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1. RESUMEN 

 

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria, causada por el estado larvario de 

Taenia solium. En México es un padecimiento de alta endemicidad que afecta 

tanto la salud humana como la porcicultura rústica. La utilidad del 

inmunodiagnóstico aún es limitada debido a que, las pruebas no presentan la 

sensibilidad y especificidad adecuada en particular cuando se aplican en el suero 

de los pacientes o los cerdos. El objetivo del presente trabajo es identificar 

antígenos inmunodominantes, (antígenos que son más fácilmente reconocidos por 

el sistema inmune) específicos del cisticerco de T. solium mediante proteómica, 

para desarrollar un método diagnóstico con alta sensibilidad y especificidad.  

Para este propósito se obtuvieron cisticercos a partir de músculo esquelético de 

cerdos naturalmente infectados. A partir de estos se preparó un extracto de 

proteínas totales, y se separaron las proteínas del mismo utilizando la técnica de 

electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE). Las proteínas obtenidas, se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se realizó la técnica de 

inmunoblot, utilizando mezclas de sueros de cerdos cisticercosos infectados 

naturalmente, de cerdos negativos por necropsia seropositivos (falsos positivos), 

de cerdos negativos por necropsia seronegativos (control negativo) y de cerdos 

infectados con otras parasitosis (Ascaris spp., y Cysticercus tenuicollis). Los 

resultados obtenidos muestran, que el patrón de proteínas del cisticerco de T. 

solium, presenta en promedio un total de 238 manchas con un punto isoeléctrico 

(p.I) ente 4 y 8 y peso molecular (PM) entre 12.6-160.3 kDa. De las 238 manchas, 

solo 37 fueron reconocidas por la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos con 

p.I entre 3.6-8.0 y PM entre 20.5-150 kDa; de este conjunto  sólo 13 fueron 

reconocidas específicamente con la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos (no 

son reconocidas con los controles) y presentaron p.I entre 4.9-5.7 y PM entre 25-

47.8 kDa. Posteriormente, por espectrometría de masas se logró identificar un 

total de 9 proteínas correspondientes a proteínas de citoesqueleto, involucradas 

en procesos de señalización, metabolismo y estrés. Estas proteínas fueron 
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analizadas con la base de datos del genoma de T. solium y finalmente mediante 

alineaciones se pudo conocer el grado de identidad de las proteínas con las 

reportadas para otros parásitos. Los resultados obtenidos hasta el momento, 

muestran un total de 7 proteínas inmunodominantes que presentan secuencias de 

aminoácidos que son específicos de T. solium y por lo tanto pueden ser blancos 

útiles para el desarrollo de un método diagnóstico. 
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2. ABSTRACT 

 

Cysticercosis is a parasitic disease caused by the larval stage of Taenia solium. In 

Mexico it is a condition of high endemicity that affects both human health and the 

rustic pig. The immunodiagnostic utility is still limited because current evidences do 

not show adequate sensitivity and specificity, particularly when applied to sera from 

patients or pigs. The aim of this study is to identify immunodominant antigens 

(antigens that are more easily recognized by the immune system) specific for T. 

solium cysticercus using proteomics that may improve the.  

For this purpose, cysticerci were obtained from skeletal muscle of naturally infected 

pigs. From these, an extract of total proteins were separated using two-

dimensional electrophoresis (2D-PAGE) and transferred to a nitrocellulose 

membrane. Immunoblots were performed using mixtures of sera from pigs 

naturally infected with cysticerci, pigs seropositive without cysticerci (false 

positives), pigs seronegative without cysticerci (negative control ) and pigs infected 

with other parasites (Ascaris spp. and Cysticercus tenuicollis). The results show 

that the protein pattern of cysticerci of T. solium, has on average approximately a 

238 spots with an isoelectric point (Ip) between 4 and 8 and a molecular weight 

(MW) between 12.6-160.3 kDa. From these 238 spots, only 37 were recognized by 

the sera of cysticerci pigs with Ip between 3.6-8.0 and MW between 20.5-150 kDa; 

of this last group only 13 were specifically recognized by the sera of swine 

cysticercosis (not recognized by control sera) and presented an Ip between 4.9-5.7 

and MW between 25-47.8 kDa. Subsequently, using mass spectrometry we 

identified 9 proteins corresponding to cytoskeletal proteins, cell signaling pathways, 

metabolism and stress. These proteins were found in the genome database of T. 

solium alignments and its specific cDNA sequence was determined and compared 

with those reported in other related parasites. The results obtained so far show a 

total of 7 immunodominant proteins that have amino acid sequences that are 

specific to T. solium and therefore may be useful targets to develop a new more 

specific and sensible diagnostic method. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria causada por el estado larvario de 

Taenia solium, responsable de causar problemas de salud pública y de generar 

pérdidas económicas, a nivel de la porcicultura rústica en México y en otros países 

en vía de desarrollo como Latinoamérica, África y Asia, donde el parásito es 

endémico (Flisser y cols, 2006). Así mismo, la incidencia de la cisticercosis 

humana en países industrializados se ha incrementado, debido al aumento en la 

inmigración desde áreas endémicas (White y Atmar, 2002; Sorvillo y cols, 2011).  

 

Estudios realizados por diferentes grupos de investigadores señalan que la 

Neurocisticercosis (NC) constituye la tercera causa más común de ingresos en el 

hospital de Neurología en México (Sotelo y Del Bruto, 2000; Fleury y cols, 2010; 

Sciutto y cols, 2003). Además, se reporta que el parásito (vesicular o calcificado) 

aún causa síntomas en un importante número de pacientes infectados, resultando 

en un 2.4% de las consultas en el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

en México (INNN) (Fleury y cols, 2010). Por otro lado, los estudios de prevalencia 

hospitalaria, realizados en el INNN, muestran que la NC es la novena causa de 

mortalidad y la quinta causa de morbilidad hospitalaria (Jiménez y Velásquez 

2004). También se estima que cerca de 50 000 pacientes mueren cada año a 

causa de la NC (Das y cols, 2002). En México, las tasas de seroprevalencia de la 

cisticercosis humana oscilan entre 3.7 hasta 12.2%, y los estudios epidemiológicos 

basados en la tomografía axial computarizada, realizados en habitantes de 

comunidades rurales, han encontrado una prevalencia de NC hasta del 10% 

(Fleury y cols, 2006; Michelet y cols, 2011).    

 

Con respecto a la cisticercosis porcina en México, No se tienen datos oficiales, ya 

que no se ha realizado un estudio epidemiológico que permita establecer la 

prevalencia en todo el territorio nacional (Flisser y Correa, 2010). Sin embargo, 

datos obtenidos por medio de la inspección en lengua de cerdos vivos en 

diferentes áreas del país, indican que en Morelos la prevalencia en varios pueblos 
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es de 4 a 10%, habiendo algunos en los que se ha encontrado el 33% (Morales y 

cols, 2002; Larralde y Aluja, 2006). En los últimos estudios epidemiológicos 

realizados en las zonas rurales de México se estima un 13.3% de prevalencia 

(Morales y cols, 2008).  

 

El ciclo de vida de Taenia solium involucra al humano como el hospedero definitivo 

y al cerdo como el hospedero intermediario. El estado adulto de la T. solium, se 

desarrolla exclusivamente en el intestino delgado del ser humano y es un gusano 

plano con escólex, cuello y una cadena de muchos segmentos denominados 

proglótidos. Los proglótidos distales son los más maduros o grávidos y pueden 

contener miles de  huevos que son liberados con las heces del hospedero y 

contaminan al medio ambiente. Cuando un cerdo ingiere heces con huevos o 

proglótidos, estos eclosionan en el intestino y los embriones (oncosferas) liberados 

penetran la mucosa intestinal, pasan al sistema circulatorio y se establecen en 

diferentes tejidos del organismo como, músculo esquelético, lengua, corazón y 

cerebro, donde se desarrollan en cisticercos. El cisticerco es el estado larval y está 

formado por una vesícula blanquecina con una pared translúcida y llena de líquido, 

que mide alrededor de 1-2 cm y a través de la cual se puede observar el escólex 

invaginado (Flisser y cols, 2006). Los humanos se infectan y desarrollan la teniasis 

cuando ingieren carne de cerdo mal cocida y contaminada con cisticercos viables.  

Por otro lado, el ser humano puede también afectarse de cisticercosis cuando 

ingiere accidentalmente huevos de T. solium; en este caso, el cisticerco puede 

llegar a  localizarse a nivel del sistema nervioso central causando la 

neurocisticercosis,  que es la forma más grave de la enfermedad (Garcia y cols, 

2005; Morales y cols, 2008; Santivañez y cols, 2010). 

La transmisión del parásito está relacionada con la crianza de cerdos que 

deambulan libremente en las comunidades en búsqueda de alimento, la 

inadecuada o ausente  inspección y control de calidad de la carne de cerdo, la 

extrema pobreza que conlleva a bajos niveles de vida y la falta de higiene y mal 

procesamiento de las heces (Schantz y Sarti, 1989; Flisser y cols, 2006; Morales y 
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cols, 2008). Además también se ha reportado una asociación entre la cisticercosis 

y antecedentes de teniasis dentro del núcleo familiar (Díaz y cols, 1990; Sarti y 

Rajshekhar, 2003; Flisser y cols, 2004). 

