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El presente trabajo de tesis se realizo en el laboratorio de Biologia Molecular de Taenia
solium del departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM, bajo la direccién del Dr. Abraham Landa Piedra.

Este trabajo de investigacion fue apoyado por la Direccién General de Asuntos del
Personal Académico, Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacién
Tecnolbgica (DGAPA-PAPIIT, contrato IN-207507-3) y por el Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONACYT, contrato 80134-M).
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. INTRODUCCION

El término taeniosis designa el parasitismo humano (hospedero definitivo) por cestodos
adultos del género Taenia, conocidos comunmente como solitarias. Existen dos Taenias
que afectan al hombre, Taenia solium y Taenia saginata, mismos que requieren dos
hospederos intermediarios, el cerdo y la res, respectivamente, para completar sus ciclos

de vida. El humano es el hospedero definitivo obligado para ambas Taenias.

Taenia solium produce dos enfermedades en el ser humano: el estadio adulto la

taeniosis, mientras que el estadio de metacéstodo o de cisticerco la cisticercosis. (1)
1.1 Clasificacién

Taenia solium pertenece al phylum Platyhelmintes, clase Cestoda, orden Cyclophyllidae,

familia Taenidae, género Taenia, especie solium .
1.2 Morfologia del estadio adulto

Taenia solium es un gusano de un color blanquecino, plano en forma de cinta, esta
formado por un escélex piriforme, cuello y estrobilo (Figura 1). Pueden alcanzar una

longitud total de entre 2 y 7 metros. (2,3)

FIG 1. Adulto de Taenia solium



El escolex esta formado por cuatro ventosas y un rostelo con una doble corona de
ganchos (Figura 2). Al escolex le continta el cuello, que es la region germinal que da
origen a un conjunto de segmentos o proglétidos, que forman el estrébilo. A medida que

los proglétidos se alejan del cuello maduran y se diferencian sexualmente. (2,3)

Los méas cercanos al cuello son los proglétidos inmaduros, en los cuales el aparato
genital (masculino y femenino, testiculos, ovarios y Gtero) empieza a formarse. Le siguen
los proglétidos maduros, estos presentan érganos reproductores masculino y femenino
claramente diferenciados, otorgandole el fenotipo de hermafrodita, aqui puede ocurrir la
auto fecundacién ya que cada proglétido es una unidad de reproduccion. En la parte mas
distante se encuentran los proglétidos gravidos que presentan un (tero que ocupa una
region central dentro de cada proglétido, de el salen ramas, cuyo niumero es menor a 12
es clasico para Taenia solium y mas de 12 para Taenia saginata. Las ramas uterinas
estan llenas de huevos dandole un aspecto arboriforme, cada proglétido puede contener
en promedio 60,000 huevos. (1,4)

FIG 2. Escélex de Taenia solium mostrando sus ventosas.

Los huevos son esféricos y miden de 30 a 45 um (Figura 3),presentan varias membranas;
la mas externa es el vitelo, la siguiente es el embriéforo, formado por pequefios bloques
proteinicos unidos entre si por una proteina cementante, la membrana oncosferal cubre la

oncosfera llamado también embrién hexacanto por presentar tres pares de ganchos. (1,2)



FIG 3. Huevo de Taenia sp (1)

1.3 Morfologia del estadio larvario

Esta fase del parasito o cisticerco es una estructura ovalada que mide aproximadamente
10x5 mm, con una vesicula blanco-amarillenta con liquido hialino en interior (0.5 ml).
Tiene una pared en la que la estructura externa esta rodeada con microvellosidades
(tegumento) y un escllex armado con ganchos invaginado en la pared y rodeado de
liquido. (2,3,5)

FIG 4. Cisticerco de Taenia solium

(http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/cestodos/imagenes/cisticercos | jpg.jpd)



http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/cestodos/imagenes/cisticercos_I_jpg.jpg

1.4 Ciclo de vida

Taenia solium vive adherida a la mucosa del intestino delgado, los proglétidos gravidos,
llenos de huevos eventualmente son liberados del estrobilo 6 se rompen en la luz
intestinal liberando sus huevos que salen al medio ambiente con la materia fecal. Los
huevos al ser ingeridos por el cerdo sus enzimas y sales biliares del tracto digestivo
rompen el embriéforo y permiten eclosionar al embrion u oncdésfera. Una vez liberada, la
oncésfera, por medio de sus ganchos se fija a la pared intestinal en donde libera enzimas
hidroliticas que destruyen el tejido, lo que le permite llegar a los vasos sanguineos y
linfaticos para ser transportada hacia los tejidos en donde se desarrolla hasta

transformarse en cisticerco en un periodo aproximado de 3 meses. (1,6)

El ciclo biol6gico se completa cuando el humano consume carne de cerdo infectada con
cisticercos; al llegar por via oral este evagina por la accion enzimatica y biliar, mediante su
escolex se adhiere a la pared del intestino delgado donde comienza a producir proglétidos
gravidos e iniciar la eliminacion de huevos (6,7). El desarrollo del parasito desde su
ingestién hasta Taenia adulta toma entre 6 y 12 semanas y los huevos aparecen en las
heces de 8 a 12 semanas (7). Los adultos tienen una longevidad de 20 6 mas afios. La
infestaciéon humana por T. solium generalmente es Unica (un solo parasito por persona
infestada (1,2,5,8). La taeniosis; puede suceder por autoinfecciébn mediante la via ano-
mano-boca. (1)



(AD/GS/XaWNSIO/X W WEeUN SE2IpPaUIoIq qe[-MMM//-0J1Y Xawisio)
wnjjos ejuse sp 02169|01q 021D G 14

SI1SO2I2211S120IN3N

saday

$329Y Se|
OpUBIWOD 0PI

50249211512 i LA uod sopesjndxa
U@ UalalAuod : s ; uos soAINy S0
a5 mn.__a-..:._r_ 507

