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RESUMEN

La cisticercosis s una enfermedad causada por el metacéstodo de Taenia
solium, es de amplia distribucion mundial, afectando principalmente a paises del
tercer mundo, en donde las condiciones higiénicas deficientes, favorecen la
transmision.

La neurocisticercosis humana ha sido ampliamente estudiada, uno de sus
aspectos importantes es el diagnastico, el cual se basa principalmente en la
delerminacion de anticuerpos en muestras de suero y de LCR, con el uso de
técnicas de tipo inmunoenzimatico, como el ELISA y la IET; sin embargo la
presencia de anticuerpos salamente nos indica que el individuo ha estado en
contacto con el pardsito y no siempre, que ha acurrido una infeccion, es par esa
que en este rabajo se pretende conocer con mds certeza que es lo que ocurre
con los antigenos que pudieran estar presentes en las muestras de suero y de
LCR de pacientes con neuracislicercosis y la relacion de dichos antigenos con el
estado clinico del paciente, en cuanto a tipo y nimero de cisticercos (quistes o
calcificaciones) y la localizacién de los mismos en el cerebro,

Por IET se encontrd que existen 7 diferentes proteinas reconocidas como
antigenos por los anticuerpos paliclonales anli- EC del cisticerco de T. sofium y
que, aslas son mas frecuentes en muestras de LCR (37%) que de suero (6.9%) y

- en muestras de pacientes can quistes mdltiples que en aquelios cop un sélo

quiste o calcificaciones, ademas que la presencia de los antigenos en mueslras
de suero y LCR de los pacientes se encontraba asociada a una localizacion de
los cisliciercos en el cerebro de tipo mixta o subaracnoidea preferentemente.
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I. INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La cisticercosis fue descrita primero por {os antiguos griegos. Fue en los
tiempos de Aristoteles en los anos 384-332 A. C.; en su “historia de los animales”
en donde se describe por primera vez la enfermedad en cerdos; sin embargo ellos
no entendieron la naturaleza de esta parasitosis. (1)

Aristéfanes de Atenas sugirié que el ser humano podria ser examinado de
igual forma que los cerdos, es decir forzarlo con un objeto a mantener la boca
abierta y entonces sacarle la lengua para observar ampliamente y ver si se
encontraba algun cisticerco en ella. Esta forma de diagnastico para el caso de la
cisticercosis porcina es ulilizada hasta nuestros dias. (1)

La cisticercosis en cerdos fue asociada a la leniosis humana por Van
Beneden en 1853, cuando le did huevos de Taenia solium a un cerdo y tismpo
después encontrd numerosos cisticercos en todo su cuerpo. Kuchenmeister en

1855 también asoci6 el desarrollo de la solitaria al del cisticerco, cuando cbseryd

en reos con cisticercosis la presencia de la forma adulta en el intestino después
de la aulopsia. Yoshino, en 1933, describié con gran detalle histérico el primer
desarrollo de la cisticercosis en cerdos y también definid que de 1 a 5 proglétidos
gravidos eran expulsados por dia después de que 8l mismo ingirid cisticercos y
siguio su propia infeccion durante dos afos. (1)

La neurocisticercosis (NCC) humana fue reportada primero por Rumler, en
15568, el cual ia describe como un fumor en la duramadre del cersbro de una
persona epiléplica, seguido por Panarolus, el cual observé cisticercos: similares
en el cuerpo calloso del cerebro de un sacerdote y por Wharton, quidn encontrd
gran numero de cisticercos a los cuales confundié con glandulas en el tejido-
adiposo y muscular de soldados. La enfermedad no fue identificada como debida
8 una parasitosis hasta que en 1697 Malpighi descubri6 la naluraleza de la
cisticercosis y describio el escolex, y Goeze ignorante de estos reportes
reexaminé cerdos cisticercosos y reconacié su naturaleza helmintica. (1)

La clasificacién genérica de “Cysticercus cellulosae” fue dada por Zeder y
por Rudolphi, pero fue abolida cuando se conocié que el cisticerco era el
metacéstodo de Taenia solium; sin embargo el término de cisticerco tipo celuloso
continua siendo usado para describir al organismo de este tipo encontrado en



cerdos y en seres humanos, aunque no puede ser usado como un nombre
cientifico. (1)

La cisticercosis en seres humanos se raconocié con menos frecuencia que
la teniosis, probablemente porque la cisticercosis estad asociada con una gran
cantidad de sindromes que la confunde con olras enfermedades. La cisticercosis
humana gener6 gran interés cuando un gran numero de soldados britanicos se
estacionaron en la India durante la segunda guerra mundial y adquirieron esta
enfermedad. A partir de entonces surgi6é un gran nimero de estudios que nos han
permitido hasta nuestros dias conocer todo lo relacionado a la infeccion por el
cisticerco de T. solium. (1)

2. BIOLOGIA DEL PARASITO.

El cisticarco es el metacéstodo de Taenia solium. Este parasito pertensce a
la familia Taenidae, Orden Ciclophylidea, Clase Cestoda. Se ls conoce
cominmente como “solitaria® en su forma de gusano adullo y en la forma de
metacéstodo en el cerdo como “cisticerco’, “lomate", “grano’, “granizo” o
“zahuate”. (2-4)

2.1, CICLO DE VIDA

Durante el desarrollo de vida, Taenia solium cursa 3 eslados, los cuales se
esquemalizan en la figura 1. (2)

E! ciclo se inicia con la forma adulta , a la cual se le denomina “solitaria".
Este es un céstodo hermafrodita que vive por periodos prolongados (hasta 25
ahos‘) en el intestino delgado de! ser humano (hospedero definitivo) y se adquiere
al consumir carne de cerdo cruda o insuficientemente cocida infectada -con
cisticercos viabies. En el estdmago del hospedero, las enzimas y sales biliares del
aparato digestivo inducen la activacién del parasito que evagina y se ancla en la
pared intestinal por medio del érgano de fijacion llamado escélex, que a su vez
cuenta con un ganglio nervioso y dos tipos de estructuras para fijarse al intestino
que son: 4 ventosas y una doble corona de ganchos llamada rostelo. Después del
escdlex continia una parte delgada denominada cuello, a partir del cual se
desarrolla el estrébilo que es una regioén constituida por cientos de segmentos
llamados progiétidos y que pueden llegar a medir hasla 9 metros para conformar



a un gusano adulto en aproximadamente 4 meses. Los progidtidos pueden ser de
tres tipos: inmaduros, maduros y gravidos. Los que se encuentran mas cercanos
al cuello son los més jévenes o inmaduros, contintan fos maduros en donde cada
segmento tiene érganos de reproduccién independientes y en donde ocurre la
fecundacion y la produccién de embriones. Los proglétidos mas lejanos son los
gravidos y contienen miles de huevos que son expulsados del intestino con las
heces fecales, en ocasiones aun dentro de los mismos proglétidos.

s
0 35 € o G

Ves(cula ¥\ Estrébilo
‘\ B
SO0
<_—__.._‘
c

A’ Adulto et EMbridforo
B Proglétidos gravidos (
C: Huevecillos ¢ §)7¢Vitelo
D: Cisticerco en cerdo Oncosfera

E: Cisticerco celullulogo en el Humano
F: Cisticerco racemoso en el humano

FIGURA 1 CICLO DE VIDA DE Taenia solium

~ El adulto se alimenta a través del tegumento que envuelve a los progiétidos,
ya que carece de sistema digestivo desarrollado.

El ciclo continia cuando las- heces que contienen los huevos son
consumidas por el cerdo, hospedero intermediario natural. Los huevos son
microscopicos, miden aproximadamente 30 pm de didmetro; cuando el huevo es
inmaduro esta rodeado de una capa celular llamada vitelo, el cual rodea a su vez



a una estruclura denominada embriéforo, que consiste en una serie de tabiques
(bloques embrioféricos) que se encuentran unidos entre si por una proteina de
unién. Méas adentro se encuentra la membrana oncosferal que cubre a la
oncosfera o embrion hexacanto llamado asi porque tiene tres pares de ganchos.
Cuando los huevos entran al estémago del cerdo son activados por accién de las
enzimas gdstricas e inteslinales, es decir por la accion enzimatica se liberan los
bloques embrioféricos debido a que se rompe la proteina cementante y la
membrana oncosferal; de esla manera los embriones, con {a ayuda de sus
ganchos y de la aclividad enzimatica que poseen, pueden adherirse a la pared
intestinal y atravesarla hasta llegar al torrente circulatorio. Aunque el mecanismo
se desconoce, los embriones tlegan a musculo, sistema nervioso central (SNC),
tejido subcutaneo u ojo. Ya establecidos, aumentan de tamario y se diferencian
convirtiéndose en cisticercos, E! cisticerco es una estruclura de milimetros
facilmente visible; estd compuesto de una bolsa llamada vesicula que contiene
fluido vesicular y al escolex invaginado, la superficle de la pared vesicular esta

‘cubierta de unas estructuras denominadas microtricas y es a través de esta

superficie donde ocurre el intercambio metabdlico e incluso inmunolégico entre el
hospedero y el parasilo. A este cisticerco se le llama lipo celulosc. En el cerdo no
produce dafio aparente, El ciclo se completa por el consumo de la carne de cerdo
contaminada con cisticercos viables por el ser humano y se desarrolla una nueva
tenia. (1-4).

El ser humano adquiere la cisticercosis cuando accidentaimente consume
alimentos o agua contaminada con huevos de Taenia solium, dado el fecalismo al
aire libre en muchas zonas, sobre lodo rurales; otra posibilidad es que el individuo
con leniosis se auloinfecle y asl de ser hospedero definitivo tamblén puede ser
hospedero intermediario. (1-4)

Existe una variedad morfoldgica especial de cislicerco que sélo se ha
encontrado en el encéfalo de los seres humanos y se denomina cisticerco tipo
racemoso, este es un conjunto de vesiculas unidas entre si de tal forma que
constituyen un quiste que semeja un racimo de uvas. (5) ‘Analizandolo al
microscopio, se descubre que no existe escdlex y sdlo se Irata de vesfculas cuyas
paredes estan muy desarrolladas. El cisticerco tipo racemoso parece ser una
transformacion del celuloso, las causas de este fendmeno se desconocen, pero
sdlo ocurre en los que se localizan en las cavidades o el espacio subaracnoideo y
se asocia a una patologia y a una reaccion inflamatoria mas marcadas.(2-4)



Existen otras dos variedades en los seres humanos y estos son los
cisticarcos hialinos y los calcificados. Las causas que inducen estos procesos se
desconocen; en el segundo caso se sabe que el mecanismo es similar al de la
formacién de los dientes. (2-4).

3. LA ENFERMEDAD

La cisticercosis humana es una enfermedad causada por el metacéstodo de
Taenia_solium, se adquiere al ingerir huevos de la forma adulta o solitaria. El
metacéstodo o cisticerco se aloja principalmente en el cerebro en el ser humano
causando la llamada NCC y en menos proporcion, se presenta en ojo, musculo y
en tejido subcutdneo, en el cual el dailo depende de Ia zona afectada. (1-4)

3.1. SINTOMATOLOGIA.

La cisticercosis es una enfermedad polimérfica pudiendo ser desde

. asintomatica hasta producir cuadros neurol6gicos severos que pueden causar la

muerta.(1-4)

La cisticercosis produce manifestaciones clinicas por diversos mecanismos
de accion, los cuales dependen del nimero de parasitos, su localizacion,
variedad, tamanio, viabilidad, y la relacién que se establece entre el hospedero y
el parasito. Estos factores y sus combinaciones son los responsables de una gran
variedad de cuadros clinicos.(2-4), (6-7)

Existen diversos estudios realizados en poblaciones importantes de
enfermos en los cuales se analiza la frecuencia de diversos signos y sintomas
qyue se producen como consecuencia de esta parasitosis. La mayoria de los
autores concuerdan en sedalar con mas frecuencia a los signos y sintomas que
se resumen en latablal.

3.2. TRATAMIENTO

Desde hace varios aflos se han empleado  diversos procedimientos
terapéuticos en un intento de curar la cisticercosis cerebral. Se han utilizado
farmacos antiparasitarios con objeto de destruir a los cisticercos; corticoesteroides
para disminuir la reaccién inflamatoria que se presenta en tejido cerebral o en sus



anvolturas y también se ha practicado la extirpacion quirirgica de los quisles
cuando estan situadas en una localizacién que lo permita y se usan técnicas de
derivacion del liquido cefalorraquideo (LCR) intraventricular hacia diversas
cavidades con e} objetc de resolver Ia hidrocefalia que es frecuente en este
padecimianto.

TABLA | Signos y sintomas mas frecuentes en la cisticercosis humana

SINTOMAS SIGNQS
Cefalea Papiledema
Vémito Atrofia optica
Vértigo Hemianopsias
Temblores Diplopia
Convulsiones Hemiparesia

Alteraciones visuales Hemianagstesia
Trastornos sensoriales | Ataxia

Trastornos motores Dismetria
Trastornos cerebrales Apraxia de la marcha
Debilidad muscular Trastornos de lenguaje

Alucinaciones visuales | Detarioro mental
Pérdida subita de fuerza |Coma
|Rigidez de nuca

3.2.1, Farmacolégico

Dentro del grupo de medicamentos antiparasitarios mas utilizados . y
estudiados que se han usado para destruir al metacéstedo estdn la
dietilcarbamazina, el metrifonato, el mebendazol, el flucbendazol y recientemente
con mayor eficiencia el prazicuantel y el albendazol. Hay informes de que la
dietilcarbamazina no es efectiva en el tratamiento de esta parasitosis por lo que
ya no se usa.(8-9)

E! metrifonato se ha empleado como antipafas‘itario y s han hecho estudios
sobre su utilidad in vitro en cerdos infectados con esta larva y en pacientes con
cisticercosis cerebral. En un estudio en el cual se trataron 30 casos de NCC los
resultados obtenidos fueron un tanto confusos ya que en algunos casos hubo



mejoria, pero no queda claro si se debe al tratamiento o si participaron en dicho
efecto algunos anticonvuisivos o analgésicos que se administraron a los
pacientes en forma simultanea.(10)

El mebendazol y el fluobendazol se han empieado en el tratamiento de
diversas parasitosis viscerales del humana con resultados satisfactorios y algunos
estudios en cerdos han mostrado su eficacia; sin embargo en el servicio de
Neurologia del Hospital General del Centro Médico Nacional se usa el
fluabendazol en casos de cisticercosis cerebral administrado por via aral a dosis
terapéulicas durante periodos prolongados, sin oblener resultados satisfactorios,
por la que se concluyd que en estas candiciones de trabajo no fue de utilidad el
tratamiento.(11)

Desde 1980 aparecieron varias publicaciones sobre la utilidad del
prazicuantel en el tratamiento de !a cisticercosis subcutanea y cerebral. El
prazicuantel (PZQ) es un farmaco derivado del sistema heterociclica de la pirazin-
isoquinolina que ha demostrado ser (tif en el tratamiento de diversas variedades
de parasitosis producidas por esquistasomas y céstodos. (3, 12-14)

Administrada por via oral se absorbe y se metaboliza rdpidamente, se
excreta en farma de metabolilos, a través del rifién. Las determinaciones en el
LCR indican que alcanza concentraciones equivalentes a la octava parte del nivel
sérico. Las pruebas realizadas en animales de experimentacion indican que es
paco tdxico, que no tiene efectos teratagénicos ni praduce alteraciones genéticas.
En estudios con valuntarios sometidos a tratamiento con este medicamento se
abservé que lo taleraban adecuadamente y que sus diversas constantes
biologicas permanecian estables a daosis terapéuticas.(15-16)

Algunos estudias in vifro revetaron que el efecto del prazicuantel sobre el
maetacéstodo de Taenia solium na interfiere de manera significaliva en el consumo
de axigeno y que si induce una evidente paralisis espastica del gusano e inhibe
su capacidad de evaginacién y a concentraciones altas también  produce
alteraciones de la membrana del tegumento (17). Dicho efecto es reversible, lo
cual sugiere que este medicamenta no mata al cisticerco per se y por lo tanto el
efecto destructivo in vivo debe estar mediado por la respuesta inmune del
héspedero; esta conclusion la apayan estudios en donde se midié el efecto del
prazicuantel sobre la cisticercosis porcina adquirida naturalmente y se encantré
que se produce un aumento de los niveles de anlicuerpas séricas y de la cantidad
de eosindfilas y macréfagos infiltrando el tejido que rodea a los parasitas.(18-19)



Dentro de los farmacos que se ulilizan para controlar la sintomatologia o
como palialivos se encuentran: los esteroides que se emplean para disminuir los
procesos inflamatorios; los anticonvulsivantes usados para reducir las crisis en
los casos con ataques de tipo epilépticos, los medicamenios comunmente
utilizados para aliviar trastornos psiquiatricos y ademas los analgésicos para el
dolor de cabeza. El uso de este tipo de medicamentos en {a NCC es continuo
debido a que las lesiones que provaca un cislicerco son irreversibles. (3)

3.2,2, Quirurgico

En la mayoria de los casos se usa cuando el paciente cursa por una
hipertensién intracraneal.