Se han desarrollado estrategias de intervención para el control de la teniasis y 

cisticercosis en áreas endémicas como son; la desparasitación masiva con 

praziquantel y la educación para la salud. Con estas estrategias se ha observado 

una reducción importante de la teniasis, pero no, de la contaminación ambiental 

medida por la frecuencia de cisticercosis porcina y la persistente alta frecuencia de 

la NC humana registrada recientemente en el INNN (Fleury y cols, 2010; Flisser y 

Correa, 2010). También se dispone de vacunas efectivas para la prevención de la 

cisicercosis porcina. Figuran entre ellas, la vacuna polivalente denominada 

S3Pvac y la vacuna recombinante basada en el antígeno llamado TSOL18 o HP6 

(Flisser y cols, 2004; Parkhouse y cols, 2008; Morales y cols, 2011). A la fecha el 

diagnóstico más certero de la NC se basa en estudios de neuroimagen 

(resonancia magnética nuclear y tomografía axial computarizada), que presentan 

un elevado costo, por lo que resultan económicamente difíciles de cubrir por gran 

parte de los pacientes (Salazar y Lindh, 2011; Atluri y cols, 2011); otra prueba 

utilizada en el diagnóstico y seguimiento de los pacientes, es la punción lumbar, 

misma que permite evaluar el grado de inflamación del sistema nervioso central a 

través del análisis de las células inflamatorias en el líquido cefalorraquídeo, así 

como la presencia de anticuerpos específicos o bien de antígenos de secreción, 

sin embargo, esta prueba tiene que ser realizada por expertos. Para el diagnóstico 

de la cisticercosis en el cerdo se utiliza el método de inspección de la lengua en 

búsqueda de cisticercos. Sin embargo, este método requiere de la sujeción del 

animal y de la participación de personal entrenado para este procedimiento y es 

además de agresivo para el cerdo un método tardado que limita su aplicación 

extensiva en los millones de cerdos de traspatio que habitan en la república 

mexicana. Este procedimiento solo permite detectar aproximadamente a la mitad 

de los cerdos infectados (Sarti, 1992; Morales, 2002; Larralde y Aluja, 2006). 

Considerando las limitaciones en el diagnóstico descritas anteriormente, las 



13 
 

técnicas de inmunodiagnóstico se utilizan para apoyar el diagnóstico de NC y 

cisticercosis porcina (Deckers y Dorny, 2010).  

 

Actualmente, existen diferentes ensayos serológicos disponibles para el 

inmunodiagnóstico de la cisticercosis. Algunos de estos, se basan en la detección 

de anticuerpos en suero, en liquido cefalorraquídeo en el caso de NC  y en saliva 

(Malla y cols, 2005). Se han descrito muchas técnicas para detectar anticuerpos  

contra T. solium en humanos y cerdos, tales como, hemaglutinación, fijación del 

complemento, radioinmunoensayo,  ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA), aglutinación en látex y técnicas de inmunoblot (Dorny y cols, 2003). Los 

antígenos usados para dichos ensayos pueden ser liquido vesicular, productos de 

secreción/excreción o extractos crudos de cisticercos de T. solium o de parásitos 

relacionados como Taenia crassiceps o T. saginata (Arruda y cols, 2005).  Estos 

ensayos se basan en la detección de anticuerpos, y presentan diferente 

sensibilidad y especificidad, que depende de los pacientes incluidos en el estudio 

o intensidad de la infección en el caso de la cisticercosis porcina.  

 

El estudio de las propiedades antigénicas del líquido vesicular y glicoproteínas del  

cisticerco así como el mejoramiento de las técnicas de purificación de las 

proteínas han resultado en el desarrollo de herramientas serológicas más 

adecuadas para el inmunodiagnóstico (Tsang y cols, 1989; Prabhakaran y cols, 

2007; Fang y cols, 2009; Atluri y cols, 2009; 2011). Entre estas técnicas figura la 

inmunoelectrotransferencia blot (EITB). Este inmunoblot usa una fracción de 

glicoproteínas obtenidas por purificación de un extracto crudo de cisticerco a 

través de cromatografía con lectin-lectina. La reacción con cualquiera de las 7 

bandas específicas, se considera como diagnóstico de la cisticercosis. La 

sensibilidad de este ensayo disminuye dramáticamente en los casos con 

cisticercos individuales en el cerebro (Singh y cols, 1999) así como en el 

diagnóstico de cisticercosis porcina en cerdos de comunidades rurales (Sciutto y 

cols, 1995). Además este ensayo implica un procedimiento laborioso, de alto costo 

y de difícil reproducibilidad que limita su uso extenso en el medio rural. Por el 
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contrario el ensayo de ELISA es muy utilizado en los países en vía de desarrollo, 

por su mayor disponibilidad, simplicidad y menor costo, (Deckers y cols, 2010; 

Handali y cols, 2010).  

En el intento de aumentar la capacidad diagnóstica del ensayo de ELISA se han 

evaluado diferentes antígenos, algunos de estos son las glicoproteínas de líquido 

vesicular del cisticerco de T. solium, las cuales fueron purificadas mediante 

isoelectroenfoque. Estos antígenos fueron altamente específicos y sensibles al 

aplicarlos tanto en inmunoblot como en ELISA (Ito y cols, 1998; Atluri y cols, 

2011).  Por otro lado se han evaluado diferentes proteínas recombinantes como la 

T24, que es una de las glicoproteínas purificadas con lectin-lectina, que ha sido 

caracterizada, clonada y expresada, como antígeno para el diagnóstico de 

cisticercosis. Con este antígeno T24 se observaron buenos resultados en la 

detección de casos con dos o mas cisticercos viables en el cerebro (sensibilidad 

de 97% y especificidad de 99.4%) (Hancock y cols, 2006). Otras son proteínas 

recombinantes de 10, 7-10,  y 14 kDa, que pueden ser usados en inmunoblot y 

ELISA (Chung y cols, 1999; Sako y cols, 2000; Assana y cols, 2007). Si bien la 

especificidad de estos antígenos es alta, la sensibilidad es generalmente mas baja 

que la que se presenta cuando se utilizan antígenos nativos.  

 

Independientemente de la técnica utilizada, la detección de anticuerpos 

específicos contra T. solium en suero, sólo indica la exposición al parásito y no 

necesariamente una infección establecida, dando lugar a una respuesta de 

anticuerpos transitorios (García y cols, 2001). Además los anticuerpos pueden 

permanecer por largos periodos de tiempo después de que el parásito ha sido 

eliminado, por mecanismos inmunológicos o bien, por una terapia antiparasitaria 

(Deckers y cols, 2010). Por el contrario, la detección de antígenos de secreción 

refleja la presencia de los parásitos viables; por lo que también es considerada 

como herramienta para aumentar la especificidad de los ensayos de diagnóstico o 

el monitoreo serológico de terapias antiparasitarias, evaluando la caída de los 

niveles de antígeno después de un  tratamiento antihelmíntico exitoso (Dorny y 

cols, 2003; Fleury y cols, 2007). Por otro lado se ha visto que ensayos basados en 
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anticuerpos monoclonales dirigidos a antígenos del parásito pueden aumentar la 

especificidad (Correa y cols, 1989). Hasta el momento existen pruebas que han 

sido validadas y se usan rutinariamente en la detección de antígenos para el 

diagnóstico de la cisticercosis (Dorny y cols, 2003; Castillo y cols, 2009). Una de 

ellas se basa en la detección del antígeno HP10; el cual está presente en las 

secreciones del cisticerco de Taenia saginata. La detección del antígeno HP10 

puede estar correlacionada con la localización del cisticerco en el sistema nervioso 

central (SNC); ya que, estudios demostraron que los niveles de antígeno eran más 

altos, en casos cuando el cisticerco se encontraba localizado en el espacio 

subaracnoideo y ventrículos, pero no en casos con cisticercosis parenquimatosa, 

por lo que sirve como herramienta para reforzar el diagnóstico y seguimiento de la 

NC (Bobes y cols, 2006). Por otro lado, en un estudio llevado a cabo en una 

comunidad rural en África, se evalúo la prevalencia de cisticercosis porcina, 

mediante la palpación en lengua de cerdos vivos, dos ensayos de ELISA que 

detectan los antígenos del parásito HP10 y B158/B60 y un ensayo de 

inmunoelectrotranferencia (EITB), que detecta anticuerpos antiparasitarios. Los 

resultados obtenidos mostraron una sensibilidad y especificidad de 76% y 84%, 

para el Ag/ELISA B158/B60 y 55% y 83%, para el Ag/ELISA HP10 (Krecek y cols, 

2008).  

 

Aunque los métodos de detección de antígenos podrían servir como herramientas 

para  el diagnóstico de la cisticercosis, estos siguen siendo motivo de estudio, ya 

que existe la posibilidad de que dichos antígenos sean compartidos con los de 

otros parásitos y por lo tanto dar lugar a falsos positivos especialmente en 

muestras de suero (Deckers y cols, 2010).  Los procedimientos 

inmunoenzimáticos tienen mejor especificidad en muestras de líquido 

cefalorraquídeo, sin embargo se requiere de una punción lumbar que además de 

ser un método agresivo para el paciente, no en todos los pacientes puede 

practicarse.  En vista de los puntos expuestos anteriormente se siguen 

considerando a las pruebas de oro para el diagnóstico, la resonancia magnética 

nuclear  y la tomografía axial computarizada.  La principal desventaja de estos 
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procedimientos es que  resultan económicamente difícil de cubrir por gran parte de 

los pacientes, debido al elevado costo de las mismas como ya menciono 

anteriormente (Salazar y Lindh, 2011; Atluri y cols, 2011).    

En los últimos años se ha venido haciendo uso de las herramientas proteómicas, 

como la separación de  proteínas mediante geles en doble dimensión (2D-PAGE), 

para la identificación de proteínas inmunoreactivas mediante inmunoblot y la 

caracterización de dichas proteínas mediante espectrometría de masas (MS). 

Estas herramientas han sido de gran utilidad para la identificación de antígenos 

blanco específicos que pudieran ser utilizados para la realización de pruebas de 

diagnóstico o posibles candidatos a vacunas para la cisticercosis (Fang y cols, 

2009; Atluri y cols, 2010; Salazar y Lindh, 2011).  

 

Teniendo en cuenta lo anterior y las diferentes limitaciones que presentan hasta el 

momento las técnicas de inmunodiagnóstico, es que, se propone en este proyecto 

identificar los antígenos inmunodominantes específicos del cisticerco de T. solium 

mediante inmunoproteómica y que podrían ser la base sólida de las pruebas de 

inmunodiagnóstico.   
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

 

A pesar de los esfuerzos que se han venido realizando para el mejoramiento en el 

diagnóstico, tratamiento y prevención de la cisticercosis, esta parasitosis sigue 

siendo un riesgo tanto para la salud humana como para la porcicultura en México. 

