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RESUMEN

La neurocisticercosis (NC) es una enfermedad causada por el establecimiento de la larva
de Taenia solium en el sistema nervioso central (SNC) del humano. Al ser una patologia
endémica de nuestro pais de importancia médica, un diagndstico Optimo es de vital
importancia. Sin embargo, su diagndstico hasta el momento se encuentra envuelto en
controversia debido al alto costo y dificil operatividad de las pruebas imagenoldgicas y la
ausencia de pruebas seroldgicas altamente sensibles y especificas. Se sabe que el cisticerco
secreta moléculas diversas entre las cuales podemos distinguir las proteinas de secrecién (ESP).

Las proteinas ESP representan un interés particular para el diagndstico de la NC. En este
trabajo se tuvo como objetivo aislar, identificar y caracterizar las proteinas secretadas por los
cisticercos de Taenia solium. Con el fin de disefiar un ensayo que nos permita aumentar la
sensibilidad y especificidad del inmunodiagndstico de la NC.

La identificaciéon de ESP se realizd a través de protedmica y de bioinformatica. Con la
ayuda de ambas estrategias se identific6 un set de proteinas de interés bioldgico. Se
seleccionaron 5 ESP, de las cuales 2 fueron expresadas de forma recombinante en Escherichia
coli (E. coli), mientras que las otras 3 fueron sintetizadas por Apeptide®; todas fueron evaluadas
a través de un ELISA indirecto utilizando 283 LCR humanos. Encontramos que de las 5 proteinas
seleccionadas tuvieron una sensibilidad y especificidad de P1S (Se: 83% vy Es: 64%), P2S (Se:61%
y Es:70%), P3RS (Se: 86% y Es: 79%), P3RI (Se: 75% y Es: 60%), P4S (Se: 72% y Es: 66%), P5RI
(Se:73% vy Es: 55%), AgV (Se: 78% y Es: 75%) y HP10 (Se: 77% y Es: 77%). Presentandose como la
proteinamads interesante la proteina 3 recombinante soluble (P3RS). La proteina P3RS fue usada
en un ELISA indirecto para determinar los anticuerpos en el LCR de pacientes con NC. El andlisis
con una curva ROC del ensayo mostro una sensibilidad del 86%, una especificidad del 79% y un
area bajola curva (AUC) de 0.87. Esto nos indica que la prueba con la P3RS tiene una alta
capacidad de discriminar entre positivos y negativos. Por lo que se concluye que la estrategia
protedmica-bioinformatica fue uatil para identificar antigenos Unicos de T. solium para
diagndstico de NC. Ademas, que las proteinas de secrecién son candidatos excelentes para

mejorar el diagndstico deNC en humanos.
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1 INTRODUCCION

Taenia solium es el agente causal de la teniosis y la cisticercosis [1,2]. En el humano la
teniosis es una parasitosis causada por la ingesta de carne infestada de cisticercos; que cursa
como una parasitosis no grave, en la mayoria de los casos de forma asintomatica sin dafos

importantes en la salud del hospedero [3,4].

Mientras que la cisticercosis se produce cuando el hospedador ingiere huevos de Taenia
solium infectando tanto a cerdos como al ser humano. Esta infeccidn representa un problema de
salud publica debido al rezago de higiene y salubridad en las regiones rurales de México y otros
paises no desarrollados de América Latina, Asia y Africa donde la infeccién por Taenia solium es

endémica [5-7].

El pardsito se establece en diversos tejidos; entre ellos el musculo esquelético, la piel, los
ojos, el corazén y el sistema nervioso central (SNC) [8,9]. Interesantemente, la expresion clinica estd
ligada con la distribucion mundial de la enfermedad. Ya que en Asia es comun la cisticercosis
extraneural (muscular y subcutanea), mientras que para América lo habitual es la cisticercosis

neural (encéfalo y SNC) [10-15].

Cuando el parasito se aloja en el sistema nervioso central de su hospedero provoca una
patologia potencialmente grave conocida como neurocisticercosis (NC), la cual causa efectos
devastadores para la salud (Figura 1) (WHO et al 2017). Ademds de ser la afeccidn neuroldgica

parasitaria mas comun en el humano [16].

~10 ~
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TENIOSIS
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (Figura creada por el autor, representativa de lo descrito por

(17]).

Las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs) son un grupo de patologias infecciosas
(incluyendo la NC) que proliferan principalmente en las poblaciones mas pobres del mundo
[18]. Donde, la perpetuacion del ciclo de transmisiéon del agente causal se da debido a la
contaminacion ambiental y el ambiente caluroso de los climas tropicales, asi como las malas
condiciones de vida e higiene exacerbadas por la pobreza [19]. Se calcula que existen 1.7

billones de personas con alguna enfermedad tropical desatendida (NTD) [20].

En los ultimos afos la migracion masiva ha jugado un rol importante para la diseminacién
de estas patologias. Debido a que la poblacién de los paises endémicos migra a los paises

desarrollados y acarrean con ellos diversas parasitosis aumentando la proporcién global [21].

La cisticercosis fue clasificada en el 2010 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

como una NTD, se calcula que el 10% de los habitantes de las comunidades rurales de paises

~11 ~
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endémicos se encuentran infectados o han tenido contacto con el parasito [22], y se estima que
se producen alrededor de 50,000 muertes cada afio a causa de la NC en el mundo[23,24]. La
OMS presentd en el 2016 la actualizacidn del mapa de endemicidad de Taenia solium en el
mundo. Donde, podemos observar que las tasas de prevalencia de NC varian entre los paises

endémicos (Figura 2).

La NC es responsable del 8% de las hospitalizaciones en centros de referencia nacional
constituye la causa del 12% de las intervenciones de neurocirugia, del 20 al 25% de las
craneotomias [25,26]. En estudios postmortem se observa una frecuencia entre el 3y 4% de las
necropsias en adultos y el 0.06% en nifos [25]. Y la principal causa de consulta neuroldgica por
epilepsia de inicio tardio. Ademads, se sabe que el 29% de todos los casos de epilepsia son a
causa de la neurocisticercosis [27].

En México, se estima una tasa de prevalencia entre 3.7 a 12.2% [28] y entre el 9 al 10%
de los habitantes de comunidades rurales del Estado de Morelos y Puebla son positivos para
NC; la cual fue confirmada en estudios epidemioldgicos basados en Tomografia axial
computarizada (TAC) [29-31]. Sin embargo, los datos epidemioldgicos confiables sobre la
distribucidn geografica de la cisticercosis en las personas y los cerdos siguen siendo escasos [32]
(WHO et al., 2017).

Considerando los estudios seroepidemiolégicos a nivel mundial estos se han realizado
basados en la deteccién de captura de anticuerpos. Donde, podemos observar que los
porcentajes de seroprevalencia en Bolivia son del 2 al 9% [33], de 5 a 11% en México [34,35] de 7
al 24% en Perd [36], de 10 a17% en Guatemala [37,38] y 34% en Honduras [39]. Mientras que,
en la deteccién de antigenos parasitarios la prevalencia de antigenos de Taenia solium en

circulacién es de 4.08 % en Ecuador y de 9.12% en Venezuela [40].

~12 ~
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Figura 2. Mapa de endemicidad de Taenia solium en el mundo (Figura tomada de WHO) [41,42].

Patologia

La Neurocisticercosis (NC) es la forma clinica mas grave de la cisticercosis y la mas dificil
de diagnosticar [43,44]. Debido a que presenta una sintomatologia heterogénea que varia
dependiendo de la viabilidad, la ubicacién y nimero de quistes, asi como de la inflamacién
asociada del tejido cerebral [45,46].

Especificamente, la ubicacion de las lesiones en el sistema nervioso central (SNC) esta
intimamente ligada a la prognosis de la NC en el paciente. Asi pues, el paciente normalmente
tiene un prondstico benigno si el cisticerco se ancla al parénquima o al espacio subaracnoideo de
los surcos. Por el contrario, el prondstico es poco alentador cuando el cisticerco se encuentra en
el espacio subaracnoideo de la base del craneo o en los ventriculos. Donde, se ha observado que
el tratamiento cisticida es menos efectivo, ademas de cursar frecuentemente con hipertensién
intracraneal formando un cuadro clinico grave para el paciente [22].

Otro ejemplo de la importancia de la ubicacidn de las lesiones tiene que ver respecto a la
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posibilidad de que el cisticerco provoque un foco epiléptico, asociado a la respuesta inflamatoria
del hospedero en presencia del parasito. También se han asociado cambios a nivel celular y
molecular en el encéfalo debido al desarrollo evolutivo del parasito [47]. Esta infeccidn es una
de las causas mas frecuentes de trastornos convulsivos [7]. De acuerdo con los datos
disponibles sobre la prevalencia de la epilepsia, se estima que entre 2,56 y 8,30 millones de

personas padecen neurocisticercosis, sumando los casos sintomaticos y los asintomaticos [48].

Enla NChumana la respuesta inmunoldgica del hospedero durante la infeccién por Taenia
solium pareciera estar asociada a la gravedad de la infeccidn. Esto como resultado da una
respuesta inflamatoria exacerbada tanto en periferia como a nivel central. Los pacientes han sido
estratificados como leves, moderados o graves dependiendo de su respuesta inflamatoria

[49,50].

En pacientes graves (sintomaticos) se ha descrito en sangre periférica niveles séricos
aumentados de IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-23 y sICAM-1 con respecto a los controles y a individuos
con NC asintomaticos [51]. Ademas, en pacientes graves con cisticercos vesiculares se observo
un aumento de las citocinas TH1/TH2 (IL4, IL12, TNF, IFN, IL2 e IL18), mientras que en pacientes
no graves con cisticercos calcificados se observaron niveles aumentados de las citocinas TH2
(IL4, IL5, e IL13) en células mononucleares (PBMC) especificamente estimuladas con antigenos

de cisticerco [50].

Por otra parte, a nivel central, se observd que los pacientes con NC grave presentan
valores mas altos de proteinas, eosindfilos y de IL-1, IL-5, IL-6, IL-12 e IL-10 en pacientes
sintomdticos (graves) con respecto a pacientes no graves y controles. Ademas de esto, se ha
observado que pacientes con una respuesta inflamatoria exacerbada presentan hasta 6 veces mas
IL-10 con respecto a otras citocinas proinflamatorias (TNFa, IFNy e IL2). También, se han
observado niveles aumentados de TGF-B, e inmunoglobulinas (tipo IgG1, 1gG2, IgG3 e IgE) cuando
se compararon con los grupos de pacientes con NC leves y moderados [49,50,52]. Mientras que
los pacientes con una forma leve o moderada de laenfermedad también presentan anticuerpos

anti-cisticerco especificos de todas las subclases ensus sueros [52].
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Interesantemente en pacientes con NC grave, se encontraron células T periféricas y
centrales CD4 + CD25high / FoxP3+ (Tregs) capaces de producir IL-10 [51,52]. El aumento en
Tregs centrales y periféricos se acompafia de una disminucién en las células T activadas. Estos
hallazgos sugieren que los cisticercos pueden modular la neuroinflamacion en pacientes con NC
grave a través de la participacion de Tregs, probablemente por contacto célulaa célula con

células dendriticas y la liberacién de IL-10 por Tr1 [51-53].

Ademas, también se ha descrito que el nimero de parasitos y los estadios del parasito
estdan fuertemente relacionados con la gravedad [52]. Algunos estudios han detallado la
respuesta inflamatoria local que rodea a los cisticercos cuando se encuentra en el cerebro
humano, la cual se asocia con un aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica

gue permite la entrada en el sistema nervioso central de diferentes células periféricas [51].

En la etapa vesicular el cisticerco presenta una pared translucida, el liquido de la vesicula
es transparente y el escélex es viable e invaginado, la respuesta inflamatoria alrededor del quiste

es escasa, compuesta principalmente por linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos.

Mientras que, en la etapa coloidal cuando el pardsito presenta signos de degeneracién,
se observa una pared gruesa, el liquido vesicular esta turbio y el escodlex empieza a degenerarse.
El infiltrado inflamatorio es intenso con una respuesta natural killer (NK) predominante y
abundancia de macréfagos y células T. Asi como, una respuesta de anticuerpos IgM. Ademas de
un aumento en las citocinas IL-2, IL-6, IL-12, TGFB e IFNa, mientras que IL-4 esta ausente,

mostrando el predominio de una respuesta inflamatoria Th1 [51].

En la etapa granular el escélex esta totalmente degenerado, en el infiltrado inflamatorio
alrededor del quiste las células plasmaticas, los linfocitos B y T, los macréfagos y mastocitos son
los mas abundantes. También, hay presencia de citocinas Thl como IFNq, IL-18, las citocinas Th2
IL-4, IL-13 y las citocinas reguladoras TGFB e IL-10. En las etapas coloidales y granulares, se
observd una notable proliferacion de astrocitos, mientras que la microglia/macréfagos
muestran una sobreexpresion de MHC-Il y B7-2. Ademads, se observé en ambos estadios la
expresion de las citocinas proinflamatorias IFNa e IL-18. Finalmente, en la calcificacién el
parasito se transforma en un nédulo grueso rodeado de una intensa proliferacién de astrocitos.

Asi como, de la presencia de una proliferacidon microglial [51].
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Asi mismo, el aspecto de los cisticercos y la respuesta inmune también varian con respecto

a la localizacién del parasito en el SNC [52,54].

Cuando los cisticercos se establecen en el parénquima preferentemente se localizan en la
corteza cerebral y en los ganglios basales debido a la gran vascularidad de estas areas. Ademas,
tienden a ser pequefios ya que la presiéon que ejerce el parénquima cerebral impide su
crecimiento, mientras que los cisticercos subaracnoideos (SA) que se localizanen la profundidad
de los surcos corticales tienden a ser pequefios, a diferencia de los que se establecen a nivel de

las cisternas de LCR en la base del crdneo, ya que estos pueden alcanzar tamafios mayores [55].

Se ha observado que los pacientes con cisticercos localizados en el espacio SA de los
surcos o el parénquima tienen niveles mas bajos de citocinas, la respuesta inflamatoria esta
limitada alrededor del cisticerco y en estos casos los datos de celularidad LCR no presentan
variacién significativa. Por lo tanto, el prondstico para el paciente es generalmente benigno

[51,52,54].

En contraste, aquellos que se establecen en los ventriculos usualmente son Unicos y se
localizan de preferencia en el IV ventriculo y su tamafo no tiene una tendencia establecida
debido a que pueden estar adheridos a la capa ependimaria o encontrarse flotando libremente
en las cavidades ventriculares [55,56]. Lamentablemente, cuando los cisticercos se establecen
en el espacio SA de la base o en los ventriculos la mayoria de los pacientes presenta una
sintomatologia severa y el prondstico es poco alentador, debido a que se observa un aumento
en los niveles de IL-5, de IL-6 e IL-10 del LCR, presentando una respuesta inmunoinflamatoria
exacerbada [51,52,54]. Interesantemente, Chavarria 2005 describe que cuando el pardsito se
establecié en los ventriculos se observd que el parasito no presentaba ninguna evidencia
radiolégica de dano, lo cual sugiere que la respuesta inflamatoria no era efectiva, mientras que,
en casos con parasitos establecidos en el espacio SA de los surcos o en el parénquima, estos

aparecieron con frecuencia danados, con baja inflamacién del LCR [49].

En América latina es comun que el cisticerco se instale en el SNC y/o globo ocular,
considerados "sitios inmunolégicamente privilegiados" [57,58]. Esto podria ser debido a que la
respuesta inmunoinflamatoria se encuentra muy limitada enesas localizaciones. Un ejemplo de

ello es la barrera hematoencefalica que protege al SNC [21]. Ademas, se podria explicar por las
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caracteristicas genéticas que se presentan en diferentes las etnias.

Actualmente, existen 3 estrategias para llegar al diagndstico de la neurocisticercosis (NC)
gue son: diagndstico clinico, neuroimagen y diagndstico seroldgico. La necesidad de un
diagndstico especifico y oportuno para la NC es primordial. Sin embargo, hasta el momento la
seleccion del método diagndstico no depende de su eficacia, si no del nivel socioeconémico del
paciente, asi como del método disponible en su localizacién geografica. Actualmente, se hace
uso de herramientas clinicas, de neuroimagen y seroldgicas para llegar al diagndstico de la

neurocisticercosis (NC).

El diagndstico clinico es un apoyo ineludible para lograr el diagnéstico de cada uno de los
pacientes. Recientemente fue publicada la actualizacion de las guias a seguir para optimizar el
diagndstico clinico de la NC. Las cuales, estan basadas en las evidencias clinicas, informacion
epidemioldgica, de inmunodiagndstico y de estudios de neuroimagen. Sin embargo, es
importante tomar con precaucidn cada una de estas pautas y adaptarlas lo mejor posible al caso

en especifico que se esté evaluando [59].

En esta guia se describen los hallazgos que aumentan la probabilidad de un diagndstico
correcto. Entre ellas podemos encontrar a las convulsiones como la manifestacion clinica mas
comun, la presencia de un portador de Taenia solium en el entorno cercano del paciente, y la

presencia de signos neuroldgicos focales e hipertensién intracraneal [60,61].

Con respecto a la neuroimagen cerebral esta se basa en la tomografia computarizada y/o
resonancia magnética nuclear, hasta el momento estan consideradas como las pruebas mas
sensibles y especificas para la NC [28]. Sin embargo, las imdgenes en muchoscasos no son del
todo concluyentes sobre la etiologia de los quistes en la NC, pudiendo pasar poralto algunas
lesiones o bien generando confusiones. En particular, la tomografia axial computarizada puede
pasar por alto pequefios quistes cerca de los huesos del crdneo o en la fosaposterior, mientras
gue la resonancia magnética nuclear es poco sensible a los quistes calcificados [45,62]. Esto
aunado a que por la naturaleza de losfocos endémicos esta clase de técnicas tan especializadas

son poco accesibles a la mayoria de laszonas mds necesitadas (en general rurales). Ademas,
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debido a sus altos costos y dificil operabilidad dificultan enormemente su uso generalizado

[28,63].

Por su parte, el diagndstico seroldgico ha sido ampliamente desarrollado a través de los
anos por las grandes ventajas que representa con respecto a la neuroimagen cerebral. Ventajas
tales como bajos costos, simplicidad de operacién y facil distribucidon en las zonas endémicas

[45].