Se han realizado fundamentalmente 3 tipos de intervenciones quirtrgicas: a)
procedimientos derivativos de LCR que consisten en la instalacion de un catéter
que conecla a la circulacion con una cavidad del cuerpo, que Unicamente permite
la salida del exceso de LCR del craneo hacia el corazén o el peritoneo por medio
de valvulas; b) craneotomia de acuerdo con la localizacion de los cisticercos con
objeto de extraerlos y liberar el bloqueo a la circulacién de LCR asi como las
cirugias de descompresion encefalica limitadas a extraer una porcion del hueso
craneal; ¢) craneotomia y derivacién cuando se considera que ia primera no es
suficiente. Estos tralamientos unicamente alivian la sintomatologia del cuadro de
craneo-hipertensivo y en un momento dado representan también un riesgo para el
paciente, debido a que con frecuencia las vélvulas se obstruyen y en poco tiempo
el sujeto vuelve a requerir la instalacién de una nueva.(2, 4)

A pesar de los avances terapéulicos que existen, no hay método unico que .
permita curar en forma integral esta enfermedad  Habrd casos en que el
tratamiento con prazicuantel o albendazol tenga efecto, pero habra otros en los
que serd necesario usar otros procedimientos paliativos: y algunos pacientes
podrdn mejorar individualizando su problema con el pracedimiento terapéutico
mas conveniente.(1, 3)

4. EPIDEMIOLOGIA

La NCC es una enfermedad propia de los paises subdesarrollados y esta
cominmente asociada con pobreza e ignorancia.(20) Afecta a paises como la



India en donde es endémica, asi como a paises de Europa Oriental y de América
Latina. Sin embargo, no deja de afectar a paises desarrollados como Estados
Unidos de Norteamérica y Europa Occidental, en donde su ocurfencia es
esporadica o local, debido principalmente a inmigrantes. (3)

En México existen diferentes regiones donde las condiciones
socioecandmicas, biolégicas y culturales propician la transmision de la
enfermedad y en ellas se han esludiado frecuentemente factores de riesgo como
son: edad, sexo, zona geografica, extension de la porcicultura, consumo de carne
de cerdo, ausencia de barios o letrinas, fecalismo al aire libre en medio rural y
urbano, hacinamiento en vivienda, insuficiente inspeccion sanitaria e insalubridad
ambiental y conductual.

La cisticercosis es una zoonosis que representa un problema de salud
publica, debido a que ocasiona grandes dafos a la salud humana y sobre todo
porque afecta a individuos en edad econémicamente acliva, lo que trae consigo
su incapacidad para trabajar y desarrollar actividades normales y productivas, lo
que a su vez tiene consecuencias econémicas para la familia y la sociedad, ya
que representa importantes pérdidas en horas’hombre (21). Ademas en el caso

~ de la cisticercosis porcina ocurren pérdidas cuantiosas en la porcicultura (22-23),

ya que la inspeccién en cerdos se hace posi-mortem, y si se encuentra un
cisticerco la carne se pierde porque se decomisa e incinera. (24)

Elinicio de los estudios epidemioldgicos en México se realiza con base en el
andlisis de necropsias en diferentes hospitales de la ciudad de Méxica como son
el Hospital General (25-27), el Hospital de Nutricién de la secretaria de salud (28),
y en Centro Médico Nacional del IMSS (29-31). Los estudios fueron realizados en
pacientes que fallecieron por cualquier causa y sin ninguna seleccién, en la
mayoria de los casos la frecuencia de cisticercosis cerebral en material de
autopsias oscila alrededor de un 3%.(25-31) Cuando se analiza la frecuencia de
este padecimiento como causa de muerte en material de autopsia se encuentra
una frecuencia del 1%. (3, 31-32) L

A partir de 1979 la cisticercosis - se convirti6 en una enfermedad de
natificacion obligatoria (33), lo cual ha permitido que se determine con mayor
frecuencia y que el nimero de casos de pacientes cisticercosos sea mas real.

Los -casos de cisticercosis son . reportados a la  Direccion General de
Epidemiologla de la Secrelaria de Salud (DGE, SSa) y se tienen registrados
desde 1975 como se ilustra en la tabla ti. (tomado de Sarti E., 1989)



En lo que se refiere a esludios seroepidemiologicos de cisticercosis
realizados en México, el primero de ellos se realizé con muesiras de suero del
Estado de Qaxaca, utilizando para sllo la prueba de hemaglutinacién pasiva (HP)
y s& encontré que el 3.2% de los individuos presentaba anticuerpos anli-
cisticerco. (34)

TABLA I
No. de casos con NCC por afo notificados a la DGE, SSa,

Afo No. de casos
1975 8
1976 7
1977 4
1978 9
1979 33
1980 15
1981 3
1982. 13
1983 22
1984 96
1985 189
1986 236
1987 356
1988 447

En 1976 el Centro de Investigaciones Ecologicas del Sureste, en San
Cristobal de las Casas, Chiapas, encontro que la prevalencia de serologia
positiva era mas alta en los asentamientos mas pequerios (8%) que en los mas
populosos (2 %), lo cual explica el ciclo rural de transmisién que mantiene a la
endemia, datos que coinciden con los hallazgos de Flisser A, (35), quien encontré
en el mismo estado una seropositividad entre 0.4 y 7.6%. Con el uso de la
Inmunoelectroforesis (IEF) (36) analizando 3000 sueros provenientes de Chiapas
observo que en poblaciones mas pequefias habia mayor frecuencia de individuos
con anticuerpos que en localidades grandes, Posteriormente Flisser y col.
utilizando la IEF realizaron el andlisis de una encuesta serdepidemiolégiCa
nacional elaborada por el IMSS en 1974 y empleando para ello 20,000 sueros
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encontraron una seropositividad del 1%; siendo la zona del bajio con un 5%, la de
mayor prevalencia de anticuerpos anti-cisticerco (37). Entre 1987 y 1988 se llevo
a cabo la Encuesta Nacional Seroepidemiologica (ENSE) con 66,754 sueros,
muestra representativa de todas las entidades federativas del pais de todos los
estratos socioeconoémicos y de asentamientos rurales y urbanos. La
seroprevalencia global usando la técnica de Hemaglutinacion Indirecta (HI) fue
del 1.2%, con grandes y significativas diferencias enlre estados que varian de
0.06 % a 297 %. (38)

Ademas de |a seroprevalencia también se han estudiado aspectos de orden
bioldgico, geogréfico, social, econémico, cultural y educativo que se asocian como
factores de riesgo para adquirir la cisticercosis o para ser seroposilivos a
anticuerpos anti-cisticerco. En 1984 en El Sétano, Hidalgo se hizo una encuesta
para investigar antecedentes de leniosis y padecimientos neuroldgicos
compalibles con NCC, Ademas se realizé determinacion de anticuerpos anti-
cisticerco por ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), anélisis
coproparasiloscopicos y palpacion de lengua en cerdos para la busqueda de
cisticercos. Los resultados mostraron una seropositividad del 3.4% y se observé
que en las familias donde habia una persona seropositiva habia un portador de
tenia 6 alguien con sintomatologia sugerente de NCC.(39). En E! Salado, Sinaloa
se determind la presencia de huevos de Taenma spp por el método
coproparasitoscopico de Faust y la presencia de anticuerpos por ELISA; se
enconlraron huevos en el 3.3% de las muestras procesadas y la seropositividad
del ELISA para anticuerpos fue del 11% y en este caso también se encontré que
el vivir con un individuo con tenia es riesgo para tener anticuerpos. anti-
cisticerco.(40) En La Curva, Navolato, Sinaloa también se determiné la presencia
de huevos de Taenia spp y la presencia de anticuerpos por ELISA, y a los
positivos se les dio tratamiento con prazicuantel. Los resultados muestran que en
el 1.2% se encontraron huevos de Taenia spp. ¥ en el 11% anticuerpos anti-
cisticerco pafa fa poblacién en general y cuando se analiza Unicamente a los
convivientes de los portadores se observa una seropositividad del 28%; asi mismo
la seropositividad aumenta con la edad. (41-42). En otro estudio que se hizo en
Angahukan. Michoacén revelé a través de un cuestionario de encuesta y la
determinacién - de anticuerpos por inmunoelectrotransferencia  (IET)  una
seropositividad del 4.9% y que dicha seropositividad se incrementaba con la edad
y que el grupo de entre 46 y 55 aflos fué el de mayor seropositividad. Otro estudio
realizado en Los Sauces, Guerrero reporté un 2.7% de individuos seropositivos

1



por ELISA. De estos dos ultimos estudios se concluyd que existen varios factores
ambientales y del comportamiento humano que favorecen la transmision del
complejo leniosis/cisticercosis (36). En otro estudio epidemioldgico realizado en
Xoxacolla, Morelos se enconiro el 11% de seroprevalencia por IET (43) y menos
del 1% tuvieron huevos de Taenia sp en sus heces y el 1% habian reportado
historia clinica de convulsiones. Ademas se determind cisticercosis en el 5.2% de
534 cerdos revisados por palpacion de lengua, también se demostraron factores
de riesgo para cisticercosis en casos confirmados por tomografia axial computada
(TAC), los cuales fueron el consumo de agua no hervida y tener malos hébitos de
higiene. (44). Por ultimo el estudio realizado enla localidad de Cerritos, San Luis
Potosi se determinaron antigenos del cisticerco de Taenia solium y anticuerpos
por medio de ELISA y su asociacién con factores de riesgo. La seroprevalencia
obtenida en este caso fue del 4.8% para anticuerpos, los factores asociados son
principalmente el analfabetismo, el padecer alteraciones nerviosas, la préctica de
fecalismo al aire libre, el vivir en condiciones precarias, el vivir en comunidades
rurales y la crianza de cerdos en el hogar. (45). La prevalencia para antigenos fue
del 1% y el factor de riesgo asociado fue la presencia de crisis convulsivas. (46)
En este estudio se confirma una vez mas que los factores conductuales y de
subdesarrollo favorecen la transmisién en poblacion abierta y ademas que la
cisticercosis es una enfermedad subestimada, ya que el porcentaje de personas
con anticuerpos es mayor de lo esperado y existe la presenma de antigenos
circulantes en la poblacuén citada.(45-46)

Por otra parte en lo que se refiere a la cisticercosis porcina las cifras
dficiales indican que en México entre 1980-1981 la frecuencna era de un promedio
de 1.5 %, con un rango de 0 a 10 %. (47)

5. INMUNOLOGIA

El desarrollo de métodos inmunologicos nos ha permitido  conocer los
componentes del parasito y del hospedero que participan en la respuesta inmune
tanto celular como humoral, siendo ésta ultima de la que més se conoce por la
facilidad que tienen las técnicas para detectar antlcuerpos en muestras de sueroy
LCR de pacientes con cisticercosis.
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5.1. RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL

La respuesta inmune humoral se ha estudiado en poblacion diagnosticada
clinicamente con cisticercosis, usando para eflo en algunos casos muestras de
suero, en otros casos LCR o ambos lipos de musstras. Se sabe que en suero y en
LCR existen anticuerpos especificos de casi todas las clases de inmunoglobulinas
(48). Los anticuerpos que con mayar frecuencia se han delectado en Ia
cisticercosis humana son de lipo 1gG tanto en muestras de suero como de LCRy
en algunas ocasiones se ha visto que hay mas niveles de anticuerpos 1gG en el
suero que en el LCR del misma paciente (49-50);, sin embargo existen casos
contrarios (43, 48, 50), pero la presencia de IgG sugiers que |a respuesta inmune
es secundaria y apoya la observacion de que {a enfermedad es cronica. (1, 51)
Los anticuerpos de tipo IgM se han identificado en pocos estudios y se sabe que
es menos frecuente encontrarios en LCR que en suero y en caso contrario su
presencia en LCR se asocia a dafio en la barrera hematoencefélica. Algunos
estudios sugieren que los anticuerpos especificos de tipo IgE aunque existen en
enfermedades heiminticas no son producidos en forma importante en la
cisticercosis. (48) Los anticuerpos IgA se han reportado en pocos casos en suero
y en LCR. (48, 52)

El hecho de que las inmunoglobulinas de tipo lgG sean detectadas con mas
frecuencia en muestras de LCR (90%) que en suero (85%), sugiere que exisle
una respuesta inmune en el SNC y que el sistema inmunolégico del cerebro
reacciona con antigenos del cisticerco, ya que se ha demosirado que en la NCC
hay sintesis local de anticuerpos especificos de tipo IgG. Pero los epitopos
antigénicos que este lipo de inmunoglobulinas reconoce y su relaliva
concentracion en suero y LCR no se conocen. (51, 53-55) Miller y col. proveen
datos de la sintesis de anticuerpos especificos IgG, intra-barrera
hematoencefdlica en cinco de seis pacientes con NCC (53} y Estaflol 'y col.
apoyan esla idea, debido a que encueniran un aumento en el nivel de anticuerpos
en LCR pero no en suero después de aplicar tratamiento con prazicuantel a
pacientes con cisticercosis cerebral parenquimatosa.(51)

La presencia de anticuerpos IgG en el LCR muestra: una correlacién
significativa con las caracteristicas del pardsito. sélo el 28% de los casos con
lesién Unica fueron positivos mientras que el 94% de los pacientss con dos o mas
cisticercos morfolégicamente viables, tenian anticuerpos IgG. (56) y que la
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ausencia de anticuerpos de clase IgG, en varios de los pacientes con cisticercos
calcificados se explica parque el parasitc muerto no es antigénico. (48) En
aquellos pacientes que tienen cisticercos calcificados con una respuesta inmune
persistente, la presencia de anticuerpos se debe a una respuesta de memoria 0 a
que ademds de cisticercos calcificados probablemente también tiene quistes
viables localizados en zonas no datectables. En contraste, los pacientes con
cisticercos viables generalmente tienen anticuerpos IgG  anti-cisticerco
detectables, indicando que el parasito asta vivo y hay estimulo de la respuesta
inmune del hospedero. (51)

También se han encontrado diversas clases de inmunoglobulinas y C3b, el
tercer componente del complementa, en la superficie de cisticercos, sin que exista
una correlacion con el grado de dafio al tagumento. (57)

§.2. RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR

Realmente se cuenta con pocos conocimientos acerca de la respuesta
inmunitaria celular en la NCC humana. En un estudio de unos cuantos pacientes
con NCC se midi6 {a respuesta celular in vivo, mediante la respuesta cuténea al
derivado proteico purificado de Mycobacterium tuberculosis (PPD). Se encontrd
que los pacientes cisticercosos presentaron una baja respuesta celular (5%) en
comparacién al grupo de los sujelos sanos (50%), de quienes se conoce que la
respuesta es mas o menos similar a la reportada en este caso para una poblacién
sana de mexicanos. También a los mismos pacientes se les realizo el andlisis de
transformacién blastoide de linfocitos en respuesita a tres mitégenos:
fitohemaglutinina, concanavalina A y fitolaca americana, encontrdndose una
respuesta muy pobre en los pacientes enfermos en relacion con los sanos, Estos
estudios han llevado a pensar que los parasitos pueden inmunosuprimir a su
hospedero para establecerse y permanecer viables. (2, 58)

En cuanto al procesamienio y la presentacion de antigenos, se han realizado
estudios con macréfagos in vifro. Los resultados que se obtuvieron sefialan que
hay 13 antigenos que son escogidos de un mosaico de 40 y que de estas 13
bandas proleicas observadas por IET, 12 corresponden a moléculas que son
procesadas an unos cuantos minutos por tas células, mientras que un antigeno de

- aproximadamente 70 kDa no es procesado.(2, 59)
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5.3. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

En la cisticercosis como en otras parasitosis, los cisticercos sobreviven a
pesar de que el hospedero se encuentra en condiciones inmunoldgicas
adecuadas para eliminar su presencia. Esto se explica porque existen
mecanismos de evasion de la respuasta inmunitaria en el parasito que permiten
su supervivencia en el hospedero, como se ilustra en la figura 2.