En México desde el 2009 se ha venido aplicando un programa de control de 

teniasis cisticercosis. Por consiguiente, para contribuir al control de dicha 

zoonosis, sería de gran importancia disponer de procedimientos diagnósticos que 

permitan evaluar con mayor precisión el impacto de intervenciones preventivas. Es 

por esto que en este trabajo se pretende conocer el patrón de antígenos 

inmunodominantes expresados específicamente en los cisticercos de T. solium, 

utilizando las herramientas de la inmunoproteómica y seleccionar aquellos que no 

sean reconocidos por anticuerpos inducidos por parásitos relacionados o que 

frecuentemente dan reacción cruzada (Erhart y cols, 2002; Atluri y cols, 2011). La 

identificación de antígenos inmunodominantes permitirá desarrollar mejores 

herramientas diagnósticas sencillas y de bajo costo que se puedan utilizar en 

forma extensiva para evaluar la magnitud de la transmisión en el medio endémico.      
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5. HIPOTESIS 

 

 

El cisticerco de T. solium expresa antígenos inmunodominantes, los cuales 

pueden ser identificados mediante las técnicas de proteómica (geles en doble 

dimensión (2D-PAGE), inmunoblot y espectrometría de masas). Estos antígenos  

no se comparten con otras especies cercanas en el árbol filogenético y pueden ser 

útiles para diagnóstico y desarrollo de nuevas vacunas.   
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6. OBJETIVOS 

 

 

 

6.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar  el patrón de antígenos inmunodominantes específicos del cisticerco de 

T. solium, mediante proteómica que puedan ser útiles en el diagnóstico. 

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Identificación de antígenos inmunodominantes específicos del cisticerco de 

T. solium,  

2. Análisis de los antígenos inmunodominantes específicos del cisticerco de T. 

solium por espectrometría de masas 

3. Análisis de las proteínas identificadas por espectrometría de masas en la 

base de datos del genoma de T. solium. 
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7. METODOLOGÍA 

 

 

 

7.1 Obtención de parásitos  

 

Los cisticercos de Taenia solium se obtuvieron del músculo esquelético de cerdos 

infectados naturalmente de zonas endémicas del estado de Morelos, que se 

trasladaron a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, los 

cerdos se sacrificaron de acuerdo a la norma. 

 

7.2 Preparación del extracto de proteínas totales de cisticercos de T. solium    

 

Los parásitos se lavaron con solución salina amortiguadora (SSA), a continuación 

se lisaron con solución amortiguadora de lisis (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4% y 

Tris 10 mM, mas los inhibidores de proteasas EDTA 0.5M, PMSF 200mM, 

Leupeptin 10mM y Pepstatin 1mM) en una relación de 3ml por 1 gramo de peso 

húmedo de parásitos. Después la suspensión se agitó fuertemente en vortex por 3 

min. y se dejo en reposo por 10 min. a 4°C. Posteriormente se centrifugó a 14000g 

por 15 min., se recupero el sobrenadante y el extracto fue almacenado en 

alícuotas a -70°C hasta su uso. La determinación de la concentración de proteínas 

se realizó empleando el 2-D Quant kit de Amersham y la integridad de las 

proteínas se confirmo con un gel de poliacrilamida SDS-PAGE en condiciones 

reductoras.  

 

7.3 Geles de electroforesis en doble dimensión 2D-PAGE  

 

Los geles 2D, se realizaron por triplicado utilizando tiras con gradiente de pH 

inmobilizado (IPG), de 7cm e intervalos de pH de 3-10 y de 3-6. La muestra que 

contenía 150 µg de proteína se diluyó con 125 µl de solución de rehidratación 

(urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%, DTT 0.86 M, 2% de anfolinas y azul de 
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bromofenol). Con esta solución se re-hidrato la tira por un mínimo de 12 horas. El 

isoelectroenfoque se realizó en la cámara Protean IEF Cell (Bio-Rad), con el 

siguiente protocolo: temperatura de 20 °C, corriente de 50 µA, 250V -30 min, 

4000V- 2h y 4000V -10000V/H.  

Una vez realizado el isoelectroenfoque, la tira se equilibró en solución de equilibrio 

(urea 6M, Tris-Cl, pH 8.8 50mM, glicerol 30%, SDS 2% y trazas de azul de 

bromofenol) en dos periodos de 15 minutos: el primero con DTT (100mg/10ml) y el 

segundo con iodoacetamida (250mg/10ml). La segunda dimensión se realizó a 

partir de geles comerciales de poliacrilamida al 12% (Precast-gels de Bio-Rad) a 

200V. Los geles posteriormente se tiñeron con nitrato de plata o azul de 

Comassie, cuando el gel fue usado para análisis por espectrometría de masas. 

Todas las imágenes se analizaron con el programa PD-Quest (Bio-Rad).  

 

7.4 Análisis de imágenes  

 

Los geles teñidos con nitrato de plata se escanearon y se analizaron con el 

software PDQuest (Bio-Rad). Para el análisis se adquirieron 3 repeticiones de 

cada gel, a partir de las cuales se construyó un gel  maestro que fue 

representativo de cada condición. 

Los pesos moleculares se asignaron de acuerdo a los marcadores de peso 

molecular de rango amplio para tinción con plata (SIGMA-ALDRICH) y para 

calcular los puntos isoeléctricos (p.I) se calculó el Rf (% de corrimiento) que se 

interpoló en la gráfica de Rf vs p.I correspondiente para tiras con gradiente de pH 

no lineal 3-10 y para tiras de pH lineal 3-6. 

 

7.5 Transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa    

 

Las proteínas separadas por electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE), se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.2 µ (Hybond ECL de Amersham) 

(Anexo 3). Después de la transferencia, las membranas se mantuvieron a -20°C 

hasta su uso.  
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7.6 Inmunoblot  

 

Después de la transferencia, la membrana se bloqueó con leche descremada al 

10% en SSA  durante toda la noche a 4°C.  

Posteriormente se incubó la membrana  con las muestras de suero diluidas 1/20 y 

1/50 en leche descremada al 10% en SSA, durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Las muestras de suero que se utilizaron fueron las siguientes:  

- suero de cerdos cisticercosos. 

- suero de cerdos negativos por necropsia seropositivos (falsos positivos). 

- suero de cerdos negativos por necropsia seronegativos (control negativo).  

- suero de cerdos con otras parasitosis (Ascaris spp. y Cysticercus tenuicollis). 

Luego de las dos horas de incubación con las muestras de suero, se realizaron 

tres lavados con SSA-Tween 20 al 0.1% con agitación fuerte, durante 10min.  

Posteriormente se incubó la membrana con el segundo anticuerpo anti-IgG de 

cerdo acoplado a peroxidasa (Sigma), en una dilución 1/500 en SSA-Tween 20 al 

0.1%, durante dos horas a temperatura ambiente y al termino se realizaron de 

nuevo tres lavados con SSA-Tween 20 al 0.1% con agitación fuerte, durante 

10min. Finalmente se reveló utilizando el sustrato 4-cloro-o-naftol. Para esto se 

preparo un stock de 4-cloro-o-naftol a una concentración de 3mg/ml en metanol. 

Se tomaron 2ml del stock más 10 ml de SSA y 10µl de peróxido de hidrógeno. La 

reacción se llevo a cabo a temperatura ambiente con agitación lenta y se detuvo 

con agua destilada.  

 

7.7 Análisis de inmunoblots  

 

Para la detección de las manchas (del inglés spot) inmunodominantes específicas 

del cisticerco de T. solium, se analizaron y compararon todos los ensayos de 

inmunoelectrotransferencia y se tomaron en cuenta únicamente aquellas manchas 

que fueron reproducibles, es decir, que aparecieron en por lo menos dos de los 

tres ensayos de western-blot realizados con las muestras de suero de cerdos 
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cisticercosos, y que además no se compartieron con ninguna de las manchas que 

reaccionaron al utilizar los controles falsos positivos, controles negativos y sueros 

de cerdos con otras parasitosis (Ascaris spp. y Cysticercus tenuicollis). Para esto 

se compararon los PM y p.I de cada mancha y se analizaron con el software PD-

Quest.  

 

7.8 Identificación de proteínas por LC/ESI-MS/MS 

 

Las manchas que resultaron ser inmunodominantes y específicas para el 

cisticerco de T. solium, fueron recortadas de un gel en doble dimensión (2-D-

PAGE) teñido con azul de Coomassie. La digestión de las manchas fue llevada a 

cabo, siguiendo el procedimiento de Kinter y cols., 2000. Brevemente, las 

manchas individuales fueron lavadas y desteñidas, en 0.5 ml de una mezcla de 

metanol 50% / ácido acético 5% toda la noche a temperatura ambiente. 

Posteriormente fueron deshidratadas con 200 µl de acetonitrilo y secadas 

completamente mediante centrifugación al vacio. Luego las manchas fueron 

reducidas con 50 µl de DTT 10mM y alquiladas con  50 µl de iodoacetamida 

100mM (cada procedimiento se llevo a cabo durante 30 min a temperatura 

ambiente). Después las manchas fueron lavadas con bicarbonato de amonio y 

acetonitrilo y posteriormente secadas por centrifugación al vacio. La digestión se 

realizó utilizando tripsina porcina modificada y durante  toda la noche a 37°C. Los 

péptidos generados en la digestión fueron recuperados mediante extracciones 

sucesivas con 50 µl de bicarbonato de amonio 50mM y 50 µl de una mezcla de 

acetonitrilo 50% / ácido fórmico 5% (2x). Finalmente el extracto total fue 

concentrado mediante centrifugación al vacio a 20 µl para el análisis.  