Sin embargo, por la misma naturaleza compleja de la NC la busqueda de un método
seroldgico optimo ha sido ardua, pero no siempre con los resultados mas alentadores. El
inmunodiagndstico presenta una amplia variabilidad con respecto a la sensibilidad y especificidad
en cada uno de los ensayos propuestos, ya que depende directamente del antigeno que se utilice
o del método de captura de anticuerpos. También, otros factores como la localizacién y el
nuimero de lesiones (quistes) afectan la sensibilidad y especificidad de técnica que sea utilizada
[16]. Ademads, existen problemas de reaccidén cruzada con otras parasitosis, presentan falsos
positivos con otros tenidos, presentan falsos negativos en muestras de pacientes que estan por
debajo de la sensibilidad de la prueba. Otros problemas relacionados incluyen la existencia de
pacientes no respondedores y el uso de preparaciones de antigeno no representativas de todos

los antigenos inmunogénicos que secreta el cisticerco [64].

En el diagndstico serolégico de la NC se distinguen dos tipos de procedimientos: el
primero basado en la deteccion de anticuerpos y el segundo en la deteccidn de antigenos propios

del pardsito como podemos observar en la tabla 1.
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Tabla 1. Inmunodiagndstico de la cisticercosis humana a través del tiempo.

Ao Ensayo Técnica Muestra Sensibilidad (Se) / Referencia
Especificidad (Es)
1980- /Antigeno B EITB Suero 50% de los pacientes no |[65,66]
1986 producen suficientes
anticuerpos
1982 Extracto crudo ELISA Suero 79% Se [67]
del pardsito
1986 Fluido ELISA Suero 95% Se [68]
vesicular del 80-90% Es
parasito
1987 /Anticuerpos ELISA Suero 100% Se ND Es [64]
monoclonales
(MADbs)
1989- HP10 IAg-ELISA Suero 85% Se [69]
2007 Sin embargo, el
parametro desciende al
LCR 65% en pacientes con [22]
un solo quiste
1992 Extracto crudo IAb-ELISA LCR 67% Se/ 65% Es [70]
(NovaTec)
1995 Antigenos de complement LCR 93% Se [71]
cisticerco de Taenia [fixation
crassiceps ELISA 99% Se
EITB 96% Se
1989- Glicoproteinas LLGP-EITB Suero 73.7% Se / 92% Es [72,73]
2000 (several 100% Se / 98% Es
companies)
1997 Extracto total (HA- |hemaglutinacion LCR 85.4% Se HA-Cc [74]
Cc)y indirecta 82.9% Se HA-CI
fluido vesicular (HA-
Cl) de cisticerco de
Taenia solium
1998 /Antigenos de ELISA Suero ND [75]
cisticerco de Taenia
solium10-26- EITB
kD
1999 /Antigenos de 13, 17 [ELISA Suero 53%, 88% y 100% [76]
v 26 Es /Se ND
kDa
1999 Antigeno de 10 kDa [EITB Suero 97% Se / 98% Es [77]
(NC activa)
14% Se en
pacientes crdnicos
1999 /Antigenos de ELISA Suero Solo 1 lesién [78]
cisticerco de Taenia 56.76% Se
solium 48.64% Es
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EITB Multiples lesiones 80%
Se
100% Es
2001 Antigenos ELISA LCR (Tso) 81.2% Se /82% Es  |[79]
Heterdlogos Anti-Ag|(Captura de antigenos (Tcra) 90% Se / 98% Es
T. solium (Tso) y basados en el uso (Tcra <30 kDa)
T. crassiceps anticuerpos 95.8% Se / 100% Es
(Tcra) policlonales de
conejo)
2002 Antigeno B ELISA LCR 70% Se / 90% Es [80]
2003 Familia de ELISA Suero 100% Se /ND Es [81]
antigenos de 8-kDa
de cisticercos de T. |Western blot ND Se /100% Es
solium
2004 Anti- Ag total IAglutinacion Suero 75% Se / 100% Es [82]
de cisticerco Orina (Co-A)
de Taenia (Co-A) Suero 62.5% Se / 100% Es
solium (Co-A)
ELISA Suero 62.5% Se / 96% Es
(ELISA)
2005 Péptidos de IAb-ELISA Suero 85% Se /83.5% Es [83]
oncosfera
2005 Liquido vesicular de [ELISA Suero TsoVF-ELISA [84]
T. soliumyT. 91,3% Se / 96,2% Es
crassiceps TcraVF-ELISA
91,3% Se / 95% Es
2005 oncosphere ELISA Suero 77.4% Se / 80.6% Es [83]
adhesion protein 76.9% Se / 73.1% Es
HP6 LCR
2006 T24 EITB Suero 94% Se / 98% Es [85]
2007 Antigeno de T. IFAT Suero 85% Se /94.9% Es [86]
solium ELISA 95% Se /88.8% Es
'WB 95% Se /93.9% Es
2009 E/S antigeno de EITB Suero 88.23% Se /100% Es [44]
A3kDa LCR 89.28% Se
2009 Antigenos de 2D-PAGE EITB Suero 100% Se /92% Es [87]
cisticerco 10-30 kDa
2011 /Antigeno TsAg5 del [EITB Suero 75.44% Se [88]
cisticerco de (multiples cisticercos)
T. solium 39.62% Se
(un solo cisticerco)
96.36% Se (NC
extraparenquimal)
76.70% Es
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2012 Antigenos de ELISA Orina Suero (Suero) [89]
cisticerco de 90% Se / 98% Es
T. solium (Orina)

86% Se / 88% Es

2012 Antigeno ELISA Suero Ts8B2: [90]
recombinante 91.3% Se / 92.5% Es
Ts8B2 y péptido (NC activa)
sintético Ts8B2-4 68.6% / 92.5%
del cisticerco de (NC inactiva)

T. solium. Ts8B2-4:
21.7%/96.7% (NC activa)
13.7%/96.7%
(NC inactiva)

2012 Antigeno Dot-blot Suero 86.7%94.6% [91]
recombinante ELISA 86.7%/94.6%
Tsol-p27 EITB 76.4%/95.6%

2013 Fracciones IAb-ELISA Suero Se 88.8% a 93.4% [92]
antigénicas de Es93.7% a 92.6%
metacestodo
T. saginata

2013 IAnti-Ag de E/S del [ELISA Suero 85.7% Se / 96.9% Es [93]
cisticerco
de T. saginata

2014 Antigenos EITB Suero 56.9% Se /93.9% Es [94]
somaticos y de E/S (Ag somatico)
del cisticerco de
T. solium 64.7% Se / 95.4% Es

(Ag E/S)

LCR
78.6% Se / 95.2% Es
(Ag somatico)
67.8% Se / 97.6% Es
(Ag E/S)

Orina 50% Se / 97% Es
(Ag somatico)
62.5% Se / 96% Es
(Ag E/S)

2015 /Antigenos de bajo [ELISA Suero 25% Se / 100% Es [95]
peso molecular del (NC inactiva) 90.9% Se /
cisticerco T. solium 100% Es

(NC activa)
25% Se / 95.8% Es
(NC inactiva)
LCR 90.9% Se /95.8% Es
(NC activa)
2017 T24H WB Sueros 100% Se / 99.4% Es [96]
ELISA 88.3% Se / 96.5% Es
MBA 96.1% Se / 96.5% Es
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2018 secuencia de ADN |cPCR and gPCR Proglétidos y ND [97]
ribosomal muestra fecal
HDP2

2019 NC41 ELISA Sueros Se 97.5% [98]
Péptido sintético Es 97.5%

2019 La fasciclina EITB Suero Se 78,8% [84]
TsMFas Es 93%

2019 la endofilina EITB Suero Se79,7% [84]
Bl

2019 HP10, NOVALISAy [ELISA Sueros Se 55,2%-81,0% [100]
ELISA Ts. Es 85,4%-97,1%

Diversos métodos inmunoldgicos han sido utilizados para el diagndstico de la
neurocisticercosis a través de los afios. Se han desarrollado ensayos con el fin de detectar
anticuerpos especificos anti-cisticerco en suero, saliva, orina y LCR. Utilizando para la captura de
anticuerpos diversas técnicas inmunolégicas, tales como la fijacion del complemento,
hemaglutinacién indirecta, radioinmunoensayo, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),

EITB (enzyme-linked immunotransfer blotting), Aglutinacidn en latex, entre otros [45,101].

La deteccidn de anticuerpos especificos permite la caracterizacién de la respuesta inmune
hacia cisticercos. De hecho, se han observado anticuerpos especificos de todas las clases de
inmunoglobulinas en el suero de pacientes con neurocisticercosis [101]. Uno de los primeros
ensayos uso el denominado antigeno B o Paramiosina (AgB) purificado a partir de cisticercos de
T. solium, el cual ha sido estudiado desde inicios de la década de los 80°'S. Este AgBse asocia al
colageno vy tiene la capacidad de fijar el factor C1q del complemento. Ademas, reorganiza las
células circundantes al fendmeno inflamatorio alrededor del pardsito. Debido a lo cual se le
hipotetizé una funcidén inmunoreguladora. En el diagndstico se utilizé para detectar anticuerpos
contra cisticercos en muestras de suero y liquido cefalorraquideo de pacientes con
neurocisticercosis. Donde, se demostré la presencia de anticuerpos de inmunoglobulina G (IgG)
contra AgB en 8 de 11 muestras de suero y 11 de 13 muestras de liquido cefalorraquideo (LCR)
extraidas de pacientes con neurocisticercosis [101]; presentando una sensibilidad de 80% en
suero y del 90% en LCR con una especificidad del 96% y 98% respectivamente. Sin embargo, se

ha demostrado que el AgB presenta reaccion cruzada con hidatidosis [101,102].

Igualmente, la sensibilidad y especificidad dependen de la ubicacién del parasito dentro
del sistema nervioso, el nimero de lesiones y el grado de respuesta inmune del huésped [71].
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Tsang vy cols. en 1989 caracterizaron 7 glicoproteinas (GP50, GP42-39, GP24, GP21,GP18, GP14y
GP13) y disefiaron el ensayo diagndstico para la cisticercosis humana utilizando latécnica EITB.
Donde, se toma como positiva la prueba si cualquiera de los siete antigenos muestrareactividad
con la muestra del paciente. Este ensayo mostré una sensibilidad en humanos del 98% y 100%
de especificidad. Sin embargo, la sensibilidad es alta cuando el paciente presenta multiples
lesiones, y por el contrario se observa muy disminuida cuando el paciente presenta una lesién

Unica [81].

Ademas, se ha comprobado que la banda de 50 kDa del EITB presenta reaccidn cruzada
con otras parasitosis. También se demostré que no en todas las regiones endémicas presenta
alta sensibilidad. Asimismo, debido a que detecta la presencia anticuerpos especificos, una
muestra positiva podria estar simplemente indicando que el sujeto tuvo una exposicién al
pardsito, y no necesariamente una infeccidn por Taenia solium en proceso; provocando asi altos

indices de pruebas falsas positivas [103,104].

En 2009, Zimic y cols. utilizaron 2 antigenos (53/25 kDa) asociados a la catepsina presentes
en el fluido vesicular de cisticerco para el diagndstico de la cisticercosis. Los autores, reportaron
que utilizando el método EITB se observo una especificidad de 98%. Pero en cuanto a sensibilidad
observaron un 96% en pacientes con multiples quistes, y un 78% en pacientes con un solo quiste.
Por su parte, en el ensayo con ELISA este presenté una especificidad del 92,7% y sensibilidad de

98% para pacientes con multiples quistes, y de 84% en pacientes con quiste Unico.

Otra valoracidn que se ha analizado es la correspondiente a la técnica mas conveniente
para el diagndstico de la NC. Al comparar la utilidad de ELISA vs EITB se observdé que ambos
procedimientos utilizando antigenos totales producen resultados similares en cuanto a
sensibilidad y especificidad [28,105]. Sin embargo, el ELISA es de facil operalizacién y 10 veces
mas barato que el EITB [106].

Por otra parte, se han desarrollado diversos ensayos para la deteccion de antigenos
circulantes parasitarios en sueros y LCR de pacientes NC. Estos ensayos permiten analizar la
presencia del parasito, asi como evaluar la eficacia del tratamiento y ademas correlacionar la

cantidad de antigeno circulante con respecto a la cantidad de lesiones [107].
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Por ejemplo, en 1987 Nacimento y cols. utilizaron ELISA para el disefio de su ensayo
diagnéstico. Donde, ellos generaron anticuerpos monoclonales a partir de ratones inmunizados
con el antigeno SPA (Scolex protein antigen) de Taenia solium, reportando el 100% de
sensibilidad en las muestras positivas. Sin embargo, se observé una reaccion cruzada. Mientras
que, en 1997 Ferreira y cols. utilizaron la prueba de hemaglutinacion indirecta en LCR reportando

una sensibilidad del 84% en promedio, no mostrando datos de especificidad [74].

Cabe sefialar que la sensibilidad y la especificidad en los ensayos de deteccién de
antigenos son muy variables. Esto se debe en parte al origen del antigeno con el cual se diseid
el ensayo, siendo los extractos parasitarios purificados mas sensibles con respecto a los antigenos
parasitarios crudos, debido a que estos presentan reaccidon cruzada con determinantes

antigénicos compartidos con otros helmintos [8,64,98].

Otra variable que considerar es el uso de suero o liquido cefalorraquideo (LCR). Se ha
descrito que los ensayos diagndsticos donde se utiliza el LCR presentan una sensibilidad del 90%
([108]), mientras que aquellos en los que se utiliza suero presentan una sensibilidad del 70%
[108,109]. Esto podria ser debido a que el LCR se encuentra en contacto directo con los
antigenos que secretan los parasitos.

Enelafio de 1986 Coronay cols. analizaron prospectivamente 51 casos de NC confirmados
por neuroimagen y cirugia, con la prueba de ELISA para detectar anticuerpos en suero y LCR. Los
autores encontraron una sensibilidad en suero del 87% y una especificidad del 90%, mientras que
en LCR se encontré una sensibilidad del 87% con una especificidad del 100%. Sin embargo,
cuando se realizé la comparacion entre NC maligna y NC benigna, se observé que la sensibilidad
en suero disminuye para el grupo benigno con respecto del maligno tanto en suero como en LCR
[110].

Harrison y cols. en 1989 identificaron al antigeno HP10 en Taenia saginata y
posteriormente en Taenia solium, con el disefiaron un ensayo diagndstico por captura de
antigeno utilizando el anticuerpo monoclonal HP10 [22,107,111,112]. El cual, presenta
diferentes sensibilidades dependiendo si la infecciénfue detectada en LCR o Suero; asi como si
la infeccién es grave o leve. Teniendo en cuenta como “Grave” cuando el cisticerco se ha

establecido en el espacio subaracnoideo de la base o en los ventriculos, y como “Leve” cuando
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se establece en el parénquima y en el espacio subaracnoideode los surcos [22]. En la tabla 2 se

pueden observar estas diferencias de una forma mas explicita.

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad del ensayo diagndstico HP10 (Tabla tomada de Fleury A, et al., 2007).

Prognosis Muestra Sensibilidad Especificidad
Suero 84.8% 94%
Grave (Maligna) LCR 91.3%
Suero No detectado ND
Leve (Benigna) LCR Solo se detecta el 5% de ND
los casos

Como podemos observar, la sensibilidad de este ensayo estd completamente ligada a la
prognosis del paciente, la ubicacién y nimero de cisticercos en el SNC. Donde, la sensibilidad
desciende al 65% en pacientes con un solo quiste [8]. Ademas, en nuestro pais hmayoria de los
pacientes tienen un prondstico benigno (infeccion leve). Por lo cual, este método diagndstico

no es el mas util en nuestro pais.

Finalmente, el panorama en el inmunodiagndstico de la NC necesita una prueba
seroldgica altamente sensible y especifica, asi como capaz de discriminar las infecciones activas
de las inactivas. Aunque, hasta este momento ese panorama estd un tanto limitado, los avances
en areas como la gendmica y biotecnologia ayudaran a la obtencidn de este, lo cual significa el

diagndstico oportuno de la NC en las zonas endémicas.

Las interacciones entre los organismos infecciosos y sus hospederos estan mediadas en
gran parte por las proteinas secretadas, conocidas colectivamente como “secretoma” [113]. El
cual, se refiere al conjunto de proteinas que son excretadas/secretadas por una célula dada
[114].

Los secretomas varian de tamafo entre cada organismo, pero se sabe que para los
helmintos el tamafio promedio de su secretoma es de 7.1% con relacidn al del total de su

protedma [113]. Estos, han sido estudiados en diversos nematodos, trematodos y cestodos
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durante los ultimos 30 a 40 afios [115]. La composicidonde un secretoma, asi como su funcion
varian dependiendo del medio ambiente y/o estilo de vidadel hospedero, ademas de que se ha

confirmado que la composicidn del secretoma es especificadel estadio del parasito [115].

Dentro de las funciones de este secretoma estd el servir como productos de desecho,
adhesion, inhibidores de proteasas, citocinas, moléculas para evadir la respuesta inmune, asi
como promotores de la sintesis de nutrientes propios del hospedero para el parasito [113,114].
Dentro de los aspectos mds estudiados estd su caracterizacién funcional, sus propiedades
inmunomoduladoras, su potencial como vacunas, asicomo su utilidad en el inmunodiagnéstico
[115].

Se sabe que las proteinas de secrecion (ESP) son sintetizadas en los ribosomas adheridos
al reticulo endoplasmico rugoso y son transportadas en vesiculas a diferentes compartimientos
celulares. Existen dos vias de secrecion de proteinas descritas hasta el momento, la via clasica y
la via no cldsica. Estas se diferencian entre si propiamente por el camino que recorre cada una
de las proteinas desde su origen en los ribosomas.

En la via cldsica las moléculas sintetizadas en los ribosomas entran al reticulo
endoplasmico dependiendo del péptido sefial especifico de donde se lleva a cabo la traduccion.
Para después ser dirigida a la cara cis del aparato de Golgi. Donde, se llevan a cabo el resto de las
modificaciones postraduccionales. Asi mismo, las proteinas se clasifican y empaquetan para su
liberacidn a través de vesiculas las cuales se fusionan con la membrana plasmatica [116] (Figura

3).
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Figura 3. Secrecion cldsica y no cldsica de proteinas (Figura creada por el autor, representativa de lo descrito por
[117]).