Linfocito T
antigeno B Tejido Factorea dot
conectivo : Complemento
det huélped g . { * *
Anticuerpos *B ;\tiﬂ E o]
Anti-AgB ( )/ B T ‘ ‘_,L Y )

Eosindfilo

Inmunoglobuiina Macréfagos

Receptor ¥
paraFc \

Figura 2, Mecanismos de evasidn inmune propuestos para el caso dal
metacéstodo de Taenia solium. Tomado de la referancia (2)

Dentro de los mecanismos de evasion inmune en ia cisticercosis astén: 1) La
denominada "cortina de humo” que consisle en el hecho de que el antigeno "B” el
cual es una molécula compuesta ‘de dos subunidades proteicas
inmunologicamente idénticas con peso molecular de 105 y 95 kDa con un punto
isosléctrico entre 5.0 y 6.3, es el Unico antigeno caracterizado y del cual se sabe
que se praducen anticuerpos en el 85% de pacientes con NCC. (60) tiene algunas
propiedades de las fibronectinas, entre las cuales se encuenira la afinidad por
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colégena, es una proteina de secrecion y un muy buen inmundgeno, por lo cual
los anticuerpos especificos contra él no tienen efecto sobre el parasito, pues
reaccionan con un producto externo que probablemente estd unido al tejido
conectivo del hospedero, (61) 2) La presencia de un receptor para Fc de
inmunoglobulinas, presentes en la superficie de los cisticercos tanto en seres
humanos como en cerdos; (62) 3) La produccion de sustancias que inactiven el
complemento. Existe evidencia que sugiere que los cisticercos de T. solium son
susceptibles al ataque del complemento in vitro (63); por ello se ha investigado la
presencia de componentes anti-complemento en el parésito; por un lado, se sabe
que el antigeno B se une a la parte colagénica del C1q y asi inhibe la via clasica
del complemento (59); por otro lado, también se ha abservado que el extracto del
parasito exento de antigeno B (por eliminacion especifica) inhibe Ia fijacion de
complemento in vitro, por lo que se sugiere que existen por lo menos 2 sustancias
involucradas en este fenémeno; y 4) La presencia de algun producto del parasito
que dafle amacrofagos y a eosindfilos puesto que éstos son los componentes del
hospedero que participan en la destruccidn del parésito cuando por tiempo o por
tratamiento, se rompe el equilibrio hospedero parasito.(64-65) (2).

6. DIAGNOSTICO

Debido a que la cisticercosis es una enfermedad con multiples
manifestaciones y que en muchas ocasiones sé confunde con signos y sintomas
de otras enfermedades y que es de efecto irreversible una vez que se ha daflado
al SNC; la labor de diagnostico resulta de gran interés en el sentido de que un
diagndstico certero ayuda al médico tratante para manejar su enfermedad lo mas
convenientemente posible y disminuyendo las complicaciones.

Los métodos que se utilizan para establecer el diagnostico de la cisticercosis
cerebral son: ‘

6.1. CLINICO

El diagndslico clinico lo realiza el médico, esté consiste en una entrevista
con e} paciente en la cual a base de signos y sintomas se obtiene informacién
valiosa sugerente del cuadro neurojogico probable de NCC.
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Este diagndstico va acompanado de varios estudios de gabinete para
corroborar dicho padecimiento.

6.2, DE IMAGEN

En un principio los métodos imagenologicos que se utilizaban eran las
radiografias simples es decir los rayos X o con medios de contraste, que son las
llamadas neumoencefalografias y ventriculografias, las cuales unicamente ayudan
a definir una hidrocefalia, desplazamiento del sistema ventricular, pero no
permiten observar quistes intraventriculares o subaracnoideos. Actualmente han
caido en desuso y se han sustituido por otros procedimientos mas agiles, menos
agresivos y que brindan méas informacién como son la tomografia computada (TC)
y la resonancia magnética (RM).

La tomografia computada es un método diagnéstico que tiene la capacidad
de diferenciar lesiones de diversas densidades y cuanltificar el coeficiente de
absorcién de diversos tejidos de tal forma que en la cisticercosis cerebral el
procedimiento sea extremadamente Util para establecer el diagnéstico. Las
modificaciones que se pueden observar en el cerebro son:

a) Quistes parasitarios y localizacién en algunos casos.
b) Granulomas en varios estados de evolucion.
¢) Calcificaciones con diversas caracteristicas.
d) Cambios en el tamafio y morfologia de las cavidades ventriculares.
e) Edema alrededor de los quistes.
f) Infarto cerebral.
g) Combinacién de las Ieslones anteriores.
h) Evolucion de las lesiones en estudios secuenciales.

La TC tiene la ventaja de ocasionar pocas molestias sin agresion y de hacer
estudios repetitivos sin que represente un riesgo para el paciente.(2,3), Ademas
tiene una sensibilidad muy alta en la localizacién de quistes subaracnoideos y
parenquimatosos. Para el caso de la sisticercosis quistica intraventricular el -
diagndstico se puede hacer por este medio afiadiendo ademds, medios de
contraste inoculados en el LCR y su eficiencia es tan alta que en ocasiones se
~ alcanza a observar la i imagen del escélex del parasito. (2)

En la actualidad este es el procedimiento imagenolégico de eleccién en los
hospitales, sin embargo tiene la desventaja de que sélo se hace en hospitales de
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lercer nivel, ya que el aparato para realizarlo, el material utilizado, el
entrenamiento del personal especializado, y la experiencia necesaria para su
interpretacién lo convierten en una técnica sumamente costosa y fuera del
alcance de muchaos hospitales. (2)

Otra de las técnicas de diagnastico para estos casos y que racientemente se
ha empezado a utilizar es la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La RMN
presenta una resolucion mucho mayor que cualquier otra técnica , ya que
proporciona una imagen compalible a un corte analomopatoldgico, con lo gue con
mucha precision se pusde localizar una lesion y determinar su eliologfa; sin
embargo esle método diagnéstico es lodavia mas costoso que la TC y por
consiguiente menos accesible para la mayoria de la pablacion. (2)

Tanto al RMN como la TC son métodos que presentan sensibilidad y
espacificidad por arriba def 95%.(2)

6.3. INMUNOLOGICO.

El diagnéstico inmunoldgico para la cisticercosis se hace par medio de
diferentes técnicas, enfre las que se incluyen. la fijacion de complemento
{probada desde 1956), las pruebas de precipitacion en capilar, la hemagiutinacion
indirecta, la floculacidn, la inmunoelectroforesis, la inmunodifusion dable, la
inmunofluorescencia indirecla y el radioinmunoensayo, y mas recientemente los
ensayos inmunoenzimaticas como; el ELISA, el ELISA de punto (Dol-ELISA) vy la
IET. Con estas pruebas se puede demostrar la presencia de antigenos o
anticuerpas presentes en suero o LCR.

Sin embargo no existe un método inmunoldgico infalible ya que no todas las
pruebas tienen una sensibilidad y especificidad del 100 %. Se reporta enire un 70
y un 100 %. El resultado depende de varios factores como son: el grado de
pureza del antigeno, el estado clinico dsl paciente, ta presencia de calcificaciones
del cisticerco, el numero de quistes y la localizacion de los mismos. Es por eso
que en la clinica las técnicas inmunolégicas son usadas junto con las
imagenoldgicas para abtener un diagndstico més certera. (1-3, 5)

Las técnicas que en la aclualidad se emplean para diagnoslico de
cisticercosis con mayor frecusncia, porque cuentan con una sensibllidad mayor a
la reportada con los métodos de las décadas pasadas, son el ELISA y la IET

principalmente, y no sdlo son aplicables para usarse como  pruebas de
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diagnostico sino también como herramientas para estudios a nivel de
invastigacion epidemioldgica. {66)

En el ELISA el antigeno 6 el anticuerpo se adsorben a una fase sdiida
(microplacas de poliestirano 0 membranas de nitrocelulosa ) y posteriormente con
la adicion de la muestra de algin fluido organico ocurre la reaccion antigeno-
anticuerpo que posleriormente es avidenciada con el usc de un anticuerpo
conjugado a una enzima, la cual es capaz de reaccionar con su correspondiente
sustrato para formar un producto colorido que es visible y puede ser cuantificado
an un espectrofotdmetro especialmente disenado para esto (lector de ELISA).

Existen diversas variantes del ELISA como son los métodos direclos, los
indiractos, los de captura y los competitivos. Ambos permiten la determinacion de
antigenos en fluidos organicos, a excepcidn del método indirecto con el que se
detectan anticuerpos. (66)

La |ET combina el poder resolutive de la elaciroforesis con la alla
sensibilidad y especificidad del ELISA. La IET es una unidn sinérgica de tres
lécnicas independientes de alto poder, en donde mezclas complejas de moléculas
biologicas son separadas primerc por electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecit sulfalo de sodio (SDS-PAGE), posteriormente  son
electroforéticamente transferidas a una fase o matriz sélida (la mas usada es la
nitrocelulosa) y finalmente Jas moléculas son visualizadas directa o
indiractamente con anticuerpos marcados con enzimas por una inmunodeteccion
anzimatica & con anticuerpos marcados con isdtopos  radioactives y
autoradiografia. Las variaciones con las fres técnicas basicas son numerasas; sin
embargo los resultados finales generalmente son buenos en términos de
resolucion, sensibilidad y especificidad.{67)

Con el objetivo de establecer métodos inmunologicos de gran eficiencia que
facilitan el diagnostico de la NCC se ha realizado una gran variedad de estudios.
Por un fado tenemos aquellos que determinan anticuerpos y por otro lado los que
detectan antigenos en muestras de suero y/o LCR (tablas I y IV,
respectivamante).

6.3.1. Bisqueda de anticuerpos en seres humanos.

La determinacién de anticuerpos ha sido la estrategia més usada para el
apoyo al diagndstico de la cisticercosis; una de sus limitantes, sin embargo, es
que la identificacion de anticuerpos conira el cisticerco de Taenia solium en
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sangre o en LCR no indica necesariamente la presencia del pardsito y en la
mayoria de los casos los niveles de anticuerpos na correlacionan con la carga
parasitaria a la lacalizacion anatomica de los mismos; sin embargo, las técnicas
son faciles, no muy caras y buenas en términos de sensibilidad. (2)

Analizando la tabia lll en lérminos de sensibilidad y especificidad podemos
ver que la técnica de Dol-ELISA que uliliza como antigeno a la gP24 alcanza un
100% de sensibilidad y especificidad en muestras de suero y LCR, sin embargo
hay que hacer la aclaracion de que esla técnica generalmente no alcanza estos
grados de espacificidad y sensibilidad, pero en este caso se obtiene porque en el
estudio se trabajaron muestras de casos confirmados que previamente habian
sido positivas a la gP24, una glicoproteina inmunodominante descrila por Tsang
an la técnica de IET (43,68) y ademas de que el tamario de muestra fue muy
pequenio (N= 13) y cuando se aumenta el tamafio de muestra an cualquier estudio
los resultados de espacificidad y sensibilidad varian, alejandose del 100%.

El ELISA es el mélodo mas usado para estos fines, la sensibilidad varia
dependiendo del antigeno que se utilice. Cuando se usa EC la sensibilidad es del
65 al 87% y la especificidad es de! 68% al 100% en muestras de susro, en LCR la

“sensibilidad es de 62 a 90% y la especificidad del 100% (48, 69). Si el antigeno

as el Fluido vesicular del cisticerco la sensibilidad es del 86% en ambas muestras
y la especificidad del 94% en suero (70), si se trata del SPA se reporta el 91% de
sensibilidad y el 100% de especificidad en suero. {71) Utilizando antigenos méas
puros como el AgB con el cual la sensibilidad es del 80% y la especificidad del
96% en suero, y en LCR de 90% y 98% respectivamente (48), los resultados son
mejores. Otro de ellos s un antigeno purificado con anticuerpos monoclonales
contra el escdlex del cisticerco de Taenia solium (SPA 80, SPA 10a y APS 10b)
con resultados la sensibilidad y la especificidad del 100% en suero (71), y si el
antigeno es la gP24 mencionado con anterioridad la sensibilidad y especificidad
son del 100% en muestras de suero y LCR (68).

La IET en la que se utiliza como antigeno una fraccion purificada del EC del
cisticerco de T. solium que correspande a 7 glicoproteinas de peso molecular de
50, 42, 24, 21, 18, 14 y 13 kDa es la que ha logrado resultados més favorables
alcanzando una sensibilidad de 94-97% y una especificidad del 100% en suero
mientras que en LCR la sensibilidad es de 86-100%y la especificidad es del
100%. (43) En lodos los casos la especificidad fue determinada en musestras de

personas sanas o con olras enfermedades neurolégicas.
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TABLA-Il Determinacion de anticuerpos anti-cisticerco de Taenia solium
en serss humanos

Porciento de Porciento de
Autor y Técnica| Anligeno sensibilidad (N) especificidad (N)
Fecha Suero LCR Suero LCR
Espinoza y coi,, |ELISA |EC 85% (61) | 980% (82) | 100% (76) | 100% (70)
1886 (72) AgB 80% (61) | 90% (82) | 98% (78) | 98% (70)
Corona y cal. ELISA [EC 87% (51) | 87% (51) | 90% (111) | 100% (20)
1088 (69)
Nascimenla ELISA  ISPA 81% (22) 100% (24)
y col., 1887 (71) SPA-Mano.** | 100% (22) 100% (24)
Tsang y cal,}IET gp's 87% (111) | 100% (37) | 100% (45) | 100% (9)
19809(43) purificadas ***
Ziniy coi., 1880 |ELISA  |Fiuido 86% (100) | 88% (100) | 84% (200) NO
(70) Vasicular del REPORTA
Cisticerco
Plancante y col., [ELISA* |gP24 100% (13) | 100% (13) | 100% (3) | 100% (3)
1684 (68) Dot gP24 100% (13) | 100% (13) | 100% (3) | 100% (3)
ELISA*
* Casas confirmadas.

SPA: Antigeno de escélex del cisticerco de Taenia solium,

** Ag purificado por monaclonales SPA 80, SPA 10a o SPA 10b.

AgB: Antigeno B.

EC: Extracto crudo del cisticerco de Taenia solium.

* Glicoproteinas purificadas de un extracto del cisticerco de T. solium que en el diagnéstico por
IET identifican anticuerpos que reconacen a la gpS0, gp42, gp24, gp21, gp18, gpidy ap13.