 

El análisis de espectrometría de masas fue llevado a cabo, mediante un sistema 

QTRAP 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada) equipado con 

una fuente de nanoelectrospray y un sistema LC (cromatografía de líquidos) de 

nanoflujo (Agilent 1100 Nano Pump, Waldbronn, Germany). El espectro de 

inspección con sistema híbrido triple cuadrupolo / trampa lineal fue hecho con 
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[Glu1]- fibrinopéptido B. Las muestras digeridas fueron inyectadas en una columna 

C18 Zorbax 300SB (3.5 mm, 5060.075 mm2, Agilent), equilibrada con acetonitrilo 

al 2%, ácido fórmico al 0.1% y separadas mediante un gradiente lineal de 2 a 70% 

de acetonitrilo y ácido fórmico 0.1% durante un periodo de 80 min con flujo de 300 

nL/min. El voltaje para el Spray fue de 2.4 kV. Los iones precursores fueron 

seleccionados en el cuadrupolo Q1 y escaneados en el modo de espectrometría 

de masas mejorada (del inglés enhanced Spectrometry Mass EMS). El rango de 

escaneo para EMS se ajustó en m/z 400–1500 y 4000 uma/s. Los iones 

seleccionados en Q1, fueron sometidos a un escaneo de resolución mejorada con 

una velocidad baja de 250 uma/s en un estrecho rango de masas (30 amu) y luego 

a un escaneo mejorado de iones producto (MS/MS). Los iones precursores fueron 

fragmentados por disociación activada por colisión (DAC) en la celda de colisión 

del cuadrupolo Q2. Los fragmentos iónicos generados fueron capturados y 

analizados en el cuadrupolo Q3 trampa lineal de iones (LIT). La búsqueda en la 

base de datos (NCBInr) y la identificación de proteínas, se realizaron con el 

software MASCOT (http://www.matrixscience.com). Los criterios para aceptar la 

identificación de una proteína como valida fueron: que existiera match de dos o 

más péptidos trípticos con la secuencia de la proteína y al menos un péptido con 

p<0.05, así como aquellas proteínas que presentaron un mayor score. Este valor 

describe la confianza de los resultados y es equivalente al 95% de probabilidad de 

que el resultado no es un falso positivo. Los resultados reportan que un score 

mayor de 44 indica identidad o extensa homología (p<0.05).  

 

7.9 Análisis de secuencias con la base de datos del genoma de T. solium 

 

Se analizaron las secuencias de las proteínas identificadas por espectrometría de 

masas en la base de datos del genoma de T. solium. Esto se llevo a cabo, ya que, 

dichas secuencias presentan similitud con proteínas identificadas previamente en 

parásitos  cercanos a T. solium. 
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Para esto, se llevo a cabo un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de 

las proteínas identificadas por espectrometría de masas con la base de datos del 

genoma de T. solium, para encontrar los diferentes contigs que tuvieran homología 

con dichas secuencias y finalmente poder identificar la secuencia específica para 

T. solium.  

 

Adicionalmente, se realizo BLAST para cada una de las secuencias identificadas 

para T. solium, para conocer el grado de identidad de las proteínas con las 

reportadas para otros parásitos. 
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8. RESULTADOS  

 

 

8.1 Electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE), del cisticerco total de T. 

solium  

 

 Al analizar los geles con el software PD-Quest, se observo en promedio un total 

de 238 manchas, cuyos PM abarcaron desde 12.6 a más de 180 kDa y sus p.I se 

encontraron entre un intervalo de pH de 4 a 8 (Figura 1). 
 

 
Figura 1. Gel representativo de las tres replicas en doble dimensión (2D-PAGE) del extracto total 

de proteínas de cisticercos de Taenia solium, teñido con plata.  

 

En los geles también se pudo observar que en la zona ácida (entre pH 4.5 a 5.8 y 

PM entre 66 y 16 kDa), las manchas se resolvieron muy poco. Por esta razón se 

repitieron los geles utilizando un intervalo de pH de 3-6 y además se limpiaron las 

muestras utilizando el ReadyPrep 2-D Cleanup kit para tener una mejor resolución 

de dicha zona. Los resultados  mostraron una mejor resolución de las manchas 

(Figura 2).  
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Figura 2. Comparación entre geles de electroforesis 2D-PAGE teñidos con plata y realizados con 

tiras IPG de 7cm y diferentes rangos de pH: A) pH 3-6 y B) pH 3-10. 

8.2 Identificación de proteínas inmunodominantes a partir de diferentes 

muestras de suero 

 

Para investigar la antigenicidad de las proteínas presentes en el extracto total de 

cisticerco de T.solium, se realizaron ensayos de inmunoblot. El primer ensayo se 

realizo a partir de un gel de poliacrilamida de una dimensión (SDS-PAGE), que fue 

transferido a una membrana de nitrocelulosa. Se utilizó como primer anticuerpo 

una mezcla de diferentes muestras de suero a una dilución 1/20: mezcla de sueros 

de cerdos cisticercosos, cerdos no cisticercosos por necropsia, y seropositivos 

(falsos positivos)  y cerdos no cisticercosos por necropsia y seronegativos. En el 

ensayo se observó, que las bandas de PM entre 37 y 20 kDa, son reconocidas 

específicamente por la mezcla de muestras de suero de cerdos cisticercosos 

(Figura 3).    

 

A 
B 



28 
 

 

Figura 3. Inmunoblot del extracto total de proteínas de cisticercos de T. solium, contra diferentes 

mezclas de sueros. A) mezcla de 5 muestras de suero positivas para cisticercosis, B) mezcla de 6 

muestras de suero de cerdos no cisticercosos por necropsia y seropositivos y C) mezcla de 5 

muestras de sueros de cerdos no cisticercosos por necropsia y seronegativos. MP. Marcadores de 

peso molecular pre-teñidos (BIO-RAD)  

 

Posteriormente para conocer a cuantas proteínas correspondían las bandas entre 

37 y 20 kDa y para corroborar su reacción con la mezcla de suero de cerdos 

cisticercosos, se realizaron ensayos de inmunoblot a partir de geles en doble 

dimensión (2D-PAGE) y utilizando las mezclas  de sueros mencionadas 

anteriormente.   

Los primeros ensayos, se realizaron por triplicado con la mezcla de sueros de 

cerdos cisticercosos en una dilución 1/20, los resultados mostraron en promedio 

un total de 37 manchas, que reaccionaron con la mezcla de sueros de cerdos 

cisticercosos; los cuales se encontraron en un p.I aproximadamente de 3.6 y 8.0, 

con PM entre 20.5 y 150 kDa (Figura 4A). Por otro lado también se probaron las 

diluciones 1/50 y 1/100 de la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos. En la 

dilución 1/50 se observó un total de 22 manchas y en la dilución 1/100 se 

observaron 13 manchas (Figura 4B). 

 

 

A         B      C 
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Figura 4. Inmunoblots representativos de tres ensayos, del extracto total de proteínas de cisticercos 

de T. solium, contra la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos a diferentes diluciones: (A) 1/20, 

(B) 1/50 y (C) 1/100.  

 

Los siguientes ensayos de inmunoblot se realizaron utilizando  la mezcla de 

sueros de cerdos no cisticercosos por necropsia y seropositivos y la mezcla de 

sueros de cerdos no cisticercosos por necropsia y seronegativos, en una dilución 

1/20 y  1/50. Estos ensayos sirvieron para excluir del estudio, aquellas manchas 

que también  fueron reconocidas con dichos controles y de esta manera poder 

elegir aquellas específicas del cisticerco de T. solium (aquellas que son 

reconocidas  exclusivamente con la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos y 

que aparecieron en los 3 o por lo menos dos de los tres ensayos independientes 

de inmunoblot).  

Los resultados de los ensayos mostraron que la dilución 1/50 de la mezcla de 

sueros es la más adecuada para la identificación de las manchas inespecíficas. Se 

observó un total de 9 manchas que fueron reconocidas  con la mezcla de sueros 

de cerdos no cisticercosos por necropsia y seropositivos  y que se encuentran en 

A B 

C 
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un p.I entre 3.4 y 8.6 y PM de 50 kDa (Figura 5). Al mismo tiempo los ensayos 

realizados con la mezcla de sueros de cerdos no cisticercosos por necropsia y 

seronegativos mostró en promedio un total de 11 manchas que fueron reconocidas  

con dicha muestra de suero y que además se encontraban en un intervalo de p.I 

de 3.4-8.3 y PM de 50 kDa (Figura 5).  

 

  

 

Figura 5. Inmunoblots representativos de tres ensayos, del extracto total de proteínas de cisticercos 

de T. solium, contra mezcla de sueros de cerdos no cisticercosos por necropsia y seropositivos a 

una dilución de 1/20 (A) y 1/50 (B), y de cerdos no cisticercosos por necropsia y seronegativos a 

una dilución 1/20 (C) y 1/50 (D). 

 

Se analizaron y compararon los p.I y PM de las manchas que se reconocieron en 

cada uno de los ensayos de Inmunoblot mencionados anteriormente (Figura 4 y 

5). Los datos obtenidos mostraron que de las 37 manchas que se evidenciaron 

con la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos (Figura 4) un total de 7 manchas 

fueron específicas y además reproducibles (Figura 6).  

 

A B 

C D 
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Figura 6. Inmunoblots representativo de tres ensayos, del extracto total de proteínas de cisticercos 

de T. solium, contra mezcla de sueros de cerdos cisticercosos. Los números indican las 7 manchas 

que fueron específicas y reproducibles.  

Estas manchas según el análisis presentan un p.I entre 4.9-5.7  y PM de 25 a 47.8 

kDa. Por el contrario la mayoría de las manchas que fueron inespecíficas 

presentan un p.I entre 6-8.7 y PM de 50 kDa. Las manchas restantes de más de 

75 kDa fueron excluidas del estudio; ya que, estas también se reconocieron  en los 

inmunoblot con el control falso positivo y negativo cuando se probaron a una 

dilución 1/20.   

Por otro lado, para evaluar si alguna de las 7 manchas inmunodominantes 

identificadas podrían presentar reacción cruzada con otras parasitosis, se llevó a 

cabo ensayos de inmunoblot utilizando muestras de suero de cerdos infectados 

con Ascaris spp. y Cysticercus tenuicollis, que son parásitos que se presentan 

comúnmente en los cerdos. La dilución de las muestras de suero de cerdos 

infectados con estas parasitosis fue de 1/20.  

