco y EC adulto; se cuantifico la concentracion de proteina de

cada uno de ellos (Tabla I1). Generalmente se observo que las tenias producian menor
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cantidad de proteinas en los Ag de E/S, asimismo se mostrdé que se obtenia una cantidad

similar de proteinas en los EC de ambos estadios.

Figura 4. Adultos de Taenia solium recuperados de intestino delgado de hamsteres. Se
distinguen el escélex (E) el cuello (C) y un estrébilo inmaduro (ES).

Los andlisis de la composicion de los EC y Ag de E/S de T. solium se llevaron a cabo
en PAGE-SDS al 10% tefiidos con azul brillante de Coomassie. Como se observa en la figura
5, los EC de adulto y EC de cisticerco (carriles 2 y 4) estdn compuestos de moléculas con un
rango que van de 13 a 200 kDa, con patrones proteicos similares y muy complejos y no se
observan diferencias importantes entre ellos. En contraste, para analizar los patrones de Ag de
E/S de cisticerco y adulto fue necesario usar la tincion de plata para detectar a los antigenos
que estaban en baja concentracion en la fraccion. Se observaron también proteinas en el
mismo rango de 13 a 200kDa, sin embargo éstas si muestran una composicion diferente entre
ellas. Por ejemplo, para Ag E/S de adulto se observan 8 bandas en la regién de 20 a 170 kDa,
sobresaliendo proteinas de 62-78, 48, 36 y 20-24 kDa. Para los Ag E/S de cisticerco las
proteinas mas abundantes por su concentracion estan en la region de 30-110 kDa en la que se
distinguen 5 proteinas de 64, 50, 40, 30 y 28 kDa; y un doblete en la region de 90kDa. Cabe
mencionar que existen diferencias en los perfiles electroforéticos obtenidos entre los Ag de

E/S y los extractos crudos de los estadios estudiados.
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Tabla Il. Concentracion de proteinas de los extractos crudos y Ag de E/S de cisticercos y
adultos.

Muestra Proteinas [mg/ml]

Extracto Crudo cisticerco (EC larva) 5.7

Extracto Crudo adulto (EC adulto) 6.0

Ag E/S cisticerco 9-11
Ag E/S adulto 0.9-3.55

172 —
110 =—

79—
62— o

i -

48—
36—

24—

19—

Py -
I

13—
|

Figura 5. PAGE-SDS al 10% de las fracciones: 1.- Pesos moleculares (BenchMark Prestained
Protein Ladder, de Invitrogen) 2.- EC de adulto, 3.- Ag E/S de adulto, 4.- EC de cisticerco, 5.-
Ag E/S de cisticerco.
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Para identificar los antigenos especificos para el estadio adulto, los cuatro grupos de
antigenos (EC de adulto, Ag E/S de adulto, EC de cisticerco y Ag de E/S de cisticerco) fueron
evaluados por inmunoelectrotransferencia con los sueros de los hamsteres tenidsicos de 4% - 5
semanas infectados experimentalmente. Como controles negativos en estos ensayos se
utilizaron sueros de hamster preinmune y como controles positivos los sueros hiperinmunes
producidos en hamster contra cada grupo de antigenos. En la figura 6 se presenta el ensayo de
IET realizado con los antigenos del EC de adulto enfrentados contra los sueros de hamsteres
tenidsicos. Estos sueros reconocieron principalmente 6 bandas con pesos moleculares que van
de 125 a 40 kDa, siendo la banda de 95kDa reconocida en un 12% (6 Sueros) y la de 81 kDa
reconocida en un 10% (5 sueros). Las bandas de 125, 100, 68, y 40 kDa fueron reconocidas
entre un 2 al 8% (1 a 4 sueros). En este ensayo el control negativo no presentd ninguna
reaccién mientras que, el control positivo reconocié bandas en toda la membrana con pesos
moleculares desde 170 hasta 10 kDa. Es importante sefialar que este control reconocio
fuertemente todas las bandas que reaccionaron con los sueros de hamster teniosico e incluso

bandas de 20, 19, 13 y 10 kDa que no fueron reconocidas por estos sueros.