De los resultados que se obtuvieron en dichos estudios se puede sefalar.
que la cisticercosis es una enfermedad heterogénea y compleja en la que no
existe ninguna relacion entre los niveles de anticuerpos y el numero de
cisticercos, asi como fampoco se observd una relacion entre los niveles de
anticuerpos y la observacidn de imagen del cerebro (quistes o calcificaciones),
pero si el hacho de que los paclentes con una sola lesidn o calcificaciones
presentaron menos anticuerpos detactables. (69-71)
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Es importanle considerar que en cualquier estudio en el que se evalian
muestras de pacientes con alguna parasitosis, se analice también el efecto de las
reacciones cruzadas entre antigenos de parasitos ya que se puede conducir a
conclusiones erréneas respecto a la especificidad de algun antigeno del parasito
en estudio, cuando se analizan datos de prusbas inmunoldgicas realizadas en
poblaciones potencialmente multiparasitadas como la nuestra. Se sabe que
existen reacciones cruzadas principalmente entre extractos de parasitos cercanos
en la escala filogenética, (72-73) Por ejempio en uno de los estudios por
inmunodifusién doble (IDD) e IEF utilizando como antigenos extractos de
diferentes parasitos, y como anticuerpos sueros hiperinmunes de éstos antigenos
y sueros de enfermos con NCC. Se enfrentaron antigenos de diferentes parasitos
con anlisueros homologos y heterdlogos, Ios resultados muestran mayor numero
de reaccion cruzada entre organismos con relaciones filogenéticas mas cercanas.
En el suero de pacientes con cisticercosis hubo reaccion contra extractos
antigénicos de T. saginata (86%), Ascaris lumbricoides (31%) y Faciola hepética
(21%). La explicacion posible a esto es que para A. lumbricoides el porciento
encontrado coincide con la frecuencia de dicha parasitosis en México, por lo que

“los pacientes también sufrieron de ascariosis. Para F. hepética que, puede

deberse a que existen moléculas similares desde el punto de vista antigénico, ya
que esta mas cerca en la escala filogenética a T. solium que a Ascaris, y a que
ambos son parasitos tisulares extracelulares del ser humano, y para 7. saginata la
explicacion es que hay reaccion cruzada entre T. solium en alto porcentaje debido
a que ambos son céstodos.(72-73)

Evaluando por IET antigenos dei fluido vesicular del cisticerco de Taenia
solium, Echinococcus granulosus y Taenia crassiceps se ha observado la
reactividad de estos con sueros de pacientes con cisticercosis, hidatidosis y
personas asintomaticas. Los resultados indican que hay reaccion con los sueros
de pacientes con cisticercosis e hidatidosis en los tres antigenos usados. (74) Por
otro lado también se observo reaccion cruzada en sueros de pacientes con
Echinococcus multilocularis 'y Echinococcus granulosus por ELISA y por IET
Ademas ya se sabia que el antigeno B del cisticerco de T. solium reacciona en
forma cruzada con E. granulosus. (75)

6.3.2. Busqueda de antigenos de cisticercos en seres humanos.
Este tipo de estudios se inici6 con Ia prusba de aglutinacion de particulas de
latex . La técnica basicamente consistid en la sensibilizacion de particulas de
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latex con suero hiperinmune, anti-exiracto crudo del metacéstodo de Taenia
sofium para la deteccian de antigenos en muestras de LCR. Los resultados
reportaron una espacificidad del 97% y una sensibilidad del 77%, la cual aumento
al 88% en la segunda muestra después de haber aplicado tratamiento
antiparasitario con prazicuantel a los pacientes, esto debido posiblemente a la
liberacién de antigenos ocurrida por la muerte y posterior lisis del parasito (tabla
V). (76)

TABLA-IV Determinacion de antigenas del cisticerca de Taenia solium
en seres humanas

Sistema | Porciento de Porciento de
Autor / Fecha | Técnica de sensibilidad (N) | especificidad (N)
Ac LCR LCR

Velasco y col,, 1983 | Aglutina- | anti-EC 17% (215) 97% (31)
{78) cidn 100%(31)*
Estrada y Kuhn, [ELISA |anti-EC 69% (16) 100% (19)
1985 (78)

DOT- anl-EC 58% (17) 100% (48)
Téllez G. y cal., 1887 | ELISA
{77) ELISA _]ant-EC 77% (17) 100% (48)
Correa y col., 1989a|ELISA monoclonal 14-83%(32) 100% (24)
y 1988b (79 y 80) ' y poli. **
Estrada y col, 1988 [IET anti-EC 78% (18) 100% (18)
{82) :
Choromaski y col, |HPLC- ant-EC 568% (79) 100% (5)
1880 (83) ELISA

* casos confirmados.

" Monoespecmcosz Ef Mabs HP10 (IgM) reactivo a glicoproteinas de superficie y de secrecidn del
cisticerco de T. saginata 'y el HP12 (lgM) reaclivo con componentes def fluldo vesicular del
cisticerco de ‘T. solium. Y pollespecificos: antl-AgB y anli-EC de llpo igG obtenidos por
Inmunizacién en cerdos del correspondiente antigena.

anti-EC: anticuerpos de conejo, dirdgidos contra el EC del metacéstodo de T. solium.
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Posteriormente surgi6 el ELISA y sus variantes como el Dol-ELISA que se
utilizaron en estudios para detectar anligenos en muestras de LCR de pacientes
con NCC; la sensibilidad en esle caso, es muy variada dependiendo del aulor;
para el Dot-ELISA es del 59% {77} y para el ELISA, si se usan anticuerpos
policlonales en el sistema de captura reporta de 14% a 77% dependiendo de la
fuente de los anticuerpos (conejo o cerdos) y de la especificidad de los mismos
(contra EC o antigenos individuales) (77-80); cuando se usaron dos anticuerpos
monoclonales distintos la sensibilidad fue de 48% y 72%. (80,81) Ademas cuando
se hicieron combinalorias de diferentes anticuerpos la sensibilidad aument6 a
93%. (80) La especificidad fue cercana al 100%, ya que cuando se evaluaron
muestras de personas con ofras enfermedades neuroldgicas (meningitis
tuberculosa o bacteriana, trauma endocraneal, encefalitis viral, mieloma multiple,
elc.) los resultados fueron negativos (tabla IV). El diagnéstico de esta forma
puede ayudar también a diferenciar entre cisticercosis activa e inactiva, ya que la
positividad en la mayoria de los casos se asocia a la presencia de cisticercos
vivos.

El Gnico estudio en el que se detectaron antigenos en suero por ELISA es de
lipo epidemiologico y se basa en el mismo sistema de captura usado para
muestras de LCR (79), pero modificado para usarse en suero, en la comunidad de
Cerrilos, San Luis Polosi, México. La prevalencia de antigenos encontrada fue del
1% (1/900); la sensibilidad calculada fue del 23%. (46, 81), Aunque este valor s
bajo, es de esperarse, ya que se trata de muestras de suero y de poblacion
abierta, y no de LCR en grupos de casos clinicos.

Mas recientemente surgieron la IET y Ia Cromatografia de aita resolucion
(Hig Performance Cromatography Liquid, HPLC), que ademas de darnos
informacion de la existencia de antigenos en LCR de pacientes con NCC nos
indica cuantos son y su peso molecular. Solo dos trabajos existen al respecto, en
el primero de ellos por medio de la IET se identificaron 2 antigenos uno de 190 y
otro de 230 kDa de la larva de Taenia solium en muestras de LCR en 14 de 18
pacientes con NCC (78%) (82), y en el segundo usando HPLC se separaron y
eluyeron muestras de LCR de pacientes con diagnéstico de NCC en 6 fracciones
que posteriormente fueron probadas por ELISA para antigenos; en la fraccién 2
se identificaron antigenos cuyo peso molecular se encontraba en un rango de 33
8240 kDa, en el 56% de las muestras. (83)
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Il. JUSTIFICACION

E! inmunodiagndstico de la cisticercosis se ha basado en la determinacion
de anticuerpos en diferentes fluidos orgénicos, tales como suero, LCR y saliva de
seres humanos y de cerdos; sin embargo, en los métodos que detectan
anticuerpos anti-cisticerco sdio se fortalece el diagnadstico de NCC en pacientes
con sintomatoiogia neurolégica sugerente y nos indica un contacto del paciente
con antigenos de la T. solium. Los trabajos enfocados en la busqueda de
antigenos del cisticerco de Taenia solium se iniciaron como una aiternativa para
el inmunodiagndstico, ya que la presencia de antigenos en muestras de suero o
LCR nos podria indicar la presencia del parasito vivo, es decir, de una
cisticercosis activa. Sin embargo, aunque se sabe que hay antigenos en muestras
de LCR y suero de seres humanos con NCC, no se conoce cuantos son, ni su
peso molecular. Existen solamente dos trabajos en los que se ha logrado ia
caracterizacion de antigenos tinicamente en musestras de LCR, en uno de ellos se

" menciona que |os antigenos del cisticerco de T. solium se encontraron en un

rango de peso molecular de entre 30 y 240 kDa, y en el otro que existen dos
antigenos con un peso molecular de 190 y 230 kDa. Sin embargo, en estos
trabajos no se analizd la presencia de antigenos en grupos de pacientes
clasificados segun el nimero, el tipo vy la localizacion de los cisticercos en el
cerebro, ni tampoco se analizaron muestras de suero. Por ello se decidio realizar
la presente tesis. )
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. OBJETIVOS

1. ldentificar el nimero y ei peso molecular de los antigenos presentes en el
suero y en el LCR de pacientes con neurocisticercosis.

2. Comparar los patrones antigénicos enconirados entre diferentes casos
clinicos y entre las diferentes muestras de suero y en liquido cefalorraquideo de
seres humanos con cislicercosis.

3. Buscar la presencia de reaclividad cruzada con otros parasitos.

V. HIPOTESIS

En of suero y en el LCR de seres humanos con cisticercosis es posible
encontrar antigenos comunes de la larva de Taenia solium; pero no en todos se
identificara el mismo patrén antigénico. Esto es, se encontrard un patron
anligénico heterogéneo entre muestras y entre casos,
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V. MATERIAL Y METODOS

El procedimiento general del trabajo experimental se muestra a continuacion:

FIGURA 3
ELISA-Ac DISENO EXPERIMENTAL
ELISAAg i { SELECCION DE MUESTRAS PREPARACION DE ANTIGENO
"""" DE SUERO Y DE LCR DEL CISTICERCO
DE Taenia sollum (E+P)

CUANTIFICACION PRODUCCION DE SUERO
DE PROTEINAS HIPERINMUNE ant|-CISTICERCO
DE LCR DE Taenla sollum, EN CONEJOS

ORGANIZACION DE EVALUACION DE SUERO
MUESTRASEN HIPERINMUNE POR ELISA
GRUPOS (determinacion de Ac)

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
DE SUEROQ Y LCR EN CONDICIONES
REDUCTORAS Y NO REDUCTORAS

ESTIMACION DEL NUMERO
Y PESO MOLECULAR
DE LOS ANTIGENOS

ANALISIS DE RESULTADDS
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1) MUESTRAS

A) CASOS CLINICOS

1.- Se selecciona un grupo de muestras de suero y liquido cefalorraquideo
de pacientes provenientes del Centro Médico Siglo XXI, de casos clinicos
confirmados por su historia clinica y por su evaluacion en Resonancia Magnetica
(RM) o Tomografia Computada(TC).

2.- Posteriormente se eligen aquellas muestras de pacientes de l0s que se
tenia tanto suero como LCR.

3.- Se realiza la determinacién de proteinas a los LCR por el método de
Bradford (BIO-RAD)(84), usando albumina sérica bovina como estandar.

4.- Se hace una ultima seleccién de muestras en donde se consideran
aquellas que cumplen con el paso 2 y que ademas después de haber realizado el
paso 3 el LCR tienen una concentracién de proteinas de 0.40 mg/mi debido a que
el volumen méximo que se cola por pozo es de 100 .

‘ 5.- Las muestras elegidas se acomodan en cuatro grupos, considerando un
minimo de 5 muestras en cada uno, de acuerdo con los datos de clinica y de
imagen obtenidos:

I.- Suero y LCR de pacientes que presentaban 1 sélo quiste.

Il.- Suero y LCR de pacientes que presentaban quistes multiples.

lIl.- Suero y LCR de pacientes que presentaban caicificaciones.

IV.- Suero y LCR de pacientes que presentaban quistes y calcificaciones.

B) MUESTRAS DE TESTIGOS NEGATIVOS DE SUERO

Se seleccionan 8 muestras de sueros de personas sanas las cuales tenian
resuitado negativo para anticuerpos contra el cisticerco de T, sofium por ELISA, y
que ademds no presentaban sintomatologfa sugerente de neurocisticercasis, ni
hablan padecido teniosis.
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C) MUESTRAS DE TESTIGOS NEGATIVOS DE LCR

Se seleccionan 8 muesiras de LCR de personas que presentaban patologias
diferentes a la cisticercosis; aneurisma cerebral( 2), tuberculosis (1), aracnoiditis
(1), meningitis aguda (2), aneurisma mdltiple (1), hemorragia subaracnoidea (1),
las cuales fueron negativas por ELISA para anticuerpos y para antigenos del
cisticerco de T solium.

D) MUESTRAS DE SUERO DE PACIENTES CON OTRAS PARASITOSIS.

Se usan 3 muestras de suero de pacientes con teniosis, los cuales fueron
positivos por ELISA para coproantigenos de T. solium y negativos por ELISA para
anticuerpos y para antigenos del cisticerca de T. solium, 3 muestras de suero de
pacientes con resullado de anticuerpos positivos por ELISA para triquinelosis
(proporcionados por el Depto. de Inmunoparasitologia del INDRE). También se
analizan, 1 muestra de suero de un individuo con himenolepiosis, 1 muestra de
suero de una persona con hidatidosis y 1 muestra de suero de un pacientes con
toxocariosis (proporcionadas por el Deplo, de Parasilologia de la Facullad de
Medicina de la UNAM), 3 muestras de suero de pacientes con toxocariosis y 1 con
toxoplasmosis (proporcionadas por el Depto. de Parasitologia del INDRE).

P CION L _EXTRACT TIGENICO DEL CISTICERCO DE
nia solium.

Se prepara un extracto crudo (EC) del metacéstodo de T. solium de acuerdo
al método de Espinoza y col. (48): ‘
1.- Se obtienen cisticercos de carne de cerdo parasilada, evitando tomar

carne del animal, se alslan y se puncionan eliminando ol fluido vesicular. Se
- colocan en un recipiente que contiene solucién salina amortiguadara de fosfatos

(PBS) (Sol. Il), se hacen varios lavados para quitar componentes del hospedero
{restos de carne y de grasa), se eliminan el exceso de solucidn salina, se pesany
colocan sobre papel aluminio que se encuentra sabre hielo seco y de esta manera
se congelan rapidamente y se guardan a -70 °C hasta su uso,
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2.- Los cisticercos se descongelan y se les agrega una solucion de
inhibidores enziméticos p-hidroximercuribenzoato (PHMB} y p-metilsuifonilfluoruro
{PMSF) a una concentracion final de 0.04% (Sol. ll} y 0.006% respectivaments
{Sol IV} y 50 ug de (TPCK, Sol. V) y (TLCK, So!. V) por g de cisticercos.

3.- Se macera rapidamente en un mortero y el macerado se sometio a ciclos
de congelacion y descongelacion (5 vecss).

4.- Se sonica a 7 Hz. durante 1 min. en bafio de hielo y se repite este
procedimiento hasta {a completa destruccion del tejido, dejando intervalos de
descanso de 5 min entre cada sonicado.

5.- 8e agrega 1 volumen de PBS 10X (Sol. 1) a 9 volumenes de la musstra y
9 g. de NaCl por litro de solucién final.

6.- Se centrifuga a 30,000 rpm durante 1 h a 4°C.

7.- Se elimina la capa de lipidos que se encuentra en la superficie, se
recupera el sobrenadante (S, ) y se guarda momentaneamente a4 °C

8.- Se vuelve a procesar 8l precipitado agregando una pequefta cantidad de
PB 10Xy se sonica nuevamante como se indica en el paso 4.

9.- Se centrifuga como en el pasos 5 y se obtiene el sobrenadante (S, ) de
igual forma que en el paso 7.

10.- Se mezclan ambos sobrenadantes ( 8y + S; ).

11.- Se cuantifica la concentracion de proteinas, se fracciona y se congela a
-20°C y posteriorments a -70 °C hasta su uso.

Nota: Se corrobora la adecuada preparacion del extracto - proteico
sometiéndolo a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 11% bajo
condiciones reductoras junto con un extracto antigénico de un lole anterior ya
conacido. Este extracto debera de presentar mas de 40 bandas proteicas cuando
ol gel es tedido con azul de Coomassie y mediante la técnica de
inmunoelectrotransferencia se revelan alrededor de 30 bandas antigénicas (ver
mas adelante).

- 3JCUAN TIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

1.- Se construyen curvas patrdn con concentraciones conocidas de albumina
sérica bovina (ASB) a 1 mg/ml. (Sol. Vil} y se hacen las diluciones pertinentes de
las muestras problema como se indica en la siguiente tabla lil.
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NOTA: Se recomienda agregar e reactivo de BRADFORD cuando ya se
prepararon todos 10s tubos y justo § minutas antes de medir las absorbancia en el
espectrofotdmetro, debido a que el color producido en la reaccion es estable solo
durante 30 min,

2.- Se lee cada muestra en un espectrofotometro a 595 nm.

3-. Se lavan perfectamente las celdas con alcohol y H,0 destilada después de
cada lectura y se secan perfectamente.

TABLA-V CUANTIFICACION DE PROTEINAS

TUBO |PROT. STD. |MUESTRA |Vol. |REACTIVODE |ABSOR- |CONC.

ASB (1 mg/mi) | PROBLEMA |H,0 |BRADFORD (ul.) |BANCIA* |FINAL

Vol. {u) Vol. {ph) [(UN] (pg/mi)

1 0 0 800 200 0.456 0

2 5 0 795 200 0.640 5

3 10 0 790 200 0.821 10

- 4 15 0 765 200 1.070 15

5 20 0 780 200 1,230 20

6 0 5 795 200 0.720 . 6

7 0 10 790 200 1,101 17
*Ejemploreal.

4.- Se construye una curva eslandar colocando las concentraciones de ASB

en ol eje de la X y las absorbancias en el eje de la Y, y se obtiene la regresion
lineal de la recta. ‘

5.- Se interpolan los valores de absorbancia de la muestra problema en la

curva estandar y entoncCes se conoce la concentracion de proteinas de cada -

sistema considerando el factor de dilucién en cada una de ellas.