Los resultados mostraron que ninguna de las 7 posibles manchas 

inmunodominantes se comparte con las de estas parasitosis (Figura 7).  
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Figura 7. Inmunoblots  del extracto total de proteínas de cisticercos de T. solium, contra muestras 

de suero de cerdos infectados con Cysticercus tenuicollis (A), con Ascaris spp. (B) y con T. solium 

(C). Los números indican las manchas inespecíficas que se comparten en todos los ensayos y los 

cuadros indican las posibles manchas inmunodominantes que solo se reconocen  con la mezcla de 

sueros de cerdos cisticercosos. La imagen C, es la misma que se observa en la figura 6.   

 

La reacción de las manchas con p.I entre 3.6-7.6 y PM de 50 kDa, que se observa 

en todos los ensayos realizados, corresponde a la reacción generada por el 

segundo anticuerpo anti-IgG de cerdo (Figura 8).  
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Figura 8. Inmunoblots del extracto total de proteínas de cisticercos de T. solium, contra segundo 

anticuerpo anti-IgG de cerdo (A) y mezcla de sueros de cerdos cisiticercosos (B). La imagen 8B, es 

la misma que se observa en la figura 6.  En los círculos se señala la reacción causada por el 

segundo anticuerpo la cual no corresponde a ninguno de las 7 posibles manchas 

inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium (cuadros).  

 

Debido a que anteriormente se observó que las manchas ácidas se resolvían 

mejor en un intervalo de pH 3-6, se llevo a cabo un inmunoblot utilizando este 

intervalo de pH. Los resultados mostraron que las 7 manchas inmunodominantes 

específicas del cisticerco de T. solium identificadas hasta el momento, se resolvían 

mejor dando un total de 13 manchas inmunodominantes (Fig. 9).  

 

 

Figura 9.Inmunoblots representativos de tres ensayos, del extracto total de proteínas de cisticercos 

de T. solium, contra mezcla de sueros de cerdos cisticercosos a diferentes intervalos de pH. A) pH 

3-10 y B) pH 3-6. 

A B 
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8.3 Identificación de proteínas inmunodominantes por espectrometría de 

masas (LC/ESI-MS/MS)  

 

Se realizó un gel 2D-PAGE a partir de tiras IPG de 7cm con rango de pH de 3-10, 

donde se logra observar las 7 manchas inmunodominantes específicas del 

cisticerco de T. solium.  El gel fue comparado con el inmunoblot correspondiente, 

para de esta manera poder identificar las manchas inmunodominantes específicas 

del cisticerco de T. solium en el gel y posteriormente ser analizadas por 

espectrometría de masas (Figura 9). 

 

 

 

Figura 10. Identificación de las manchas inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium 

que fueron  analizadas por espectrometría de masas. A) Se observa el gel en 2D-PAGE teñido con 

azul de comassie coloidal y realizado con tiras de pH 3-10, B) Gel en 2D-PAGE realizado con tiras 

de pH 3-6, C) Inmunoblot con intervalo de pH3-10 y D) Inmunoblot con intervalo de pH 3-6. Los 

números en rojo dentro de los recuadros de las figuras A y B indican las manchas 

inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium que fueron recortadas del gel para el 

análisis por espectrometría de masas, las cuales coinciden con los números de las figuras C y D.  

A B 

C D 
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De las 13 manchas digeridas con tripsina y analizadas mediante espectrometría 

de masas, se logro identificar un total de 9 proteínas (Anexo 1), las cuales 

presentaron similitud con proteínas conocidas previamente en otros parásitos 

como Schistosoma japonicum, Schistosoma mansoni, Echinococcus multilocularis 

y Echinococcus granulosus.  

Según los datos obtenidos (Anexo 1), de las 13 manchas que se analizaron por 

espectrometría de masas, la mayoría fueron proteínas de parásitos, 

específicamente helmintos que están relacionados con T. solium. De estas un total 

de 5 corresponden a  proteínas involucradas en procesos de señalización 

(Anexina 1, la proteína 14-3-3 y la quinasa dependiente de Amp cíclico), 4 

correspondieron a proteínas del citoesqueleto (α-tubulina 1, β-tubulina 2, una 

proteína similar a la α-tubulina y la tropomiosina 2), 3 correspondieron a la 

proteína pequeña de choque térmico (small heat shock protein) involucrada en la 

protección contra estrés ambiental y finalmente una correspondió a la proteína 

piruvato deshidrogenasa, involucrada en metabolismo.   

 

8.4 Análisis de secuencias de las proteínas inmunodominantes con la base 

de datos del genoma de T. solium 

 

A partir del análisis de las secuencias de proteínas identificadas por 

espectrometría de masas, se encontró homología de dichas secuencias con 

diferentes  contigs, pudiéndose identificar la secuencia para Taenia solium (Tabla 

1). 
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Tabla 1. Secuencia de aminoácidos de las 9 proteínas inmunodominantes en T. solium. 

1. Alfa tubulina-1  

WEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLQLERINVYYNEASGGKYVPRAILVDLEPGTMDSVRAGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNW

AKGHYTEGAELVDSVLDVIRKEAESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDRIMVTYSVVPSPKVSDTVVEP

YNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLSNPTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFPGQLNADLRKLAVNMVPFPRL

HFFMPGFAPLTSRGSQQYRALSVPELTQQMFDAKNMMAACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVQNKNSSYFVEW

IPNNVKPPLKMSATFVGNSTAIQELFRRVSEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATAEDE

GEFDEEE 

2. Antígeno cC1  

MAYCRSLVHLYAPNGEKYKPTITPTPGFSPTADAEHLKRAMRGLGTNERAIIDILGNRTSAERMAIRDAYPSISSKTLHDA

LTSELSGKFRRFALLLIQSPWQVMAEALYDAMKGAGTKERVLNEIIAGCSKDDIPQLKKAFEEVSGGETLDDAIKGDTSGD

YREALLLALAGQADEPQAMQLKNLTPSTLSQVVNPGLAETDAKELYACGEGRPGTAESRFMRPIVNRSFLQLNATNEAYNR

AYGHPLIDAIKKETSRDLEDFLITRVRYATDRASLFAELLHFAMRGAGTKDSTLQRVLALRADTDLGSIKEKYAELYGETL

EAAIKGDTSGDYEALCLKLIGPA 

3. Beta tubulina 

MREIVHIQAGQCGNQIGAKFWEVISDEHGIDPTGTYHGDSDLQLERINVYYNEASGGKYVPRAILVDLEPGTMDSVRAGPF

GQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDSVLDVIRKEAESCDCLQGFQLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEYPDR

IMVTYSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENTDETYCIDNEALYDICFRTLKLSNPTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFP

GQLNADLRKLAVNMVPFPRLHFFMPGFAPLTSRGSQQYRALSVPELTQQMFDAKNMMAACDPRHGRYLTVAAIFRGRMSMK

EVDEQMLNVQNKNSSYFVEWIPNNVKTAVCDIPPRGLKMSATFVGNSTAIQELFRRVSEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDE

MEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATAEDEGEFDEEEEVEEA 

4. Similar a la alfa-tubulina 

EVRCGTYRQLFHPEQLITGKEDAANNYARGHYTIGKEIVDLVLDRIRKLADQCTGLQGFLIFHSFGGGTGSGFTSLLMERL

SVDYGKKSKLEFSVYPAPQISTAVVEPYNSILTTHTTLEHSDCAFMVDNEAIYDICRRNLDIERPTYTNLNRLIGQIVSSI

TASLRFDGALNVDLTEFQTNLVPYPRIHFPLATYAPVISAEKAYHEQLSVAEITNACFEPANQMVKCDPRHGKYMACCMLY

RGDVVPKDVNAAIATIKTKRTIQFVDWCPTGFKVGINYQPPTVVPGGDLAKVQRAVCMLSNTTAIAEAWARLDHKFDLMYG

KRAFVHWYVGEGMEEGEFSEAREDLAALEKDYEEVGIDSVEAEGEEEGEEY 

5. Piruvato deshidrogenasa 
MTVREAINSALKEEIERDKNVFILGEEVAQYDGAYKVTKNLWRTFGDDRVIDTPISEMGFTGIAVGAAMAGSRPVCEFMTF

NFAMQAIDQIINSAAKTHYMSNGRVNVPILFRGGNGAAAGVAAQHSQDYAAWYASCPGLKVVAPYSTEDARGLTKAGIRDD

DPVVSLENELMYGVAMDTSDEAMHPDFLIPFGKAKIEREGCDVTLVSYSISVGDCLEAADQLAKDGINCEVINLRSLRPID

DKCIFTSVKKTHHLVTVDRAWPTCGIGAEICARIMEITGADVPMPYAGCLEAACTSHAPNIITTVKKVLN 

6. Quinasa dependiente de Amp cíclico  
KKAVDVPAGLREILQDFTVAVLRNRPSNIINFAAEYFEMKKNQQKENEDAESDEEVMAPPIRARRRQGVAAESYDPEKEDK

FEKVVHEKTEEQRQRLTNATKGILLFRCLDEDQMRDVIDAMFERKVEVGEKVITLGEDGDNFYVIEKGVYDIIVKVDGVEK

KVGQYDNNGSFGELALMYNTPRAATIQATTPGILWAMTREVFRSIVLKSAFKKRQMYEELLNQVPILQSLSAYERMSIADA

LHTQIYEEGTKIISQGQEGDEMYFVEDGEVRITMKKSGSDEETELTRIKKGGYFGELALLTKHPRAASVYAITRTKLAVLD

VGSFERLLGPCLDILQRNIDNYENQLKSVFGSLDNVPELR 

7. Tropomiosina 2 
MIGSTAESLLETIKKKILASKVTVKTLALELESKQALLKAEKEKREKAEAEVAALQRRIRLLEDDLESTDTRLTDATAKLE

EASKAADESERFRRALQSRQVTDDTRIEELQQRIQKTAKEAAEAERKYQEATQELATAESALAAAEKRVEDAEGRIHSMEH

ELRAITTNLKTMELSESTASKQKQTYQATLEKLTKQLAEAEKRTALAESETLKRQEELARLETELDAEKTMNASLREDMEN

IAAELQNI 

8. Proteína 14-3-3 
MSSLSKREENVYMAKLCEQCERYDEMVKAMKDVLESGADLTVEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKHDGDAKMQI

AKKVREEIEKELNATCREILDLLDKTLLPAASNSESKIFFLKMKGDYYRYVAEFCTGEERKQASDNSLTAYKAATDVAEAD

MQTTHPIRLGLALNFSVFYYEIMNNPKRACELARKAFDDAVAELDTLPEESYKDATLIMQLLRDNLTLWNSDTGE 

9. Proteína pequeña de choque térmico 
MSIFPTRDNRDLSSRRRSLIDWEFPQMALVPLDQVFDWAERSRQSLHDDIMNVHRNLFSLEPFTAMDNAFESVMKEMSAIQ

PREFHPELEYTQPGELDFLKDAYEVGKDGRLHFKVYFNVKNFKAEEITIKADKNKLVVRAQRSVACGDAAMSESVGRSIPL

PPSVDRNHIQATITSDDVLVIEAPVNEPNYKAIKLNPEKGLAIQPSEVQERQLAVTNKEGLEVVTAEDGSKKMHLELKVDP

HFAAKDVKVWAKGNKVYVHGVTGKEEKTENASHSEHREFYKAFVTPEVIDASK 
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Posteriormente se le realizó BLAST a cada una de las proteínas específicas de T. 

solium (Tabla 1), para conocer el grado de identidad que presentan con proteínas 

reportadas para otros parásitos relacionados. Los alineamientos mostraron que de 

las 9 proteínas identificadas, un total de 7  presentan secuencias con pequeñas 

diferencias en algún o algunos aminoácidos, al parecer específicos para T. solium 

(Anexo 2). Los alineamientos se llevaron a cabo con las secuencias de 

aminoácidos de los parásitos que resultaron del BLAST y que se relacionan con T. 

solium. 

Estas 7 proteínas podrían ser antígenos útiles para el diagnóstico de la 

cisticercosis. Algunas de ellas  como la tropomiosina y la alfa- tubulina, han sido 

reportadas en el estado adulto de T. solium y en cisticercos (Valverde y cols., 

2011); mientras que la proteína 14-3-3 ha sido reportada en las oncosferas y en el 

cisticerco (Santivañez y cols, 2010) y la proteína pequeña de choque térmico en 

cisticercos (Ferrer y cols, 2005).    
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9. DISCUSIÓN 

 

9.1 Patrón de proteínas que expresa el cisticerco de T. solium 

 

En el presente estudio, la separación de las proteínas del cisticerco de T. solium 

mediante la electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE) seguida de ensayos de 

inmunodetección con sueros específicos y de inmunoelectrotransferencia (EITB), 

permitieron detectar antígenos inmunodominantes específicos de cisticercos de T. 

solium.  

La electroforesis bidimensional 2D-PAGE permite separar miles de proteínas en 

un solo experimento, y constituye actualmente el método más eficiente para la 

separación de mezclas muy complejas de proteínas. La alta resolución de la 

técnica se debe a que las dos separaciones se basan en parámetros 

independientes y una de las aplicaciones que presenta es la de identificación y 

caracterización de proteínas (Blackstock W, 2001). Por tales motivos, en el 

presente trabajo se utilizó la proteómica, un método que ha sido de utilidad para la 

identificación de antígenos relevantes en la cisticercosis y otras parasitosis 

(Chemale y cols, 2003; Sánchez y cols, 2006; Fang y cols, 2009; Salazar y Lindh, 

2011).    

En los geles (2D-PAGE) de las proteínas separadas por isoelectroenfoque 

realizados en tiras IPG de pH 3-10, se obtuvo en promedio un total de 238 

manchas. Este número aumentó al efectuar los geles 2D-PAGE con tiras IPG de 

pH 3-6, lo cual permitió una mejor resolución de las manchas ubicadas en la zona 

ácida (Figura 2). Con respecto al número de manchas detectadas en el cisticerco 

(ó estado larval) de otras especies del género Taenia, no se tienen datos; ya que, 

no existe aún un mapa proteómico con el cual se pudieran comparar los 

resultados obtenidos en este estudio. El antecedente más próximo, es un estudio 

proteómico en oncosferas activadas de T. solium (Santivañez y cols, 2010). En el 

estudio se efectuó el análisis de los péptidos de oncosferas activadas por 

espectrometría de masas (LC/MS/MS), el cual dio un total de 88 moléculas 
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identificadas, de las cuales 20 no presentaron homología con proteínas conocidas 

y 3 fueron contaminación (por manipulación durante el análisis o la digestión). 

Por el contrario, en el presente trabajo donde se utilizó el cisticerco completo se 

observó un número mayor de manchas, lo cual podría deberse a varias hipótesis: 

una de ellas es que, es el mejor tipo de técnica, o que en el estudio reportado, al 

digerir las oncosferas activadas directamente sin una previa separación y 

purificación de las proteínas, se pudieron perder un porcentaje de las mismas, 

también probablemente se pierde gran cantidad de proteínas de la oncosfera, al 

desprenderse de su cubierta a medida que se activa y va migrando hacia los 

diferentes órganos o tejidos del organismo.  

 

9.2 Proteínas inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium 

identificadas por Inmunoblot 

 

Por otro lado, mediante ensayos de inmunoblot, se pudo identificar cuáles de las 

203 manchas que expresa el cisticerco de T. solium, eran  reconocidas por el 

sistema inmune y además especificas. En los primeros ensayos se pudo identificar 

un total de 37 manchas inmunoreactivas con las muestras de suero de cerdos 

cisticercosos, de las cuales 7 no fueron reconocidas por los controles (falsos 

positivos y negativos). Así mismo, se observó también un reconocimiento de 

manchas inmunoreactivas con el control falso positivo en una dilución 1/20 (cerdos 

no cisticercosos por necropsia y seropositivos. Figura 3), el cual se presentó 

probablemente porque dichos cerdos pudieron estar en algún momento en 

contacto con el parásito y pudieron resolver la infección o está no se estableció. 

También hay que tener en cuenta que los anticuerpos pueden permanecer por 

largos periodos de tiempo después de que el parásito ha sido eliminado (Deckers 

y cols, 2010), por lo que en este caso la reacción que se observa indicaría la 

exposición al parásito, mas no una infección establecida y por tal motivo todas las 

manchas inmunoreactivas no serian útiles para diagnóstico. Por otro lado el 

reconocimiento antigénico por parte del control negativo  (mezcla de sueros de 
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cerdos no cisticercosos por necropsia y seronegativos. Figura 3), pudo darse 

porque probablemente algunas proteínas del cerdo pudieran estar compartiendo 

epítopes con antígenos presentes en el cisticerco. Sin embargo el que las 

muestras de suero estén muy concentradas también influye en que se presenten 

muchas reacciones inespecíficas, razón por la cual se decidió diluir mas la mezcla 

de sueros control. La dilución que se probó fue 1/50 en donde disminuyo 

efectivamente el fondo generado por las reacciones inespecíficas observándose 

únicamente en ambos controles una serie de manchas de 50kDa que 

correspondía a la reacción dada por el segundo anticuerpo anti-IgG de cerdo 

(Figura 5).  

Cuando se probó la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos en una dilución 

1/20, se observó un promedio de 37 manchas inmunoreactivas; no obstante, al 

probar una dilución 1/50 ya no se observaron algunas manchas o estas eran muy 

tenues (total de manchas 22) y en la dilución 1/100 la reacción que permaneció 

fue la de las manchas de 50 kDa correspondiente a la reacción del segundo 

anticuerpo anti-IgG de cerdo (Figura 4). A partir de los resultados anteriores, se 

escogió la dilución 1/20 de la mezcla de sueros de cerdos cisticercosos y la 

dilución 1/50 de las mezclas de sueros control, para el análisis e identificación de 

las manchas inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium.  

El análisis se realizó comparando los valores de p.I y PM de las manchas 

inmunoreactivas en cada uno de los ensayos de inmunoblot. De esta manera se 

pudo observar cuales de las 37 manchas inmunoreactivas (Figura 4A) no 

compartían p.I y PM con las manchas que fueron reconocidas por las muestras 

control y de esta manera proponerlas como inmunoespecíficas para las muestras 

de suero de cerdos cisticercosos.  

El cerdo puede ser infectado también por otra especie del género Taenia, como es 

el cisticerco de Taenia hydatigena conocido como Cysticercus tenuicollis, y con la 

forma larvaria de Echinococcus granulosus conocido como quiste hidatídico. Estos 

dos parásitos se encuentran relacionados con T. solium, y por tal razón son 

importantes controles para evaluar la especificidad de los antígenos de interés. 



41 
 

Por otro lado existen dos tipos de nematodos que también pueden ser controles 

importantes; ya que, infectan cerdos de una manera importante en México, como 

se demostró en un estudio, donde los parásitos del género Trichuris, Ascaris, 

Trichinella  y el orden Strongylida resultaron ser unos de los principales parásitos a 

nivel gastrointestinal en cerdos (Rodríguez y cols, 2001). Teniendo en cuenta lo 

anterior, en este trabajo fue importante evaluar que las manchas inmunoreactivas 

de interés que habían sido inmunoespecíficas hasta el momento para la mezcla de 

sueros de cerdos cisticercosos, no se compartieran con las manchas 

inmunoreactivas con muestras de suero de cerdos infectados con otras parasitosis 

(Cysticercus tenuicollis y Asacaris spp.). A partir de estas muestras se realizaron 

ensayos de inmunoblot utilizando una dilución 1/20 de cada muestra de suero. Los 

resultados mostraron que ninguna de las manchas inmunoreactivas de interés se 

comparte con las que fueron reconocidas por los controles (Figura 7), indicando 

que hasta el momento dichas manchas pudieran ser inmunoespecíficas para el 

cisticerco de T. solium. Sin embargo aún faltaría evaluar las muestras de suero 

con los otros parásitos mencionados anteriormente para asegurar su 

especificidad.   