Por otra parte, en 1990 se descubrié que un gran nimero de proteinas no utilizan el
camino del reticulo endoplasmico/aparto de Golgi, debido a la carencia del péptido sefial, a lo
cual se le nombré via no clasica de secrecidon de proteinas. Aunque aln no se conoce en su
totalidad el mecanismo de secrecidn de la via no cldsica, se sabe que la traduccién de se lleva a
cabo en el citosol. Ademas, se han identificado algunas moléculas que al parecer cumplen la
funcién del péptido sefial de la via clasica. Un ejemplo de esto, son las proteinas GRASP (proteina
asociada al aparato de Golgi en hongos) y Acbl (en levaduras) ambas necesarias para la
secreciénno convencional de ACBP, haciendo uso de autofagosomas. Aunque en la literatura se
ha descritoque la funcién de los autofagosomas es la degradacién del contenido de vacuolas.
Sin embargo,cuando el autofagosoma contiene GRASP o Acb1 este cambia su funcion a vesicula

de transporte hacia la membrana para su posterior liberacién [118].
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Se sabe que muchas de las proteinas de secrecién (ESP) de los parasitos desempenan roles
importantes, tales factores de virulencia o como la regulaciéon inmune siendo la clave en la
relacion hospedero-parasito [119]. Donde, el parasito es capaz de modificar el entorno de su
hospedero para controlar el reconocimiento inmune durante la infeccidn con el fin de crear un
ambiente propicio para su supervivencia [113,114].

De ahi la importancia de caracterizar las proteinas de secrecidn, siendo los analisis
protedmicos una forma directa de realizarlo. Sin embargo, ahora las aproximaciones
transcriptomicas han permitido la prediccidon bioinformatica de las proteinas de secrecién de
diversas especies; haciendo uso de la presencia o ausencia de péptidos sefial, dominios de
secrecidon y transmembrana [119].

Las ESP representan moléculas atractivas para el desarrollo de nuevas estrategias de
diagnodstico. Debido a que estan implicadas en las manifestaciones clinicas de su hospedero,
aunado a que son capaces de circular en el espacio extracelular de un organismo [114,115]. Por
lo tanto, una considerable atencién se ha volcado en ellas para ser usadas como biomarcadores
que detectan la presencia del parasito y/o el estado de infeccién en diferentes enfermedades

infecciosas [120-123].

Con el fin de identificar targets terapéuticos Utiles para la neurocisticercosis decidimos
identificar las secuencias antigénicas del secretoma de Taenia solium, partiendo de la base de
datos del genoma de Taenia solium (12.902 secuencias) el cual nos fue otorgado por parte del

consorcio formado por investigadores de la UNAM antes de que este fuera publicado [123].
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Inicialmente la base de datos fue curada con los algoritmos Signal P (versién 4.1) [125] y
SecretomeP (version 2.0) [126], usados para predecir proteinas de secrecidon. Todas las
proteinas predichas como de secrecidn se agruparon en una nueva base de datos. La cual, fue
analizada mediante el algoritmo TargetP [127] para predecir proteinas de localizacién
subcelular mitocondrial; estas fueron descartados del conjunto de datos de proteinas de
secrecidon. Finalmente, el conjunto de datos de proteinas de secrecidon fue analizado para
predecir la presencia de hélices transmembranales por TMHMM (version 2.0) [128]. Aquellas

gue mostraron hélices transmembranales fueron excluidas del set de datos final (Figura 4).

—_—

Secuencias proteicas

12,902

vV

SignalP 8 lsecretomeP|
647 | | 459 ....» Proteinas secretadas
[ S | ................ H
1190
TargetP|------------------——--> Proteinas mitocondriales
\L 1092 (eliminadas)
TMHMM |- Proteinas transmembranales

(eliminadas)

Mapeo a rutas metabolicas ll Mapeo GO (s260)
(KAAS)

Figura 4. Prediccion de las proteinas ESP del genoma de Taenia solium (Figuradel autor, tomada de [114]).
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Para la identificaciéon de proteinas homologas, las proteinas ESP fueron analizadas por
BLAST contra la base de datos no redundante (nr) de NCBI utilizando el paquete Blast2GO
[129]. Ademas, con el fin de buscar secuencias similares entre el secretoma predicho de Taenia
solium (838 proteinas ESP), el genoma de Hymenolepis microstoma (Familia:Hymenolepididae) y
Echinococcus multilocularis (Familia: Taeniidae) se realizd un andlisis por BLAST (E-valor de
corte se fij6 en 1.0E-3) para obtener el secretoma Unico de Taenia solium (Figura 5).
Finalmente, el consorcio del Genoma de Taenia solium nos dio acceso a la base de datos de
proteinas con soporte de RNA (datos no publicados). Gracias a esto, sabemos que 48 delas 121

proteinas del secretoma uUnico de Taenia solium cuentan con soporte de RNA.

Genomas
H. Microstoma  nr de NCBI
E. multilocularis

SP con
soporte de
RNAmM

Figura 5. Obtencion del secretoma tnico de Taenia solium (Figuradel autor, tomada de [114]).

El nimero de regiones antigénicas se calculd utilizando el método de Kolaskar y
Tongaonkar para cada proteina [130]. Este método se basa en diversas propiedades
fisicoquimicas de los epitopos determinados experimentales para predecir determinantes
antigénicos. La abundancia de regiones antigénicas (AAR) se calculd de la siguiente forma

(Figura 6).
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Figura 6. Férmula para la obtencion de la abundancia de regiones antigénicas (AAR). Donde xP: es la abundancia de regiones
antigénicas de la proteina p., Lp: es el largo de la secuencia de la proteina p., Ap: es el numero de regiones antigénicas
delap

El valor AAR se introdujo para definir el nimero de aminodacidos entre las regiones
antigénicas para cada proteina. Este valor se obtuvo como la relacién entre la longitud de la
secuencia y el nimero de regiones antigénicas predichas para cada proteina. Por lo tanto, el valor
final determina el nUmero de aminoacidos promedio que se necesitan para encontrar una region

antigénica en la secuencia correspondiente.

Finalmente, los antecedentes anteriores nos llevaron a formar una estrategia con un
enfoque bioinformatico basado en datos experimentales protedmicos, a través de la
interrelacion de novedosas técnicas. Permitiéndonos identificar proteinas conservadas y
diferenciales del secretoma de Taenia solium, ademas de elucidar sus funciones y haciendo

posible el disefio de un método diagndstico util para la neurocisticercosis.

2 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La NC es causada por el establecimiento del cisticerco de Taenia solium en el sistema
nervioso central (SNC) en el humano. Las manifestaciones neurolégicas de esta enfermedad
pueden llegar a ser muy graves, tales como hipertensién intracraneal e incluso la muerte. El
diagnéstico de la NC se basa principalmente en criterios clinicos, técnicas de neuroimagen e

inmunodiagndstico.

A través de los anos, diferentes enfoques se han utilizado para establecer un diagndstico
oportuno. Sin embargo, no siempre con los mejores resultados. Por ejemplo, en el diagnéstico
clinico aun presenta limitaciones debido a su poca especificidad. Mientras que el uso del
diagnéstico radioldgico se encuentra limitado en los focos endémicos debido a sus altos costos y

dificil operabilidad.
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Debido a lo anterior este proyecto pretende identificar y caracterizar el secretoma
experimental de los cisticercos de Taenia solium provenientes de cerdos hembra infectados
naturalmente en el foco endémico del estado de Guerrero, México. Con el fin de identificar
proteinas de secrecién candidatas para la optimizacion del inmunodiagnéstico de la
neurocisticercosis humana. A través, del uso de herramientas propias de la bioinformatica y la
protedmica. Para finalmente, generar una prueba diagndstica util, de alta especificidad vy

sensibilidad de bajo costo. Que permita su facil distribucién en las zonas endémicas de NC.

3 HIPOTESIS

Las proteinas antigénicas de secrecidén permitiran el desarrollo de una prueba diagndstica

util para la neurocisticercosis humana, sensible y de alta especificidad.

4 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método de inmunodiagndstico de alta sensibilidad y especificidad para
neurocisticercosis humana empleando antigenos de secrecidon de Taenia solium recombinantes

y sintéticos, identificados por protedmica y bioinformatica.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificary caracterizar el secretoma de los cisticercos de Taenia solium provenientes de

estado de Guerrero, México. a través de su resolucién en geles bidimensionales.

e |dentificar proteinas de secrecién antigénicas Utiles para el diagndstico a través del uso
de protedmica y algoritmos bioinformaticos.

e Clonar y expresar proteinas de secrecidon para su produccion como proteinas
recombinantes.

e Evaluar la sensibilidad y especificidad de las proteinas recombinantes y sintéticas en
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placas de ELISA con LCR de pacientes con neurocisticercosis a través del uso de curvas

ROC.
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Figura 7. Plan de trabajo.
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Teniendo como objetivo el desarrollo de un método diagndstico basado en el uso de
proteinas de secrecidn del cisticerco de Taenia solium, se planteé una estrategia que hace uso de
potentes herramientas ampliamente utilizadas en la protedmica y la bioinformatica (Figura 7).
En la primera fase del plan de trabajo el objetivo fue la prediccién de las secuencias de las
proteinas pertenecientes al proteoma de los cisticercos de Taenia solium (Geles 2D PAGE). Para
lo cual, se realizé el cultivo de cisticercos de Taenia solium, posteriormente realizamos geles
bidimensionales de los sobrenadantes de cultivo de cisticercos, y a la par realizamos Western
Blots bidimensionales (WB 2D PAGE) de todas las muestras. Los datos obtenidos de esta
estrategia en conjunto con la base de datos del secretoma de Taenia solium, fueron utilizados
para predecir la secuencia de estas proteinas mediante el método de secuenciacion tedrica (TS-
LEP), método que desarrollamos en esta tesis con el fin de dotar de una secuencia y un nombre

a proteinas de baja expresion.

En la segunda fase del plan de trabajo se utilizé la base de datos de proteinas a las cuales
se les asignd una secuencia y nombre mediante el método TS-LEP. las cuales, fueron analizadas
a través de bioinformatica en cuanto a su antigenicidad y su inmunogenicidad con el fin de
identificar candidatos viables para el desarrollo de un método diagndstico util para la
neurocisticercosis. Una vez que fueron identificadas las proteinas candidatas, estas fueron
sintetizadas o producidas de forma recombinante segln las caracteristicas de cada una de ellas,
y realizamos ensayos de ELISA indirecto con un banco de LCR de pacientes y sujetos sanos. para

finalmente realizar ensayos de sensibilidad y especificidad.

6.1.1 Cultivo de cisticercos

Fueron diseccionados 900 cisticercos en cada uno de los cerdos infectados, los cuales
fueroncultivados en 900 ml de medio RPMI 1640 (Gibco cat. 11875) suplementado con 10% de
FCS (cat10438-034, Gibco) y antibiéticos Pen-strep (Gibco cat.15140) durante 3 dias a 372C en
5% CO2 Elmedio se reemplazd cada 24 horas para eliminar los componentes del huésped. El dia
4, el mediofue cambiado por medio DMEM (Gibco cat.31053) suplementado con L-glutamina
(Gibco cat.25030) y antibidticos (Gibco cat.15140). El medio se recogié cada 48 horas y se

afiadié un nuevo medio DMEM. El cultivo se mantuvo hasta el dia 20 a 372C en 5% de CO2
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(todos los reactivos se compraron de Life Technologies/Gibco), con el fin de obtener los
productos de secrecién y excrecidon del sobrenadante este se colectd y se centrifugo 1200 rpm
10 min. El sobrenadante se dializ6 contra agua de destilacion usando una membrana Spectra3
con un tamafio de poro de 3,5 kDa (cat. 132725 Spectra/Por®). La muestra se liofilizd y el polvo
se reconstituyo con agua destilada sin DNasas/RNasas (cat. 10977-015, UltraPure™, Invitrogen).
La concentracién de proteina se determiné mediante el kit 2-D Quant (cat. 80-6483-56, GE

Healthcare).
6.1.2 Geles bidimensionales

Utilizando la técnica de electroforesis bidimensional se analizaron los proteomas de 5
cultivos de cisticerco de Taenia solium (900 parasitos) de cerdos hembra infectados naturalmente
en la zona endémica de Guerrero, México. La muestra se desald con columnas Illustra NAP 5 (cat.
17-0853-02, GE healthcare), las proteinas se concentraron por liofilizaciéon (labconco) y se

precipitaron por el método TCA-DOC-ACETONA.

e Rehidratacion de tiras IPG

Cada pellet se resuspendio en 130ul de buffer de rehidratacion (urea 8 M, CHAPS al 2%),
1.5 uL de DTT 50X y 1.5 pL de anfolitas, se incubd durante 2 horas a 37°C en agitacion constante.
Posteriormente, se rehidratd cada tira IPG Immobiline DryStrip pH 3-10, Tiras de gradiente lineal
de 7 cm (cat.17-6001-11, GE Healthcare) con 125 pL de buffer de rehidratacion/muestra durante
16 h en el recipiente de rehidratacidon cubriendo con aceite mineral (1500 uL) para evitar

desecacion.

e 1radimension (IEF)

Una vez rehidratadas las tiras, se colocaron en el manifold cuidando la orientacion de la
tira (el lado acido (+) hacia el anodo -arriba-); Se preparé el equipo de IEF IPGphor Ill a 20°C, el
manifold se recubrié con aceite mineral (aproximadamente 110mL). Los wickpads se
humedecieron con 150ul de agua milliQ quitando ligeramente el exceso de agua cuidando no
secarlos y se colocaron sobre cada extremo de la tira, tocando aproximadamente 0.5cm del gel.

Finalmente, se colocaron los electrodos sobre los pads de manera que se asegure el

contacto entre ellos y con la plataforma de corriente. En el sistema de enfoque isoeléctrico
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Ettan™ IPGphor™ 3 (cat. 11-0033-64, GE Healthcare). Una vez focalizadas las tiras se

almacenaron a -80°C hasta su posterior uso.

El IPGphor se corrié con el siguiente programa:

Por pasos 100V 150 V/h
Por pasos 300V 200 V/h
Por gradiente 1000V 300V/h
Por gradiente 5000V 4500 V/h
Por pasos 500V 2000 V/h

e 2dadimension (2D PAGE)

Las tiras almacenadas a -80°C se equilibraron con buffer de equilibrio (SDS al 2%, Tris-HClI
50 mM, pH 8,8, urea 6 M, glicerol al 30%, azul de bromofenol al 0,002% y DTT al 0,5%), a cada
tira de 7 cm se le agregd 1 mL de buffer de equilibrio durante 10 min a temperatura ambiente en
agitacién constante, repitiendo la operacidén en dos ocasiones. Se prepararon con anterioridad

geles de 10 x 12 cm con un espesor de 1.5 mm.

El gel separador se prepard a una concentracion de acrilamida (BioRad) de 15% vy el gel

concentrador al 4.5%. La polimerizacién se llevo a cabo a temperatura ambiente.

Con ayuda de unas pinzas, espatula y tijeras, se acomodod la tira ya equilibrada dentro del
pozo en el gel, teniendo siempre en cuenta la carga de la tiray que el plastico de la tira quede en
contacto con el vidrio. El gel se corrié en la cdmara fria (4 °C) a 80 V hasta que superd el limite

del gel concentrador. Posteriormente, se eleva el voltaje a 150 V, hasta el final del gel.

Todas las muestras se corrieron por triplicado. De los cuales, un gel se tifie con Bio-Safe

Coomassie Stain (BioRad Cat. 161-0786).

Las proteinas se transfirieron a una membrana de Fluoruro de Polivinilideno con un
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tamafio de poro de 0.2 um (Immun-Blot PVDF, BioRad) mediante transferencia semiseca
utilizando el equipo Trans-Blot Turbo system (BioRad). La membrana se activd con metanol durante
15 seg y enseguida se enjuago con agua milliQ durante 2 min, y se dejé en incubacién por 5 min con TBS
1X (100mM Cloruro de sodio, 50nM Tris, pH 7.2 at +25°C). Posteriormente se colocé en el Trans-Blot
evitando la formacién de burbujas, se dejo transfiriendo a temperatura ambiente durante 1h a 23V.
Posteriormente, la membrana se bloqued con TBS 1X-BSA 5% durante 1h en agitacidn constante
a temperatura ambiente. A continuacidn, se incubd con el anticuerpo primario en diluciéon
1/1000- TBST 0.05% (pool sueros de pacientes cisticercosos para los Western Blot positivos y pool
de sueros de sujetos sanos como control negativo) durante 2 h con agitaciéon constante.
Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a Peroxidasa HRP-Goat Anti-
Human IgG (H+L) Conjugate (ZyMax Grade) (Invitrogen) en dilucién 1/50000-TBST 0.05% durante

2 h con agitacidn constante. Finalmente, se revelé con Ortocloronafthol.

Se realizaron geles bidimensionales (2D PAGE) de sobrenadantes de cultivo de cisticercos
de Taenia solium, y a la par se realizaron Western Blots bidimensionales para cada uno de los
cultivos. El objetivo era identificar el proteoma de los cisticercos y a su vez encontrar a las
proteinas mas antigénicas. Esto con la finalidad de encontrar proteinas candidatas para el
desarrollo de un método diagndstico util para la Neurocisticercosis (NC). Sin embargo, cuando
enviamos a secuenciacion por espectrometria de masas en tandem (ESI-MS/MS) los geles
bidimensionales de cada muestra, no fue posible identificar las secuencias de la mayoria de los
spots. Esto debido a que la concentraciéon de proteina en cada spot era insuficiente para
resolverse adecuadamente en ESI-MS/MS. Se intentd enriquecer la muestra, pero aun asi no fue
suficiente. Por lo tanto, se ided un método que nos permitiera identificar la secuencia de las
proteinas de baja expresion.

Contdbamos con la base de datos del secretoma de Taenia solium, esto como resultado
de mi tesis de maestria, donde publicamos en secretoma del cisticerco de Taenia solium. Y a su
vez teniamos los geles 2D PAGE de 5 cultivos de cisticercos, asi como los WB 2D PAGE
correspondientes a cada uno de esos cultivos.

Como premisa, sabiamos que todos los spots que se habian resuelto en el 2D PAGE
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deberian estar contenidos dentro del secretoma de Taenia solium que habiamos descrito en un

trabajo previo. Para el cual contamos con el genoma de Taenia solium.

Buscando cdmo correlacionar ambas bases de datos nos dimos cuenta de que en ambos
sets contabamos con los datos de punto isoeléctrico (Pl) y peso molecular (PM). En el caso de
los geles 2D PAGE estos datos se obtuvieron con el analisis de estos a través del software
ImageMaster ™ 2D Platinum v7.0 por GE Healthcare. Mientras que para los datos de Pl y PM del

secretoma de Taenia solium habian sido obtenidos directamente del genoma de Taenia solium.

Se sabe que todas las proteinas cuentan con datos de Pl y PM especificos para cada una

de ellas. Por lo tanto, estos fueron los datos ideales para la correlacién entre ambos sets de datos.
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Figura 8. Identificacion de proteinas de baja expresion provenientes de una fuente bioldgica compleja (TS-LEP).