4) PRODUCCION DE SUERQ HIPERINMUNE DE CONEJO anti-CISTICERCOQ

Se preparan anticuerpos policlonales de tipo 1gG, contra el EC, para lo cual
se sigue un método de inmunizacidn ya estandarizado que consiste en:

31

S



1.- Se selecciona un conejo raza Nueva Zelanda de aproximadamente 2 Kg
de pasoy de 3-5 meses de edad.

2.- Se oblienen de 3-6 ml. de sangre de la vena caudal de la oreja que
corresponde al dia cero de la inmunizacion.

3.- Se da |a primera inmunizacién con un mezcia de un volumen del extracto
del cisticerco de Taenia solium que contenga 1 mg de proteina, mas un volumen
similar de adyuvante completo de Freund, por via subcuténea,

4.- Una semana después (7 dias) se hace un segundo sangrado de la misma
forma que en el paso 2 y se da un segundo eslimulo con la misma dosis y via
pero en adyuvants incompisio de Freund.

5.-Alos 14 dias se vuelve a sangrar como en el paso 2 y se inmuniza ahora
con el antigeno solo, por via intramuscular,

6.- Se hacen subsiguientes retos por via intramuscular con la mitad de la
dosis inicial y sin adyuvante cada semana (21, 28 y 35 dias). Antes de cada
inmunizacion se hacen sangrados por oreja como en el paso 2.

'7.- Se lleva a cabo un monitoreo de la produccién de anticuerpos empleando

. 8l suero obtenido en los sangrados, por ELISA (Ver figura-4).
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FIGURA-4 TITILACION DE ANTICUERPQS anti-EC DE CONEJO,
DETERMINADO POR LA TECNICA DE ELISA
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8.- Cuando se alcance el titulo maximo de anticuerpos, aproximadamente en
el litulo 1:64000 se sangra a los conejos “a blanco’, es decir, se sacrifican al
sangrarlos por puncion cardiaca. L.a sangre obtenida de incuba a 37 °C por‘ 30
min., se separa e} coagulo y se centrifuga a 2500 rpm. Se separa el suero del
paquete celular.

9.- El suero obtenido se fracciona y se congela a -20°C y posteriormente a
-70°C hasta su uso.

10.- Se corrobora el reconocimiento adecuado del lote de anticuerpos por
IET usando como antigeno el extracto crudo del cisticerco.

5 ) ELISA PARA ANTICUERPOS.

La determinacion de anticuerpos en conejos se hace por ELISA, pero
modificada de la descrita por Espinoza y col. (89) y consla de las siguientes
partes:

) SENSIBILIZACION

1.- Se utilizan placas de ELISA (Inmulén 1, Dynatech), que se sensibilizan
con 100pl/pozo de extracto crudo (EC) diluido en solucién amortiguadora de
carbonato-bicarbonato 0.01M, pH 9.6 (Sol. VII}) a una concentracién de Sug/ml.

2.- Se incuban las placas durante loda la noche a 4°C.

B) BLOQUEO

3.- Se elimina la solucién de antigeno decantando el contenido de los pozos
y el exceso de liquido se seca sobre una gasa.

4.- Se hacen 3 lavados con 200 jl/pozo de PBS-Tween 20 (Sol. IX), durante
5 min cada vez. :

5.- Entre cada lavado se sigue como se indica en 3.

6.- Se colocan 200 pl/pozo de ASB o ASH. al 1% en PBS-Tween 20 (Sol. X).

7.- Se incuba la placa a 37°C durante 30 min.

C) COLOCACION DE MUESTRAS

8.- Se continua como en los pasos 3y 4.

9.- Se hacen diluciones dobles de suero partiendo de 1:1,000 en PBS-
Tween 20 (Sal. IX) y se colocan 100 pl/pozo de |a muestra diluida en los pozos
correspondientes. Es imporiante recordar que cada muestra se prueba - por
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duplicado. El vaciado de las muestras a los pozas se realiza de acuerdo a la hoja
de instrucciones de flenado establecido con anterioridad.
10.- Se incuba a 37°C durante 2 h.

D) CONJUGADO (anti-inmunoglobulinas de conejo-peroxidasa)

11.- Se continua como en os pasos 3y 4.

12.- Se colocan 100 pl/pozo def conjugado anti-lgG de conejo-peroxidasa
diluido 1:1000 en PBS-Tween 20 (sol. IX). El iote de conjugado se titula con
anterioridad para conocer la dijucion 6ptima con fa que se debe trabajar.

13.- Se incuba a 37°C durante 2 h.

E) SUSTRATO

14.- Se procede como en los pasos 3 y 4

15.- Se colocan 100 plipozo de la solucion de sustrato (o-feniiendiamina) y
56 incuba la placa a 37°C durante 30 min,

- Las cantidades de los componentes del sustrato que se indican son
suficientes para una placa de 96 pozos:

Se mezclan 5 m} de écido citrico 0.1M (Sol. XI) con § ml de citrato de sodio
0.1M (Sol. Xil), a esta mezcla agregar 4 mg. de o-fenilendiamina (se saca 1 hora
antes de su uso), se agregan 4 ul de H0; al 30%, se mezcla y se agita
vigorosamente, La solucién de sustrato se prepara justo en el momenlo de
finalizar ef Gltimo lavado y se vacia rapidamente a fos pozos.

F) LECTURA

16.- La reaccion enzimatica se detiene afadiendo 100 pl/pozo de H,SQ4 2N
{sol. Xili). La lectura se hace en un lector de ELISA a 405 nm.

Observaciones:

1.- Las muestras se colocan por duplicado siguiendo la hoja de instrucciones
de llenado, en que no deben omitirse los siguientes testigos:

a. Testigo positiva de la prueba: se utiliza el suero praveniente de un canejo
inmunizado con anterioridad y praviamente probado por esta técnica con lecturas
mayores de 2.5 unidades de absorbancia.

b. Testigo negativo del anticuerpo (blanco): la musstra biologica problema se
sustituye por la salucién de PBS-Tween 20.

¢. Testigo negativo del ensayo: muestra de suero proveniente de él o los
conejos sin inmunizar.
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d. Se recomienda usar 2 testigos posilivos (suero) del ensayo, estos pueden
ser uno de lectura alta (aproximadamente de 2.0) y uno bajo (cercano al punto de
corte).

2.- La sol. de ASB se pueds reutilizar 3 veces.

3.- El sustrato se mantienen en el congelador.

6 )} INMUNOELECTROTRANSFERENCIA PARA ANTIGENOS

£l andlisis de los antigenos presentes en las muestras por IET se hace
utilizando las melodologias descritas por Laemmii (B5) para la electroforesis de
proteinas, y de Towbin (67), para la electrotransferencia, la técnica se describe a
continuacidn y posteriormente se esquematiza.

A)ELECTROFORESIS

1.- Los cristales de la cdmara de elactroforesis se colocan en los empaques
y se montan en el soporte para preparacion de geles.

2.- Se agrega agua entre los cristales montados para verificar que no haya
fugas de agua y se nivelan.

3.- Se sacan los cristales con papel filtro .

4.- Se hace la mezcta para preparar 40 ml del gel inferior o separador al 9%
para muestras de suero y al 11% para muestras de LCR en base ala tabla V.

5.- Se hace la mezcla para 10 mi de solucién del gel superior 0 concentrado
al 3.5% en base atatabla V.

Observaciones: El persulfato de amonio (APS) y el (TEMED) se agregan al
ultimo, se agita toda la mezcla y se vierte rapidamente entre los dos cristales. Se
deja polimerizar el tiempo que sea necesario. ‘

Cuando ha polimetizado el gel inferior se debe agregar el gel superior
colocando previamente un peine de 10 carriles que permita la formacién de los
pozos. En este caso también el TEMED y el APS se agregan al tltimo , se:agita
la mezcla y se vierte entre los dos cristales y se deja polimerizar e tiempo que
$6a necesario, ;

6.- Se coloca el volumen equivalente 40 ug de proteinas de cada una de las
muestras de suero o {iquido cefaloraquideo por carril asi como los estandares de
peso molecular, preparados previamente (Sol. XiX) o comerciales (SIGMA), en
una solucién para muestra (Sol XX)) en proporcién 1:1 volivol. Cada muestra se
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prepara en condiciones reductoras agregando 2-mercaptostanol y en condiciones
no reductoras sin el agente reductor. Las muestras se hierven durante 5 min.

TABLA-VI SOLUCIONES PARA PREPARAR GEL SEPARADOR A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ACRILAMIDA

Gel al 11% | Gel al 9%
SOLUCIONES Vol. {ml) | Vol. (ml)
Acrilamida-Bisacrilamida al 30% (Sol. XIV) 14.7 12.0
H20 dd. 15.0 17.6
Tris-base 2M pH= 8.8 (Sol. XV) 10.0 10.0
SDS al 10% (Sal. XV1) 0.4 0.4
APS al 10% (Sol. XVII) 0.4 04
TEMED 0.02 0.02

TABLA-VII SOLUCIONES PARA PREPARAR EL GEL CONCENTRADOR

SOLUCIONES Vol. (ml)
Acrilamida-Bisacrilamida. al 30% (Sol.| 1.7
XIV)

H,0 dd. 6.8
Tris-HCI 2M pH= 6.8 (Sol. XVIll) 1.3
SDS al 10% (Sol. XV!) 0.1
APS al 10% (Sol. XVIi) 0.1
TEMED 0.010

7.- Se colocan las muestras cada una en un carril. La electroforesis de los
sueros se hace en geles al 9% y la de los LCR se hace en geles al 11%. Es
importante. incluir en cada gel un carril que contenga los marcadores de peso
molecular preteiiidos o sin terir. :

8.- Se agrega la solucién de corrida (Sol. XXI) en la cdmara.

9.- La electroforesis de las proteinas en el gel, se hace mediante la
formacion de un campo eléctrico, en donde se deja que las muestras corran del
cdtodo (polo negativo) al anodo (polo positivo) a 160 volts el tiempo necesario
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hasta que el frente colorido de las muestras se encuentre a + 0.5 cm. del final de
los geles.

B) ELECTROTRANSFERENCIA

1.- Mientras se lleva a cabo la electroforesis, se ponen a remojar el pape!
filtro, las fibras (Scotch) y el papel de nitrocelulosa (NC) en la solucién
amortiguadora de transferencia (Sol. XXIIl).

2.- Terminado el tiempo de la electroforesis, se desmonta la camara y de los
geles se elimina el gel superior y el gel inferior se sumergen en una charola que
contiene solucién de transferencia.

3.- Se monta cada gel en los empaques de plastico de la camara de
transferencia de acuerdo al esquema de la figura 6.

Nota: Se debe trabajar con guantes nuevos y eliminar las burbujas que se
puedan formar al colocar cada uno de los componentes anteriores, ya que éstas
interferirdn en el analisis después del revelado.

4.- Los geles empaquetados se colocan en la camara de transferencia la
cual ya contiene |a solucion respectiva fria.

5.- Se transfieren las muestras de] catodo (polo negativo) al danodo (polo
positiva) a 100 volts durante 1 hr. Esto se hace a 4°C de preferencia.

6.- Para verificar que la transferencia fue adecuada se tifie con rojo de
Ponceau S (SIGMA) al 0.2% (Sol. XXIV) y se lava con agua destilada para quitar
el exceso de colorante. En caso de que se utilicen marcadores de peso molecular
pretedidos, se cortan antes de tefir la NC con el rojo de Ponceau S, en caso
contrario se tifien y se cortan,

Fibras scotch (1)
Papelfiltro  (2)
Papel de NC

Gel

Papel filtro = (2)
Fibras scotch (1)

¢

Figura 5. Se esquemaliza el orden de colocacién de las fibras, papel filtro,
NC y gel en los empaques de pléstico para la transferencia.
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ELECTROFORESIS
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FIGURA-5 TECNICA DE INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
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C) REACCION INMUNOENZIMATICA

1.- La NC se bloquea con leche Sveltes al 5% en PBS-Tween 20 (Sol. XXV)
durante toda la noche a 4°C y se sigue al dia siguiente 30 min en agilacion
constante a temperatura ambiente.

2.- Se hacen 3 lavados con PBS-Tween de 5 min cada uno, después 2
lavados con PBS pH 7.2 de 5 min cada uno, en agitacion continua a temperatura
ambiente.

3.- Se incuba la NC con los anticuerpos anti-EC, diluidos 1:50 en PBS-
Tween 20 (Sol. IX), en agitacién constante durante 2 h a temperatura ambiente,

4.- Se lava como se indica en el paso 2 y se afiade el conjugado anti-conejo
acaoplado a peroxidasa (SIGMA) a una dilucion 1,500 en PBS-Tween 20 (Sol. IX),
se incuba durante 2 h a temperatura ambiente en agitacion constante.

6.- Se repiten los lavados como en el paso 2 y se revela con la sojucién de
sustrato (Sol. XXVI). Esta se prepara en el momento justo del revelado, y una vez
que aparecen las bandas, la reaccion se detiene lavando con agua destilada.

BASES DE LA REACCION INMUNOENZIMATICA

SUSTRATO

PRODUCTO
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D) ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS ANTIGENOS

1.- Para determinar los pesos moleculares de las distintas proteinas se
calcula e! Rf de cada uno de los marcadores de peso molecular con la siguiente
formula;

Distancia de la parte superior del ge! separador a la banda

Rf =
Distancia de la parte superior de! gel separador al frente de corrida

2.- Se gréfica el Rf contra el logaritmo del peso molecular para cada proteina
conocida y se obliene una relacién lineal.

3.- Se calcula el Rf de cada proteina problema y se interpola en la gréfica
para determinar su peso molecular como se ilustra a continuacion:

DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

PM. STD PROB.
(KDa.) Rf Rt
198 |——| 0.138
——|0.253
120 [|———{0.277
88 j——-[0.404 {1 0.395
70 |————|0532
15 t t } t {
0,138 0,277 0,404 0532 . 0638 0,883 -
56 |-——|0.638 Rt
——los84]— — — — — — —
38 [———|0.883

FIGURA-7 CALCULO PARA LA ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR
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T7)IET DESCRITA POR ESTRADA Y KUHN

La electroforesis se hace como se describe arriba, en geles al 7.5% de
acrilamida en condiciones reductoras, la diferencia radica en que después de
realizar la electroforesis de las muestras se hacen 3 lavados secuenciales de, 20
minutos cada uno a temperatura ambiente, a los geles con la solucién de
transferencia que contenia primero Triton X-100 (Sigma) al 0.5%, después al
0.1% y finalmente solo con solucidn de transferencia. Ademas después de llevar a
cabo la transferencia se procedio a incubar en el bloqueo y el anticuerpo anti-EC
del cisticerco y el conjugado anti-conejo peroxidasa diluidos 1:25 y 1:500
respectivamente, en una solucién de PBS y leche descremada al 3%. Los pasos
siguientes del revelado se |levan a cabo como para la IET en general, agregando
el sustrato correspondiente y parando la reaccidn con H,0.
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MATERIAL Y EQUIPO

1). MATERIAL

Micropipetas de 0.1-10 pl.
Micropipelas de 0.1-20 pl.
Micropipetas de 5-50 pl.
Micropipstas de 0.1-200 pl.
Micropipetas de 10-1000 .

Puntas para micropipstas de 200 pl.
Puntas para micropipelas de 1000 pl.
Viales de plastico.

Papel filtro.

Papel de Nitrocelulosa.

Gradillas.

Gasa.

Guantes.

Algododn,

Jeringas de 3y 6 ml.

Navajas para bisturi,

Mortero con mango.

Abalelenguas.

Aplicadores de madera.

Plumones de tinta indeleble.

Tela adhesiva.

Lépiz de color verde ( marca

k Verathin).

Vasos de pp. de 100, 250, 1000 y
2000 ml..

Matraces Erlenmeyer. de 250, 500 y
1000 m, ,

Pipetas de 1, 5, 10 y 20 ml.

Probetas de 5, 10, 50, 100, 250, 500,
1000 y 2000 m.

Tubos de ensaye de 13x100.

Tapones de corcho.

Papel aluminio.

Cubrebocas.

Soportes para pozos.

Pozos de poliestireno IMMULON 1.
Pozos de poliestireno IMMULON 2
Micropipeta multicanal de volumen
fijo o variable hasta 200 pl.

Embudos.

Barra magnélica.

Espélulas.