S1S0213
uaonpoud A ouolenour |

12 1od ueleia S0243213512 UOd
3] ap soAany 507 0plad ap auwie)

'SOI3UINOD 3P S
souew Jod saaany
3P UGIDBUIWBILOD)

1ED0(-OUBLI-OUE 0PI

epI30d [ew
0p4ad 3p Juled
B| ap oipaw Jod
SOAIA S0213D11512
.w—.u .._mu_m__.r_m_.._.lvh-r

soaany uadnpoid
1ye A selua) us ue||oliesap 35
50212213510 50| oUlIsAUL |2 U3



1.5 Epidemiologia

Se ha sefialado que las condiciones de transmisién que favorecen la cisticercosis es la
exposicion a huevos de los hospederos, como la convivencia con un portador de T.
solium, el bajo nivel econémico de los individuos o comunidades, la inadecuada higiene
personal, la falta de letrinas y la carencia de drenaje, la ausencia de agua potable y de

pavimento, y la coprofagia en cerdos. (9,10)

Bajo estas condiciones, la parasitosis esta ampliamente distribuida en el mundo en paises
en desarrollo, sin embargo, en algunos paises desarrollados donde se tenia controlada la
enfermedad se han presentado casos recientes, por lo que se considera a la cisticercosis-
taeniosis una parasitosis remergente.(9) La entrada masiva de inmigrantes provenientes
de la América Latina hacia Europa Asia y Estados Unidos principalmente, ha

condicionado un incremento considerable de casos de neurocisticercosis (NCC).

En México, por medio de estudios hospitalarios se reporta una tasa de hasta 8,6 por 100
hospitalizados y en las series de necropsias de hasta 2453 por 100.000 habitantes,
ademas se sefiala que hasta 43,3% de los casos eran asintoméaticos y 80% fueron
hallazgos de necropsia. (11) Desde el afio de 1990 hasta el afio 2005 la disminucion en la
incidencia de taeniosis ha sido considerable, ya que en 1990 se tenia un reporte nacional
de 14,013 casos de taeniosis y 586 casos de cisticercosis, y en el 2005 fue de 393 casos

de taeniosis y 306 de cisticercosis. (12)

Las frecuencias de infestaciones con T. solium reportadas en México provienen de dos
fuentes: la primera de ellas se refiere a las publicaciones cientificas. La segunda fuente

proviene de las estadisticas oficiales. (13)

Las estadisticas oficiales informan que las frecuencias méas altas para Taenia sp se
presentan en el grupo de 5 a 14 afos (35.3%), en cambio, los estudios epidemiologicos
informan que el parasito adulto se presenta en todas las edades y que alcanza su pico en
grupos de 16 a 45 afios; asimismo, que las personas de sexo femenino son las que mas
frecuentemente presentan este parasito. Las diferencias encontradas se deben a que en
las estadisticas oficiales s6lo se refleja la demanda de servicios de salud, y en los
estudios epidemiolégicos se obtienen datos representativos del sexo y de todos los
grupos de edad. (12,13)
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1.6 Manifestaciones clinicas

Los sintomas de la cisticercosis pueden manifestarse desde varias semanas hasta 10
afos o méas después de la infestacion. (13) En el ser humano, los cisticercos se localizan
con mayor frecuencia en el musculo esquelético, sistema nervioso, dando origen a la
cisticercosis; los cisticercos también se pueden localizar en 0jos, tejido graso subcutaneo
y corazon. Cuando el cisticerco se localiza fuera del sistema nervioso central (SNC), suele
ser asintoméatico, mientras que cuando se aloja en el sistema nervioso central, las
manifestaciones clinicas dependeran del nimero de parasitos y de sus localizaciones, asi

como de la extension y severidad de la respuesta inflamatoria del hospedero. (1,8,14)

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes que se relacionan con la cisticercosis son
cefalea, convulsiones, visién borrosa, nauseas y vomitos, mareos y veértigos, pérdida de la
conciencia y pérdida de la fuerza muscular. Estas dltimas manifestaciones no se reportan
en la literatura, por lo que hay que tener en cuenta a la neurocisticercosis cuando se
realice el diagnostico diferencial ya que esta infestacion se puede confundir con otras

patologias del sistema nervioso central. (7)

La taeniosis por lo general es asintomatica; cuando se presentan sintomas, estos pueden
ser leves 0 moderados. Se han reportado dolor abdominal, nausea, alteraciones en el
apetito, pérdida de peso, cefalea, diarrea o constipacion, mareo y prurito anal (1), estos
sintomas pueden estar causados por la produccién de sustancias téxicas por parte del
cestodo (6).

1.7 Tratamiento

1.7.1 Cisticercosis

El tratamiento de la cisticercosis con ubicacion en SNC (parénquima o subaracnoide),
visceral o cutanea consiste en la administracion de albendazol o prazicuantel (cestocidas),
anticonvulsivantes y antiinflamatorios esteroideos. La cirugia se reserva para la
localizacién ocular, colocacién de valvulas, procedimiento durante el cual es posible

extraer los metacéstodos ventriculares. (15,16)



1.7.2 Taeniosis

Hasta hace algunos afios, el farmaco de eleccion era la niclosamida, que actua
directamente sobre los proglétidos, haciéndolos susceptibles a la accion de las enzimas
proteoliticas del hospedero. No tiene accién contra los huevos ni contra los cisticercos.
Debido a esto el medicamento puede exponer al paciente al riesgo de contraer
cisticercosis, pues destruye los proglétidos y libera los huevos dentro de la luz intestinal,
este fue retirado del mercado quedando en desuso. (13,14)

El prazicuantel es ahora el farmaco de eleccién. Este lesiona el tegumento del parasito
adulto y de la larva interfiriendo con los canales idnicos, principalmente de calcio. El
albendazol es el otro farmaco de eleccién, sobre todo en menores de cinco afos de edad.
La ventaja de este medicamento es que no sélo actla contra la Taenia sp, sino también
contra la mayor parte de otros helmintos y nematodos frecuentes. Su desventaja es que

debe administrarse durante tres dias consecutivos. (3,13)