Se analizaron una a una cada una de las proteinas buscando que los Pl y PM coincidieran
entre las proteinas de ambos sets de datos, este analisis se realizdé tal como se muestra en la

figura 8, realizando la busqueda en ambos sentidos en las bases de datos.

Posteriormente, ya analizadas todas las proteinas de cada set en ambos sentidos,

iniciamos la caracterizacion antigénica de las proteinas de secrecién.
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6.3.1 Algoritmos bioinformaticos
e SignalP

Predice la presencia de péptidos sefial y la ubicacién de sus sitios de escisidn en proteinas
de Archaea, bacterias Grampositivas, Bacterias Gramnegativas y Eucaria. Se basa en una
profunda co-evolutiva y recurrente arquitectura de red neuronal que incluye un campo aleatorio

condicional [131].

e SecretomeP

Predice la secrecion de proteinas no cldsicas, no activada por un péptido senal. El método
consulta una gran cantidad de otros servidores de prediccién para obtener informacién sobre
varios aspectos postraduccionales y de localizacién de la proteina, que se integran en la

prediccion final de secrecion [126].

Con el fin de identificar proteinas candidato para el desarrollo de un ensayo serolégico
util para la neurocisticercosis, las proteinas de nuestro set de datos de los geles 2D PAGE vy el
secretoma Unico de Taenia solium fueron analizadas con la finalidad de predecir regiones

antigénicas.
6.4.1 Algoritmos bioinformaticos de prediccion antigénica
e Antigenic propensity

Método semiempirico que hace uso de propiedades fisicoquimicas de los residuos de
aminodcidos y sus frecuencias de ocurrencia en los epitopes segmentarios conocidos. Se
desarrollé para predecir antigenos determinantes de las proteinas. La aplicacidon de este método
a un gran numero de proteinas ha demostrado que este método puede predecir determinantes

antigénicos con aproximadamente el 75% de precisién [130].

e BepiPred

Servidor web para predecir epitopos de células B a partir de secuencias de antigenos.

BepiPred-2.0 se basa en un algoritmo forestal aleatorio entrenado (random forest algorithm
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trained) en epitopos anotados, a partir de estructuras de proteinas antigeno-anticuerpo [132].

e Cbtope

Predice los epitopos conformacionales de células B en un antigeno a partir de su
secuencia de aminoacidos. Utilizando la composicién de aminodcidos como una caracteristicade
entrada para la maquina de vectores de soporte (SVM), desarrollaron un modelo con una

precision de prediccion de mas del 85% [133].

e SVMTriP

Método para predecir epitopos antigénicos lineales, La maquina de vectores de soporte
se ha utilizado combinando la similitud de Tripéptido y puntuaciones de propension (SVMTriP).
Alcanza una sensibilidad del 80.1% y una precision del 55.2% con una validacidn cruzada de cinco

veces [134].

Se seleccionaron las proteinas candidatas con una alta antigenicidad para su expresidn

como proteinas recombinantes. La proteina 3_pJET1.2blunt y la proteina 5_pJET1.2blunt

6.5.1 Subclonacion

Se llevé a cabo la transformacién mediante electroporacion de 3_pJET1.2blunt y 5
pJET1.2blunt a células competentes de E. coli, donde alicuotas de 1ul de mezcla de ligacion
fueron mezcladas con 50ul de células electrocompetentes. El electroporador GenePulser fue
ajustado al voltaje 1.8 kV y se utilizaron cubetas de electroporacion (Gene Pulser®/MicroPulser™
Electroporation Cuvettes BioRad 0.1 cm gap). Se observaron constantes de tiempo de entre 4.6
a 4.8 msec. Después del pulso se dejé reposar las células en 1ml de medio SOC a 37°C con
agitacion constante (250 rpm) durante 1 hora. Finalmente, se plaquearon 200ul en placas de LB-

ampicilina (100 pg / ml), y se incubaron a 37 ° C durante la noche.

e pUC57 (GenScript)

El plasmido de clonacion pUC57, tiene 2710 pb de longitud, con un marcador de

resistencia a la ampicilina; es un derivado del vector pUC19. El MCS de pUC57 contiene 6 sitios
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de restriccion con protuberantes extremos 3', que son resistentes a la exonucleasa lll de E. coli.
Este vector estd disefiado para la clonacidn y la generacidn de deleciones de Exolll. La replicacién
del ADN inicia en la posicién 890 (+/- 1) y continta en la direccién indicada. Los nucledtidos del

gen bla 2510-2442 (cadena complementaria) codifican un Unico péptido (Figura 9).

Eco01091 2700

Aatll 2646
Sspl 2528

Pfol 47

Ndel 185
BstAPI 186

Ehel 236

Pdm| 2323
Bcgl 2263

Scal 2204

pUC67-Simple
(2710 bp)

Gsul 1794

Eco311 1785

Eam11051 1724
BseYl 1135
Cail 1247

Figura 9. Mapa del Vector pUC57, genescript (imagen tomada del inserto).
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e pJET 1.2 blunt (CloneJET PCR Cloning Kit, Thermo Scientific)

Vector de clonacidn de seleccidn positiva que contiene un gen enzimas de restriccion letal
gue se inactiva al insertarse el ADN en el sitio de clonacién. Como resultado, sélo las células
bacterianas con pldsmidos recombinantes pueden formar colonias. Las moléculas del vector
pJET1.2/blunt que no disponen de insertos expresan una enzima de restriccion letal, que mata la
célula de E. coli huésped después de la transformacién. El sitio de clonacién multiple del vector
de clonacién pJET1.2/blunt contiene dos secuencias de reconocimiento Bglll que flanquean el
sitio de insercién. Ademas, el vector contiene un promotor T7 para las transcripciones in vitro e

in vivo, asi como para la secuenciacién del inserto (Figura 10).

Fagl 103 Adel 120

Bpil 54 Buel 719
Pdml 2580 Alol 284
Bogl 2511
Csp6l, Asal 2474
Tatl, Scal 2473
Pwul 2362 Hindlll &4
BiwCl, Bpuldl 717
Nshl 2215 Mwval26% 722
MNme&ll 118 Esp3l 739
Ball 2109
Ciri0l 2075 Mzsl 761
Gsul 2080
Ecaodll 2062
Bfil 2040 Munl Bo2
Eami105] 1000

smul 951
Caill 1513 Hsa¥l 1408

Figura 10. Mapa del Vector pJet1.2/blunt, Thermo Scientific CloneJet (imagen tomada del inserto).

e E. coli XL1-Blue MRF (Genotipo A (mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAlsupE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac [F'proAB laclg Z A M15Tn10 (tetr)): La cepa XL1-Blue permite el
cribado de color azul-blanco para plasmidos recombinantes mediante el gen laclgZAM15 en
el episoma F' permitiendo la seleccién de clones recombinantes mediante la deteccidon de la
actividad de la B-galactosidasa, es una cepa de alta eficiencia hospedadora excelente para

aplicaciones de clonacién de rutina que usan vectores plasmidicos o lambda. Son resistentes
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a tetraciclina. Ademas, de ser deficientes en endonucleasa (endA), lo que mejora en gran
medida la calidad del ADN del miniprep. Son deficientes en recombinacion (recA), mejorando
la estabilidad de la insercidon. La mutacion hsdR evita la escisién del ADN clonado por el

sistema de endonucleasa EcoK.

e ROSETTA Il (Genotipo F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamR)): Rosetta™
2(DE3) Competent Cells: Son derivados de BL21 disefiados para potenciar la expresién de
proteinas eucariotas que contienen codones raramente utilizados en E. coli. Estas cepas
suministran ARNt para 7 codones raras (AGA, AGG, AUA, CUA, GGA, CCC y CGG) en un
pldsmido compatible resistente al cloranfenicol. Los genes tRNA son impulsados por sus
promotores nativos. Las cepas de expresion de T7 son liségenos del bacteriéfago DE3, como se
indica mediante(DE3). Estos hospedadores portan una copia cromosdmica del gen de la ARN
polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5. Tales cepas son adecuadas para la
produccién de proteina a partir de genes diana clonados en vectores de expresion de T7

apropiados, usando isopropil 1- tio-B-D-galactopirandsido (IPTG) como inductor.

e (41 (Genotipo F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)): La cepa C41 (DE3) se derivé de BL21
(DE3) [E. coli F ompT hsdS B (rB-m B-) gal dcm (DE3)]: Esta cepa tiene al menos una mutacién
no caracterizada que previene la muerte celular asociada con la expresién de muchas
proteinas recombinantes téxicas. Eficaz para la expresién de proteinas téxicas y de
membrana de todas las clases de organismos, incluidos virus, eubacterias, arqueas,
levaduras, plantas, insectos y mamiferos. Acarrea el lysogen Lambda DE3, que expresa la
ARN polimerasa T7 del promotor lacUV5 por induccién de isopropil 1-tio-B-D-
galactopirandsido (IPTG). Estas células pueden usarse para expresar cualquier gen clonado

en un plasmido que contenga el promotor T7.

6.5.2 Induccion de la expresion de proteinas mediante isopropil 1-tio-B-D-galactopiranosido

(IPTG)

Se realizé una curva de crecimiento para ambas proteinas. Con el fin de estandarizar los

tiempos de induccién y cosecha (Figura 11). Como se puede observar en ambas proteinas a las
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3h alcanzaron la fase exponencial y fue en ese momento donde se anadié el IPTG. Mientras que,

a las 6 horas el cultivo entraba en fase estacionaria y fue ahi donde realizamos la cosecha.

CURVA DE CRECIMIENTO

1.6
1.4

4

1 _ Cosecha
Induccion

0.8
0.6 %

0.4

D.O

0.2 PS5 P3

0 1 2 3 - 5 6 7

HORAS
Figura 11. Curva de crecimiento de las proteinas 3y 5a 37°C.

Se realizd la induccién de la produccién de la proteina 3_pJET1.2blunt bajo dos
condiciones de temperatura: a 37° C donde la proteina forma cuerpos de inclusién y a 16° C
donde la proteina se produce de forma soluble. Mientras que para la proteina 5_ pJET1.2blunt

se realizd la induccion a 37° C.

Las células se cultivaron en medio Luria Bertani (LB) (10 g/I de triptona, 5 g/I de extracto
de levadura, 10 g/I de cloruro sddico), bajo seleccién de ampicilina (100 pg / ml) a 37°C 0 16° C
con agitacién constante (200 rpm) durante 3 h tras llegar a la fase exponencial del cultivo (A600
nm de 0,4 -0.6.) Después, se indujo la expresion de proteinas recombinantes con isopropil 1-tio-
B-D-galactopiranésido (IPTG) a diferentes concentraciones (0.1 mM para la proteina 3y 1 mM
para la proteina 5) durante 3h a 37°C 0 16° C con agitacion constante (200 rpm) hasta llegar a la

fase estacionaria del cultivo.
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La cosecha del cultivo se realiz6 a través de centrifugacion por 15 min a 4500 rpm,
posteriormente se desechd el sobrenadante y se procedio a lavar la pastilla celular con 1 ml de
buffer fosfato salino (PBS) (cloruro de sodio 81%, fosfato dibasico de sodio 14%, fosfato
monobdsico de potasio 3.0% y cloruro de potasio 2%, pH 7.2), se repitio la centrifugacion y se

conservoé la pastilla a -70°C.

6.5.3 Sonicacion

Con el fin de solubilizar las proteinas 3 y 5 recombinantes de los cuerpos de inclusion que
forman cuando se realiza la induccion a 372C estas fueron sonicadas a través del siguiente

protocolo.

La biomasa de ambas proteinas que se cosechd por separado con la intencion de
conservar los cuerpos de inclusion que se formaron en nuestros cultivos. Se realizé la
resuspension de la biomasa de cada una de las proteinas en una proporcién 1:3 con PBS (cloruro
de sodio 81%, fosfato dibasico de sodio 14%, fosfato monobasico de potasio 3.0% y cloruro de
potasio 2%, pH 7.2, Inhibidor de proteasas 0.1mM) y se mantuvo en hielo. Luego, la suspensién
celular se sonicd por 12 min (Imin ON, 1min OFF) a 50% de potencia sobre hielo. Después, los
restos celulares se eliminaron mediante ultracentrifugacion a 4 ° C durante 10 min a 14 000 rpm.
Finalmente, la biomasa fue lavada 3 veces con 1ml de PBS-2% Tritébn 100X, mediante
ultracentrifugacion a 4 ° C durante 10 min a 14 000 rpm siempre desechando el sobrenadante la

biomasa fue conservada a -802C.

6.5.4 Purificacion de proteinas recombinantes.

La purificacion de las proteinas 3 y 5 recombinantes obtenidas en cuerpos de inclusiéon
(induccidn a 37°C) se realizdé usando Ni-NTA Agarose (nickel-charged affinity resin (cat. 90101,
Invitrogen, EE. UU.) de acuerdo con la guia del fabricante. En esta etapa, la biomasa obtenida fue
resuspendida con buffer de unién (NaCl 100 mM, Tris HCl 100 mM, Urea 8M, Imidazol 20 mM)
en una proporcion de 1:3, y se incubd durante 16 h en agitacién constante a 4°C. Posteriormente,

la biomasa solubilizada fue centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C, al finalizar se desechd
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el pellet celular y el sobrenadante fue conservado a 4°C. Mientras, la columna de afinidad Ni-NTA
Agarose fue empacada con 2 ml de matriz, la cual fue lavada con 5 ml de agua milliQ filtrada. Asi
mismo, se dejaron eluir 10 ml mas de agua milliQ filtrada a 4°C por la columna, y se afiadieron 5
ml de buffer de unién. Enseguida, se adicionaron 3 ml del sobrenadante donde esta solubilizada
la proteina de interés y se incubd por 45 minutos a 4°C en agitacién constante dejando eluir el
sobrenadante. Después, se agregaron 9 ml de buffer de unién (NaCl 200 mM, Tris HCI 100 mM,
Urea 8M, Imidazol 20 mM) también dejando eluir el sobrenadante. Finalmente, se afiadieron 3
ml de buffer de elucién (NaCl 100mM, Tris HCl 100 mM, Urea 8 mM, Imidazol 300mM), y se dejo
eluir el sobrenadante. En esta fraccion se encontraba la proteina de interés ya soluble.

Con el fin de favorecer el plegamiento de las proteinas de forma paulatina, se eliminé de
forma periddica el imidazol y la urea de nuestra proteina soluble. Para lo cual, dentro de una
membrana de dialisis de celulosa (Spectra/Por Regenerated Cellulose Dialysis Membranes 3.5
kDa cat. EF6026) se afiadié la proteina soluble y se dejé durante 24 h en agitacion constante
contra buffer de didlisis (4 mM Urea, Tris HCl 100 mM, NaCl 100 mM) a 4°C. La renovacién del
buffer de dialisis se realizé cada 24h por un lapso de 5 dias. Donde, se redujo la cantidad de urea

a la mitad, hasta que en el dia 5 se eliminé por completo.

La pureza de la proteina purificada se evalué mediante electroforesis en el gel de
poliacrilamida al 12% vy la subsiguiente tincidn con azul de Coomassie. La concentracion de la
proteina purificada se midid por Micro BCA Protein Assay Kit (Cat. 10249133, Thermo Scientific™,
EE. UU.).

6.5.5 Gel SDS-PAGE

Para la confirmacién de la expresidon y pureza de nuestras proteinas, las proteinas de
interés fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 12% y se analiz6 mediante SDS-PAGE y
transferencia Western. La electroforesis se realizé en los geles 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Protein Gels(cat. 4561096, Biorad, EE. UU,). Las muestras fueron cuantificadas mediante
el uso de Micro BCAProtein Assay Kit (Cat. 10249133, Thermo Scientific™, EE. UU.) y 2-D Quant
Kit (Cat. 80-6483-56,GE Healthcare Life Sciences, EE. UU.) siguiendo el protocolo del proveedor.
Una vez obtenida la concentracion de proteina se afiadieron 150 ug de proteina a cada carril,

fueron desnaturalizadas diluyéndose 1:1 (v:v) con buffer de muestra (Tris 120 mM pH 6.3,
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glicerol 10 %, SDS 4 %, azul debromofenol 0.1 % y B-mercaptoetanol 6%). La electroforesis se
corrié a 60V, hasta que el gel separador hubo sido resuelto, entonces se elevo el voltaje a 120
V hasta el fin del gel. Posteriormente, el gel se tifié durante una hora con azul de Coomassie
(Cat. 161-0786, BioRad, EE. UU.) y se destifid con solucion destefiidora (50% agua milliQ, 40%

metanol, 10% acido acético).

6.5.6 Western Blots de antigenos de secrecion de Taenia solium

Las proteinas se transfirieron a una membrana de Fluoruro de Polivinilideno con un
tamafio de poro de 0.2 um (Immun-Blot PVDF, BioRad) mediante transferencia semiseca
utilizando el equipo Trans-Blot Turbo system (BioRad). La membrana se activd con metanol
durante 15 seg y enseguida se enjuago con agua milliQ durante 2 min, y se dejé en incubacién
por 5 min con TBS 1X (100mM Cloruro de sodio, 50nM Tris, pH 7.2 at +25°C). Posteriormente se
colocé en el Trans-Blot evitando la formacién de burbujas, se dejo transfiriendo a temperatura
ambiente durante 1h a 23V. Posteriormente, la membrana se bloqued con TBS 1X-BSA 5%
durante 1h en agitaciéon constante a temperatura ambiente. A continuacion, se incubd con el
anticuerpo primario en diluciéon 1/1000- TBST 0.05% (pool sueros de pacientes cisticercosos para
los Western Blot positivos y pool de sueros de sujetos sanos como control negativo) durante 2 h
con agitacidon constante. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a
Peroxidasa HRP-Goat Anti-Human IgG (H+L) Conjugate (ZyMax Grade) (Invitrogen) en dilucién
1/50000-TBST 0.05% durante 2 h con agitacidén constante. Finalmente, se reveld con el kit de
guimioluminiscencia SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Cat. 34580, Thermo

Scientific™, EE. UU.).