A B

C-C+ 6 17 19 23 27 31
172 —

<— 125
110 — 100
79 — [ +“——J 95
62 — = — 2;
48 —
<+— 40
36—
PM kDa | N°veces Reconocida %
24 — (Suero N°) Reconocimiento
- 125 | C+ 2 (14,27) 4
19 — A 100 | C+, 4 (8,16, 20, 23) 8
95 C+, 6 (6,7,10,17,23,27) 12
81 C+, 5 (6,7,10,20,33) 10
13— 68 | C+1 (31) 2
e 40 C+, 3 (19,23,27) 6

Figura 6. A) Ensayo de IET de EC de adulto enfrentado con los sueros de hamsteres
tenidsicos (sueros 6, 17, 19, 23, 27, 31)*. Control negativo (C-): suero preinmune de hamster y
control positivo (C+): suero de hdmster anti-EC de adulto. B) Tabla donde se muestra el
namero de veces Yy porcentaje de reconocimiento de antigenos en el EC de adulto por suerosde
hamster tenidsico.*Se muestran las membranas mas representativas de todos los experimentos.
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En la figura 7 se muestran los resultados de la IET obtenidos al enfrentar los sueros de
hamsteres tenidsicos con los Antigenos E/S de adulto. En la imagen se observa un marcado
reconocimiento de antigenos que van en un intervalo de 96 hasta 15 kDa. Se pueden distinguir
claramente 16 bandas de diferente peso molecular. Destacan particularmente 4 bandas
localizadas en las regiones de 72, 48, 36 y 24 kDa que fueron reconocidas por el mayor
numero de sueros de los hamsteres tenidsicos, presentando porcentajes de reconocimiento de
54, 52, 60 y 58 % respectivamente. En ente ensayo el suero preinmune Control Negativo
reacciond ligeramente con una banda en la region de 20 kDa, debido a esto, reacciones por
parte de los sueros experimentales contra esta proteina fueron descartadas para su analisis
como antigeno importante. EIl control positivo reaccion6 intensamente con proteinas en una
region de 20 a 80 kDa, de manera significativa con proteinas de 72, 48. 36, 30, 24 y 19 kDa
mismas que fueron reconocidas por los sueros de hdmster tenidsico.

En las Figuras 8 se presentan los resultados obtenidos de los ensayos de la IET al
enfrentar los sueros de hamsteres tenidsicos contra EC de cisticerco, observamos que solo los
sueros 20, 30 y 32 reaccionaron con las bandas de 158, 120, 95y 81 kDa lo cual representa un
reconocimiento del 4%. Los carriles 1 y 8 son una muestra de todos los sueros probados que
no reaccionaron con ninguna banda. EI Control Negativo en este ensayo no presento reaccion
contra estos antigenos; el Control Positivo, tuvo una respuesta contra las proteinas presentes a
lo largo de la membrana en un rango de 200 hasta 10 kDa. Se observo una fuerte respuesta con
proteinas de 95, 85, 65, 36, 30, 20 y 13 kDa. Al probar los mismos sueros con los Ag E/S de
cisticerco se observé que éstos reconocen 4 bandas de 115, 77, 52 y 30 kDa con porcentajes de
reconocimiento de 4, 14, 6 y 6% respectivamente. Cabe mencionar que estas bandas fueron
también reconocidas por el suero de hamsteres anti-Ag E/S de cisticerco utilizado como
control positivo. Adicionalmente se muestran en los carriles 19 y 23 sueros que no presentaron
reaccién contra este grupo de antigenos asi como el suero preinmune utilizado como control
negativo. Los datos resultantes de este ensayo se resumen en la tabla adjunta a la imagen de la

Figura 9.
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PM kDa N° veces reconocida (Suero N°) %Reconocimiento
96 3 (22, 23, 25) 6
86 C+,11(2,5,6,7,8,10,16,19,22,24,25,32) 23
77 C+, 23 (2-5,8,10,12,15-25,27,29-33) 48
72 C+, 26 (2-5,7,8,10-12,15,16,18-33) 54
52 C+, 15 (2-8,19-25,29,32) 31
48 C+, 25 (2-5,7,8,10-14,1619-33). 52
43 4 (15,18,21,22) 8
36 C+, 29 (1-5,7-14,16,18-33 60
30 C+,5 (19,21,24, 32,33) 10
27 C+, 4 (22-25) 8
25 C+,1 (19) 2
24 C+, 28 (1-5,7-12,14,16,17,19-33) 58
22 C-, C+, 21 (1-14,16-20,26,2731) 44
19 C+, 4 (2,5,27,28) 8
17 C+, 10 (2,5,16,25-28,30,32,33 20
15 4 (1,2,7,29) 8