1.8 Prevencion y control

La taeniosis es una enfermedad exclusiva del humano y éste es el Unico responsable de
la dispersién de los huevos del parasito, originando la cisticercosis humana y cisticercosis
porcina. La falta de control sanitario de la carne de cerdo y la matanza clandestina,
ademas de malos héabitos en el consumo de esta carne en forma semicruda que
contienen cisticercos vivos, son practicas que contribuyen a la infestacion. Se recomienda
una produccion tecnificada de cerdos, su confinamiento en zahurdas, inspeccion sanitaria,
decomiso y registro de animales infestados. En el caso de identificar portadores de Taenia
sp es obligatoria la notificacion oficial, ademas de su desparasitacion. Se requiere la
introduccion de infraestructura sanitaria basica para la eliminacion adecuada de excretas,
asi como campafas educativas comunitarias en educacion para la salud y programas

efectivos de vigilancia sanitaria relacionadas a Taenia solium. (17)
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1.9 Diagnéstico

1.9.1 Cisticercosis

Hoy en dia se disponen de dos tipos diferentes de técnicas de apoyo diagndstico para la

neurocisticercosis: las de imagen y las inmunoldgicas. (16)

Las pruebas de imagen no invasivas, como la Tomografia Axial computarizada (TAC) y la
Resonancia magnética (RM), son pruebas que se caracterizan por una alta precision,
seguridad y un alto grado de certidumbre diagndstica. En ellas se puede observar:
cisticercos vivos, el escélex, cisticercos en parénquima (aislados o mdltiples), cisticercos
subaracnoideos (generalmente sin escolex). La resonancia magnética es util por su
propiedad de identificar signos de degradacion de los cisticercos, inflamacién u
obstruccién de los acueductos cerebrales debido a la inflamacion (14,16). Estas pruebas
presentan diagndsticos equivocados si el cisticerco estd o no vivo de acuerdo con la
densidad en TAC o hiperdensidad en la RM de la imagen o al diagnosticar subjetivamente

la imagen como un presunto tumor.

Desafortunadamente estas técnicas de imagen son costosas y no son accesibles para la
mayor parte de la poblacién que padece la enfermedad; por ello se estan desarrollando
pruebas diagnésticas, econdémicas y practicas, orientadas a la identificacion de

anticuerpos anti-cisticerco. (13,16,18)

En 1975 el primer método inmunodiagndstico para la NCC fue la inmunoelectroforesis. Se
usaron tres fracciones antigénicas del cisticerco: escolex, pared y liquido. La probabilidad
de tener NCC aumentaba en proporcion a que fuera positivo a cualquier fraccion
antigénica. Aunque se encontraron algunas variaciones entre las fracciones antigénicas,
los antigenos del escdlex mostraban mejores resultados con una especificidad del 98 % y
una sensibilidad del 62%. (19,20)

La prueba de ELISA es util en la demostracion de anticuerpos en suero y liquido
cefalorraquideo (LCR), y aunque el resultado es mas confiable a partir de LCR, se han
realizado diferentes estudios en los cuales se reporta una baja sensibilidad (75 %) y
moderada especificidad (85%), teniendo reacciones cruzadas con Hymenolepis nana y

Echinococcus granulosos, originando falsos positivos. (8,16,20)
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La inmunoelectrotransferencia (IET), tiene 98% de sensibilidad en suero y 95% con LCR,
es un método 100% especifico con ambos tipos de muestras, pero es costoso (8,20).
Ahora bien, puesto que lo Unico que se detecta es la presencia de anticuerpos anti-
cisticerco, ambas pruebas indican solo si se ha estado en contacto con el parésito, pero

no permiten distinguir entre una infestacion activa y una resuelta. (20)

Se ha recurrido a la tecnologia del ADN recombinante para la clonacién de las moléculas
de interés diagndstico. La utilizacion de los antigenos recombinantes, o péptidos
derivados de sus secuencias, obtenidos de genes de T. solium y otras Taenias podria

solventar las limitaciones actuales del diagnéstico serolégico de la enfermedad. (21,22)

En un estudio sobre glicoproteinas de larvas de T. solium se prepararon péptidos
sintéticos con la secuencia de aminoacidos completa de las glicoproteinas TS14 (sTS14)
y TS18 (sTS18) y se evaluaron en el diagnéstico de cisticercosis, mediante FASTELISA,
siendo sTS14 reconocido por el 53% de los sueros de pacientes con cisticercosis,
mientras que la sensibilidad de sTS18 fue mucho menor; la especificidad de ambos
péptidos fue del 100%. (21)

En 2005 se cloné un gen de choque térmico de bajo peso molecular, cuyo antigeno
recombinante expresado mostré 83,9% de sensibilidad en el diagnéstico de NCC activa y
71% en NCC inactiva, dicho antigeno exhibié una especificidad de 88,5% .(23) También
se ha caracterizado la T24, la cual ha mostrado una sensibilidad del 94 % y una
especificidad del 98%. (24)

1.9.2 Taeniosis

Segun la Organizacién Mundial de la Salud, la deteccion de portadores humanos de las
formas adultas de T. solium y T. saginata constituye uno de los pilares fundamentales en

gque se apoya la mejora de los programas de control de estas enfermedades.