6.5.7 Dot-BLOTS de antigenos de secrecion de Taenia solium.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro
0.45 um (BioRad) a temperatura ambiente y se utilizdo el equipo DotBlot SF Microfiltration

Apparatus (BioRad). La membrana se humedecié durante 10 min en 20 ml de TBS 1X (100mM
Cloruro de sodio, 50nM Tris, pH 7.2 at +25°C) y se deslizo lentamente para colocarlo de tal
manera que cubra todos los pozos, evitando la formacién de burbujas de aire atrapadas entre la

membrana. Finalmente se ensamblo el equipo. Para cada muestra se colocé un volumen 100 pl
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y se permitio el drenado de todos los pozos por gravedad durante 1h. Después, se afiadieron 100
ul TBS 1X a cada pozo. Posteriormente, se bloqued la membrana con PBS 1X (0,137 M de Nadl,
0,0027 M de KCl y 0,0119 M de fosfatos)-leche descremada al 2% en agitacién lenta durante toda
la noche a 4°C. Como anticuerpo primario se utilizé el anticuerpo Goat Anti-mouse IgG
(H+L) Poly-HRP dilucién 1:5000 (Cat. 32230, Thermo Scientific) en PBS Tween 0.1% y se incubo
en agitacién lenta durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, se llevd a cabo el revelado
por Quimioluminiscencia acuerdo a las instrucciones del kit Super Signal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Cat. 34096 Thermo Scientific) por autorradiografia con peliculas de la marca

Kodak, a diferentes tiempos de exposicién y revelado.

Las proteinas P1, P2, y P4 se enviaron a sintetizar mediante la técnica de sintesis de
péptidos en fase sdlida, esta consiste en ensamblar en un soporte sélido insoluble el residuo C-
terminal del péptido a sintetizar, con lo cual la cadena de aminodcidos iria creciendo anclada al
soporte sélido mediante una estrategia de elongacién gradual. Finalmente, el producto deseado
es desprendido del soporte, y su purificacidon y caracterizacion se llevan a cabo en solucion
(APeptide™). El Unico procesamiento que llevamos a cabo en nuestro laboratorio fue la
resuspension de las proteinas, estas se resuspendieron en DMSO. Suficiente para llegar a una

concentracion de 1g/ml (Figura 12).
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Figura 12. SDS PAGE de las proteinas sintéticas resuspendidas en DMSO a una concentracion de 1g/ml.

6.7 Poblacion de estudio y muestras de liquido cefalorraquideo.

En este ensayo se probaron las proteinas recombinantes y sintéticas con un total de 283
muestras de LCR de adultos admitidos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez” de la Ciudad de México, México. Todas las muestras de LCR fueron
conservadas a -80°C y fueron colectadas durante el periodo de enero 2016 a octubre 2018. Las
cuales, se organizaron en 4 paneles. Panel 1 panel reactivo para neurocisticercosis (NC), paneles
2, 3, 4 paneles no reactivos para NC provenientes de otras patologias neuroinflamatorias.

e Panel 1: Contiene 111 LCR’s positivos para NC, de las cuales 84 son NC activa y 27 NC
inactiva.

Panel 2: Contiene 13 LCR’s positivos para Meningitis.

Panel 3: Contiene 29 LCR’s positivos para Encefalitis.

Panel 4: Contiene 130 LCR’s positivos para otras patologias (Tuberculosis, Neuroinfeccion,
Epilepsia, Cancer, Tumor no canceroso, Cefalea, Criptococosis, Encefalopatia hepatica,
Enfermedad vascular, Herpes, Hipertensién intracraneal, Neumonia, Neuritis, Neuropatia,

Patologia postraumatica, Patologia psiquidtrica, VIH).
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Las placas de 96 pozos fueron sensibilizadas toda la noche a temperatura ambiente con
una soluciéon amortiguadora de carbonatos (0.29 g de NaHCOsy 0.59 g de Na,COs en 100 ml, pH
9.6) y con 0.1 ug/pozo de los antigenos P1S, 2s y P4S. Mientras que, para los antigenos P3RS, P3RI
y P5RI se utilizd 0.1 pl. Posteriormente, se lavaron los pozos 3 veces con 200ul de 0.3% de Tween
20 en PBS1x (PBS-Tween) por pozo y se bloquearon con albimina sérica bovina (BSA) al 1% en
PBS-Tween por 1 h a temperatura ambiente. Después de lavarse nuevamente con 300ul de PBS-
Tween por pozo en 4 ocasiones, se incubaron con LCR’s del banco arriba descrito (100 pl/pozo),
en dilucién 1/10 con PBS-Tween con BSA por 2h a temperatura ambiente. Posteriormente, se
lavaron nuevamente con 300ul de PBS-Tween por pozo en 5 ocasiones y se incubaron 2h a
temperatura ambiente con anticuerpo de cabra anti-IlgG de humano unido covalentemente a
peroxidasa (HRP Anti human IgG Goat, Invitrogen Zymed Laboratories), diluido 1/150 000 en PBS-
Tween y BSA en un volumen final de 100 pl por pozo. Las placas fueron nuevamente lavadas con
PBS-Tween 4 veces con 300 pl por pozo. Finalmente, a cada pozo se le agregd 100 pl del sustrato
TMBy se dejé incubar en oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccién de
revelado se detuvo adicionando 50 pl/pozo de HCI 1N por pozo y se evalud la absorcién de luz a

450 nm en el espectrofotémetro.

6.8.1 Referencia de Diagnostico serologico

Debido a que no existe un estandar de oro de referencia ampliamente aceptado para el
diagnéstico de la Neurocisticercosis, decidimos utilizar como prueba de referencia la prueba
diagndstica de rutina del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco

Suarez”, el anticuerpo HP10. con el cual, se probaron las 283 muestras del banco de LCR.

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa informatico GraphPad Prism versién 8.2.1
(GraphPad Software, EE. UU.). Donde, los datos de las densidades épticas obtenidas de los
ensayos de ELISA indirecto a través de graficas de dispersidn, el punto de corte fue obtenido del
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promedio de los controles negativos mds tres desviaciones estandar. Las muestras se

consideraron positivas cuando el valor de absorbancia sobrepasaba el punto de corte (PC).

Posteriormente, fueron analizados con curvas ROC (receiver operating characteristic).
Mediante las cuales, se determiné la sensibilidad (Se), Especificidad (Es), el drea bajo la curva
(AUC) y el intervalo de confianza a 95% (95% Cl) para cada uno de los antigenos recombinantes

(antigenos P3RS, P3RIy P5RI) y sintéticos (P1S, P2S y P4S).

6.9.1 Curvas ROC

Las pruebas diagndsticas son parte de la metodologia clinica que nos permite conocer la
patologia o naturaleza de la enfermedad que aflige al paciente (vera et al 2005). Las curvas ROC
(receiver operating characteristic) son sumamente utiles en medicina, siendo ampliamente
utilizadas en la evaluacién de pruebas diagndsticas (Sachs et al 2019). Las pruebas o curvas ROC
fueron disefladas para mostrar simultdaneamente las caracteristicas operativas en todos los

valores posibles de una prueba de diagndstico continua (Sachs et al 2019).

En las pruebas diagndsticas la curva ROC muestra la sensibilidad y especificidad de los
resultados de laboratorio que se ingresaron, e indican el punto de reaccién 6ptimo (corte),

sensibilidad (Se), especificidad (Es), area bajo la curva (area bajo la curva; AUC) (Figura 13).

El resultado de la prueba se obtiene entre un grupo de pacientes en comparacién con un
grupo de controles, GraphPad Prism calcula la sensibilidad y la especificidad utilizando cada valor
de la tabla de datos como valor de corte. La tabla etiquetada como curva "ROC" se utiliza para
crear el grafico de 1-Especificidad vs Sensibilidad. La tabla denominada "Sensibilidad vy
especificidad" tabula esos valores junto con su intervalo de confianza del 95% para cada posible
corte entre normal y anormal. Y la calcula como Sensibilidad/[1-Especificidad], y [1-
Sensibilidad]/Especificidad, respectivamente), y el indice de Youden, que es una medida del
poder discriminativo general de un procedimiento de diagndstico (calculado como
[Sensibilidad+Especificidad—1]) (Berrar et al 2011). Donde, se presentd una confianza del 95%

para los cdlculos de Se, Es y AUC y se considerd como diferencias estadisticamente significativas
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cuando la P <0,05 (Martinez et al 2003) (Figura 13).

Sensibilidad (%)

100 —

80 —

60

40

20 -

ROC curve

La prueba es util X
AUC>0.5 <

.7 laprueba esinutil
+f AUC<0.5

,Diagonal de referenciaolinea
4 - ) ol
./ de no-Discriminacion

7 AuUC=0.5

[ T T T 4
20 40 60 80 100

100- Especificidad (%)

Figura 13. Algunas caracteristicas de andlisis de una curva ROC (Figura creada por el autor, representativa de lo

descrito por [135]

Con respecto al area bajo la curva (AUC), esta representa la probabilidad de que un sujeto

enfermo elegido al azar sea calificado (correctamente) o clasificado con mayor sospecha que un

sujeto no enfermo elegido al azar. Por lo tanto, los valores cercanos a 1 (cero falsos positivos y

cero falsos negativos) indican una prueba mds certera y eficaz, mientras que los valores cercanos

a 0.5 indican una prueba sin informacién de diagndstico [135]. Para la comparacién de AUC

entre los antigenos recombinantes (P3RS, P3RI y P5RI) y sintéticos (P1S, P2S y P4S) se utilizé el

programa informatico GraphPad Prism versién 8.2.1 (GraphPad Software, EE.UU.) considerando

P <0.05 [136].
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7. RESULTADOS

Nuestro estudio se centrd en el andlisis las proteinas de excrecion/secrecion (ESP) de los
cisticercos de Taenia solium provenientes de 5 cerdos hembra infectadas naturalmente
provenientes del foco endémico del estado de Guerrero, México. El pool de cisticercos de cada
cerdo fue cultivado individualmente, por lo que cada cultivo se identific6 con numeros

consecutivos del 1 al 5 (Figura 14).

En la figura 14A se observa el gel dimensional de cada cultivo y se observa que cada uno
presenta diferente numero de spots: 130 en el cultivo 1, 153 en el cultivo 2, 148 en el cultivo 3,
147 en el cultivo 4 y 105 en el cultivo 5. Sin embargo, como podemos observar se conserva el

mismo patrén de distribucién de spots entre geles, en la regién de bajo peso molecular (<20 kDa).

Como se muestra en la Figura 1A, observamos la huella digital protedmica de cada cultivo

de cisticercos, el nUmero de manchas varia de (105 para el cultivo 5 a 153 al cultivo 2).

Posteriormente se analizé cada gel con el programa con el software ImageMaster, el cual
nos permitié conocer el punto isoeléctrico (Pl) y peso molecular (MW) predicho de cada uno de

los spots presentes.
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Con el fin de determinar los spots conservados y diferenciales entre cultivos, nosotros
consideramos como un spot conservado cuando identificamos el mismo spot (igual Pl y MW) en
por lo menos 2 cultivos de cisticerco (geles 2D PAGE) (Figura 14B). Mientras, que cuando el spot
no coincide entre spots de otros cultivos (geles 2D PAGE) lo consideramos un spot diferencial
(Figura 14C). Interesantemente, por lo menos un tercio de los spots se conservan entre los
diferentes cultivos de cisticercos (geles 2D PAGE).

Paralelamente, decidimos identificar regiones antigénicas especificas para T. solium a
través de ensayos de Western Blot en 2D-PAGE. Para esto se usaron sueros de pacientes con
neurocisticercosis. Los resultados de la figura 15 muestran que hay 2 regiones que podrian
considerarse antigénicas: 1) Una regidon con la mayor densidad de spots antigénicos que esta por
debajo de los 20 kDa, sin distincién del punto isoeléctrico y 2) Otra regién entre 5 y 8 de punto

isoeléctrico sin distincidén del peso molecular

Una vez identificadas las regiones altamente antigénicas, era de nuestro interés llevar a
cabo la secuenciacién de los spots presentes en esas regiones a través de espectrometria de
masas en tandem (ESI-MS/MS). Para lo cual, los geles 2D PAGE se enviaron a la unidad de
protedmica del INMEGEN. Lamentablemente, a pesar de que la espectrometria de masas es una
estrategia muy madura y ampliamente distribuida, en el caso particular de nuestros spots de
interés nos fue imposible obtener su secuencia de aminoacidos. Esto debido a las caracteristicas
fisicoquimicas propias de los spots presentes en nuestros los geles 2D PAGE. Entre las cuales
podemos anotar la concentracion relativa de cada uno de los spots, la cual era muy baja debido
a su origen como proteinas de excrecidén/secrecién (ESP). La cual, no pudimos subsanar aun

llevando a cabo el enriquecimiento de los spots.

Afortunadamente, algunos de los spots identificados en los geles bidimensionales si
pudieron ser caracterizados a través de espectrometria de masas en tandem (ESI-MS/MS),
debido a que su concentracion relativa era mayor. La secuencia proteica se obtuvo con la ayuda

de las bases de datos publicas (BLAST) y en las del genoma de Taenia solium.
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£10

2D PAGE 2DWB+ 2D WB-

Figura 15. Identificacion de regiones antigénicas a través de ensayos de Western Blot A) 2D PAGE,
B) Western Blot con panel de sueros reactivos para NC (WB+), C) Western Blot con panel de sueros no reactivos
para NC (WB-), cultivo 1 (C1), cultivo 2 (C2), cultivo.
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Los spots que identificamos correspondian a las proteinas 8 kDa Diagnostic antigen TsRS2
variant 1, Immunogenic protein Ts21, Secreted antigen Ts8B2, Enolase, Antigen cC1 y Trypsin-
like protein. Todas ellas previamente utilizadas en ensayos diagndsticos contra la NC. Esto nos
alentd a seguir en la busqueda, ya que nos indicaba que estabamos identificando spots de interés
en las regiones correctas. Por lo cual, diseflamos una nueva estrategia
protedmico/bioinformatica que nos permitiria analizar las regiones antigénicas de interés desde

otro enfoque.

Partiendo de la premisa que todas las proteinas presentes en los geles 2D PAGE son
proteinas de secrecién (ESP) y que tedricamente todas estas deberian estar contenidas en el
secretoma; realizamos un gel tedérico bidimensional haciendo uso de las secuencias proteicas de
la base de datos del secretoma Unico de Taenia solium (Datos previos publicados en Gomez et al
2015). Asi, construimos un gel tedrico bidimensional, donde los spots se distribuyen dependiendo

del Ply MW (Figura 16).

Es de vital importancia anotar que el consorcio del genoma de Taenia solium nos permitidhacer
uso de sus datos antes de que lo publicaran. Lamentablemente en ese momento no tuvimos
acceso a los datos de Pl y MW de las secuencias proteicas del genoma de Taenia solium.Por lo
cual, para la prediccion de Pl y MW de las proteinas del secretoma Unico de Taenia solium
utilizamos el algoritmo Compute pl/Mw tool de Expasy tools, e | cual realiza la prediccion del
punto isoeléctrico y el peso molecular a partir de la secuencia de aminoacidos. Posteriormente

estos datos fueron corroborados con el genoma de Taenia solium una vez que este fue publicado.
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Figura 16. Gel tedrico bidimensional del secretoma unico de Taenia solium.

Por otra parte, se realizd otro gel tedrico bidimensional con los datos de Pl y MW de los
spots presentes en los Western blots 2D-PAGE analizados con el software ImageMaster ™ 2D

Platinum v7.0 (Figura 17).
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Figura 17. Gel tedrico bidimensional de regiones antigénicas en Western blots 2D-PAGE de sobrenadantes de cultivos
de cisticercos de Taenia solium.

Este gel tedrico nos permitid la identificacion de regiones antigénicas compartidas entre
cultivos de cisticercos provenientes de 5 cerdos infectados naturalmente. Donde, podemos
observar que las regiones A5 y C5 (en verde) son las regiones con mayor densidad de spots

antigénicos.

Con el fin de establecer una caracterizacion indirecta de las posibles proteinas antigénicas
de interés realizamos el empalme entre el gel tedrico bidimensional del secretoma unico de
Taenia solium con el gel tedrico bidimensional de regiones antigénicas en Western blots 2D-PAGE
de sobrenadantes de cultivos de cisticercos de Taenia solium, tal como se observa en la Figura

18.
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Figura 18. Diagrama de flujo ilustrativo del disefio de empalme entre geles tedricos.

En la figura 19, se puede revisar a detalle el empalme entre geles tedricos. Como podemos
observar en las regiones por debajo de los 15 kDa de MW entre los Pl 3-4 y 5-6 (en verde)
tedricamente estan presentes las proteinas del secretoma Unico de Taenia solium mas
antigénicas, segun los ensayos de Western Blots 2D-PAGE en los cultivos de cisticercos de Taenia
solium. Lo cual convierte a estas regiones en zonas de interés para la busqueda de proteinas

candidatas para el desarrollo de un nuevo método diagndstico serolégico para la NC.
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Figura 19. Empalme gel tedrico bidimensional del secretoma tnico de Taenia solium con el gel tedrico bidimensional
de regiones antigénicas en Western blots 2D-PAGE.

Sin embargo, estos resultados presentan una gran cantidad de proteinas presentes en
ambas regiones. Con el fin de identificar y confirmar las proteinas verdaderamente antigénicas
realizamos el analisis de las secuencias del secretoma unico de Taenia solium con 4 algoritmos
que tienen la finalidad de predecir regiones antigénicas (Antigenic Propensity, Bepipred, Cbtope

y SVMTrip).
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Para lo cual, identificamos aquellas proteinas que presentaban un mayor nimero de
regiones antigénicas, asi como el mayor niumero de coincidencias entre algoritmos de regiones
altamente antigénicas. Teniendo como premisa el hecho de que si diferentes algoritmos (cada
uno con un método diferente de prediccidon) coinciden en la prediccion de cierta region
antigénica esto podria indicar una fuerte posibilidad de que esa regién antigénica realmente

existe (Figura 20).

>g250-NA- MDEQAEWWHLPPSQVVSNSSASLSLLLPASQLSSTQEAAEVESDVERDREGEGVEDAAYFLLLLLLPHSSGSNNWEGVAAIYFLHATVAIAVLDPNLTDRSSDPPTNPPNKDFTT
Anigenic Propani MDEQAE WWHLPPSQUVSNSSASLSLLLPASQLSSTQEAAE VESDVERDRE GE GVEDAAYFLLLLLLPHSSGSNNWEGVAANFLHATVAIVLDPNLTDRSSDPPTNPPNKDFTT ™

Bepipred MDEQAEWWHLPPSQVVSNSSASLSLLLPASQLSSTQEAAEVESDVERDREGEGVEDAAYFLLLLLLPHSSGSNNWEGVAAIYFLHATVAIAVLDPNLTDRSSDPPTNPPNKDFTT
Cblope MDEQAEWWHLPPSQVVSNSSASLSLLLPASQLSSTQEAAEVESDVERDREGE GVEDAAYFLLLLLLPHSSGSNNWEGVAAIYFLHATVAIAVLDPNLTDRSSDPPTNPPNKDFTT
SVMTrip MDEQAEWWHLPPSQVVSNSSASLSLLLPASQLSSTQEAAEVESDVERDREGEGYEDAAYFLLLLLLPHSSGSNNWEGVAAIYFLHATVAIAVLDPNLTDRSSDPPTNPPNKDFTT

Figura 20. Andlisis Proteinas candidato con los algoritmos Antigenic Propensity, Bepipred, Cbtope y SVMTrip.