Recipientes de  plastico para
incubacion.

" II). EQUIPO

Espectrofotdmetro.
Congelador de -70°C.
Refrigerador.

Estufaa 37°C.
Potenciomelro.

Balanza Analilica.
Balanza Granataria.
Ultracentrifuga.
Sonicador.

Vortex.

Lector de ELISA.

Céamara de electroforesis,
Camara de tranferencia.
Fuente de poder.
Agitador magnetico con
calentamiento.
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V. RESULTADOS

1, PREPARACION DE REACTIVOS

A) ANTIGENO

Se obtuvieron 65 ml de extracto crudo del cisticerco (EC) a una concentracion
de 18 mg/m|, partiendo de 58.57 g de cisticercos, por lo que el rendimiento fue de
20 mg de proteinalg de tejido himedo. Cuando se compara el patron del EC
obtenido con el de un lote anterior, por electroforesis se ahservd que es similar
(figura 8).

198 —

120 —
88—

56—

30—

32—

Figura-8 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS del EC de!
cisticerco de Taenia solium en condiciones reductoras tefido con azul
de Coomassie (carriles 2-4) y Marcador de peso molecular (carril 1).
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B) SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO ANTI-EC.

El lote de suero hiperinmune anti-EC que se obtuvo al inmunizar conejos fue
de aproximadamente 50 mi y al evaluarlo por IET se revel6 el patron antigénico que
se ve en fa figura 9.

12 3 45

198 —
120 —
88 —
70—
56 —
38—
32—

Figura-8 Inmunoelectrotransferencia del EC del cisticerco
revelado con suero hipefinmune de conejo, anti-EC

del cisticerco de Taenia sofium: 1) Marcador de peso molecutar,
2.5) EC del cisticerco.

La respuesta def anticuerpo anti-EC del cisticerco corresponde ai palron
esperado.

2. SELECCION DE MUESTRAS

Se sligieron 29 muestras de un total de 131 analizadas, usando como criterio
para su seleccion 3 aspectos: 1) que hubiera suero y LCR del mismo pacients, 2)
que en sl LCR la concentracién de proteinas fuera de un minimo de 0.40 mg/miy
3) contar con datos de imagen del cerebro para poder clasificar el caso dentro de
los cuatro grupos que se ilustran en las tablasVill-XI.



TABLA VIl GRUPO DE PACIENTES CON QUISTES MULTIPLES

Concentracion
CLAVE [LOCALIZACION |de proteinas en| Vol. (hL)
LCR (mg/ml) = 40 ug
1 Subaracnoideo e 0.541 74
intraventricular.
7 | Subaracnoideo e 2.600 16
intraventricular
9 |Subaracnoideo. 0.399 100
11 {Subaracnoideo y 0.993 40
parenquimatoso,
14 [Subaracnoideo. 1.816 22
15 {Subaracnoideo y 0.455 88
parenguimatoso.
17 | Subaracnoideo. 0.546 73
19 | Subaracnoideo. 0.736 54
22 |Subaracnoideo 0.451 89
25 [Subaracnoideo 0.310 130
31 [Subaracnoideo 0.789 51
51 [Subaracnoideo 0.590 68
69 | Parenquimatoso 0.627 64
80 |Subaracnoideo 0.639 63

TABLA IX GRUPO DE PACIENTES CON QUISTE UNICO

101

Concentracién
CLAVE |LOCALIZACION |de proteinas en| Vol. (uL)
LCR.{mg/ml) =40 ug |
3 |Subaracnoideo |  0.384 104
10 | Subaracnoideo 0.399 100
43 ] Subaracnoideo 0.569 70
52 | Subaracnoideo 0.381 105
Ventricular 0.457 88
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TABLA X GRUPQ DE PACIENTES CON CALCIFICACIONES

Concentracion
CLAVE No. DE |{LOCALIZACION |de proteinas en | Vol. (uL)
CALCIF. LCR (mg/ml) =50 ug
29 1 Calcif. | Parenquimatosas 0.569 70
38 Multiples | Parenquimatosas 0.441 91
39 Multiples | Parenquimatosas 2.180 18
41 Multiples | Parenquimalosas 0.549 73
42 Multiples | Parenquimalosas 0.308 130

TABLA XI GRUPO DE PACIENTES CON QUISTES Y CALCIFICACIONES

No. DE Concentracion
CLAVE |QUISTES |LOCALIZACION |[de protefnasen| Vol. (ul)

Y CALC. ‘| LCR.{(mg/ml) = 50 g

2 {1 Quiste |Subaracnoideo 0.890 45
C. Mult.

20 1Q. Mult. |Subaracnoideo 0.956 42
1 Calcif.

26 1Q. Mult. llintraventricular 0.569 70

, C. Mult.

32 |Q.Mult. |Subaracnoideoy . 0.833 48
C. Mult.  ]parenguimatoso

48 |Q.Mult. [Subaracnoideoy 0.527 76
C. Mult.  Iparenquimatoso

3. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO PARA SUEROS

Para la estandarizacién de las condiciones en las cuales se realiz6 la IET de
las muestras de suero, primero se corrieron geles a dos diferentes concentraciones
de acrilamida, 9% y 11%, tanto en condiclones reductoras como no reductoras en
pacientes cisticarcosos y en personas sanas para definir a que concentracion de
acrilamida-bisacrilamida se tenfa mejor resolucién de las proteinas, de tal forma
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que en el revelado se pudieran diferenciar sin que estuvieran o bien muy
separadas o muy alejadas. En esle caso la concentracién de acrilamida adecuada
fue del 9% en ambos casos (figura 10).
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SECCION | ' SECCION Il
Figura-10. Inmunoelectrotransferencia de sueros corridos en condiciones reductoras (A)
y no reductoras (B) al 11% (seccién 1) y al 8% de acrilamida (seccion Il).

Como segundo paso se establecié la dilucion del anticuerpo anti-EC se
probaron diferentes diluciones de éste, encontrando que 1:25 fue la mejor, como
se observa en la figura 11, debido a que permitié una mejor definicion en el papel.

En lo que corresponde a la titulacién de conjugado se probaron 4 diferentes
diluciones desde 1;500 hasta 1:2000 y la dilucidn éptima para usar el conjugado
fue de 1:500 como se observa en la figura 12.

Una vez conocida la concentracién mas adecuada de acrilamida y la dilucién
tanto de conjugado como de anticuerpo habla que establecer la canlidad de
muestra con la que se debla trabajar; para ello se sometieron a electroforesis
diferentes cantidades de suero desde 10 hasta 80 g de proteina por carril, en
condiciones reductoras y no reductoras, usando una muestra positiva y una
negativa, posterlormente se transfirieron y se revelaron. La cantidad de muestra
que se selecciond fue de 40 ug. Esto se debié a que como se puede ver en la

" figura 13 y 14 a partir de 30 pg de protelna se observan las bandas bien definidas y

porque si se excede en cantidad la reaccién de fondo se aumenta. Ademas de que
en el LCR el volumen a utilizar es una limitante ya que entre mayor cantidad de
proteinas se requiera mas volumen habré que tomar y en cada carril solo cabe
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como maximo 150 pi y si este es mas puede haber problemas de contaminacion
entre carriles.

Figura-11 Titulacién de anticuerpo. Inmunoelectrotransferencia de un suero
normal (A y C) y uno de un paciente con cisticercosis (B y D) tratados en
condiciones reductoras (A y B)y en condiciones no reductoras (C y D)
revelando con un anticuerpo policlonal anti-EC del cisticerco a diluciones,
de 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200 por carril de izquierda a derecha.,

Figura-12 Titulacién de conjugado. Inmunoelectrotransferencia de un suero
normal (A y C) y uno de un paciente con cisticercosis (B y D) tratados en
condiciones reductoras (A y B) y en condiciones no reductoras (C y D)
revelando con un anlicuerpo poiiclonal anti-EC de cisticerco y diferentes
diluciones del conjugado ant-conejo-peroxidasa: 1:500, 1:750, 1:1000

y 1:2000 por carril de izquierda a derecha.
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Figura-13 Inmunoelectrotransferencia de un suero normal (A) y uno de un paciente
con cisticercosis (B), tratados en condiciones reductoras, se colocaron diferentes
cantidades de proteinas por carril: 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 y 10 pg
de jzquierda a derecha; reveladas con un anticuerpo poficlonal anti-EC.

Figura-14 Inmunoelectrotransferencia de un suero normal (C) y uno de un paciente
con cisticercosis (D), tratados en condiciones no reductoras, se colocaron
diferentes cantidades de proteinas por carril: 80, 70, 80, 50, 40, 30, 20 y 10 yg

de izquierda a derecha, reveladas con un anticuerpo policlonal anti-EC.

Cabe sefialar que con la finalidad de eliminar la reaccién inespecifica en la
Inmunoelectrotransferencia para muestras de sueros se intentd seguir parte del
procedimiento que Estrada y Kunh realizaron . en el trabajo -en. el que
caracterizaron 2 antigenos de peso molecular de 190 y 230 kDa (83). (resultados
no mostrados). Se vié que con estas condiciones de trabajo se disminuye el
efeclo de reaccién de fondo pero también se disminuye la intensidad de la
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reaccion en las bandas de los antigenos, por lo que no se realizo este
procedimiento.

4. ANALISIS DE ANTIGENOS EN SUERO POR IET,

A) SUEROS DE PACIENTES CON CISTICERCOSIS

Una vez establecidas las condiciones de trabajo para la IET en sueros se
procedié a procesar las muestras de los casos seleccionados.

En este caso se ohserva que en las muestras de suero, tratadas en
condiciones reductoras se han identificado 2 antigenos de 183 y de 105 kDa
presentes sélo en 1 muestra perteneciente al grupo de pacientes que presentan
quistes multiples (figura 15).

Como se puede observar en las muestras de suero tratadas en condiciones
no raducloras, se identificaron 2 antigenos de 97 kDa y de 80 kDa presentes sélo
en 2 muestras pertenecientes al grupo de pacientes que presentan quistes
multiples (figura 16).
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Figura-15. Inmunoelectrotransferencia de muestras de sueros tratadas en condiciones
reductoras: 1) Estandar de peso molecular, 2) EC del cisticerco (testigo positivo),
3-10) sueros de personas sanas, 11-15) sueros de pacientes con 1 quiste,

16-20) sueros de pacientes con calcificaciones, 21-25) sueros de pacientes con quistes
y calclﬂbaclones. 28-39) sueros de paclentes con qulSles maltiples. v
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Figura-16. Inmunoelectrotransferencia de muestras de sueros traladas en condiciones
no reductoras: 1) Esténdar de peso molecular, 2) EC del cisticerco (lesligo positivo),
3-10) sueros de personas sanas, 11-15) sueros de pacientes con 1 quiste,

18-20) sueros de pacientes con calcificaclones, 21-25) sueros de pacienles con quistes
y calcificaciones, 26-39) sueros de pacientes con quistes milliples.

8) SUEROS DE PACIENTES CON OTRAS PARASITOSIS

Se evaluaron por IET muestras de suero de pacientes con olras parasitosis en
las mismas condiciones en las que se llevo a cabo para muestras de sueros de
pacientes cisticercosos, para analizar la presencia de antigenos de reaccion
cruzada. En 2 de 3 pacientes con teniosis se identificaron los antigenos de 97 y
105 kDa y la de 183 kDa en 1 de 4 de los pacientes con toxocariosis, presentes
también en las muestras de los pacientes con cisticercosis tratadas en condiciones
no reductoras. Ademas de los antigenos ya seftalados existe un antigeno de 141
kDa identificado en uno de los pacientes con teniosis, en uno de los que tenia
himenolepiosis y en otro con toxocariosis cuando los sueros fueron tratados en
condiciones reductoras, dos més de 110 y 120 kDa en 2 de los pacientes con
toxocariosis y el de 150 kDa en uno de los pacientes con teniosis, cuando las
muestras fueron tratadas en condiciones reductoras (figuras 17 y 18, tabla X).
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Figura-17 Inmunoelectrotransferencia de sueros Iralados en condiciones
reductoras de pacientes con diferentes parasilosis: en el carril 1) Eslandar
de peso molecular, 2) toxoplasmosis, 3) hidatidosis, 4-7) loxacarlosls,
8-10) triquinelosis, 11) suero normal, 12) himenolepiosis, 13-15) teniosis,
16) cisticercosis, y 17) EC del cisticerco.

Figura-18 iInmuncelectrotransferencia de sueros {ratados en condiciones no
reductoras de pacientes con diferentes parasitosis: en el camil 1) Estandar
de peso molecular, 2) toxoplasmosis, 3) hidatidosis, 4-7) toxocariosis,
8-10) triquinelosls, 11) suero normal, 12) himenoleplosls. 13-15) teniosis,
16) cisticercosis, y 17) EC del cisticerco.

52



TABLA-XII ANTIGENOS PRESENTES EN SUERO DE INDIVIDUOS CON VARIAS

PARASITOSIS
BANDAS EN SUERO EN CONDICIONES:
ENFERMEDAD N | REDUCTORAS NO REDUCTORAS
105 |141 [183 180 |97 110 |120 [150
CISTICERCOSIS * 2 | 1 1 1 2
TENIOSIS 3 ! 2 (1 2 1
HIMENOLEPIOSIS 1 1
HIDATIDOSIS 1
TOXOCARIOSIS 4 1 1 2 | 2
TRIQUINELOSIS 3
TOXOPLASMOSIS 1

* Uno da los 2 casos positivo a las cuatro bandas en pacientes con cisticercosis tenia teniosis

5. ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO PARA LCR

Para |a estandarizacion de las condiciones a las cuales se realizo la
Inmunoelectrotransferencia en el caso de las muestras de LCR, se carrieron geles
a dos concentraciones de acrilamida al 9 y 11 % probando muestras en
condiciones reductoras y en condiciones no reductoras, llegando al resultado de
que en ambos casa la concentracion de acrilamida adecuada fue del 11%.(figura
19). ‘ :

La dilucidn de anticuerpo y conjugado que se utilizo para realizar la IET de
las muestras de LCR es la misma que la que se utilizo en el caso de muestras de
sueros. En lo que respecta a la cantidad de muestra de LCR se trabajo también
con 40 ug para tratar de tener las mismas condiciones que en suero considerando -
la concentracion de proteinas predeterminada por el método de Bradford y asi
ajustar la cantidad de proteinas por muestra de LCR.

6. ANALISIS DE ANTIGENOS EN LCR POR IET

Con las condiciones establecidas se procedié a realizar IET a las muestras
de LCR observandose el patrén de bandeo que se observa en las figuras 20 y 21.
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SECCION | SECCION 1l
Figura-19 Inmunoelectrotransferencia de muestras de LCR tratados en condiciones
reductoras A y no reductoras B al 11% (seccion ) y al 9% de acrilamida (seccion Il).

1817

Figura-20 Inmunoelectrotransferencia de los grupos de muestras de LCR de pacientes

tratadas en condiciones reductoras: 1) Estandar de peso molecular, 2-11) grupo de LCR
de personas con otras patologlas en SNC, 12-16) LCR de pacientes con 1 quiste,

17-21) LCR de paclentes con calcificaciones, 22-26) LCR de pacientes con quistes y
calcificaclones y 27-41) LCR de pacientes con quistes muitiples.

En las muestras de LCR tratados en condiciones reductoras se identificaron 3
antigenos cuyos pesos moleculares corresponden a 200, 190 y 50 kDa; solo se
observaron muestras de liquidos positivos en el caso de los grupos de pacientes
que tienen quistes maltiples y en los que tienen quistes maltiples y calcificaciones,
Ver tablas XII, Xl y XIV.
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Figura-21 Inmunoelectrotransferencia de los grupos de muestras de LCR de pacientes
tratadas en condiciones no reductoras: 1) Estandar de peso molecular, 2-11) grupo de
LCR de personas con otras patologias en SNC. 12-16) LCR de pacientes con 1 quiste,
17-21) LCR de pacientes con calcificaciones, 22-26) LCR de pacientes con quistes y
calcificaciones y 27-41) LCR de pacientes con quistes multiples.

Como se puede observar en las muestras de LCR tratadas en condiciones no
reductoras no se ha identificado ninguna banda proteica que corresponda a algin
antigeno especifico en cualquiera de los grupos de pacientes con cisticercosis.

7. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS POR IET, ELISA-Ac Y
ELISA-Ag

El numero total de muestras positivas por IET, a cuando menos un antigeno
en los diferentes grupos de pacientes se ilustra en la siguiente tabla XII.