Figura 7. A) Ensayo de IET con membranas conteniendo los Ag E/S de adulto enfrentas con
los sueros de hamster teniosicos, carriles del 1-33. Control negativo (C-): suero preinmune de
hamster. Control positivo (C+): suero de hamster hiperinmune anti-Ag E/S de adulto. B)
Muestra el nimero de veces y porcentaje de reconocimiento de antigenos en los Ag E/S por
los suero de hamster tenidsicos.
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79 : :: gg PM kDa | N°veces reconocida %
(Suero N9 Reconocimiento
6428 — 158 C+ 2 (20, 32) 4
120 C+
36 — 95 C+,2 (20,30) 4
24 85 C+, 2 (20,30) 4
19 —
13 —

Figura 8. A) Analisis de IET usando EC de larva enfrentado con los sueros de hamsteres
teniosicos (carriles 1, 8, 20, 21, 30, 32)*. Control negativo (C-) suero preinmune de hamster.
Control positivo (C+): suero de hamster anti-EC de larva B) Muestra el numero de veces y el
porcentaje de reconocimiento que los sueros de hamster tenidsico presentan ante el EC de
larva. *Se muestran las membranas mas representativas de todos los experimentos.

A B

C- C+19 23 25 28 30 33
172 —

<+—150
110 —
79 — = —_ <« 77
_ o PM kDa | N° veces Reconocida %
48 — <« 52 (Suero N°) Reconocimiento
150 C+,2(27,28) 4
36 — +—30 77 | C+ 7(25,27-31,33) 14
o4 — 52 C+, 3(25,30,33) 6
30 C+, 3 (25, 28,33) 6
19 —
13 —

Figura 9. A) Ensayo de IET realizada con los Ag E/S de cisticerco enfrentado con los sueros
de hamsteres teniosicos (carriles 19, 23, 25, 28, 30 y 33)*. (C-) Control negativo suero
preinmune de hamster. Control positivo (C+): suero de hamster anti-Ag E/S de larva. B)
Muestra el nidmero de veces y porcentaje de reconocimiento que los sueros de hamster
teniosico presentan ante los Ag E/S de cisticerco. *Se muestran las membranas mas
representativas de todos los experimentos.
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Puesto que los sueros de los hamsteres tenidsicos reconocian frecuentemente bandas
cercanas a la region entre 110 a 79 kDa, regién donde se encuentra un antigeno
inmunodominante, la paramiosina o AgB, se realiz6 una IET enfrentando al AgB de T. solium
en contra de los sueros de hamsteres teniésicos. La Figura 10 muestra que todos los sueros de
los hamsteres tenidsicos reconocen 2 bandas de 95 y 85 kDa con diferentes intensidades vy,
ligeramente algunas bandas por debajo de las ya mencionadas. Asimismo, un suero anti-AgB
utilizado como control del ensayo, reconoce especificamente las bandas de 95 y 85 kDa y
también varias bandas por debajo de ellas, probablemente productos de la degradacion de la
banda de 95 kDa.

C-C+5 8 12 20 26

172 —

110 — - %

79— - s | PMIDE ReNco\;li)Ccﬁfja Recon(:Jcido
95 C+, 48 100

48 — 85 C+, 48 100

36 —

24 —

19 —

13 —

Figura 10. A) Ensayo de IET realizada con el AgB de T. solium enfrentado con los sueros de
hamster tenidsicos (sueros 5, 8, 12, 20, 26). Control negativo (C-): suero normal de conejo.
Control positivo (C+): suero de conejo anti-AgB. B) Muestra el nimero de veces y porcentaje
de reconocimiento que los sueros de hamster teniosico presentan ante el AgB de T. solium.
*Se muestran las membranas mas representativas de todos los experimentos.