Por otra parte, una vez que se publicé el genoma de Taenia solium tuvimos la oportunidad
de ratificar los Pl y PM de nuestra base de datos, y encontramos que si bien la prediccién de los
Pl y PM no habia sido exacta si era muy cercana. Confirmandose que la metodologia que
habiamos seguido era realmente util cuando no se cuenta con la posibilidad de obtener la
secuencia de los spots antigénicos mediante espectrometria de masas y especialmente cuando

se cuenta con datos genémicos.

Dado lo anterior, nos planteamos el disefio de un nuevo método de analisis que nos
permitiria predecir la secuencia de la mayoria de los spots antigénicos presentes en geles
bidimensionales (2D PAGE) y en ensayos de Western Blot. Al cual nombramos Secuenciaciéon
tedrica para proteinas de baja expresién (TS-LEP por sus siglas en inglés). Este método ya fue

publicado por nuestro equipo de trabajo en la revista PLOS Neglected Diseases [137].

El método de secuenciacidn tedrica “TS-LEP” es un analisis bioinformatico basado en
datos de protedmica, que permite la identificacién y caracterizacion de las proteinas a gran
escala, independientemente de su expresion relativa e incluso cuando las condiciones para la

secuenciacion no son viables. Basandonos en el uso del punto isoeléctricoy el peso molecular de
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cada proteina. Ya que es conocido que cada proteina cuenta con Pl y MW especificos. Esta nueva

estrategia es viable siempre y cuando se cuente con el genoma.

TS-LEP nos permitié predecir la secuencia de los spots presentes en geles bidimensionales
de cultivos de sobrenadantes de cultivo de cisticercos de Taenia solium. Donde, comparamos el
IPy MW (obtenido con el software ImageMaster™) de todos los spots de los cultivos con respecto

a los datos de Pl y MW (provenientes del genoma) del secretoma de Taenia solium.

El andlisis se llevé a cabo en ambos sentidos. Es decir, cada spot proveniente de los 2D
PAGE fue comparado con todas y cada una de las proteinas del secretoma de Taenia solium. Asi
como, cada proteina fue comparada con cada spot de todos y cada uno de los 5 geles
bidimensionales. Esto con la finalidad de evitar sesgos debidos al parecido entre algunos datos

de Pl y MW de las proteinas y spots.

A través de esta estrategia identificamos la secuencia de 297 spots de los geles
bidimensionales, caracterizando el total de spots identificados por cada cultivo de cisticercos. Los

cuales se pueden ver a detalle por cultivos en anexos (tablas A1-5).

Con el fin de validar nuestro método de prediccién de secuencias (TS-LEP), retomamos los
6 spots que fueron secuenciados por espectrometria de masas en tandem (ESI-MS/MS), y se
analizaron con el método TS-LEP. Como se muestra en la tabla 3, satisfactoriamente encontramos

datos de IP y MW muy similares entre ambos métodos.

Lo cual nos confirma experimentalmente, que la metodologia del TS-LEP es totalmente
util y aplicable, abriendo un panorama de posibilidades para las proteinas de baja expresion.

Donde su uso, se ha visto totalmente limitado debido a sus caracteristicas inherentes.
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Tabla 3. Comparacion entre métodos (secuenciacion espectrometria de masas frente a prediccion de secuencia de TS-

LEP).
ID Pl MwW ID Cultivo de
(Secuenciacién ESI-MS/MS) (Punto (Peso (Secretoma) cisticercos
isoeléctrico) molecular) Taenia solium
gi|19879960 8 kDa diagnostic
antigen TsRS2 variant 1 9.5 9.3 8.7 9.0 TsM_001216700 C2,C4
[Taenia solium]
gi| 7339851 immunogenic
9.2 9.2 9.7 10.0 TsM_000537100 ca
protein Ts21 [Taenia solium]
gi| 23477224 secreted antigen
9.2 9 9.7 10.3 TsM_000286100 Cc2
Ts8B2 [Taenia solium]
gi| 261266611 enolase C1,C2,C3,C4,
6.8 6.9 46.7 46 TsM_000132800
[Taenia asiatical] Cc5
gi|311335041 trypsin-like
7.1 7 54.1 58.9 TsM_000236600 Cc2
protein [Taenia solium]
gi|4960053 antigen cC1
5.7 5.7 38.0 31.8 TsM_000563900 C4,C1
[Taenia solium]
gi|6288722 cysticercosis-
specific antigen [Taenia 8.9 8.8 9.7 10.9 TsM_001092400 C1
solium]

Una vez validado nuestro método, se prosiguié con el andlisis de las secuencias candidato

interesantes para su uso como antigenos en un ensayo serodiagndstico util para el diagndstico

de la neurocisticercosis.

Como resultado de las estrategias previamente descritas obtuvimos una serie de

candidatos, los cuales fueron caracterizados antigénicamente. En este apartado se describen las
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directrices que se siguieron para la caracterizacion e identificacion de tales candidatos.

e Analisis de regiones antigénicas: Se predijo el niUmero de regiones antigénicas y epitopos

B, a través de los algoritmos BcePred (Antigenic Propensity), Bepipred, Cbtope, SVMTrip.

Seleccionamos aquellas ESP con las regiones antigénicas donde coinciden el mayor

ndimero de algoritmos.

e Analisis de AAR: Se calculd el nUmero de AAR en todas las ESP utilizando como predictor

de regiones antigénicas los algoritmos BcePred (Antigenic Propensity), Bepipred, Cbtope,

SVMTrip.

e ESP con soporte de RNAseq: Se identificaron los candidatos de interés en la base de datos

de proteinas que cuentan con soporte de RNAseq del consorcio del genoma de Taenia

solium.

Estos andlisis nos permitieron identificar los pardmetros para la seleccién de proteinas

candidatas para ser producidas de forma recombinante. Los pardmetros fueron preponderados

por orden de importancia para nuestros fines.

1. Contar con soporte de RNA.

2. AAR menor a 21.

3. Mayor numero de regiones antigénicas.

Bajo los parametros anteriores se encontraron 5 proteinas como

disefio del nuevo método diagndstico para NC (Tabla 4).

Tabla 4. Proteinas de secrecion candidato.

candidatas para el

ID TAMARNO AAR NUMERO DE mRNA
(pb) REGIONES

1 288 24 4 Si

2 207 13.8 Si

3 288 23 4 No

4 171 19 3 Si

5 129 21 2 Si
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7.4 Clonacion y expresion de las proteinas de secrecion en un sistema

procarionte (E. coli).

Las cinco proteinas candidato se enviaron a sintetizar a GenScript. Como vector de origen para
las proteinas P1, P2, P3, P4 utilizaron pUC57, mientras que para la proteina P5 se utilizd pJET 1.2.
Las proteinas P3 y P5 fueron subclonadas en el vector de mantenimiento pJET 1.2 blunt en las

cepas de E. coli MC1061 y XL1-BLUE.

Las construcciones 3_pJET1.2blunt y 5 pJET1.2blunt se introdujeron en 8 cepas
electrocompetentes de E. coli por transformacion mediante electroporacion (C41, C43, C43 PRIL,

ROSETTA Il, BL21 GOLD, ROSETTA I, MC1061 TYVE, C41 RARE) (Figura 21).

N
v‘\\\.\\:

AN
» \

pJET_BL21gold

Figura 21. Placas de medio LB correspondientes a las transformaciohés de
3 pJET1.2blunty 5_ pJET1.2blunt a células electrocompetentes.

Posteriormente, fueron cultivadas en medio LB con antibidtico (el necesario para cada

construccion). Consecutivamente, se indujo la expresion de proteinas recombinantes con
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isopropil 1-tio-B-D-galactopirandsido (IPTG) a 37 y/o 16°C. Debido a que el vector pJET 1.2 blunt

permite la expresion de proteinas recombinantes haciendo uso de su promotor T7.

Con el fin de corroborar la expresion de las proteinas de interés se realizaron geles SDS-
PAGE, aqui solo se presentan los geles SDS-PAGE donde se observa la expresidon de las proteinas

de interés.

En la Figura 22 se muestra el gel de la proteina 3 recombinante (P3r), se puede observar
una banda en aproximadamente 10.5kDa, esto nos indica que la proteina P3r se expresé en la
cepa Rosetta 2, tanto a 37°C (cuerpos de inclusién) como a 16°C (soluble) y a diferentes

concentraciones de IPTG.

IPTG IPTG M [ : ! 1_0.1_8

M ROSETTA2-1 ROSETTA2-S ROSETTAI2-1 ROSETTA2-S KETC7 ” b =

250

+

20
15

10

2 . o C 16°C

4-20% acrilamida 4-12% acrilamida

Insoluble Soluble

Figura 22. Geles SDS-PAGE de la proteina 3_ pJET1.2blunt; M (marcador de peso molecular 250 — 2 kDa).

Mientras que, en la Figura 23 se muestra el gel a 37°C de la proteina 5 recombinante (P5r)
se puede observar una banda de aproximadamente 5 kDa, nos indica que la muestra
5pJET1.2blunt en la cepa rare se expreso la proteina de forma insoluble (cuerpos de inclusidn),

lamentablemente, a 16°C no se observd su expresion.
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- IPTG  IPTG }
c4lrare-| c4lrare-s cd4lrare-l c4lrare-s BL21gold_C M 5 iO_.5_~S 0.1_i 0.-1;-5 C i C_S

10—
10 p—
50—
o
2 - 37° C 16°C
4-20% acrilamida 4-12% acrilamida
Insoluble No se expreso

Figura 23. Geles SDS-PAGE de la proteina 5_ pJET1.2blunt; M (marcador de peso molecular 250 — 2 kDa), C41rare_i
(control sin IPTG, insoluble), C41rare_s (control sin IPTG, soluble), C41rare_i ([0.5mM IPTG] insoluble), C41rare_s ([0.5mM IPTG]
soluble).

Lamentablemente, para las proteinas P1, P2 y P4 no fue posible su expresién a través de

en un sistema procarionte, por lo tanto, se decidid enviar a sintetizar en APeptide™.

Las proteinas recombinantes (P3RS (soluble), P3RI (insoluble) y P5RI (insoluble)) y
sintéticas (P1S, P2S y P4S) se utilizaron para el disefio de un ensayo de ELISA para el diagndstico
de la neurocisticercosis humana (NC). La prueba diagndstica fue disefiada como un ELISA
indirecto (Figura 24), como estandar de referencia se utilizé el anticuerpo HP10 y como control
positivo antigeno vesicular de cisticerco AgV.

Se analizaron los 283 LCR’s (Panel 1 — 4) para detectar antigenos (estandar de referencia

HP10) y anticuerpos (ELISA indirecto para todos los antigenos (P1S, P2S P3RS, P3RI, P4Sy P5RI).

~ 68 ~



Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

Para todas las ELISAS que se evaluaron se utilizaron las placas Polystyrene ELISA plates
(immulon, flat bottom microtiter®, 96 wells Thermo Labsystems), se estandarizé la concentracion

de todos los antigenos, y se comprobd la eficiencia de los paneles positivos y negativos de LCR.

Se evaluaron los datos de densidad éptica (D.0.) de cada una de las muestras de LCR,
calculando como punto de corte el promedio mds 3 desviaciones estandar de los LCR negativos
para NC. En esta clasificacion obtuvimos falsos positivos para cada proteina evaluada, asi como

las reacciones cruzadas.

En la Figura 25 se muestran los graficos de la capacidad diagnostica de cada uno de los
antigenos (P1S, P2S, P3RS, P3RI, P4S y P5RI) contra las muestras de LCR de todos nuestros paneles
(Panel 1 reactivo para neurocisticercosis (NC activa e inactiva), Paneles 2, 3, 4 paneles no
reactivos para neurocisticercosis provenientes de otras patologias neuroinflamatorias), asi como
para el estandar (HP10) y el control positivo (AgV). Esto con la finalidad de evaluar la capacidad
para diferenciar entre una muestra positiva de una negativa de cada uno de nuestros antigenos
y compararlos con el estdndar. Los resultados muestran que los antigenos recombinantes (P3RS,
P3RI, y P5RI) presentan una mejor capacidad para identificar las muestras positivas que el resto
de los antigenos evaluados, incluyendo el estandar (HP10), sobresaliendo fuertemente el
antigeno P3RS, en donde podemos observar que solo una muestra no identifico como positiva

(98%).

Figura 24. Disefio de la prueba de ELISA indirecta para las proteinas 1, 2, 4 sinteticas y la 3 y 5 recombinantes.
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Como podemos observar en los graficos de dispersidon de la Figura 25 encontramos la
presencia de falsos positivos en todos los antigenos. Por consiguiente, realizamos el analisis de
las tasas de positividad entre nuestros antigenos evaluados. Para ello formamos 4 paneles de LCR
que incluyen:

e Panel 1: Contiene 111 LCR’s positivos para NC, de las cuales 84 son NC activa y 27 NC
inactiva.

e Panel 2: Contiene 13 LCR’s positivos para Meningitis.

e Panel 3: Contiene 29 LCR’s positivos para Encefalitis.

e Panel 4: Contiene 130 LCR’s positivos para otras patologias (Tuberculosis, Neuroinfeccidn,
Epilepsia, Cancer, Tumor no canceroso, Cefalea, Criptococosis, Encefalopatia hepatica,
Enfermedad vascular, Herpes, Hipertension intracraneal, Neumonia, Neuritis, Neuropatia,
Patologia postraumadtica, Patologia psiquiatrica, VIH). Los resultados se pueden observar en la

Figura 26.
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Figura 25. Grdfico de dispersion de los ensayos de Elisa Indirecto de cada uno de los antigenos sintéticos y
recombinantes (P1S, P2S, P3RS, P3RI, P4S y P5R! y del control positivo (AgV) y estdndar (HP10), eje Y; valor de D.O de

cada una de las muestras), con respecto de los de los paneles a evaluar (eje X; paneles 1-4).
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En el panel 1, referente a LCR proveniente de Neurocisticercosis activa (verdaderos
positivos (VP)) con la P1S se presentd un porcentaje de positividad del 41% (33/81), con la P2S
del 37% (30/81), la P3RS del 98% (44/45), la P3RI del 98% (78/80), la P4S del 59% (48/81), la P5RI
del 94% (74/79), el AgV del 88% (72/82), y el HP10 del 71% (60/84). Por otra parte, para los LCR
provenientes de Neurocisticercosis inactiva con la P1S presentaron un porcentaje de positividad
del 15% (4/27) la P2S del 7% (2/27), la P3RS del 90% (19/21), la P3RI del 67% (16/24), la P4S del
26% (7/27), 1a P5RI del 63% (16/24), el AgV del 85% (23/27), y el HP10 del 22% (6/27). En este set
de datos esperdbamos un porcentaje de positividad muy bajo. Debido a que, representa a un
grupo de sujetos que, si bien contrajeron NC, esta ya ha sido resuelta. Por lo cual, esperariamos

gue nuestros antigenos pudieran distinguirlos como negativos.

Asi pues, en los Paneles del 2 al 4 (no reactivos para NC y provenientes de otras patologias
neuroinflamatorias), esperariamos que los porcentajes de positividad sean cercanos a cero, ya
gue estos set de datos nos permiten evaluar los verdaderos negativos. Sin embargo, como
observamos en el Panel 2 LCR proveniente de Meningitis el porcentaje de positividad fue para la
P1S de 8% (1/13) la P2S del 8% (1/13), la P3RS del 80% (4/5), la P3RI del 67% (8/12), la P4S del
44% (4/9), la PS5RI del 67% (8/12), el AgV del 62% (8/13), y el HP10 del 15% (2/13).

En el Panel 3 de LCR proveniente de Encefalitis el porcentaje de positividad fue para la
P1S de 3% (1/29) la P2S del 10% (3/29), la P3RS del 70% (7/10), la P3RI del 23% (6/26), la P4S del
3% (1/29), la P5RI del 27% (7/26), el AgV del 48% (14/29), y el HP10 del 10% (3/29).

Igualmente, en el Panel 4 de LCR proveniente de otras patologias, el porcentaje de
positividad fue para la P1S de 3% (1/29) la P2S del 10% (3/29), la P3RS del 70% (7/10), la P3RI del
23% (6/26), la PAS del 3% (1/29), la P5RI del 27% (7/26), el AgV del 48% (14/29), y el HP10 del
10% (3/29).
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Figura 26. Grdfico de dispersion de los ensayos de Elisa Indirecto de cada uno de los paneles a evaluar (eje X; paneles
1-4) con respecto de los antigenos sintéticos y recombinantes (P1S, P2S P3RS, P3RI, P4Sy P5RI y del control positivo (AgV) Y Gold
estandar (HP10), eje Y; valor de D.O de cada una de las muestras).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, realizamos el andlisis de nuestras proteinas
como antigenos, el control positivo y el estdndar a través de curvas ROC, este andlisis nos
permitid evaluar la sensibilidad (Se), especificidad (Es), area bajo la curva (area bajo la curva;
AUC) e inferir el rendimiento de la prueba (indice de Youden). Para este analisis se realizaron dos
curvas ROC por cada uno de los antigenos, en la primera grafica (A) utilizamos como grupo de

pacientes el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3 y 4. Mientras que
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para la segunda curva (B) utilizamos como como grupo de pacientes solamente al set de datos

de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3 y 4.
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Figura 27. ELISA de la proteina sintética 1 (P1S) para la deteccion de anticuerpos IgG frente a muestras de LCR de
pacientes con NCy otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-
discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza al
95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3 y 4,
Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizé el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3y 4.
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Figura 28. ELISA de la proteina sintética 2 (P2S) para la deteccion de anticuerpos IgG frente a muestras de LCR de
pacientes con NCy otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-
discriminacion (Linea punteada en en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza
al 95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3 y
4, Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3y
4.