El diagndstico de la taeniosis se realiza generalmente por técnicas coproparasitoscopicas

tradicionales como la de flotacion (Faust) o sedimentacion (Ritchie), entre otras. (1,25)
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Estas técnicas presentan baja sensibilidad, ya que detectan menos de la mitad de los
casos, Y la especificidad también es baja debido a factores bioldgicos del parasito y a la

falta de experiencia para identificar huevos de Taenia sp. (1,26)

Con la finalidad de mejorar el diagnostico de la taeniosis, en los ultimos afios se ha
intentado desarrollar pruebas rapidas, sensibles y especificas que permitan detectar a los
portadores de Taenia sp. (13,25) Se han evaluado técnicas basadas en el estudio de
coproantigenos parasitarios especificos. Los niveles de sensibilidad del ensayo dependen
del formato del mismo (microplaca o dipstick) y de la calidad del suero de conejo usado en
su produccién, ademas, no han sido evaluadas reacciones cruzadas con otros parasitos.
ELISA ha mostrado sensibilidad de casi 100 %, mientras DOT-ELISA una sensibilidad del
88 % y especificidad del 100 %; sin embargo estas pruebas no son capaces de distinguir

una taeniosis causada por T. solium de una producida por T. saginata. (25,27)

Recientemente, se ha demostrado la deteccion de anticuerpos circulantes especificos de
especie. Este método serologico posee un 100% de especificidad y alta sensibilidad,
ofrece la posibilidad de solucionar los problemas derivados del uso de coproantigenos
parasitarios, permite un diagnéstico de especie, evita el peligro potencial de recoger
heces y ofrece la posibilidad, en combinacion con otras técnicas de inmunodiagnostico

para la cisticercosis, diagnosticar ambos estadios de la infestacion por T. solium. (27,28)

Actualmente se estan utilizando nuevas herramientas y técnicas que permiten un mejor
diagndstico de estas enfermedades, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, antigenos
recombinantes, péptidos sintéticos, PCR, cuya manipulacion es de facil estandarizacion e

independientes del material parasitario, el cual es dificil de obtener. (22)

Las técnicas moleculares basadas en la deteccion del ADN, para el diagnéstico especifico
de especie han demostrado un alto grado de certeza y utilizando pequefias cantidades de
material parasitario. Se trata de protocolos de PCR basados en el estudio de la secuencia
del ADN del paréasito, utilizando segmentos como el 5.8S ribosomal, marcadores
oligonucleétidos especificos de cada especie e inclusive el segmento 12S RNA
mitocondrial, mediante los cuales se pueden hacer estudios comparativos entre T. solium
y T. saginata convirtiéndose éste en un método rapido, sensible y especifico. Sin

embargo, este ensayo requiere equipo sofisticado y reactivos caros. (29,30)
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Los antigenos recombinantes especificos son una alternativa para el diagnéstico de la
enfermedad, en 2004 se logré la obtencion de dos proteinas recombinantes; los antigenos
TSrES 33 y TSrES 38 aislados de AgE/S de T. solium que fueron reconocidos por los
sueros taeniasicos y no por cisticercosos. (31)

En un estudio previo (32) se identificaron cuatro antigenos en la fraccion AgE/S de T.
solium, con potencial utilidad para el diagnéstico de la taeniosis. Por lo que en el presente
trabajo se llevo a cabo la purificacién, produccién de anticuerpos y la determinacion de su
especificidad para el diagndstico de taeniosis en hamster.

1.10 Inmunologia

Si bien los anticuerpos convencionales de los isotipos IgM, 1gG e IgA se producen en
respuesta a los antigenos de los helmintos, el isotipo de inmunoglobulinas que
mayormente participa en la resistencia a los helmintos es IgE. Parece ser que los
antigenos de los helmintos favorecen de manera preferente la activacién de las células
Th2. (33,34)

La combinacion de los antigenos de los helmintos con la IgE unida a las células cebadas
hacen que estas ultimas degranulen y que liberen agentes vasoactivos. Estos compuestos
estimulan la contraccién del masculo liso, y aumentan la permeabilidad vascular. Asi, en
la reaccién autocurativa, se producen contracciones violentas de la musculatura intestinal
y aumenta la permeabilidad de los capilares de dicho érgano, expulsando a los parasitos.
Los macrofagos, plaquetas y eosindfilos son células que se pueden unir a parasitos
cubiertos por IgE para activarse. Por ejemplo, los macréfagos que se unen a las larvas de
helmintos a través de la IgE muestran niveles aumentados de enzimas lisosémicas, y un
aumento en la liberaciéon de metabolitos reactivos del oxigeno, Interleucina |, leucotrienos,

factor activador plaquetario y prostaglandinas. (33-35)

En general, los antigenos de los helmintos parecen inducir de manera preferente
respuestas de tipo Th2. Sin embargo, pueden darse respuestas Thl y, en consecuencia,
las células T citotoxicas pueden atacar a los helmintos que se adentran mucho en la
mucosa intestinal 0 que pasan por etapas histicas prolongadas. Los linfocitos

sensibilizados deprimen las actividades de los helmintos por dos mecanismos. En primer
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lugar, desarrollan una reaccion inflamatoria del tipo de hipersensibilidad retardada, la cual
tiende a atraer a las células mononucleares al lugar de la invasion larvaria, y hace que el
ambiente local se vuelva insuficiente para el crecimiento o para la migracion. Segundo, los

linfocitos citotoxicos pueden destruir a las larvas. (33-35)

El éxito del parasito se mide, no por los trastornos que le causa a su hospedero, sino por
su capacidad para adaptarse e integrarse al medio interno de éste. El adulto de Taenia
solium puede llegar a alcanzar un gran tamafo, sin embargo, el dafio que le causan al

huésped es minimo. (20)

Se ha demostrado que en la mucosa intestinal alrededor del sitio en donde se fija el
escoOlex se produce una reaccién inflamatoria con escasos macrdfagos, un ligero
incremento de células plasmaticas, linfocitos y fibroblastos, un incremento moderado de

eosinodfilos y neutrofilos, y un alto numero de mastocitos y células caliciformes. (36)

Se ha reportado que existe una co-expresion de citoquinas de Thl y Th2, ya que por un
lado se ha detectado IFN-y el cual es producido por células Th1 y por otro lado se reporta
la presencia de IL-4, la cual se produce en las células T, ademas de la presencia de IL-5 e
IL-13. No hay indicacion alguna de que la participacion de células Thl e IFN-y
proporcionen proteccion contra la taeniosis, ya que en la respuesta inflamatoria los

macroéfagos se encuentran en baja cantidad. (37)

Para sobrevivir a una respuesta inmunitaria activa, el parasito desarrolla diversos
mecanismos de evasion y depresion de la respuesta inmunitaria: establecimiento en sitios
inmunoldgicamente privilegiados, como el ojo y el cerebro; enmascaramiento de la
respuesta inmunitaria, al cubrirse con anticuerpos del huésped; desviacion de la
respuesta inmune hacia el antigeno B o paramiosina, que se secreta e induce fijacién al
Clqg del complemento inactivando la via clasica del mismo, asi como procesos de

mutagénesis. (14,20)
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Il HIPOTESIS

La produccion de antigenos especificos permitira la deteccién certera de taeniosis en

individuos portadores.