En la figura 11, se presentan los resultados obtenidos al enfrentar los sueros de hamsteres
tenidsicos con EC de otras taenias filogenéticamente cercanas a la T. solium, como la Taenia

saginata y la Taenia taeniaeformis. Esto se realizd con el fin de descartar reacciones cruzadas.
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Los resultados obtenidos mostraron que los sueros 8 y 12 reconocieron una banda de 190 kDa,
mientras que los sueros 27 y 29 reconocen una banda de alrededor a 100 kDa en el EC de T.
saginata, correspondiendo a un 4% de reconocimiento. Para el caso del EC de T.
taeniaeformis se observo una respuesta ligeramente mayor en la que 8 sueros reaccionaron con
la banda de 190 kDa y 3 sueros con la banda de aproximadamente 100 kDa mostrando un
reconocimiento del 16% y 6%, respectivamente. Estas mismas bandas y otras fueron
reconocidas por los sueros anti-EC de T. saginata y anti- EC de T. taeniaeformis producidos
en conejo utilizados como sueros controles positivos.Los sueros preinmunes controles

negativos no mostraron ninguna reaccion.

A B
T. saginata T. taeniaeformis
C- C+ 8 12 27 29 C- C+8 12 27 29
110— 110 —
<+— 100 - W <100
[C 79 —
48 48 —
36 — 36 —
24 — 24 —
19 — 19 —
13 — 13 —
T. saginata T. taeniaeformis
PM (kDa) (Suero N°) (Suero N°)
190 C+,2 C+,8
(8,12=4%) | (8,12, 20,23-27 =16%)
100 C+,2 C+,3
(27, 29 = 4%) (27 = 29 = 6%)

Figura 11. A)Ensayo de IET con EC de T. saginata o EC de T. Taeniaeformis enfrentados con
los sueros de hamsteres tenidsicos (Sueros 8, 12, 27 y 29)*. Control negativo (C-): suero
conejo preinmune y controles positivos (C+): sueros de conejo anti-EC de T. saginata y anti-
EC de T. taeniaeformis. B) Muestra el nimero de veces y porcentaje de reconocimiento que
los sueros de hamster tenidsico presentan contra estos extractos *Se muestran las membranas
mas representativas de todos los experimentos.
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Adicionalmente, los sueros de los hdmsteres tenidsicos se analizaron contra EC de
otros parasitos intestinales como Hymenolepis diminuta y Ascaris lumbricoides. La figura 12
muestra que esos sueros reconocen principalmente bandas en las regiones de 100, 81 y 53 kDa
y otro antigenos débilmente en las membranas conteniendo el EC de H. diminuta. Por otro
lado, los sueros tenidsicos reconocen principalmente bandas en las regiones de 112, 90, 70, 45,
21, 19,y 15 kDa en el EC de A. lumbricoides. En este ensayo utilizamos suero preinmune de
hamster como control negativo el cual no presentd ninguna reaccién con los extractos de estos
parasitos y como control negativo se probo el suero de hamster hiperinmunizado contra EC de
Adulto debido a que no contabamos con sueros positivos a estos parasitos. El suero anti-ECA
reacciond con una banda de 100 kDa en el extracto de H. diminuta y no presentd reaccion

contra antigenos de A. lumbricoides.

A B
Himenolepis diminuta Ascaris lumbricoides
C-ECA 2 8 11 16 25 C-ECA1 8 17 23 34
172 —
110 — 172 —
| <— 100 110 — <112
79 — <+— 381 79 — <+ 90
- o <« 70
48 — >3 48 —
<— 45
36 —
36 —
24 —
24 —
19 — 19—
13 — 13—
Himenolepis diminuta Ascaris lumbricoides
N° veces reconocido % N° veces reconocido %
PM kDa (Suero N°) Reconocido PM kDa (Suero N9 Reconocido
100 5 (ECA,7,8,16,25) 10 112 2 (1,17) 4
81 2 (ECA, 8) 4 90 2(8,17) 4
53 3 (ECA, 8, 11) 6 70 2(8,17) 4
45 1(1) 2
21,19,15 1(1) 2

Figura 12. A) Ensayo de IET con extracto crudo de: Hymenolepis diminuta y Ascaris lumbricoides
enfrentado con los sueros de hdmster tenidsico (sueros 1, 2, 8, 11, 16, 17, 25)*: Control negativo (C-):
suero preinmune de hamster. Control positivo: un suero de hadmster anti-EC de adulto (ECA). B)
Muestra el nimero de veces y porcentaje de reconocimiento que los sueros de hamster tenidsico
presentan contra estos extractos.* Muestras representativa de los sueros tenidsicos probados contra
estos antigenos.
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DISCUSION