~75~



Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

Sensibilidad

>

-
o

-
o

0.6

0.4

&
(X

&
(=)

00 02 04 06 038

CURVA ROC P3S

2.0
157 .
- &
C). LA :q -
o 1.0 : l
I. .l :
0.5 o i
ot . .g.. .
: A H
o o H .32,
'y .Ei ";E
Punto de corted = === ===== e "------------:Sh03 --------
0.0 . . Carijg
NC ACTIVO P3RS NC P3RS CONTROLES NEGATIVOS

CURVA ROC P3RS

Area under the ROC curve

Asea

08342

Sid Emmor

0.03805

95% confidence nlenval

0.75596 to 0.9068

P vakie

<0.0001

Data

Controls (CONTROLES NEGATIVOS) | 52

Patents (NC P3RS)

1- Especificidad

1.0

Sensibilidad

CURVA ROC P3RS

1 .0 1 808000000000 00000000
oo
+
0.8
0.6
+
!
044 :
:.."' Ne‘::unoer the ROC curve —
E S!:aE mor 0.03515
0 .2 E Qfsv;:ltﬁdence ntenval U:(U).‘;-lo‘lu 09432
Data
| Controls (CONTROLES NEGATIVOS) | 52
Patients (NC ACTIVO P3RS) 44
0.0
00 02 04 06 08 1.0
1- Especificidad

Figura 29. ELISA de la proteina recombinante 3 soluble (P3RS (soluble)) para la deteccion de anticuerpos IgG frente a
muestras de LCR de pacientes con NC y otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o
linea de no-discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de
confianza al 95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los
paneles 2, 3y 4, Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los

paneles 2, 3y 4.
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Figura 30. ELISA de la proteina recombinante 3 insoluble (P3R! (insoluble)) para la deteccion de anticuerpos IgG frente
a muestras de LCR de pacientes con NC y otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o
linea de no- discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de
confianza al 95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los
paneles 2, 3y 4, Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los
paneles 2, 3y 4.
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Figura 31. ELISA de la proteina sintética 4 (P4S) para la deteccidn de anticuerpos IgG frente a muestras de LCR de
pacientes con NCy otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-
discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza al
95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3 y 4,
Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3 y 4.
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Figura 32. ELISA de la proteina sintética 5 (P5RI (insoluble)) para la deteccidn de anticuerpos IgG frente a muestras de
LCR de pacientes con NCy otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-
discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza al
95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizo el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3y 4,
Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizé el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3 y 4.
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Figura 33. ELISA del antigeno vesicular (AgV) para la deteccion de anticuerpos IgG frente a muestras de LCR de
pacientes con NCy otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-
discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza al
95% (95%Cl). En curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3y 4,
Mientras que para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3 y 4.
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Figura 34. ELISA del antigeno HP10 para la deteccion de anticuerpos IgG frente a muestras de LCR de pacientes con NC
y otras patologias neuroinflamatorias. Donde, observamos la diagonal de referencia o linea de no-discriminacion (Linea
punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), drea bajo la curva (drea; AUC) e intervalo de confianza al 95% (95%Cl). En
curva Roc A como pacientes se utilizé el panel 1 (NC activa e inactiva) y como grupo control los paneles 2, 3 y 4, Mientras que
para curva ROC B como pacientes se utilizo el set de datos de NC activa y como grupo control los paneles 2, 3 y 4.
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El drea bajo la curva (AUC) es conocido como el indice de la exactitud global de la prueba.
Por lo cual, el AUC de las curvas ROC de cada antigeno evaluado obtenidas comparadas entre
ellas. Esto, con el fin de identificar cudl de los antigenos presentaba una mayor capacidad

discriminativa en una prueba diagndstica (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de los pardmetros obtenidos del andlisis de las curvas ROC segtin cada uno de los antigenos de
forma individual, Area bajo la curva (AUC), Sensibilidad (Se), Especificidad (Es).

YOUDEN
PARAMETRO AUC 95% Cl P- VALUE CUT-POINT ES Y'gBI'JCEEN
X=1-ES = Y=SE
NC vs P1S 0.6944 = 0.6315-0.7573 <0.0001 0.36 0.69 | 0.61 0.30
NC activavs P1S | 0.7513 | 0.6896-0.8130 <0.0001 0.39 0.83 | 0.64 0.47
NC vs P2S 0.6736 = 0.6623-0.7941 <0.0001 0.39 0.69 | 0.61 0.30
NC activavs P2S | 0.7282 | 0.6088-0.7385 <0.0001 0.30 0.61 | 0.70 0.31
NC vs P3RS 0.8342 = 0.7596 - 0.9088 <0.0001 0.21 0.78 | 0.79 0.57
NC activavs P3RS | 0.8743 | 0.8054-0.9432 <0.0001 0.21 0.86 | 0.79 0.65
NC vs P3RI 0.657 0.5917 - 0.7223 <0.0001 0.41 0.71 | 0.59 0.30
NC activavs P3RI | 0.6816 & 0.6157-0.7476 <0.0001 0.41 0.75 | 0.60 0.35
NC vs P4S 0.6815 = 0.6165-0.7464 <0.0001 0.39 0.71 | 0.61 0.32
NC activavs P4S | 0.7243 | 0.6577-0.7909 <0.0001 0.34 0.72 | 0.66 0.38
NC vs P5RI 0.6013 0.5334-0.6691 0.005 0.47 0.76 | 0.53 0.30
NC activavs PSRI | 0.6296 | 0.5608 -0.6984 0.0011 0.45 0.73 | 0.55 0.28
NC vs AgV 0.8058 | 0.7480-0.8636 <0.0001 0.27 0.75 | 0.73 0.48
NC activa vs AgV 0.835 0.7731-0.8968 <0.0001 0.25 0.78 | 0.75 0.53
NC vs HP10 0.614 0.6971 - 0.8256 <0.0001 0.34 0.69 | 0.65 0.34

NC activavs HP10 | 0.8367 0.7734-0.8999 <0.0001 0.23 0.77 | 0.77 0.55

Donde pudimos observar que el antigeno con AUC mayor es la proteina 3 recombinante
soluble (P3RS; Figura 29), aun por encima del estandar (HP10; Figura 34). Mientras que, el
antigeno con menor capacidad discriminativa segun el valor de AUC es la proteina 5
recombinante insoluble (P5RI; Figura 32). Para el resto de los antigenos pudimos observar que
todas las AUC estdn por encima de 0.6. lo cual, demuestra que todos los antigenos tienen

capacidad discriminativa en menor o mayor forma (Tabla 5).

Por otra parte, el indice de Youden identifica el punto de corte que determina la

sensibilidad y especificidad mas alta conjuntamente, es decir informa el rendimiento de una
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prueba de diagndstico en forma dicotdmica. Siendo el valor esperado del indice Youden entre 1
y -1, donde encontramos que los datos cercanos a 1 representan una prueba de alto rendimiento
sin falsos positivos o negativos, mientras que los valores cercanos a cero indican una prueba inutil
gue no permite discriminar entre sanos y enfermos. Para lo cual, encontramos que la P3RS es el
antigeno que presentaria mayor rendimiento en la prueba diagnéstica, por el contrario de la P5RI

la cual presentaria el peor rendimiento.

Finalmente, al evaluar el antigeno P3RS, el cual presento el mas alto rendimiento vy

capacidad discriminativa realizamos la comparacién con el estandar (HP10) (Figura 36).

1 '0 YOUDEN PSS SESBESES0S
P3RS
a 084 R
< "~ YOUDEN
a "I HP10
=I 0.6 IJ |I P3RS
E ¥ AUC = 0.8743
< ¥ Se= 86%
ﬁ 04 i |r Es=79%
4 I I
5 1 HP10
0.2 F]r AUC= 0.8367
A Se=77%
' Es=77%
|

0.03~
00 02 04 06 08 1.0

1-ESPECIFICIDAD

Figura 35. Comparativo de la curva ROC del antigeno P3RS contra la curva ROC del HP10. Donde, observamos la
diagonal de referencia o linea de no-discriminacion (Linea punteada en rojo), Youden cut-point (spot rojo), el drea bajo la curva
(drea; AUC) de ambas curvas, asi como la sensibilidad y especificidad de cada una de ellas (los valores de Sensibilidad (Se) y
Especificidad (Es) fueron calculados a través de cdlculo matemadtico).

~ 83 ~



Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

8 DISCUSION

La neurocisticercosis (NC) es una infecciéon endémica en la mayor parte del mundo, se
calcula que el total de personas afectadas es de entre 2,56 y 8,30 millones de personas [32]. Con
una distribucion de mayor incidencia en paises pobres, principalmente en América Latina y el
Caribe (LAC). Donde las condiciones de higiene y la salud publica son deficientes [32,40]. La
estimacion de afectados este alrededorde 14.9 millones de personas con NC en LAC y cerca del
30% de los casos de Epilepsia adquirida son atribuibles a infecciones por Taenia solium, lo cual
contribuye significativamente a la carga de epilepsia y otras morbilidades neuroldgicas en todo

el mundo [32,40,138,139].

Asi mismo, esta situacién genera grandes consecuencias en la calidad de vida de la
poblacidén afectada. Se ha evaluado que los costos del tratamiento y las pérdidas de productividad
consumen un 54% del salario minimo anual durante el primer ano de tratamiento, mientras que
los sintomas provocan que dos tercios de los asalariados pierdan su empleo [32]. Esto aunado a
una enorme carga econdmica para los sistemas de salud [32]. De ahi la importancia de
desplegar esfuerzos para la contencidn de esta infeccidn, que lamentablementeafecta en mayor

proporcién a los mas desamparados.

Una de las estrategias es el desarrollo de nuevos instrumentos de diagndstico para la NC
mejorados, sencillos y costoeficaces [32]. Sin embargo, el diagnéstico de las diferentes
manifestaciones de Taenia solium presenta muchos desafios [139]. Esto aunado a la

discordancia existente entre una seroprevalencia extremadamente alta en los focos
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endémicos y los relativos pocos casos sintomaticos de la NC en la misma zona [103].

Hasta el momento el diagndstico de la NC se basa en hallazgos de neuroimagen [138] y
aunque este se ha presentado como la herramienta diagnostica mds sensible y especifica, en
escenarios reales la necesidad de instalaciones adecuadas no estd disponible en lascomunidades
rurales donde la enfermedad es endémica. Lo cual dificulta enormemente la identificacion y el

tratamiento de los pacientes [32,139].

En consecuencia, nos encontramos ante la necesidad del uso masivo de las pruebas
seroldgicas [139]. Sin embargo, si bien es cierto que en la actualidad se cuentaya con diversas
pruebas seroldgicas, estas no son lo suficientemente sensibles y/o especificas. Ademas de no

estar disponibles comercialmente, ser costosas, o no han sido debidamente validadas [32].

Por lo tanto, uno de los retos mas grandes a los que nos enfrentamos es a la necesidad de
mejores herramientas de diagndstico serolégico que nos permitan reducir la dependencia al
diagndstico por neuroimagen [63,138,140,141]. Asi mismo es necesario monitorear el resultado
de los esfuerzos de control de la parasitosis desde el interior de las zonas endémicas [142].

Como lo definio la OMS en su reunion sobre la erradicacion de Taenia solium [32,142].

Bajo ese contexto, en el presente trabajo desarrollamos un método diagndstico en el cual
seleccionamos proteinas candidato que no han sido utilizadas con anterioridad permitiendo la

mejorar el diagndstico para la NC.

En este trabajo fueron identificados 5 antigenos candidato (los antigenos P3RS, P3RI y
P5RI y los antigenos P1S, P2S y P4S) a través de una novedosa estrategia
Protedmico/bioinformatica que derivo en el desarrollo de un nuevo método que permite
identificar posibles dianas terapéuticas, vacunales y diagnosticas a través de la identificaciéon de
proteinas de secrecién (ESP) a la cual hemos nombrado método de secuenciacion tedrica (TS-

LEP).

TS-LEP es altamente interesante, debido a que a través de este método nos fue posible
identificar proteinas secretadas (ESP) por los cisticercos de Taenia solium independientemente
de su expresion relativa, para lo cual hicimos uso del punto isoeléctrico y el peso molecular de

cada proteina [137]. Esta estrategia nos permitié analizar a profundidad el proteoma de Taenia
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solium y descubrir nuevos candidatos que de otra forma no hubieran sido identificados. Ya sea
porque son enmascarados por proteinas mas grandes o porque simplemente se producen en

tan poca cantidad que su secuenciacion por espectrometria de masas es imposible [137].

Asi en este trabajo se seleccionaron y expresaron proteinas de secrecion/excrecion del
cisticerco de T. solium. Donde, se evaluaron 5 proteinas antigénicas por ELISA para la deteccidn
de anticuerpos anti-IgG de Taenia solium en liquido cefalorraquideo (LCR), tanto en sujetos con
diagndstico definitivo de neurocisticercosis activa (etapa vesicular, cisticerco vivo) (Panel 1, NC
Activa), como en un panel de diagndstico definitivo de neurocisticercosis inactiva (etapa
calcificada, cisticerco muerto) (Panel 1, NC inactiva). Donde pudimos observar que el porcentaje
de positividad de la proteina P3 (soluble e insoluble) es mayor (98 %) que la encontrada en las
proteinas P1, P2 y P4 (41%, 37%, 59% respectivamente), AgV (88%), y HP10 (71%). Lo cual nos
indica que la proteina P3 es la mas eficaz para detectar anticuerpos dirigidos a ellas. Este
resultado era esperado ya que existen reportes del uso de proteinas de secrecion para el

diagnodstico de NC (Tabla 1).

El hecho que la proteina tres resultara el candidato mas prometedor es interesante, ya
gue desde su caracterizacidn mostré ser una proteina altamente antigénica. La cual, cuenta con
4 regiones antigénicas, todas ellas validadas a través de 4 algoritmos diferentes que coincidieron
entre si (Antigenic Propensity, Bepipred, Cbtope y SVMTrip). Este dato es muy importante

teniendo en cuenta su pequefio tamafio de aproximadamente 10.5kDa (288 pb).

Ademads, en un trabajo previo [114] desarrollamos un método que permitia evaluar el
potencial de antigenicidad de una proteina teniendo en cuenta su tamafio y su nimero de
regiones antigénica; este método lo llamamos abundancia de regiones antigénicas (AAR). El
valor AAR se utilizé para definir el nUmero de aminodcidos entre las regiones antigénicas por
secuencia. Por tanto, valores bajos de AAR significan que la proteina tiene mas regiones
antigénicas (mas densidad de epitopos) [114]. Ademas, reportamos que lasproteinas somaticas
tienen un valor promedio de AAR de 42.1, mientras que las proteinas de secrecidn tienen un
valor de AAR de 26.2 (casi el doble de antigénicas que las proteinas somaticas).
Interesantemente, la proteina 3 tiene un valor de AAR de 23.8, como podemos observar
esta proteina se encuentra que por debajo del promedio de las proteinas ya de por si
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antigénicas. Lo cual, nos ratifica su gran potencial antigénico.

Lamentablemente, la produccidn de la proteina 3 de forma recombinante soluble en un
sistema procarionte es una de las grandes limitantes que encontramos. Si bien fue posible su
produccidn, fue todo un reto, ya que la cantidad de proteina producida fue baja, limitando asi la
posibilidad de realizar mas experimentos que nos permitieran evaluar en su totalidad la
capacidad antigénica de la misma. Desgraciadamente, no pudimos evaluar su desempefio con la
totalidad de los paneles de LCR, de ahi que quizd su sensibilidad y especificidad (86% Se y 79%

Es) en los ensayos de ELISA no sea tal como lo esperdbamos.

Adicionalmente, seria interesante probar nuestra prueba diagndstica tanto en LCR como
de suero. Ya que actualmente existe una discrepancia entre las publicaciones, donde algunos
estudios han informado sobre una mayor sensibilidad en el ELISA utilizando LCR para la deteccién
de anticuerpos en el diagndstico de NCC [64,94,143,144]. Mientras que otros estudios [8,95,145]

han reportado una mayor sensibilidad en el ELISA utilizando suero.

Ademads, un punto a tomar en cuenta en el disefio de una prueba seroldgica es la
obtencién de LCR que es dificil operativamente, mds aun en las regiones endémicas de la NC. Por
lo cual, todo parece indicar que el uso de suero en la prueba diagndstica seria lo mas beneficioso

con el fin de establecer el diagnostico en los focos endémicos.

Por otra parte, otra limitante que encontramos en este estudio es que al no existir una

prueba Gold estandar para la NC, decidimos utilizar al HP10. El cual, evalia la captura de
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antigenos en el LCR, mientras que nuestra prueba diagndstica esta disefiada para la deteccién de
anticuerpos en LCR. Por lo cual, ambos métodos no pueden ser comparados del todo. Sin
embargo, nuestros hallazgos nos permiten proponer el disefio de un ELISA que capture a la
proteina de secrecién 3 como un antigeno en los LCR de pacientes con NC. Para esto se utilizaria
a la proteina 3 como un inmundgeno para generar anticuerpos monoclonales con los cuales se

podria disefiar un ELISA en sandwich para el diagnéstico de la NC.

Finalmente, como pudimos observar el desempeiio de las proteinas candidato que fueron
sintetizadas en Apeptide (P1, P2 y P4) fue significativamente mds bajo que aquellas proteinas que
se pudieron producir de forma recombinante en E coli (P3 y P5). Esto podria ser debido a que las
proteinas P1, P2 y P4 a Apeptide no incluyen ningun tipo de modificacién postraduccional. Ya que
como es bien sabido, la diferencia principal entre las proteinas recombinantes y las sintéticas
tiene que ver con la presencia de modificaciones postraduccionales que los distintos sistemas de
expresion permiten. Si bien, los péptidos sintéticos son susceptibles a anadir algunas de las
modificaciones postraduccionales mas comunes, las opciones aun son muy limitadas, sobre todo
en el caso de las glicosilaciones. Y particularmente en el caso de Taenia solium las glicoproteinas

han sido reportadas como altamente antigénicas [73].

Debido a lo cual, una de las perspectivas para este trabajo seria la produccién de forma
recombinante de las 5 proteinas candidato en un sistema de expresidn eucarionte, que como
sabemos una de sus grandes ventajas que ofrecen es la insercidon de todas las modificaciones

postraduccionales que contiene de forma natural la proteina de interés.

9 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. El uso de la estrategia TS LEP nos permitié identificar proteinas que, debido a su
concentracion, no es posible conocer su secuencia. Ademas de su clasificacion como
proteinas conservadas o diferenciales entre cultivos de cisticerco, también nos permitié
predecir su funcidn bioldgica.

2. Seseleccionaron las proteinas candidatas con una alta antigenicidad para su expresion como
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proteinas recombinantes. Las cuales, no presentan homologia con ninguna proteina
publicada en la base de datos de proteinas no redundantes de NCBI. asi como tampoco en
los genomas de parasitos evolutivamente cercanos.

El método TS LEP permite la identificacion y secuenciacién tedrica de proteinas que por su
tamafio o expresion relativa que hasta el momento era imposible caracterizar.

La proteina 3 tiene futuro como diagndstico, solo hay que mejorar la eficiencia de su
expresion, quiza a través de su clonacién en una cepa eucarionte.