M. OBJETIVO

Purificar los antigenos P24, P36, P48 y P72 kDa por el método de electroelucion y evaluar
su especificidad por IET en la deteccién de taeniosis en hamster.

3.1 Objetivos particulares
1.- Producir adultos de Taenia solium, utilizando el modelo de taeniosis en hamster.
2.- Producir antigenos de excrecion secrecion (AgE/S) del adulto.

3.- Purificar los antigenos P24, P36, P48 y P72 kDa.

4.- Determinar la especificidad de los antigenos (24, 36, 48 y 72 kDa).
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Iv. METODOLOGIA
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Los cisticercos se obtuvieron de carne de cerdo infestados naturalmente. La carne fue
obtenida del rastro Ferreria ubicado en Av. De la Granjas # 800 Santa Catarina
Azcapotzalco Distrito Federal, México. Una vez obtenidos los cisticercos fueron lavados
con una solucion de cloruro de sodio 0.15 M y fosfato de sodio 0.015 M (PBS) pH 7.5
estéril por 3 veces. Al lote de cisticercos obtenidos se les determiné su viabilidad de la
siguiente manera: 20 cisticercos tomados al azar se incubaron en 25 ml de PBS estéril
adicionado de 0.1% de bilis bovina, por 24 horas a 37°C. Se tomaron como viables los
cisticercos en los que la larva evagin6 completamente. Se cont6 el nUmero de parasitos

evaginados y se calculé el porcentaje de viabilidad.

Los parésitos intestinales utilizados en este trabajo (Hymenolepis nana, Entamoeba
histoytica y Ascaris lumbricoides, T. taeniaeformis y T. saginata), fueron donados por el
Laboratorio de ensefianza del Depto. de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina.

Modelo de taeniosis en hamster. (Produccion de adultos de T. solium)

Se utilizaron un grupo de 9 hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) previamente
desparasitados con prazicuantel (PZQ, 3mg/animal) administrado via oral. Los animales
fueron sangrados antes de la infestacion para obtener sueros controles negativos. Se
infestaron los hamsteres por via oral con 8 cisticercos viables. Después 6, 10 y 19
semanas grupos de tres hamsteres infestados se sacrificaron a partir de la fecha de
infestacién, los hamsteres se sacrificaron, utilizando pentobarbital s6dico administrado por
via intraperitoneal (3mg/Kg peso). Se extrajo el intestino delgado y se coloc6 en una caja
petri con PBS, el intestino se abri6 longitudinalmente para la obtener los parasitos adultos.

Como grupo control se utilizaron 3 hamsteres, previamente desparasitados sin infestar.
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Obtencién de antigenos de excrecion/secrecion de adulto (AgE/S) de T. solium

Una vez recuperados los adultos, se lavaron con la solucion de PBS estéril
complementado con antibiéticos (10° Ul de penicilina y 2gr/L de estreptomicina, sigma), se
colocaron en medio RPMI a 37°C. Durante el primer dia de incubacion el medio se cambio
cada 8 horas y cada 12 en los siguientes 3 dias. Durante estos dias se determiné la

viabilidad del organismo, observando su morfologia y motilidad.

Los medios recolectados durante este tiempo se dializaron con PBS y se concentraron en
una unidad AMICON utilizando membranas PM 3000 (Millipore). Una vez concentrados se
les determind la concentracién de proteinas por el método de Bradford, se dividieron en

alicuotas y se congelaron a — 20 °C hasta su uso.
Obtencién de antigenos (Extractos) de parasitos intestinales

Los extractos crudos de los diferentes parasitos se prepararon de acuerdo al siguiente
procedimiento: 5 g de parasitos fueron homogenizados en un Ultraturrax T-8 de la casa
comercial IKA, con una la solucion de extraccion con inhibidores de proteasas [Tosil-L-
lisina clorometil cetona (TLCK) 10mM, Acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.5M, Fenil
metil sulfonil fluoruro (PMSF) 200mM]. La homogeneizacion se realiz6 mediante 3 pulsos
de 30 segundos cada uno, con 1 min de incubacion en hielo entre cada uno. El
homogenizado se centrifugd 30 min a 25,000 rpm (AvantiTM 30 Centrifuge, Beckman) y
se colect6 el sobrenadante, el cual se dializé en 4L de una solucion PBS, pH 7.4 durante
toda la noche. Al término de la didlisis, el sobrenadante se centrifuga a 25,000 rpm/30
min. Al sobrenadante obtenido se determina la concentracion de proteina por el método
de Bradford, se divide en alicuotas y se almacena a -20°C hasta su uso. La composicién

de los extractos se determiné por geles de poliacrilamida con SDS.
Produccidén de sueros hiperinmunes

Los sueros hiperinmunes se produjeron en hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) y
Conejos Nueva Zelanda blancos, siguiendo el siguiente protocolo. Antes de la
inmunizacién se tomo una muestra de sangre para obtener suero pre-inmune 0O suero
normal que sirviera como un control negativo. Los animales se inmunizaron
intramuscularmente con una dosis de 50 ug de AgE/S con 100 ul adyuvante de Freud
por animal. Se realizaron 4 inmunizaciones, una cada 15 dias. Siete dias después de la

dltima inmunizacion, los animales se sangraron para determinar el titulo de anticuerpos en
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sangre mediante ELISA e IET. Una vez determinado el titulo, los animales se sangraron a

blanco, se obtuvo el suero y se congel6 a - 20°C, hasta su uso.
Electroforesis en geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)