Un punto importante es que en muestras de LCR hay mas casos positivos
{(12) que en sueros (2). ;

En suero las muestras positivas, a cualquiera de las bandas antigénicas que
se identificaron.con peso molecular de 183, 105, 97 y 80 kDa seraladas en la
figura 22, corresponden al grupo de pacientes con quistes multiples. La
localizacion en este caso es mixta (es decir subaracnoidea e intraventricular o
subaracnoidea y parenquimalosa o bien subaracnoidea, intraventricular, y
parenquimatosa), a excepcién de la banda de 97 que se identifico en pacientes
con cisticercos de localizacion mixta y subaracnoidea, (figura 23). En mueslras de
LCR son tres las bandas antigénicas cuyo peso molecular es de 200, 190 y 50
kDa, las cuales se identificaron con mayor proporcién el grupo de pacientes con
quistes multiples, en menor frecuencia en el de quistes y calcificaciones y nunca
en el de quiste Unico, ni en el de calcificaciones (figura 24). En cuanto a la
localizacién predomina la de pacientes con cisticercos de localizacion mixta, le
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sigue la subaracnoidea y en mucho menos proporcion la intraventricular. No hay
muestras positivas de LCR de pacientes con cisticercos localizados en el

parenquima (figura 25),

TABLA-Xill ANTIGENOS DEL CISTICERCO DE T. sofium
IDENTIFICADOS PORIET

NUMERO Y TIPO \ |Fosimvo POSITIVOS EN
DE CISTICERCOS LCR | SUERO (SUERO Y LCR
QUISTES MULTIPLES| 14 9 9 2 2
QUISTE UNICO 5 0 0| o 0
CALCIFICACIONES | 5 0 0| o 0
QUISTES Y CALCIF. | ¢ 3 s | o 0
NEuRoLoaicos. | 0 | 0 | 0| o | o

% DE MUESTRAS POSITIVAS
W -

Figura-22. Grafica de! porciento de muestras de suero de pacientes con cisticercosis positivas
a las bandas de 183, 105, 97 y 80 kDa en relaclén al tipo y nimero de cisticercos. Barra con

cuadros: quistes multiples.

105
BANDA (P.M.)

o7
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Figura-23. Gréfica del porciento de muestras de suero de pacientes con cisticercosis positivas
a las diferentes bandas en relacidn a la localizacién de los cisticercos en el cerebro. Barra con

o7
BANDA (P.M.)

cuadros: localizacidén mixta, barra con rayas horizontales; subaracnoidea.

% DE MUESTRAS POSITIVAS

180
BANDA (P.M.)

Figura-24. Gréfica del porciento de muestras de LCR de paclentes con cisticercosis positivas
a las bandas de 200, 190 y 50 kDa en relacién al tipo y nimero de cisticercos. Barra con cuadros:

quistes multiples, barra con rayas horizontales: quistes y caicificaciones.
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Figura-25. Gréfica del porciento de muestras de LCR de pacientes con cisticercosis positivas
a las diferentes bandas en relacién a la localizacion de los cisticercos en el cerebro. Barra con
cuadros: localizacion mixta, barra con rayas horizontales: subaracnoidea, barra blanca:
intraventricular.

Por ofro lado tenemos el nimero de casos con resultado positivo por |ET,
ELISA-Agy ELISA-Ac de los diferentes grupos.

TABLA-XII No. DE CASOS POSITIVOS POR IET-Ag, ELISA-Ag Y ELISA-Ac DE
MUESTRAS DE LCR Y SUERO DE PACIENTES CON CISTICERCOSIS.

GRUPO MUESTRA | No. | ELISA-Ac| ELISA-Ag| IET-Ag |
QUISTES |SUERO 14 6 1 2
MULTIPLES |LCR 14 9 3 9
QUISTE  |SUERO 5 1 2 0
UNICO LCR 5 3 0 0
CALCIFICA- | SUERO 5 0 0 0
CIONES  |LCR 5 2 0 0
QUISTES Y [SUERO 5 2 2 0
CALCIF. |[LCR 5 4 1 3
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En la tabla XIV se observa que en el grupo de pacienies con calcificaciones
aunque existen anticuerpos en LCR no hay antigenos por ELISA ni por IET en
ninguna de las dos muestras, Ademas de que en el grupo de quistes multiples y de
quistes y calcificaciones el nimero de muestras posilivas a anticuerpos por ELISA
8s mas alta que en los olros dos grupos.

En muestras de suero vemos que por ELISA para anticuerpos se identificaron
como positivas al 31.1% (figuras 26 y 27), del cual la mayor parte perienece al
grupo de pacientes con quistes multiples, le sigue el de quistes y calcificaciones y
al final el de un solo quiste, en cuanto a localizacion la que predomina es la
subaracnoidea y la que le sigue es la parenquimalosa, no hay de localizacion mixta
ni intraventricular. Por ELISA para antigenos es del 17.2 % y de este la mayoria
son del grupo de pacientes con un solo quiste y de igua!l proporcion, el de quistes
multiples y el de quistes y calcificaciones, en cuanlo a localizacion se encontraron
de tipo subaracnoidea y parenquimatosa, ésta ultima con una cuarta parte en
relacion a la primera. Por |ET e! porciento de muestras positivas es del 7 %,
Unicamente dentro del grupo de pacientes con quistes multiples y con localizacion
subaracnoidea y mixta en la misma proporcion,

En muestras de LCR se puede ver que el 62 % de la poblacidn tiene
anticuerpos por ELISA (figura 28 y 29), del cual casi |a mitad corresponde al grupo
de pacientes con quistes multiples, le sigue el grupo de pacientes con un solo
quiste, el de quistes y calcificaciones, y en menor proporcion el de calcificaciones;
la localizacion que se liene en estos es de tipo subaracnoidea, con mayor
frecuencia, le sigue la Mixta, la parenquimatosa y con menor proporcion la
intraventricular. Por ELISA para antigenos existe un 13.8 % de muestras de LCR
positivas, estas se encuentran en el grupo de quistes multiples preferentemente, y
de quistes y calcificaciones con menor proporcién de muestras positivas, los
cisticercos se localizaron en la regién subaracnoidea preferentemente y un poco
menos en fa mixta. Por IET para antigenos se identificd al 41.3% de las muestras
de LCR con alguna banda antigénica, la mitad de las muestras positivas
corresponde a pacientes con quistes mulliples y el restante a, pacientes con
quistes y calcificaciones; la distribucién en cuanto a la localizacion en su mayoria
es mixta y subaracnoidea, y en menor proporcion intraventricular.
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Figura-26. Gréfica del porciento de muestras de suero de paciemtes con cisticercosis positivas
por las técnicas de ELISA-Ac, ELISA-Ag e IET-Ag en relacion al lipo y nimero de cisticercos. Barra

con cuadros: quistes mattiples, con rayas horizontales: quistes y caicHficactones, barra blanca: un
solo quiste.

% DE MUESTRAS POSITIVAS
AY
(=3

ELISAAc+ ELISAAQ + IET-Ag +
TECNICA

Figura-27. Grafica del porciento de muestras de suero de paclemtes con cisticercosis
positivas por las técnicas de ELISA-Ac, ELISA-Ag e IET-Ag en relacion a la localizacion de los
cisticercos en el cerebro. Barra cuadros: loéallzaclén Mixta, con rayas horizontales; subaracnoidea
y negra: parenquimalosa,
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Figura-28. Gréfica del porcienlo de muestras de LCR de pacienles con cisticercosis
posilivas por las técnicas de ELISA-Ac, ELISA-Ag e IET-Ag en relacion al tipo y numero de
cisticercos. Barra con cuadros: quistes mulliples, barra con rayas horizontales: quistes y
calcificaciones, barra blanca: un sélo quiste.
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Figura-28. Gréfica del porclenlo de muestras de LCR de pacientes con cisticercosis positivas
por las técnicas de ELISA-Ac, ELISA-Ag e IET-Ag en relaci6n a la localizacion de los cisticercos en
el cerebro, Barra con cuadros: localizacidn Mixia, con rayas horizonlales: subaracnoidea, blanca:
intraventricular y barra negra: parenquimatosa.
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Vil. DISCUSION

En esta tesis se identificaron algunos antigenos del metacéstodo de Taenia
solium por |IET en muestras de suero y LCR de pacientés con neurocisticercosis
confirmada por TAC; dos aspectos muy novedosos fueron: la identificacién de
antigenos en el suero y el hallazgo de antigenos diferentes a los reportados en
LCR. Por otro lado, se logrd comparar el patron antigénico entre el LCR y el suero
de cada paciente y se correlaciond con el numero, tipo y localizacion de los
parasitos en el cerebro. Finalmente también se identificaron antigenos de
reaccion cruzada en muestras de suero de pacientes con otras parasitosis.

Durante la elapa de estandarizacién de las condiciones de trabajo se
presentd el problema de reaccién de fondo, pues aparecian bandas en muestras
de individuos no cisticercosos o testigo negativos, por lo que se iratd de llevar a
cabo algin procedimiento para eliminar esta reaccion. Uno de ellos fue el
realizado por Estrada y Kuhn (83), en nuestro caso no tuvo el éxito esperado, ya
que al colocar las soluciones de trabajo como son las muestras, el anticuerpo y el
conjugado junto con el agente bloqueador (PBS-Leche 3%), se disminuye la union
inespecifica de anticuerpos, pero también la unidn de anticuerpos especificos
contra las bandas especificas, fenémeno que no fue conveniente para nuestros
fines. Otro de ellos surgid al final de la parte experimental y consistié en
preadsorber el anlicuerpo anti-EC sobre papel de nitrocelulosa que contenia
muestras de suero de personas sanas, las cuales fueron sometidas a
electroforesis y transferidas, antes de ser usado en los sueros de individuos con
cisticercosis. Los resultados demosiraron que este procedimiento podria ser til y
aplicable a futuro en otros proyectos, debido a que se logré eliminar reaccion de
fondo y las bandas antigénicas se evidenciaron corectamente (datos no
mostrados). ; '

En lo que corresponde a la identificacion de antigenos en muestras de
pacientes con cisticercosis, el nimero de antigenos diferentes identificados fueron
7; 4 en suero y 3 en LCR. En suero los antigenos caracterizados: tiehen un peso
molecular de 183 y 105 kDa cuando las muestras son tratadas en condiciones
reductoras, y 97 y 80 kDa cuando las muestras son tratadas en condiciones no
reductoras; y en LCR se encontraron bandas de 200, 190 y 50 kDa solo cuando las
muestras fueron tratadas en condiciones reductoras. De todas las bandas
anligénicas obtenidas, solamente la de 190 kDa puede coincidir con uno de los dos

62



antigenos reportados por Estrada y Kuhn, ya que el peso molecular corresponde
también a 190 kDa, en muestras de LCR tratadas en condiciones reductoras, Por
otro lado, podemos decir que las banda de 183 kDa de suero no corresponde a la
de 190 kDa pressnle y LCR, pues se encantraron en condiciones de reduccion
diferentes. (figuras 17 y 18, tabla XI})

En general en muestras de suero se identificaron antigenos en el 6.9% de los
casos y en muestras de LCR en e} 37.9%. Es probable que esto se deba a que el
SNC es el lugar de preferencia para alojar al cisticerco de Taenia sofium y por lo
tanto el lugar de mayores posibilidades de encontrar antigenos, ya que se sabe
que si existe una respuesta local de anticuerpos en el SNC (48, 51, 53) esto indica
que deben de existir antigenos que la inducen en el cerebro. La procedencia de las
antigenos presentes en suero Se puede explicar de tres maneras: una es que {os
antigenos salgan del LCR junto con componentes que son eliminados hacia el
torrente sanguinea por los plexos coroideos; otra posibilidad es que ademas de
cisticercos en el cerebro también se encuentren pardsitos en regiones
extracerebrales como son el tejido subcutédneo o ef musculo, ya que ia posibilidad
de encontrar cisticercos en cerebro y en otra region, aunque es muy baja, no se
elimina; y por Ultimo puede deberse a la presencia de otros pardsitos de reaccion
cruzada, principaimente por teniosis como se puede ver cuando se identificaron
antigenos en muestras de pacientes con otras parasitosis, en donde los antigenas
de 183, 106 y 97 kDa eran compartidos entre pacientes con teniosis y con
cisticercosis y el de 183 kDa también con toxocariosis; no sdlo estos se
encontraron, también se identificaron antigenos diferentes a los encontrados en
sueros de pacientes con cisticercosis que nos sugieren que existen antigenos
diferentes con epitopos compartidos entre paréasitos; entre ellos esta el de 141 kDa
presente en sueros de pacientes con teniosis e himenolepiosis que se trataron en
condiciones reductoras y los de 110, 120 y 150 kDa cuando fas muestras de
himenolepiosis y toxocariosis fueron tratadas en condiciones no reductoras.

Por otro lado ia presencia de antigenos se ve ligada siempre a la presencia
de quistes muitiples, ya sea que los pacientes cuenten o no can calcificaciones,
debido a que en muestras de pacientes con calcificaciones o que presentan un
solo quiste los resultados son negativos. Por lo tanto, enconiramos, una
asociacion entre la presencia de alguna banda antigénica en suero o en LCR, y el
numero y tipo de cisticercos presentes que debe ser de més de uno, y estar vivos.
Esto era de esperarse, ya que enire mayor niimera de cisticercos existan, mayor
es la liberacion de antigenos, de tal forma que cuando existe solamente un quiste,
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na se praduce una cantidad suficiente de antigenas que puedan ser detectados
por la técnica, ademas el hecho de que se encuentren antigenos cuando los
cisticercos estan vivos es lagico, ya que el cisticerco vivo es capaz de liberar
companentes a la circulacion que puedan ser detectables y no asi en cisticercas
calcificadas que se encuentran muertas.

La localizacion también es un factor impaortante ya que las pasibilidades de
encontrar antigenos se ven favarecidas conforme existan mayor numera de
cisticercas en diferentes regiones en el cerebro; por ejemplo, en suero se requiere
de la presencia de cisticercas con localizacién mixta, es decir que, debe de haber
cislicercos en diferentes regiones de tal forma que sean abundantes los antigenos
y estos se eliminan par los plexos corcideas a la circulacign. En LCR donde la
localizacion es de preferencia de lipo mixta o0 subaracnoidea y acasionalmente
infraventricular, no se requiere forzosamente de una localizacion mixta, basta
conque existan cisticercas en regianes que se encuentran en contacta con el LCR
para pader encontrar antigenos en éste (ver figura 23 y 25). No se encontraron
antigenos en ninguno de los casos can lacalizacion parenquimatosa, esto debido
posiblemente a que el parenquima y fas cavidades en donde se encuenira el LCR
son diferentes y es paca la liberacidn de companentes de una hacia e} otra de tal
farma que na es posible detectarlos.

En este trabajo esperabamos encontrar anligenos en la mayoria de los
pacientes con - diagndstico de cisticercosis, hallazgos compfobados por
tomaografia, sin embargo, no fue asi, existen varias posibilidades que pueden
ayudarnos a explicar esto, una de ellas es que para llevar a cabo la parte
experimental se utilizo un anticuerpo paliclonal que recanacia a mds de cuarenta
proteinas del cisticerco de Taenia solium cama antigenas, cuyas epitapos eran de
tipo secuencial y de tipa conformacional, es decir, estaban dirigidos contra
antigenos secuenciales y canformacianales. £l ELISA reconace énugenos de tipo
secuencial y de tipa conformacional a diferencia de fa IET, en donde al tratar a la
muestra se produce la desnaturalizacion de sus proteinas o |a reduccion de éstas,
con lo que se pierden posibilidades para encontrar antigencs, asi que nosatros
esperamos mas sensibilidad en ELISA que en IET, esto es cierto para muestras
de suera pera na acurrié Jo mismo en LCR, ya que al comparar el porciento de -
muestras positivas por ELISA y por IET para antigenas, vemas que en suero hay
mas muestras positivas por ELISA que por IET caoma se pensaba y al contrario en
LCR hay mas por |ET que por ELISA. Se esperaria el mismo resultado en suera
que en LCR puesto que se trata de las muestras del mismo paciente, sin embargo
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esto se puede deber a la desnaturalizacion de anligenos en LCR dada que la
concentracion de proteinas lotales es mucho mas baja que en suero; eslas
proteinas protegen la preservacion de otras proteinas y por consiguiente
mantienen estable la estructura de los epitopos de los antigenos de interés. Esto
se podria evitar manteniendo las muestras en mejores condiciones, es decir,
desde el momento de la recoleccion agregar proteinas estabilizadoras que
eliminaran esta fuente de errar. Otra posible explicacion es que ei nimero de
antigenos en ambas muestras es minimo en comparacién con el tolal de
antigenos que reconacen los anticuerpos policlonales, es decir que en el
reconocimienio de os pocos antigenos en las muestras participa una gama de
anticuerpos dirigidos contra muchas proteinas y de estos san muy pacos los que
son especificos hacia los antigenos que estan presentes.