En un disefio posterior se producirian anticuerpos anti-P3RS con el fin de buscar el antigeno
P3 en LCR de pacientes con NC, una vez que ya se ha confirmado que este es el antigeno que

presenta la mayor sensibilidad y especificidad.
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11 ANEXOS

Tabla A 1. Total de spots 2D-PAGE en el cultivo 1 (C1) que hacen match con el secretoma de Taenia solium.
Secretome name IP secretome MW secretome
TsM_000978800 3.3 7.0
TsM_000437200 3.9 7.6
TsM_000769500 4.3 8.0
TsM_000097200 4.7 8.4
TsM_001239700 5.2 8.1
TsM_000489900 5.5 8.3
TsM_000502600 5.6 22.3
TsM_000794200 5.6 26.1
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TsM_000343700 5.7 8.1
TsM_000451800 5.7 16.4
TsM_000706600 5.7 27.8
TsM_000563900 5.7 31.8
TsM_000369000 5.8 6.7
TsM_000990000 5.9 20.0
TsM_000685400 5.9 30.9
TsM_000223900 6.0 18
TsM_000921800 6.1 9.0
TsM_000323600 6.1 14
TsM_000938900 6.1 30.6
TsM_000281800 6.2 26
TsM_000566600 6.3 19.3
TsM_000179800 6.3 21
TsM_000393100 6.3 77
TsM_000253700 6.4 6.2
TsM_000403600 6.4 18.1
TsM_001180100 6.4 32.7
TsM_001016300 6.5 8.0
TsM_000742400 6.5 13.7
TsM_000235300 6.5 16.2
TsM_000264000 6.5 20.6
TsM_000695900 6.5 22.3
TsM_000151800 6.5 24.6
TsM_000771600 6.5 33.0
TsM_000002200 6.5 65.3
TsM_000610500 6.6 21.3
TsM_001066400 6.7 34.5
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TsM_000270700 6.8 20.6
TsM_000621600 6.9 8.9

TsM_000132800 6.9 46

TsM_001174200 7.0 31.9
TsM_000163700 7.1 17.1
TsM_000996700 7.1 34.7
TsM_000227000 7.1 77.8
TsM_001007200 7.2 10.7
TsM_000586100 7.2 14.2
TsM_000987700 7.2 273.2
TsM_001046700 7.3 21.3
TsM_001002700 7.3 25.3
TsM_000767500 7.3 27.5
TsM_000254500 7.4 7.8

TsM_000221200 7.4 26.1
TsM_000601600 7.4 67.3
TsM_000344300 7.5 6.7

TsM_000412300 7.5 8.0

TsM_000255700 7.5 9.0

TsM_000342600 7.5 14.2
TsM_000762900 7.5 19.6
TsM_001200300 7.5 25.2
TsM_000985400 7.5 37.9
TsM_000163800 7.5 50.5
TsM_001109200 7.6 13.8
TsM_000790500 7.7 20.7
TsM_001130500 7.8 11.5
TsM_000069900 7.8 44.7

~ 107 ~



Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000991300 7.9 10.1
TsM_000738200 7.9 15.3
TsM_000515400 7.9 19.1
TsM_000938700 8.0 28.8
TsM_000361900 8.0 159.5
TsM_000611600 8.1 40.5
TsM_000902200 8.1 60.1
TsM_000331000 8.2 14.9
TsM_000324100 8.2 15.9
TsM_000001700 8.2 74.9
TsM_000820200 8.3 23.2
TsM_000562700 8.3 51.9
TsM_000428500 8.3 221.8
TsM_001143600 8.4 25.2
TsM_000211600 8.4 206.6
TsM_000951200 8.5 9.0

TsM_001245300 8.5 14.1
TsM_000370900 8.5 24.8
TsM_000109200 8.6 14.4
TsM_000148200 8.6 19.7
TsM_001092400 8.8 10.9
TsM_000729900 8.8 l16.1
TsM_000528000 8.9 8.8

TsM_001119700 8.9 12.1
TsM_000079300 8.9 23.4
TsM_000118200 8.9 68.5
TsM_000502100 9.0 17.8
TsM_001067600 9.0 22.0
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TsM_000840100 9.1 29.1
TsM_000442400 9.1 61.1
TsM_000233500 9.2 50.1
TsM_001216700 9.3 9.0

TsM_000593700 9.3 19.1
TsM_000416300 9.5 24.9
TsM_000381000 9.5 74.9
TsM_001107700 9.5 232.3
TsM_000804500 9.6 26.4
TsM_000750700 9.7 8.0

TsM_001209200 9.7 51.7
TsM_000193400 9.8 55.0
TsM_000656700 9.9 30.9
TsM_001008100 10.0 7.9

TsM_000954300 10.1 49.9
TsM_000628500 9.1 41.3

Tabla A 2. Total de spots 2D-PAGE en el cultivo 2 (C2) que hacen match con el secretoma de Taenia solium.

Secretome name IP secretome MW secretome
TsM_000978800 3.3 7
TsM_000629500 3.7 19.3
TsM_000027300 3.8 11.8
TsM_000733700 4.2 13.7
TsM_000413600 4.3 113
TsM_000023200 4.4 18.6
TsM_000905900 4.5 18.6
TsM_000370000 4.6 13.7
TsM_000813500 4.7 18
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TsM_000430400 5 91.6
TsM_000243100 5 20

TsM_001009400 5.1 138.8
TsM_001100600 5.2 100.5
TsM_000643000 53 13.9
TsM_001099800 54 98.2
TsM_000095600 54 49.6
TsM_000038000 54 25.2
TsM_001135300 5.6 112.3
TsM_000627700 5.6 24.2
TsM_001173700 5.6 15.9
TsM_000314700 5.7 31.2
TsM_000057400 6 101.5
TsM_000170000 6 58.3
TsM_000223900 6 17.7
TsM_000590600 6.1 88.4
TsM_000938900 6.1 30.6
TsM_000323600 6.1 14.2
TsM_001133500 6.1 9.7

TsM_000526600 6.2 36.2
TsM_000132000 6.3 195

TsM_000393100 6.3 76.6
TsM_000350600 6.3 43.4
TsM_000982000 6.3 21.8
TsM_001180100 6.4 32.7
TsM_000002200 6.5 65.3
TsM_000771600 6.5 33

TsM_000151800 6.5 24.6
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TsM_000695900 6.5 22.3
TsM_000894000 6.5 18.4
TsM_000070800 6.6 118.7
TsM_001111900 6.6 11.2
TsM_000494400 6.7 39.7
TsM_000268600 6.7 38.5
TsM_001066400 6.7 34.5
TsM_000132800 6.9 45.8
TsM_000621600 6.9 8.9

TsM_000236600 7 58.9
TsM_001174200 7 31.9
TsM_000145300 7.1 74.2
TsM_000996700 7.1 34.7
TsM_000163700 7.1 17.1
TsM_000586100 7.2 14.2
TsM_001074900 7.3 14.8
TsM_000238300 7.4 54.1
TsM_000959400 7.4 9.8

TsM_001151600 7.4 9.4

TsM_000163800 7.5 50.5
TsM_000985400 7.5 37.9
TsM_001200300 7.5 25.2
TsM_000762900 7.5 19.6
TsM_001109200 7.6 13.8
TsM_000790500 7.7 20.7
TsM_001130500 7.8 11.5
TsM_000515400 7.9 19.1
TsM_000991300 7.9 10.1
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TsM_000361900 8 159.5
TsM_000548600 8 214
TsM_000313800 8.1 33

TsM_000001700 8.2 74.9
TsM_000365600 8.3 11.4
TsM_000188800 8.4 19

TsM_000801700 8.5 10.8
TsM_000963100 8.6 83.3
TsM_000439000 8.6 42.5
TsM_000148200 8.6 19.7
TsM_000363800 8.6 14

TsM_000306600 8.6 9.9

TsM_000493400 8.8 75.8
TsM_000066600 8.8 8.8

TsM_000222000 8.9 60.6
TsM_000978300 9 36

TsM_000523800 9 34.4
TsM_000996900 9 25.6
TsM_001067600 9 22

TsM_000502100 9 17.8
TsM_000286100 9 10.3
TsM_001176000 9.1 16.2
TsM_000642200 9.2 23

TsM_000052300 9.2 19.7
TsM_000364700 9.4 22.1
TsM_000925200 9.5 176.3
TsM_000442100 9.5 45.9

TsM_000290900 9.6 116.9
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TsM_000741900 9.6 31.1
TsM_001217100 9.7 25.2
TsM_000221800 9.7 8.8
TsM_000547800 9.8 23
TsM_000568600 9.9 40.9
TsM_001227800 6.0 259.3

Tabla A 3. Total de spots 2D-PAGE en el cultivo 3 (C3) que hacen match con el secretoma de Taenia solium.

Secretome name

IP secretome

MW secretome

TsM_000676500 4.0 6.6
TsM_000835500 4.5 65.5
TsM_000290400 4.5 4.6
TsM_000792400 4.8 60.9
TsM_000364200 4.8 5.7
TsM_000804700 5.1 62.9
TsM_001231700 53 82.1
TsM_000585900 53 26.9
TsM_000297800 53 6.7
TsM_000478100 5.4 64.3
TsM_000060100 5.6 65.3
TsM_000395600 5.6 6.3
TsM_001226600 5.7 82.4
TsM_000309000 5.8 26.2
TsM_000369000 5.8 6.7
TsM_001220100 5.9 65.5
TsM_000395200 6.0 47
TsM_000439300 6.1 41.2
TsM_000938900 6.1 30.6
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000187700 6.1 24.8
TsM_000765700 6.2 45.5
TsM_000281800 6.2 26.0
TsM_000393100 6.3 77
TsM_000350600 6.3 43
TsM_001246200 6.3 50
TsM_000780800 6.3 29.3
TsM_000430200 6.4 27
TsM_000253700 6.4 6.2
TsM_000002200 6.5 65
TsM_000541900 6.5 28.5
TsM_000151800 6.5 25
TsM_001016300 6.5 8.0
TsM_000464000 6.5 5.2
TsM_001177100 6.6 134
TsM_000494400 6.7 40
TsM_001066400 6.7 35
TsM_000149400 6.7 6.8
TsM_000132800 6.9 45.8
TsM_000328100 6.9 39
TsM_001060800 6.9 13
TsM_000621600 6.9 8.9
TsM_001174200 7.0 31.9
TsM_000179700 7.0 25.9
TsM_000996700 7.1 34.7
TsM_000987700 7.2 273.2
TsM_000767500 7.3 27.5
TsM_001002700 7.3 253
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_001046700 7.3 21.3
TsM_001154200 7.3 12.8
TsM_000601600 7.4 67.3
TsM_000985400 7.5 37.9
TsM_001200300 7.5 25.2
TsM_000762900 7.5 19.6
TsM_000255700 7.5 9.0
TsM_000344300 7.5 7
TsM_000583000 7.6 8
TsM_000991300 7.9 10.1
TsM_000379500 8.0 42.6
TsM_000902200 8.1 60.1
TsM_000428500 8.3 221.8
TsM_000390400 8.3 167.7
TsM_000674900 8.3 56.5
TsM_000562700 8.3 51.9
TsM_000365600 8.3 11.4
TsM_000350000 8.4 6.5
TsM_000816600 8.5 60.7
TsM_000730500 8.5 51.0
TsM_000389300 8.5 36.9
TsM_000951200 8.5 9.0
TsM_000649300 8.6 165.7
TsM_000963100 8.6 83.3
TsM_000139800 8.7 8.9
TsM_000068200 8.8 59.7
TsM_000376300 8.8 24.6
TsM_000157800 8.9 51.7
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000891900 9.1 64.5
TsM_000098900 9.1 24.8
TsM_000326200 9.2 138.5
TsM_000699700 9.3 11.6
TsM_000852700 9.3 35.0
TsM_000930800 9.3 31.2
TsM_000693700 9.4 29.0
TsM_001107700 9.5 232.3
TsM_000925200 9.5 176.3
TsM_000442100 9.5 45.9
TsM_000384300 9.5 35.1
TsM_000416300 9.5 24.9
TsM_000363000 9.5 4.4

TsM_000193400 9.8 55.0
TsM_000530500 9.8 5.7

Tabla A 4. Total de spots 2D-PAGE en el cultivo 4 (C4) que hacen match con el secretoma de Taenia solium.

Secretome name IP secretome MW secretome
TsM_000192800 3.3 13.1
TsM_000978800 3.3 7.0
TsM_000629500 3.7 19.3
TsM_000027300 3.8 11.8
TsM_000720300 3.8 7.8
TsM_001185400 4.2 29.9
TsM_001016800 4.2 7.2
TsM_000166100 4.3 45.9
TsM_000029100 4.3 25.2
TsM_001041100 4.3 10.4
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000769500 4.3 8.0

TsM_001234300 4.4 10.0
TsM_000824000 4.5 46.5
TsM_000504000 4.5 29.4
TsM_000580400 4.7 79.3
TsM_000924300 4.7 52.6
TsM_000094700 4.7 48.1
TsM_000380000 4.7 30.6
TsM_001129500 4.7 28.4
TsM_001204400 4.7 26.3
TsM_000484300 4.7 14.6
TsM_000870700 4.9 55.1
TsM_000093800 4.9 34.4
TsM_000794100 4.9 24.9
TsM_001009400 5.1 138.8
TsM_000804700 5.1 62.9
TsM_001097400 5.1 29.2
TsM_000800700 5.2 56.8
TsM_000999900 5.2 49.5
TsM_000671000 5.2 30.7
TsM_001239700 5.2 8.1

TsM_001231700 5.3 82.1
TsM_000807400 5.4 126.8
TsM_000478100 5.4 64.3
TsM_000794200 5.6 26.1
TsM_000983800 5.6 13.8
TsM_000667100 5.7 47.9
TsM_000563900 5.7 31.8
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000314700 5.7 31.2
TsM_000738000 5.7 11.5
TsM_000343700 5.7 8.1
TsM_000351300 5.8 9.6
TsM_000398400 5.9 143.2
TsM_000208300 5.9 40.1
TsM_000057400 6.0 102
TsM_000483700 6.0 55
TsM_000395200 6.0 47
TsM_000439300 6.1 41
TsM_000386100 6.1 8
TsM_000281800 6.2 26
TsM_000132000 6.3 195
TsM_000350600 6.3 43
TsM_000430200 6.4 27
TsM_000756500 6.4 15
TsM_000002200 6.5 65
TsM_001016300 6.5 8
TsM_001111900 6.6 11
TsM_000132800 6.9 46
TsM_001060800 6.9 13
TsM_000621600 6.9 9
TsM_000987700 7.2 273.2
TsM_000586100 7.2 14.2
TsM_001154200 7.3 12.8
TsM_000770200 7.3 8.8
TsM_000601600 7.4 67.3
TsM_000342600 7.5 14.2
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000255700 7.5 9.0

TsM_001161200 7.6 136.6
TsM_000738200 7.9 15.3
TsM_000361900 8.0 159.5
TsM_000902200 8.1 60.1
TsM_000001700 8.2 74.9
TsM_000437600 8.4 8.6

TsM_000370900 8.5 24.8
TsM_000828500 8.6 27.9
TsM_000375000 8.6 12.9
TsM_000225200 9.1 14.2
TsM_001137700 9.1 9.0

TsM_000537100 9.2 10.0
TsM_001216700 9.3 9.0

TsM_000453400 9.4 8.0

TsM_000381000 9.5 74.9
TsM_000740800 9.5 40.3
TsM_000741900 9.6 311

Tabla A 5. Total de spots 2D-PAGE en el cultivo 5 (C5) que hacen match con el secretoma de Taenia solium.

Secretome name IP secretome MW secretome
TsM_000978800 3.3 7.0
TsM_000278800 3.9 7.5
TsM_001016800 4.2 7.2
TsM_000835500 4.5 65.5
TsM_000357000 4.5 7.4
TsM_000502000 4.7 60.2
TsM_000810100 4.8 6.9
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000336600 5.1 72.0
TsM_000297800 53 6.7
TsM_000478100 54 64.3
TsM_000255000 5.5 61.3
TsM_000060100 5.6 65.3
TsM_000763600 5.6 61.7
TsM_000687200 5.7 50.5
TsM_000374300 5.8 30.2
TsM_000309000 5.8 26.2
TsM_000369000 5.8 6.7
TsM_000826600 5.9 69.7
TsM_000002100 6.0 82
TsM_001133500 6.1 10
TsM_000281800 6.2 26
TsM_000393100 6.3 77
TsM_000740300 6.3 59
TsM_001246200 6.3 50
TsM_000350600 6.3 43
TsM_000151800 6.5 25
TsM_000149400 6.7 7
TsM_000132800 6.9 46
TsM_001174200 7.0 31.9
TsM_000179700 7.0 25.9
TsM_000145300 7.1 74.2
TsM_000996700 7.1 34.7
TsM_000987700 7.2 273.2
TsM_001007200 7.2 10.7
TsM_000885600 7.2 7.9
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.

Sandra Gomez Fuentes

TsM_000238300 7.4 54.1
TsM_000254500 7.4 7.8

TsM_000163800 7.5 50.5
TsM_000985400 7.5 37.9
TsM_001200300 7.5 25.2
TsM_000219600 7.5 9.4

TsM_000344300 7.5 6.7

TsM_001161200 7.6 136.6
TsM_000069900 7.8 44.7
TsM_000991300 7.9 10.1
TsM_000902200 8.1 60.1
TsM_000428500 8.3 221.8
TsM_000390400 8.3 167.7
TsM_000224800 8.3 70.3
TsM_000562700 8.3 51.9
TsM_000879800 8.4 126.5
TsM_000649300 8.6 165.7
TsM_001070900 8.7 120.3
TsM_000644500 8.7 20.0
TsM_000118200 8.9 68.5
TsM_000157800 8.9 51.7
TsM_000079300 8.9 23.4
TsM_000528000 8.9 8.8

TsM_000978300 9.0 36.3
TsM_000370700 9.0 7.8

TsM_000326200 9.2 138.5
TsM_000233500 9.2 50.1
TsM_000160500 9.2 30.7
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Evaluacién de los productos de secrecién del cisticerco de Taenia solium para el Inmunodiagndstico de la Cisticercosis.
Sandra Gomez Fuentes

TsM_000159300 9.4 58.6
TsM_001107700 9.5 232.3
TsM_000381000 9.5 74.9
TsM_000348600 9.5 72.3
TsM_001209200 9.7 51.7
TsM_000193400 9.8 55.0
TsM_000530500 9.8 5.7

TsM_000568600 9.9 40.9
TsM_000661800 10.0 35.6
TsM_000310900 10.0 7.6

TsM_001227800 6.0 259
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