 

9.3 Proteínas inmunodominantes específicas del cisticerco de T. solium 

identificadas por espectrometría de masas  

 

Al observar la especificidad obtenida hasta el momento de las 7 manchas 

inmunodominantes e inmunoespecíficas para la mezcla de sueros de cerdos 

cisticercosos, se decidió caracterizar dichas manchas mediante espectrometría de 

masas. Para esto se realizaron geles  2D-PAGE  utilizando tiras IPG de pH 3-10 y 

3-6, ya que, como se había observado antes con los geles e inmunoblots (Figs. 2 y 

9) de pH 3-6 se obtiene una mejor resolución de las proteínas ácidas donde se 

encuentran las manchas de interés. Estos geles fueron teñidos con azul de 

Coomassie compatible para el análisis por espectrometría de masas y 

comparados con los inmunoblot correspondientes para cada gel (Figura 10). De 
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esta manera se identificaron un total de 13 manchas, las cuales fueron digeridas 

con tripsina para su posterior caracterización por espectrometría de masas 

(LC/ESI-MS/MS). Los resultados mostraron un total de 9 proteínas identificadas 

que mostraron similitud con proteínas reportadas en otros parásitos relacionados 

(Anexo 1).  

Hasta el momento han sido reportados una variedad de antígenos de bajo peso 

molecular como útiles para el diagnóstico de la cisticercosis, sin embargo estos 

aún no han sido caracterizados (Atluri y cols, 2009; Ev y cols, 1999; Hancock y 

cols, 2006; Kaur y cols, 1995). Algunos de estos antígenos son las fracciones 

antigénicas de ≥20-30 kDa y de 10-20 kDa, que han sido reportadas por presentar 

alta sensibilidad para detectar anticuerpos en suero de pacientes infectados con 

NC (76% y 53.6 % respectivamente), también se ha reportado que las fracciones 

de 10-20 kDa presentan menor reacción cruzada con suero de pacientes 

infectados con otras parasitosis (5.6%), que las de ≥20-30 kDa (29.6%), indicando 

de esta manera que las fracciones de ≥20-30 kDa pueden ser útiles para 

detección; mientras que las de 10-20 kDa pueden revelar la especificidad de los 

resultados (Atluri y cols, 2009).  

Las manchas antigénicas de interés caracterizadas en este trabajo pueden 

corresponder con algunas de las fracciones antigénicas de 20-30 kDa de cisticerco 

total de T. solium, afirmando que estos antígenos de bajo peso molecular son 

inmunodominantes y algunos de ellos específicos por lo que podrían ser útiles 

para el diagnóstico de la cisticercosis.  

Otro estudio, reporto que fracciones antigénicas de 18, 20, 24, 30 y 65 kDa son 

altamente inmunoreactivas con suero de pacientes con NC por ensayos de 

inmunoblot y que de todas estas las fracciones de 18, 20 y 24 kDa son 

inmunoespecíficas (Kaur y cols, 1995). Además Ev y colaboradores en 1999, 

identificaron antígenos de escólex de cisticerco de T. solium, los cuales fueron 

purificados por electroforesis en gel de poliacrilamida y electroelución y 

reconocidos en ensayos de inmunoblot, por anticuerpos presentes en suero de 

pacientes con NC. Los antígenos de escólex que se observaron como bandas de 
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13, 17 y 26 kDa  resultaron ser específicos para el cisticerco de T. solium. Al 

evaluarlos mediante ensayos de ELISA, observaron una sensibilidad de 100%, 

80% y 100% respectivamente y 80%, 100% y 100% de especificidad 

respectivamente, indicando que el antígeno de 26 kDa es más sensible y 

específico para la detección de anticuerpos en suero de pacientes con NC por 

ELISA (Ev y cols, 1999).  

En este trabajo también se logro identificar una mancha antigénica de 26 kDa, que 

pudiera corresponder al reportado en el estudio mencionado anteriormente. 

Aunque en este trabajo no se utilizaron muestras de suero de pacientes con NC, el 

que se comparta dicha mancha con el identificado en el presente trabajo indicaría 

que sería útil para el diagnóstico en  humanos y cerdos. Sin embargo, debido a 

que, en el reporte no se lleva a cabo una caracterización de los antígenos, no se 

podría asegurar que se esté hablando de la misma mancha.    

Más recientemente Atluri y colaboradores en 2011, realizaron un nuevo análisis de 

las fracciones antigénicas de 10 a 30 kDa reportadas previamente. A diferencia del 

reporte anterior, en éste las fracciones antigénicas fueron separadas por 2D-

PAGE, y ello les permitió observar un mayor número de proteínas antigénicas con 

p.I entre 3-10 y PM de 10 a 30 kDa. Todas las muestras de suero de pacientes 

seropositivos para NC fueron reactivas con los antígenos separados en 2D-PAGE 

mostrando una sensibilidad del 100%; sin embargo, en el grupo control de 

muestras de suero de pacientes con T. hydatigena, dos  fueron reactivas con los 

antígenos de 10-30 KDa, observando así una especificidad del 92%. Los 

resultados mostraron que las fracciones antigénicas de 10-30 kDa separadas por 

2D-PAGE, presentaron una sensibilidad significativamente más alta que la 

sensibilidad reportada anteriormente y la dada por el ensayo de 

inmunoelectrotransferencia (EITB) con glicoproteínas separadas por lectin-lectina 

(el cual es considerado por ser el método serodiagnóstico gold estándar hasta el 

momento) para pacientes con NC (Atluri y cols, 2011).  

De los antígenos inmunodominantes identificados en  el presente trabajo, algunos 

se encuentran entre un p.I entre 5.2 a 5.4 y PM de 28.6 aproximadamente, los 
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cuales pudieran corresponder a algunas de las fracciones de 10 a 30 kDa 

identificadas en el estudio anterior. 

 En el presente trabajo se identificaron 13 antígenos reconocidos por anticuerpos 

mediante espectrometría de masas; lo que permitió identificar 9 proteínas que 

pueden ser clasificadas según su función en proteínas de citoesqueleto, proteínas 

involucradas en procesos de señalización, metabolismo y éstres. Dentro de las 

que corresponden a las proteínas de citoesqueleto se encuentran la α-tubulina 1, 

β-tubulina 2  y  tropomiosina 2 (Anexo 1).  

La tubulina, es el mayor componente de los microtúbulos, y está involucrada en 

procesos claves como la mitosis, el mantenimiento de la forma de la célula, la 

movilidad celular y el transporte de organelos en células eucariontes, además es 

considerada en muchos casos como posible blanco para el tratamiento de 

infecciones helmínticas (Havens y cols, 2000).  

Recientemente, Valverde y cols (2011), reportaron que cisticercos de T. solium, 

expresan de manera importante la tubulina en el tegumento sincicial y en los cilios 

de las células flama, donde su presencia puede estar asociada en el 

mantenimiento del tráfico vesicular, necesario para la absorción y secreción de 

macromoléculas. En relación a esta proteína, se conoce que existen diferentes 

isoformas, la  β tubulina, que participa en el ensamblaje de los flagelos o cilios, 

necesarios para la motilidad celular, que tiene un motivo de secuencia única 

(D/NEEGEFDE), necesaria para el ensamblaje de estas estructuras. Por otra parte 

se han identificado otras   β tubulinas, características de organismos que no 

presentan motilidad y por lo tanto no comparten en su secuencia la región arriba 

mencionada.  (Dutcher., 2001). La β tubulina identificada en el presente trabajo 

tiene la secuencia (AEDEGEFDE), donde los 6 últimos aminoácidos se comparten 

con los del motivo de secuencia única mencionado anteriormente, lo que pudiera 

indicar que la β tubulina identificada en este trabajo pertenezca a la isoforma que 

esta relacionada con el ensamblaje de flagelos y cilios. En este caso pudiera 

relacionarse con los cilios de las células flama que conforman el cisticerco. Sin 
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embargo faltaría investigar si los aminoácidos que no se comparten tienen algún 

efecto sobre la función de la proteína.  

Por otro lado, la tropomiosina, es una proteína asociada a microfilamentos 

presente en todas las células eucariontes, que se encuentra en múltiples 

isoformas y es esencial en los procesos de trabajo muscular y funcionalidad 

básica de los filamentos en el citoesqueleto. Se ha reportado que la tropomiosina 

de nematodos induce la formación de anticuerpos IgE en infecciones de humanos 

y animales experimentales (Sereda y cols, 2008). Estas proteínas, ya han sido 

descritas como candidatos a vacunas y moduladoras de la relación hospedero –

parásito en tenidos, schistosomas y otros parásitos helmintos, señalándolas como 

moléculas preferencialmente vistas por el hospedero durante la infección 

(Santivañez y cols, 2010).      

El cicticerco de T. solium, contiene formaciones de calcio conocidas como 

corpúsculos calcareos (CC), los cuales están formados por  material inorgánico 

principalmente calcio, fosfato de magnesio y carbonato intercalados con una 

matriz orgánica. Estas estructuras están asociadas con proteínas de unión a calcio 

que se han reportado como inmunogénicas (Zurabian y cols, 2005). Estas 

proteínas son componentes importantes del citoesqueleto del cisticerco de T. 

solium, razón por la cual podrían estar jugando un papel importante en el 

desarrollo y funcionalidad del parásito y al mismo tiempo en la relación hospedero 

parásito.  

Otra proteína que fue identificada en el presente trabajo, fue la proteína pequeña 

de choque térmico (small heat shock protein), la cual fue caracterizada en un 

estudio previo, donde se observó que sueros de pacientes infectados con NC 

reconocieron al menos dos productos de proteínas de choque térmico (66 kDa y 

10 kDa) (Vargas y cols, 2001).            

Estas proteínas juegan un papel esencial como chaperonas moleculares, 

ayudando al correcto plegamiento de las proteínas y a evitar su agregación, así 

mismo las que se localizan intracelularmente tienen función protectora, ya que, 

permiten a la célula sobrevivir en condiciones letales. Por otro lado las que se 
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localizan extracelularmente o están unidas a membrana, median funciones 

inmunológicas provocando una respuesta inmune modulada ya sea por el sistema 

inmune adaptativo o innato (Schmitt y cols, 2007). Por tal razón estas proteínas 

juegan un papel importante en la relación hospedero-parásito. 