Diversos formatos de herramientas serolégicas comerciales y de laboratorio
disponibles para el diagnostico de la cisticercosis, utilizan técnicas como la IET (EITB) y
ELISA con antigenos especificos del estadio larvario de T. solium como las glicoproteinas
especificas aisladas por Tsang y cols., que presentan 98% de sensibilidad y un 100% de
especificidad al probar suero y sensibilidad de 86% y especificidad del 92 % cuando se
prueban con saliva (Tsang et.al., 1989). Adicionalmente en ELISA se han obtenido
sensibilidades de 41 y 71% en suero y saliva respectivamente y especificidad de 95.7% para
ambas muestras (Proano-Narvéez, et. al. 2002). Otros antigenos quiméricos recombinantes
creados a partir de estas glicoproteinas y anticuerpos monoclonales han presentado
sensibilidades de 64% para ELISA y 68 % en EITB al ser enfrentadas con sueros de cerdos
cisticercosos positivos a la inspeccion de lengua. (Yong, et. al. 1993; Sako and Ito 2001; Sato
et.al. 2003).

Mientras que el conocimiento de la cisticercosis ha permitido tener un gran avance en
los esfuerzos para su diagnostico y tratamiento, el desarrollo para el diagnostico de la taeniosis
no ha recibido igual atencién (Katti, 2002; Wadley, 2002; Sato, et.al 2003). Esto puede
deberse a varias razones: 1) lo asintomatico de la taeniosis que usualmente pasa desapercibida
por el hospedero, 2) la dificultad para hacer estudios sobre esta enfermedad ya que el
hospedero definitivo es el humano y 3) al alto riesgo que tiene trabajar con el adulto debido a
la infectividad de los huevos que produce.

Diversos estudios han demostrado que los pacientes tenidsicos son la Unica fuente de
contaminacion que puede causar la cisticercosis y que las taenias adultas de hospederos
definitivos  pueden ser destruidas por farmacos antihelminticos como el PZQ y la
Niclosamida. Lo antes mencionado, hace que un buen diagndstico oportuno de los portadores
humanos del parasito sea un paso critico para el desarrollo de estrategias exitosas de control y
eliminacidn de la taeniosis/cisticercosis (Who, 1983; Gilman, et.al., 1996, Schantz, et.al.1980,
1993, Sarti, 2003).

En este estudio para evitar los problemas éticos y otros asociados como la recoleccion
y la exposicion a heces contaminadas con huevos de T. solium, nosotros trabajamos con el
modelo de taeniosis en el hamster dorado (Mesocricetus auratus). Este modelo es seguro

debido a que las tenias se desarrollan dentro del hamster sin alcanzar su madurez sexual, por
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lo que son incapaces de producir huevos (Gnezdilov, 1957; Vester, 1971; Allan, et.al. 1990;
Maravilla, et.al. 1998). Este modelo también ha sido utilizado para desarrollar no solo adultos
de T. solium; sino de T saginata; Ancylostoma ceylanicum, Necator americanus v,
recientemente de T. crassiceps y E. multilocularis (Ray, et.al. 1972; Garside, y Behnke, 1988;
Rajasekariah, et.al. 1987; Kamiya y Sato, 1989; Sato y Kamiya, 1990). Un inconveniente de
este modelo es que se utiliza acetato de metilprednisolona o esteroides como
inmunosupresores de la respuesta inmune para incrementar el establecimiento y permanencia
del parésito en el intestino del hamster con lo que se ha visto un aumento en la mortalidad de
los animales proporcional a las dosis de esteroides (Vester en 1971, Rajasekariah, G. et.al.
1987, Sato y Kamiya, 1990).

Maravilla et.al. (1988), al trabajar este modelo con animales inmunosuprimidos
observd que se presenta una alta susceptibilidad a la infeccion (8 de 12 = 66%), los parasitos
sobreviven por mas de 16 semanas y se recupera un mayor nimero de taenias (22 de 48
cisticercos administrados = 45.83 %). Por el contrario en animales que no son
inmunosuprimidos se observa un bajo porcentaje de animales parasitados (5 de 12 = 42%), la
infeccion dura solo 10 semanas y el nimero de taenias recuperadas es muy bajo (8 de 48
cisticercos administrados = 16%).