Los resultados en el nimero de casos positivos por ELISA para anlicuerpos
es diferente a la de antigenos por cualquiera de las dos técnicas empleadas, como
se puede observar en las figuras 26, 27, 28 o 29 existe un mayor porcentaje de
casos positivos por ELISA para anticuerpos que en ELISA y que en IET para
antigenos. Estos resultados se deben a que los anticuerpos son mas faciles de
identificar porque generalmente se encuentran en mayor cantidad circulando en el
arganismo y permanecen por mas tiempo. Qtra razén es que en este caso l0s
pacientes con caicificaciones siguen teniendo anticuerpos como se puede ver en
las gréficas de las figuras 26 y 28 cuando los cisticercos estaban vivos se
produjeron anticuerpos contra estos y debido a la memoria inmunoldgica, siguen
presentes.

Coincidimos en realizar la observacién de que donde hay anticuerpos. en
LCR y en suero del mismo paciente determinados por ELISA, los resultados de
absarbancia son generalmente mayores en LCR que en suero, datos que
coinciden con ofras trabajos ( 69 y70)

Este estudio nos ha permitido conacer 7 antigenos diferentes del cisticerco de
Taenia solium presentes en muestras de suero y LCR de pacientes con
cisticercasis y establecer que su identificacién se logra cuando existe mas de uno,
es decir multiples quistes, los cuales deben estar vivos y localizarse en una region
mixta o subaracnoidea preferentemente. Estos hallazgos pueden servir de base a
otros trabajos que requieran de la misma informacion, como por ejemplo que con el
uso de anticuerpos monacionales se haga una identificacién de antigenas y que
como primera prueba se seleccionen muestras de paclentes que tengan quistes
multiples y de localizacién mixta para asegurar que se tendrd mas éxita en ello.
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Ademas se establece que también hay antigenos de reaccion cruzada en muestras
de pacientes con toxocariosis, himenolepiosis y teniosis.
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IX. CONCLUSIONES

Se identificaron 7 bandas antigénicas, 3 de ellas en muestras de LCR y 4 en
muestras de suero.

En muestras de LCR los antigenos corresponden a un peso molecular de 200,
190y 50 kDa sn musstras tratadas en condiciones reductoras.

En suero los antigenos encontrados son de un peso molecular de 183 y 105
kDa, en musstras tratadas en condiciones reductoras y de 97 y 80 kDa en
muestras tratadas en condicianes no reductoras.

La proporcibn de muestras positivas por inmunoelectrotransferencia a cuando
menos la presencia de una banda antigénica en LCR fue del 37.9% (11 de 29
muastras) y en suero de 6.9% (2 de 29 muestras).

La presencia de antigenas en muesiras de LCR se relaciono con individuos con
cisticercosis que tienen quistes multiples con o sin calcificaciones.

Se encontraron antigenos Unicamente en muestras de suero de pacientes con
cisticercosis que tisnen maltiples quistes.

No se identificaron anligenos en muestras de suero y LCR de pacientes con un
solo quisle o con calcificacionss.

Se identificaron antigenos en muestras de suero y LCR de pacientes
cisticercosos cuando los quistes del metacéstodo de Taenia solium se
localizaron en la region mixta o subaracnaoidea y con menos frecuencia en la
regién intraventricular.

No se identificaron antigenos ni en LCR, ni sn suero cuando los quistes o
calcificaciones se localizaron en la region parenquimatosa.

Se identificaron 7 antigenos de reaccion cruzada con el metacéstodo de Taenia
solium en muestras de suero, cuando dichas musestras son tratadas en
condiciones reductoras, los antigenos corresponden a un peso molscular de
105, 181 y 183 kDa en pacientas con teniosis, toxocariosis e himenolepiosis; y
cuando son tratadas en condiciones no reductoras de 97, 110, 120y 150 kDa en
pacientes con teniosis y toxocariosis.
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APENDICE DE SOLUCIONES
). Sol. PB 10X
NaHPO4. HaO oo 262¢g
NagHaPO4BRNIAID .....o.oveevc e e 115¢g
HaO oo e 1000 m!

Silas sales estdn en otros grados de hidratacién, las cantidades a pesar
varian y deben corregirse. MANTENER A 4°C.
il). Sol. PBS pH 7.2

PB A0X e e e 100 mi
NACL .ot 8754g
o0 e 1000 mi
MANTENER A 4°C,

i1} PHMB (sal sodica de p-hidroximercuribenzoato}).............ccoeieen, 160 g
NBOH 2N, e Tml
Disolver con agitacién constante. MANTENER A -20°C.

V) PMSF 100 mM (fenilmetil sulfonil UORUROY ..o e 24mg
Isoprapanol 0 etanol @ 70% .........coivveivenre e B 1ml
Disolver con agitacién constante. MANTENER A -20°C.

V1) TLCK 8x {N-a-p-tosil-L-lisina clorometil cetona).........c.o e 5mg
HaO ottt e e e bbb a et e e 1 mi

Disolver can agitacién constante y prepararla al momento, A partir de esta
solucion 5x, se hace una dilucion para obtener una de [t mg/mi].

MANTENER
! A-20°C.
*; V) TPCK 5x (N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona)..........c.coovcvccinnniinin 5mg
! MBEANOL ... 1ml
Disolver con agitacitn constante y prepararla al momento. A partir de esta
; solucidn 5x se hace una dilucién para obtener una de (1 mg/mi}. MANTENER
; A -20°C.
‘ Vii). BSA 1 mg/mi
' BSA ...covorrn: OO OO U SOOI 100 mg
~ATorar on Ha0 ... 100 mi
MANTENER A -20°C.
Vi), Sol. amortiguadora de carbonatos 0. 1 MpH 9.6
NAZCOT i s ses s et 318¢
NaHCO3 ..o OO OO 5869
AN Lo o s s s ser et s b s s ssereRaRe b naar sk na kbt er et 4 mg
HoO i i e e e s abe e e 1000 mi
MANTENER A 4°C, '
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IX). Sol. PBS pH 7.2-Tween 20 a! 0.05%

PB 00X oottt e e bbb e 100 mi
INBCL ..ottt e e 875g
3 1 U PO RSO SUPTPPTRPPTPRORN 900 ml
TWEBN 20 ..oiiviierieiireteeretie et es e e e b 500 ul
MANTENER A 4°C.

X). Sol. de albumina sérica bovina (ASB) al 1%-PBS pH 7.2-Tween 20 al 0.056%

TASB L e e e 109

TWEEN 20 ..viivviiiiriie st ere e er ettt b e e e 50 ut
SOl SOCK PBS PH 7.2 ... 100 ml

XI). Acido citrico 0.1M.
ACIO CITICO. ... evivvivi ettt et b st s e 21 g
HaO oo ettt s 1000 ml
MANTENER a 4°C.

Xii). Citrato de sodio 0.1M.
CHrato de SOAI0 ....covivvivec e s 29.11¢g
HO v nr s st bbb 1000 ml
MANTENER a 4°C.

Xi). Sol. H2S04 2N
HaS04 oot st e b s s s 37ml
HO ot e e st 1000 m!

Mantener a temperatura ambiente.
XIV). Acrilamida-Bisacrilamida al 30%.

ACTIBIMIA ..o v ettt s st s bbb 29.2¢
Bis-acrilamida........ccocvvevieiiriinr et 08¢
ATOTAr CONMHIO oo ettt s sb s s 100 ml

La solucién de acrilamida-bisacrilamida es neurotdxica por {o que debe
prepararse usando guantes y cubrebocas. MANTENER A 4°C.

XV. Tris-base (tris-hidroximetit aminometanc) 2 M pH 8.8
THS-DASE ..vvviveerieririiinniveinree st s rb e e e 60.55¢g
ATBrar CONMHI0 ...t e e 250 mi
Esta solucion es dificil de ajustar por lo que se requiere p.e, para un volumen
de 100 ml, agregar 90 mi de H20, bajar el pH con HCl y entonces aforar.
MANTENER A 4°C.

XVI). SDS (dodecil sulfato de sadio) al 10%,

3] 0 T OO OO TSR PTUUUPOE PRI 10g
ATOTar CON HO0.....coviieeiveinter it s st et sr b sarass stesreanere e 100 ml
MANTENER A 4°C. ,
XVII). Persuifato de amonio (PSA) al 10%.
PSA oot e e 109
Aforar €on Ha0...ovooovveerinrsvinveriveinnn, RO OSSR 100 ml
MANTENER A -20°C
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XVI). Tris-HCI (cloruro de tris-hidroximetil aminometano) 2 M pH 6.8

THSHCT oo e 799
ASOrar CONHO ..o e 250 mi
MANTENER A 4°C.

XIX. Marcadores de peso molecular.
Preparar por separado

BSATT MMM oo 1 mide HpO
Lisozima [1m@Mmil] ... 1 mi de Hp0
1IG [T MGINI v 1 mi de HoO

Tomar el volumen adecuado de cada proteina para lener la concentracion
querida. p.e. para obtener 50 ug de marcadores, mezclar 16 6 pil de BSA +
16.6 i de Lisozima + 16.6 ul de IgG, y agregar 50 pl de coctel con
2-mercaptoetanol. MANTENER A -70°C.

XX). Sol. amortiguadora de muestra para PAGE (Coctel).

SIS Al 10%0 .o erere s et bbbt a e 5 mi
EDTA oottt et e et 37 mg
GHCBIOL ... et e ev s b s bbb e b 5mi
TrS-HCI 2ZMPH B.8 ..ot 1.25ml
Azul de bromofanol ... unos granitos
ATOrET CON HO ..ottt st et 50 mi

En caso de que se requilera, agregar 10 pl de 2-mercaptoetanol/ml.
MANTENER A -20°C en alicuctas de 1 ml.
XXI). Tris-glicina 5X.

TES-DASE ...vvivis ittt et b bt aan e 128
GHCINA c.vvccer ettt e eb et et 576¢
AFOrar CON HaD .o et e 11
MANTENER A 4°C.

XXil). Sol. amortiguadora de corrida.
THS-GHCING X .ovviivvivscierein et eeeresisreresrcsnsrsraresssseeenesiesones o 200 ml
SDS A1 10% ...cviviirierreriinrrer ettt e s 8 mi
AfOrar CON HO L.ivvvveeieiren et e, 11t
MANTENER A 4°C,

XXH). Sol. amortiguadora de transferencia.
TrS-DASO 2 M ...ovvviiircvierires s rtra s sare s benae e s rercris 12.5 mi
GlHEiNB 0193 M ..o it e 1449 ¢
MBtanol 81 20% .........cooivviireeeeinir et R 200 mi
Aforar con Hz0 .............. OO OTRPTUU OO FOTPRO 1000 m!
MANTENER A 4°C,

XX1V). Rojo de Ponceau S al 0.2%.
ROJ0AE PONCOAU S ... s 200 mg-
Ac. tricloroacético (TCA) ai 3% (3 g de TCA en 100 ml H20)............... 100 ml
MANTENER A 4°C
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XXV). Leche Sveltes a} 5%.
LBERE ..o b s 5g
Aforar con PBS pH 7.2-Tween 20 2l 0.05% .........c.ccovvmreiiciccin i, 100 m!
Se prepara al momento.

XXVIi}. Sol. de revelado.

4-ClOrO-1-NAtO] ..ot 25mg
MBLANOL .....oveiicei e 5mi
PBS (SOL IV )..vicvvoirrirnresvaissinsi i st 25mi
H202 3% 1ovovivivvicrinientcstrire b tvtessts s virres s nisss st e 25

El 4-cloro-1-naftol se diluye primero en el metanal y posteriormente se
mezcla con el PBS y el agua oxigenada.
XXVI). Azul de Coomassie (0.06%).

AZUI B8 COOMESSIB .....ovvvveeiireerienairscere e erestrsaee e svvistce s 300 mg
MBLaN0d @l B0% .ovvvoveiirie ettt e 150 ml
AC. @CALCO Bl 10% ..vv vt e 50 mi
H2O e e et b e er e e et 300 mi

MANTENER A TEMPERATURA AMBIENTE en frasco ambar,
XXVII). Acido acético al 10%.

AC. BCBYICO .o v cvvre et iiss b sstie s st sers et st eeban st 100 ml
HOO coivivvviicrinnevoreestrcontetirssinesrisssr st tssetinerssttenessssnsssnssssnssssaneetescas 900 m!

MANTENER A TEMPERATURA AMBIENTE.

ESTA TESIS M DEDE
L BE Uy A
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GLOSARIO DE TERMINOS

APRAXIA: se refiere a la incapacidad del paciente de lisvar a cabo un
mavimiento habil o complejo cuando se le ordena o cuando asi lo desea y es
causada por lesiones encefalicas.

ASINERGIA: trastornos en la actividad normal, coordinada e integrada de los
grupos musculares.

ATAXIA: insuficiencia en la coordinacién muscular normal, causada por
lesiones a nivel del cerebelo. Los signos caracteristicos son vértigo, trastornos del
equilibrio e irregularidad del movimiento.

ATROFIA OPTICA: estado en el cual hay pérdida visual o ceguera,
originada por lesiones en el nervio dptico.

CEFALEA: dolor de cabeza.

COMA: Estado de inconsciencia en el cual no se pueds hacer reaccionar al
paciente a consecuencia de tumores, hemorragia o alguna otra causa que
produce lesion en el mesencefdlo o en la region hipotalamica.

CAMBIOS MENTALES: cambios obvios en la personalidad, inteligencia
general, temperamento del paciente o en la conducta diaria.

CONVULSIONES: hipertonia de muscuios esqueléticos, temblores y
retraso en la capacidad de iniciar movimientos voluntarios, se debe a funcion
inadecuada o lesidn de los ganglios basales del cerebro.

DIPLOPIA o visién doble: estado en el cual los musculos oculares estan
débiles o paralizados y actian desigualments, de modo que las imagenes
retinianas del mismo objeto en cada ojo no se fusionan y en lugar de ver una
imagen, se ven dos imagenes del mismo objeto.

DISMETRIA: insuficiencia para evaluar la distancia del movimiento
voluntario, causada por lesiones a nivel del cerebelo.

HEMIANOPSIAS: son de dos tipos, la hemianopsia homonima que es la
ceguera parcial que afecta al mismo lado de ambos campaos visuales, causada por
una lesion que afecta una cintilla dptica y produce pérdida de la mitad del campo
visual, y la hemianopsia heterénima que es la ceguera parcial que afecta al lado
opuesto de cada campo visual, causada por lesiones que afectan al quiasma
optico y como consecuencia se produce destruccion de las fibras nerviosas
oOpticas. ‘

ILUSIONES OPTICAS: errores en la visidn que corresponden a la
incorrecta interpretacion en el cerebro de imagenes visuales, en lo que se refiere
a juicio de tamario y forma, asi como percepcion de relaciones entre diversos
objetos y la distancia entre ellos. ‘ :

TEMBLORES:; trastornos hipercinéticos del movimiento de tipe involuntario
o voluntario, se trata de movimientos burdos, irregulares y arritmicos que se
deben a lesiones a nivel del cersbro.

TRASTORNOS DEL LENGUAJE: incapacidad o defecto de la comprension
de las palabras escritas y habladas y la expresion de las ideas por medio de la
escritura y el lenguaje mismo, debido a lesiones en el hemisferio categdrico del
cerebro que se ocupa del aprendizaje y la memoria.
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TRASTORNOS SENSORIALES: deficiencia de apreciar a todos los
estimulos sensitivos a los cuales se esta expuesto en forma constante durante la
vida normal, como son el oifato, el gusto, la visién, el tacto, ect.

TRASTORNOS MOTORES: faita de coordinacion de todas las actividades
fisicas que requieren de movimiento coordinado. '

VERTIGO: falsa impresién de que ocurre movimiento y el sugeto percibe
que el medio externo gira alrededor de él o que él mismo gira en el espacio es
causada por enfermedades neuroldgicas o viscerales.

VOMITO: es un mecanismo por el cual el tubo degestivo alto, vacia su
contenido en respuesta a imitacidn intensa, hiperexitabilidad o distension
excesiva.
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