Los patrones proteinicos de las fracciones y de las proteinas puras obtenidas de los
parasitos se analizaron en PAGE-SDS al 10% utilizando 2-mercaptoetanol como agente
reductor. Se utilizaron 25 pg de los extractos y 5 ug de las proteinas puras por carril. Se
utilizé un equipo de MiniProtean Il de Bio Rad. La electroforesis se realizé a 100V hasta
gue el frente de corrida (azul de bromofenol) alcanzé el final del gel; unos geles fueron

teflidos con azul brillante de Coomassie.
Inmunoelectrotransferencia

Se realizaron corrimientos electroforéticos en PAGE-SDS al 10% utilizando 3 pg/mm de
proteina, al terminar el corrimiento de la electroforesis, las proteinas contenidas en el gel
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C, Accesolab) utilizando un
equipo MiniTransblot de Bio Rad a 100V durante 1hr, después del tiempo sefialado se

cortd la membrana en tiras de aproximadamente 2mm de ancho.

Para identificar antigenos sobre las membranas, estas se enfrentaron a los sueros de
hamsteres taeniasicos y sanos, asi como los sueros hiperinmunes producidos en
hamsteres y conejos y sueros normales (controles negativos). Los sueros se probaron en
una dilucién 1:100, 1:1000 y 1:2000, como segundo anticuerpo se utilizé anticuerpos de
cabra anti-lgG de hamster y anti IgG de conejo respectivamente acoplada a peroxidasa
(Zymed, 1:2000). Los anticuerpos unidos a la membrana se revelaron con
diaminobenzidina (DAB).

Purificacion de proteinas por electroelucién

Los AgE/S fueron sometidos a electroforesis en un gel preparativo de SDS-PAGE al 10%
y corridos como ya se describié antes. Estos geles se tifieron con azul de Coomassie al
0.2% en agua. Las bandas P24, P36, P48 y P72 se cortaron del gel tomando como
referencia el marcador de peso. Cada una por separado se colocaron en tubos de un
aparato de electroelusion Electroeluter marca BioRad. Para la electroelusion se utilizaron
las condiciones: 10 miliamperios por tubo por 5 horas a 4°C. Las fracciones electroeluidas

obtenidas, fueron recuperadas de un compartimiento ubicado al final del tubo entre la
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membrana de dialisis de poro 10 kDa vy el filtro contenedor de gel, se tomaron con una
pipeta eppendorf y dializaron con agua ultrapura durante 12 horas en agitacion constante
a 4°C. Finalmente, la solucion obtenida se precipité con acetona durante 12 horas a -
20°C. Las proteinas electroeluidas se analizaron en PAGE-SDS.
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V. RESULTADOS

La viabilidad de los cisticercos del lote obtenido se determiné con el protocolo de
evaginacion, y mostré6 un 100 % de evaginacion. Por lo que una vez comprobada la
viabilidad de los cisticercos se infestaron con 8 cisticercos a cada hamster previamente
desparasitados e inmunosuprimidos para facilitar la infestacion. Grupos de tres hamsteres
infectados se sacrificaron a las 6, 10 y 19 semanas. Los parasitos adultos se aislaron del
intestino delgado del hamster y se contaron para determinar el porcentaje de infestacion.
Se considerd un valor de 100 % de infestacion si se obtenia una Taenia adulta por cada

cisticerco administrado al animal, en promedio se obtuvieron 3 Taenias por animal (Tabla

).

Tabla I. Adultos de Taenia solium obtenidos después de infestar hamsteres con

ocho cisticercos/animal.

Hamsteres
Infestados Tiempo de Taenias Porcentaje de
infestacion obtenidas/animal infestacion
%
A B, C 6 semanas 4,4, 4, 50
D,E, F 10 semanas 3,4,2 37.5
G,H,I* 19 semanas 3,30 33

*murié el hamster.

Las Taenias obtenidas de los hdmsteres fueron colocadas en medio para la obtencién de
los AgE/S de adulto. Se recuperaron alrededor de 300 ml de medio de cultivo después de
los 4 dias de incubacion. Todo el medio obtenido se concentro hasta 4 ml y se cuantificd

la cantidad de proteinas obteniendo 3.3 pg/ul.
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El andlisis de la composicién de los AgE/S se llevo a cabo en SDS—-PAGE al 10 % tefido
con azul de Coomassie (FIG 8). Como se puede observar, la fraccion de AgE/S esta
compuesta por varias bandas que van de un rango de 17-250 kDa aproximadamente, se
puede destacar por su intensidad las bandas de 28, 36, 40, 68, 72, 90, 130 y 250 kDa.

kD
25

13
9

7

FIG 8. SDS-PAGE al 10% mostrando: 1) pesos moleculares comerciales (benchmark
prestained protein ladder de la casa Invitrogen y 2) la fraccion de AgE/S obtenida del

cultivo de los adultos de T. solium.

22



Al enfrentar los sueros obtenidos de los hamsteres taeniasicos con los AgE/S de adulto,
se observa que reconocieron diferentes antigenos en un intervalo de 20 a 130 kDa. En
contraste el control positivo (un suero de hamster anti-AgE/S de adulto de Taenia solium)
reacciono con gran intensidad varias proteinas en la misma regién antes mencionada y
como era de esperarse el control negativo no presento reaccién alguna contra los
antigenos de la fraccion (FIG 9).