En este trabajo, los resultados al trabajar con animales inmunosuprimidos e infectados
con 8 cisticercos, nos mostraron una susceptibilidad variable a la infeccion y el promedio
obtenido fue muy alto (36 de 48 = 75%). Se recuperaron taenias durante las 5 semanas que
mantuvimos la infeccién dando como resultado un promedio de sobrevida de 34.89 %.

Nuestros datos concuerdan con estudios previos de la literatura en donde utilizan en el
modelo hamster inmunosuprimidos y caen dentro de los promedios reportados. (Gnezdilov,.
1957; Vester, 1971; 1974; Allan, et.al. 1990 and Maravilla, et.al. 1998); esto confirma que en
hamsteres inmunosuprimidos, el parasito permanece en el animal por mas tiempo y permite
recuperar un mayor numero de tenias en las necropsias. También se observo que contrario a lo
reportado por Vester en 1974, en donde sefiala que se requieren cisticercos con un porcentaje
de evaginacion del 90% o mas para lograr una infeccion; en este trabajo el lote de cisticercos
con 66% de evaginacion fue el que presentd el mayor porcentaje de infeccidn (46.25%). Este
dato es similar al obtenido por Avila, (1992), lo que muestra que probablemente existen otros

componentes del hospedero que disparan la evaginacion del parasito.
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Una vez establecido el modelo de hamster tenidsicos, se recolectaron adultos que
fueron incubados en medio RPMI para obtener sus Ag de E/S, los que ha su vez se analizaron
utilizados en estudios de IET con los sueros de hamsteres tenidsicos experimentales para
identificar antigenos con potencial utilidad para el diagndstico de la taeniosis causada por T.
solium.

Para identificar antigenos estadio-especificos se produjeron EC y Ag de E/S de los
estadios de cisticerco y parasitos adultos. Analisis de los extractos crudos en PAGE-SDS
mostraron que la cantidad de proteina extraida de cisticercos y adultos fue muy similar (5 y
6mg/ml respectivamente). En contraste, la cantidad de proteina en los Ag de E/S presentaba
una diferencia en concentracion de proteinas de 9-11 mg/ml en cisticerco y de 0.9 a 3.55
mg/ml para adulto. Lo que puede explicarse debido al volumen y nimero de los parasitos
trabajados o al metabolismo de cada estadio. El analisis en los PAGE-SDS al 10% mostrd que
todas las fracciones presentan gran complejidad, para el caso de los EC de cisticerco y adulto,
un patrén muy similar fue observado entre ellos con proteinas que estan dentro de un rango
que va de los 13 a 200 kDa, como ya se habia visto antes en otros trabajos (Monroy, et.al.,
1992 y Landa, et.al., 1994). En contraste en las fracciones de Ag de E/S de cisticerco y adulto
se observan grandes diferencias en los patrones proteicos. Para el caso de Ag E/S de adulto se
lograron distinguir alrededor de 12 proteinas que van de 110 a 13 kDa, resultados que
coinciden con datos obtenidos por Wilkins y cols, (1999) donde con la misma tincion de plata
distinguieron alrededor de 16 proteinas de entre 100 y 14 kDa. Para los Ag de E/S de
cisticerco se encontrd un grupo de proteinas abundantes, alrededor de 20 bandas, entre la
region de 13 a 172 kDa, sobresaliendo por su concentracion bandas en las regiones de 64, 54,
46 y 30kDa. Igualmente estos datos coinciden con un par de trabajos que reportan la presencia
de al menos 19 proteinas en los Ag E/S de cisticerco con pesos moleculares que van de 14 a
116 kDa en donde sobresalen proteinas de 19, 54 y 62 (Ko, and Ng, 1998) y en otro estudio
que presenta hasta 13 proteinas en un rango de 7.5 a 115 kDa (LGpez, et.al. 2004).

Los ensayos de IET con membranas conteniendo Ag E/S de adulto de T. solium
enfrentadas con los sueros de hamsteres teniosicos identificaron cuatro antigenos de 24, 36, 48
y 72 kDa reconocidos en 58, 60, 52 y 54 % respectivamente. Asi como un reconocimiento
promedio de 12 % para las proteinas de 95 y 85 kDa. Wilkins, (1999) mostrd que sueros de

pacientes teniosicos enfrentados con Ag E/S de adulto detectaron 3 bandas de 32.7, 37.8 y
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42.1 kDa; las que coincide con la banda de 36 que nosotros identificamos con los sueros de
hamsteres teniosicos, por lo que podria tratarse del mismo antigeno.

Para determinar la especificidad de las bandas antes mencionadas, se realizé un analisis
por IET con los sueros de hamsteres tenidsicos experimentales contra fracciones de Ag E/S de
cisticerco y EC de cisticerco y adulto de T. solium, este nos mostr6 que 4 bandas de 115, 77,
52 y 30 kDa fueron reconocidas por el suero de hamsteres tenidsicos, siendo la banda de 77
kDa la mas reconocida (14%). Sin embargo, esta banda no coincide con las bandas
identificadas por los sueros de hamsteres tenidsicos en los Ag de E/S de adulto. Ademas, los
sueros de los hamsteres tenidsicos también reconocieron frecuentemente 2 bandas de 95-85
kDa en los EC de cisticerco y Ag de E/S de cisticerco y adulto; bandas que coindiden en PM
con un antigeno inmunodominante del parasito, el AgB o paramiosina. Por lo que para
resolver esta duda, sueros tenidsicos de hamsteres se enfrentaron por IET con el AgB,
resultando que todos los sueros reconocen, aunque con diferentes intensidades las bandas
antes mencionadas. Este antigeno, aungue interesante no es recomendable para ser usado en
diagnostico, ya que es una proteina estructural conservada en los helmintos (Olivo, et.al.,
1988).

Cabe mencionar que existen estudios que han utilizado Ag de E/S de T. pisiformis
adulto para diagnosticar teniasis canina en ensayos de ELISA con muestras de sueros y salivas
de perros infectados experimentalmente en los que se detectaron 1gG e IgA especificas en
contra de antigenos del parasito. También existen estudios con EC y Ag de E/S adulto en
ELISA para T. solium, sin embargo no hay reportes que prueben reacciones cruzadas con otras
tenias o helmintos relacionados. Por ejemplo, Wilkins (1999), probd sueros de pacientes
positivos a T. saginata contra Ag E/S de adulto de T. solium, mostrando que no existen
reacciones cruzadas.

En cuanto a reacciones cruzadas con otros helmintos intestinales nuestro trabajo
mostrd que los sueros de hdmsteres tenidsicos reconocieron fuertemente bandas de 190 y 100
kDa en EC de T. saginata y T. taeniformis y ninguna banda fuertemente en H. diminuta y A.
summ, parasitos intestinales frecuentes en el humano. Cabe mencionar que Tsang y cols.,
tampoco encontraron reacciones cruzadas entre T. saginata y T. solium utilizando como
antigeno al Ag E/S de adulto de T. solium (Wilkins, et.al. 1999), dato que confirma nuestro

resultado al menos para la T. saginata.
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Se requieren de analisis adicionales para determinar si los antigenos detectados por los
sueros de hamsteres teniosicos (bandas 72, 42, 36 y 24kDa) podrian ser candidatas para la
elaboracion de un método diagndéstico para la taeniosis causada por T. solium.

En paises en vias de desarrollo como el nuestro, donde la taeniosis-cisticercosis
causada por T. solium es una enfermedad endémica que causa importantes problemas de salud
publica; es de gran importancia el poder desarrollar un método diagnostico para identificar a
los portadores de este parasito, para controlar y/o erradicacion esta enfermedad (Sarti, E. et.al.
1988; Diaz, et.al. 1990).

Finalmente, este es uno de los primeros estudios en proponer antigenos con uso
potencial para desarrollar un método para diagnosticar la taeniosis causada por T. solium en

humanos.
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CONCLUSIONES

Se montd el modelo de taeniasis experimental en el modelo de hdmster. Obteniéndose
porcentajes de infeccion de 75%.

Se produjeron Ag de Excrecion/Secrecion del estadio adulto y se observaron las

grandes deferencias que existen con el estadio larval.
Por medio de analisis de IET, se lograron identificar 4 proteinas de 72, 48, 36 y 24
kDa que fueron reconocidas por los sueros de hamsteres tenidsicos en porcentajes de

54, 52, 60 y 58 % respectivamente.

Dichas proteinas se proponen como antigenos candidatos a ser usadas en un método

de diagnostico especifico para la taeniasis causada por Taenia solium.

Se reafirmo la presencia del AgB (paramiosina), en ambos estadios de T. solium; asi

como su inmunodominancia al ser identificado por todos los sueros analizados.
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