H C+ C-

D E F G

FIG 9. Inmunoelectrotransferencia de AgE/S de adulto de Taenia solium enfrentados

kDa

250
130

95
72
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36

28

contra sueros de hamsteres taeniasicos (A, B, C, D, E, F, G, H). C+, suero de hamster anti
AgE/S de adulto de Taenia solium, y C-, un suero de hamster normal.
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La tabla Il, muestra que 5 bandas fueron reconocidas frecuentemente por la mayoria de
los sueros, la banda de 24 kDa en un 100%, la 48 y 72 Kda un 87.5%, la de 36 kDa un
62.5%, la 95 kDa un 75%. Otras bandas fueron reconocidas por estos sueros de
h&dmsteres en un porcentaje menor al de 75% (Tabla Il).

Tabla Il. Porcentaje de reconocimiento de bandas de los AgE/S por los sueros de hamster

taeniasicos.

PM kDa | Numero de veces reconocidas por sueros | % de reconocimiento
95-130 2 (A,C) 25
95 6 (A,D,E,F,G,H) 75
72 7 (A,B,C,E,F,G,H) 87.5
65 2 (C,G) 25
48 7 (A,B,C,E,F,G,H) 87.5
36-48 3 (A,B,C) 375
36 5 (A,B,F,G,H) 62.5
28 3 (A,B,G) 375
24 8 (A,B,C,D) 100
17-24 2 (AE) 25
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Después de observar que los sueros de los hamsteres taeniasicos preferentemente
reconocian las bandas de 24, 36, 48, 72 kDa se procedi6 a purificarlas por el método de
Electroelucién, como se puede observar en el SDS-PAGE de la figura 3, las proteinas
purificadas, presentaron el mismo PM. El disponer de las proteinas puras nos permitio
utilizarlas para la inmunizacion de los conejos y obtener anticuerpos contra cada una de

ellas. Los sueros presentaron titulos mayores a 1:4000 determinados por ELISA.

FIG. 10. SDS-PAGE al 10 % de la purificacién de las proteinas P24, P36, P48y P72,
utilizando el método de electroelucion.
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En la figura 11 se observa la IET con los sueros hiperinmunes de conejo anti- las
proteinas purificadas (P24, P36 y P72) que reconocen especificamente a sus proteinas
contra las que fueron realizados (24, 36 y 72 kDa) en la fraccion AgE/S de T. solium.
Cabe mencionar que no se logroé la obtencidén de suero hiperinmune contra la proteina de
48 kDa, debido a que el conejo se murié. Por otro lado, el suero de hamster anti-AgE/S
utilizado como control positivo en el ensayo reconocié varias bandas en la fraccion
mencionada, en contraste el suero de hamster pre inmune usado como control negativo,

no reconocié ninguna banda en la misma fraccion.
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FIG. 11. Inmunoelectrotransferencia de AgE/S de adulto de Taenia solium enfrentados
contra diferentes sueros de conejo: C-.suero normal, C+.suero anti Ag E/S adulto, 1. anti-
P24, 2. anti-P36, 3. anti-P72 de T. solium.
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La Figura 12 muestra una IET donde se enfrentan los sueros anti-P24, P36, P72 contra
extractos crudos de T. taeniaeformis y T. saginata. Se observa que para el extracto de T.
taeniaeformis el suero anti-P24 tiene un reconocimiento leve de bandas en las regiones
de 70, 50 y 40 kDa y un reconocimiento intenso en una banda de 67 kDa; el suero anti-
P36 reconoce dos bandas gruesas fuertemente en la regién de 95 kDa y otra de menor
intensidad en la region de 67 kDa, mientras que el suero anti-P72 presentd un
reconocimiento leve en la region de 70 kDa. Asimismo para el extracto de T. saginata, el
suero anti-P24 reconocié un banda de 67 kDa, el suero anti-P36 dos bandas fuertemente
en la region de 95 kDa, y finalmente el suero anti-P72 no reconocid ninguna banda.

36

28

FIG 12. Inmunoelectrotransferencia de extractos crudos de adultos de Taenia
taeniaeformis (A) y Taenia saginata (B) enfrentados con suero anti Ag E/S de adulto de
Taenia solium (1), suero anti-P24 (2), suero anti-P36 (3), y suero anti-P72 (4) y suero

normal de conejo (5)
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Los mismos sueros anti-proteinas (P24, P36, P78) se analizaron por IET para ver si
reconocian alguna banda en extractos crudos de los siguientes parasitos intestinales:
Hymenolepis nana, Entamoeba hystolitica y Ascaris lumbricoides. Se observa que para
Hymenolepis nana el suero anti-AgE/S de T. solium de adulto reconoce una banda ancha
intensa alrededor de 70 kDa y ninguna banda en los demés extractos probados. Por otro
lado, los sueros anti-(P24 y P36) no reconocieron ninguna banda en los extractos
probados, en contraste el suero anti-P72 reconocio una banda de 72 kDa solo en el
extracto de H. nana, y ninguna banda en los demas extractos de parasitos probados (FIG
13).
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Fig 13. Inmunoelectrotransferencia de extractos de diferentes parasitos intestinales; A.
Entamoeba histolytica, B. Hymenolepis nana y C. Ascaris lumbricoides, contra los suero
anti-Ag E/S (1), suero anti-P24(2), anti-P36(3) y anti-P72(4) de adulto de Taenia solium.
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VL. DISCUSION

Como se puede observar en la tabla |, se obtuvo un porcentaje de entre el 33 y 50 % de
Taenias en los hamsteres infestados con 8 cisticercos de un lote que presentd el 100% de
evaginacion, estos resultados concuerdan con datos reportados anteriormente en
diferentes trabajos donde el porcentaje de infeccion fue en promedio de 34.89 al 59 % vy

en los que se utilizaron lotes de cisticercos con 90-100% de evaginacion. (32,38)

La obtencién de adultos de T. solium de los hdmsteres permitié la obtencién de los AgE/S.
La Figura 8, muestra un PAGE-SDS de esta fraccibn compleja compuesta de moléculas
con pesos moleculares en el rango de 17 a 250 kDa, con la existencia de bandas que son
notorias por encontrase en gran concentracion en la fraccion, entre las que se identifican
los antigenos P24, P28, P36, P48, 68 P72, P95y P100. Este resultado concuerda con lo

previamente reportado por dos estudios anteriores. (32,39)

Al enfrentar los sueros de los hdmsteres taeniasicos contra AgE/S en ensayos de IET, se
puede observar que la P24 fue reconocida en un 100%, el cual supera por mucho al
reconocimiento de este antigeno de 58 % reportado en un estudio previo (32). El antigeno
P36 muestra un 62.5 % de reconocimiento, este valor concuerda con el 60 % que se
reporto en el mismo estudio. Asimismo, los antigenos P48 y P72 fueron reconocidos por
el 87.5 % de los sueros taeniasicos, este valor difiere del 52 y 54 % que se reporto para
P48 y P72, respectivamente (32). Se observé un reconocimiento del 75 % por los sueros
taeniasicos de la banda de 95 kDa, sin embargo esta banda se descarto, debido a que en
trabajos previos han demostrado la presencia en esa region de un antigeno
inmunodominante, la paramiosina o antigeno B, proteina presente en todos los helmintos.
(32)

Al observar que los antigenos P24, P36, P48 y P72, son reconocidos frecuentemente por
los sueros de hamsteres taeniasicos, se procedié a la purificacion de estas proteinas por
el método de electroelucién. En la figura 10, se observa como después del procedimiento
de purificacion por electroelucion, las propiedades como el peso molecular y su
antigenicidad se mantiene, indicando que el método puede utilizarse para la rapida

purificacién de antigenos de este parasito.

Con las proteinas puras se logro la produccion de anticuerpos policlonales en conejos

contra cada una de estas proteinas. La figura 11, muestra el reconocimiento y la
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especificidad que estos tienen al reconocer a su antigeno en la fracciobn compleja de
AgE/S de T. solium.

Por otro lado, al enfrentar los sueros anti AgE/S, anti P24, anti P36 y anti P72 con
extractos de dos pardsitos del mismo género, T. saginata y T. taeniaeformis, se observo
solo el reconocimiento intenso de una banda de 66 kDa por el suero anti-P24 y dos
bandas de 66 kDa y 95 kDa por el suero anti-P36 y solo una banda de 72 kDa por el
suero anti-P72, en ambos pardsitos. Estos reconocimientos pueden deberse a mdltiples
razones, 1.- que existan epitopos de reaccion cruzada en la proteina de 66 kDa, 2.- que la
banda P24 observada en T. solium sea un producto de degradacion o 3.- que la proteina
en estos organismos este asociada a moléculas como carbohidratos o lipidos que le
confieran un PM mayor que a la P24, las mismas explicaciones aplican para la P36. En
contraste los sueros anti-P72 reconocen en los extractos de ambas taenias una proteina
de 72 kDa, que podria ser el mismo antigeno. Por otro lado, el suero hiperinmune de
hamster anti-AgE/S reconocio un patron de bandas similares en ambos extractos de las
Taenias antes mencionadas, con ligeras diferencias como la presencia de dos bandas
intensas de 34 y 130 kDa en T. saginata no presentes en T. taeniaeformis, asimismo

ambos son similares con el de T. solium.

Para descartar otras posibles reacciones cruzadas con otros parasitos intestinales
comunes del humano, se enfrentaron los sueros anti AgE/S, anti P24, anti P36 y anti P72
con los extractos crudos de Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica y Ascaris
lumbricoides, observandose que solo el suero anti-P72 reconocié una banda de 72 kDa
en H. nana. Este tipo de reacciones cruzadas pueden tener dos explicaciones uno que la
P72 exista en este parasito, lo cual no seria raro debido a su cercania filogenética con el
género Taenia 0 bien que sea una proteina que comparta epitopos con la P72 de T.

solium.

Si bien es cierto que la demanda diagnéstica de la taeniosis es baja en hospitales y que
se ha observado que el mostrar el parasito a alguien que lo pueda haber albergado o lo
albergue, ha resultado un buen método para la detecciébn y control del complejo
taeniosis/cisticercosis, sin embargo esto no es suficiente. Por otro lado, algunos estudios
han mostrado que al dar el tratamiento a las personas e incluso educacién sobre las
enfermedades que produce este parasito y como evitarlas, se ha observado que la
cisticercosis disminuye considerablemente, pero al cabo de unos afios esta tiende a

aumentar nuevamente, lo que nos indica que los portadores de Taenia solium no han sido
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erradicados totalmente. Por lo que es importante continuar desarrollando un metodo para
la deteccion de taeniosis en humanos que sea barato, fécil, sensible y especifico, ya que
al detectar a los portadores del adulto de T. solium, se disminuira el riesgo para que los
humanos y cerdos adquieran la cisticercosis. Esto seria posible ya que los portadores se
pueden tratar con farmacos efectivos que destruyen al adulto y cortan el ciclo de estos

ténidos.

Este trabajo aport6, la identificacion de 2 antigenos (P24 y P36) con potencial utilidad
diagnostica para la taeniosis causada por T. solium, asi como la utilidad del modelo de
taeniosis en hamster para producir adultos del parasito para antigeno y su utilidad para
probar nuevos antigenos con la meta de desarrollar un método diagnéstico para la

taeniosis de humanos.
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VII. CONCLUSIONES

Se logro reproducir el modelo de taeniosis en hamster para la la obtencion de Ag E/S de

adulto de Taenia solium.

Se implemento un método rapido y facil para la purificacion proteinas de Ag E/S de adulto
de Taenia solium.

Se identificaron dos proteinas (P24 y P36) con potencial uso para el diagndstico de la

taeniosis causada por Taenia solium.

El estudio abre la posibilidad de de continuar utilizando el modelo para desarrollar un
método diagnostico especifico para la taeniosis en humanos causada por la Taenia
solium.
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