Por otro lado se identificaron proteínas de señalización dentro de las cuales se 

encuentra  la anexina 1. Las anexinas son una familia multigénica de proteínas, 

caracterizadas por su capacidad de unión reversible a fosfolípidos aniónicos de 

una manera dependiente de calcio y se ha sugerido que las anexinas pueden 

estar asociadas con varios fenómenos relacionados con la membrana, dentro de 

los que se incluyen: la organización de la membrana, tráfico de membrana, fusión 

y formación de canales iónicos (Gao y cols, 2007). Hasta el momento se ha 

caracterizado a la anexina B1 en fluido vesicular del cisticerco de T. solium y 

además se observó su localización en células del hospedero que se encontraban 

adyacentes al parásito, cuando la reacción inflamatoria en el hospedero era activa. 

Esto indico que la anexina B1 podría tener un papel relacionado con el efecto anti-

inflamatorio (Gao y cols, 2007). Adicionalmente en otros organismos también se 

han descrito a las anexinas como anti-inflamatorias, anti-coagulantes y pro-

fibrinolíticas, razón por la cual pudieran ser muy importantes para la sobrevivencia 

del parásito en su hospedero (Pérez y cols, 2006).  

Otra proteína de señalización que también se logro identificar en este trabajo, fue 

la proteína 14-3-3, que pertenece a una familia de proteínas que han sido 

identificadas como moléculas regulatorias en vías de señalización intracelular y 

control del ciclo celular. Estas proteínas han sido encontradas en parásitos como 

Schistosoma mansoni, en el cual tres isoformas han sido descritas y en 

Echinococcus granulosus y multilocularis, también con varias isoformas (Nunes y 

cols, 2004). Hasta el momento, en T. solium solo se ha reportado la presencia de 

dicha proteína en la fase oncosferal, donde se expreso en la superficie y se 

observó en el gel como una banda específica de peso molecular 

aproximadamente de 25 KDa (Santivañez y cols, 2010). Según este peso 

molecular la proteína 14-3-3 identificada en este trabajo pudiera corresponder a la 

misma isoforma encontrada en las oncosferas de T. solium. Sin embargo se ha 
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reportado que la misma isoforma de la proteína 14-3-3 en diferentes organismos 

presenta una alta conservación que diferentes isoformas de la proteína en el 

mismo organismo (Wang y cols, 1996).   

En los estudios con E. multilocularis, la sobre-expresión de la proteína 14-3-3 fue 

relacionada con el crecimiento no restringido del estado larval del parásito y más 

adelante una segunda isoforma fue relacionada funcionalmente con procesos 

metabólicos en gusanos adultos de Echinococcus (Nunes y cols, 2004). Hasta el 

momento no se conoce la funcionalidad que ejerce esta proteína en el cisticerco 

de T. solium, ni la presencia de isoformas.  

También en este trabajo se logró identificar a la proteína cinasa dependiente de 

AMP cíclico, que también está involucrada en procesos de señalización 

participando en los procesos de modulación de la fosforilación de proteínas. 

Debido a que, en las diferentes etapas de desarrollo del parásito, este requiere de 

un estricto control de la maquinaria celular, así como de la modulación coordinada 

de grupos de genes distintos, la fosforilación resulta ser uno de los principales 

procesos bioquímicos que utilizan las células eucariotas para transmitir señales 

(Wurtz y cols, 2011).  

Por otro lado se identifico a la proteína piruvato deshidrogenasa, la cual 

corresponde a un complejo enzimático que cataliza la conversión de piruvato a 

acetil-CoA. Es una enzima fundamental para el metabolismo de los carbohidratos, 

teniendo así un papel importante en la producción de energía y la síntesis de 

metabolitos (Fleige y cols, 2007). De esta manera esta proteína pudiera estar 

contribuyendo a la regulación del metabolismo energético del cisticerco.  

Recientemente se reportaron algunas proteínas inmunogénicas solubles del 

cisticerco de T. solium, dentro de las que se encuentran la proteína 14-3-3 y  la 

proteína pequeña de choque térmico. Estas proteínas fueron identificadas por 

electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE) e inmunoblot utilizando muestras de 

suero de pacientes positivos para NC y junto con otras proteínas (actina, 

paramiosina, fosfoenolpiruvato carboxicinasa y una proteína nueva denominada 
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Tsol-p27) son propuestas como proteínas antigénicas con posible potencial 

diagnóstico (Salazar y Lindh, 2011).   

 

9.4 Análisis de las proteínas inmunodominantes identificadas por 

espectrometría de masas con el genoma de T. solium. 

 

A diferencia de los trabajos reportados hasta el momento para identificación de 

antígenos inmunogénicos con potencial diagnóstico, en el presente trabajo se 

analizaron las secuencias de aminoácidos de las proteínas identificadas por 

espectrometría de masas con la base de datos del genoma de T. solium. Las 9 

proteínas fueron identificadas en el genoma, lo que permitió obtener la secuencia 

específica de dicha proteína para T. solium (Tabla 1). Posteriormente se realizaron 

alineamientos de las 9 proteínas identificadas con secuencias de proteínas 

reportadas para otros parásitos relacionados, lo que permitió observar que 7 de 

ellas presentan aminoácidos que son específicos para T. solium y que no se 

comparten con los de otros parásitos relacionados (Apéndice 2), indicando que 

estos pueden ser posibles blancos para la realización de un método diagnóstico.      

El diseño de intervenciones estratégicas para el control de la transmisión de la 

teniasis-cisticercosis, requiere determinar la magnitud de su transmisión en las 

áreas a intervenir. La cisticercosis porcina se ha propuesto como un sensor 

sensible para este propósito. Su diagnóstico implica un contacto reciente con el 

parásito considerando que más del 80% de la población de cerdos se renuevan 

cada año (González y cols, 1990; 1994).  

La información generada en este trabajo de tesis resulta relevante para desarrollar 

un ensayo diagnostico especifico y sensible que nos permita conocer la magnitud 

de la prevalencia de cisticercosis en la implementación y evaluación del impacto 

de intervenciones para el control de esta parasitosis.  

El diseño de un ensayo para diagnostico de la cisticercosis porcina se apoya en la 

disponibilidad de sueros de cerdos con diagnóstico establecido con base en un 
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estudio de necropsia que nos permite disponer de muestras biológicas con un 

100% de certeza diagnóstica. Los antígenos identificados en este estudio podrían 

también ser de relevancia para el diseño de un ensayo para el inmunodiagnóstico 

de la neurocisticercosis humana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

10. CONCLUSIONES 

 

El patrón de proteínas del cisticerco de T. solium, presenta en promedio un 

total de 203 spots, cuyos pesos moleculares (PM) abarcan desde 12.6 a 

más de 180 kDa y sus puntos isoeléctricos (p.I) desde un pH de 4 a 8.  

 Los antígenos inmunodominantes identificados en el presente trabajo se 

separan mejor en un intervalo de PH de 3-6. Se caracterizan por ser ácidos 

y de bajo peso molecular, ya que, presentan p.I entre 4.7-5.4 y PM entre 

47-21.6 kDa.   

 

 Los diferentes paneles  de suero utilizados en el presente trabajo 

permitieron la identificación de un total de 9 antígenos inmunodominates, 

expresados por el cisticerco de T. solium, que no presentan reacciones 

cruzadas con otras parasitosis ( Ascaris y Tenuicollis), ni con los controles 

falsos positivos y negativos. 

 

  Los antígenos inmunodominantes identificados por espectrometría de 

masas, correspondieron a proteínas de citoesqueleto, proteínas 

involucradas en procesos de señalización, estrés y metabolismo.  

 

 Los antígenos inmunodominantes específicos para el cisticerco de T. solium 

fueron identificados en la base de datos del genoma de T. solium  

 

 Según la comparación de secuencias, los antígenos tropomiosina, la 

proteína 14-3-3, quinasa dependiente de AMPc, piruvato deshidrogenasa, 

proteína pequeña de choque térmico y α – tubulina, presentan aminoácidos 

específicos de T. solium que no se comparten con los de otros parásitos 

relacionados. 
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 El uso de la proteómica, en este trabajo permitió llevar a cabo la 

identificación y caracterización de proteínas antigénicas que pueden ser 

posibles blancos para el desarrollo de un método diagnóstico.  

 
 

 11. PERSPECTIVAS 

 

 Evaluar el potencial  diagnóstico de las proteínas que presentaron 

aminoácidos específicos de T. solium. 

 

 Realizar Inmunoblots, con muestras de suero de cerdos infectados con 

otras parasitosis que no hayan sido probadas. 

 

 Realizar Inmunoblots con muestras de suero y de líquido cefalorraquídeo de 

pacientes  con Neurocisticercosis. 

 

 Expresar los antígenos de interés por DNA recombinante para evaluar su 

potencial en el inmunodiagnóstico de cisticercosis humana y porcina. 
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13.1 Proteínas inmunodominantes del cisticerco de T. solium identificadas por LC/ESI-MS/MS 
 

Spot no. Protein Species Accession  MW (kDa) p.I No of matched Sequence  MASCOT 

    no (NCBI) exp/theo exp/theo peptides coverage % score 

Ts1_1 alpha-1 tubulin  Hirudo medicinalis  gi|1527170 47.2/50.7 5.1/4.94 19 41 749 

 alpha-6 tubulin Taenia saginata gi| 124783598 47.1/28.7 4.9/6.09 9 44 337 

Ts1_2 Beta-tubulin 2 Echinococcus multilocularis  gi|29337144 46.3/50.2 4.7/4.75 37 62 1064 

Ts1_3 small heat-shock protein Taenia solium  gi|21665905 32.2/35.6 5.22/5.56 18 55 535 

Ts1_4 small heat-shock protein Taenia solium gi|21665905 32.2/35.6 5.21/5.56 17 50 492 

Ts1_5 small heat-shock protein  Taenia solium  gi|21665905 32.2/35.6 5.41/5.56 24 57 539 

Ts1_6  antigen cC1  Taenia solium gi|4960053 28.6/38.1 5.44/5.71 21 58 1101 

Ts1_7 antigen cC2 Taenia solium  gi|4960053 28.6/38.1 5.34/5.71 21 73 957 

Ts1_8 similar to alpha-tubulin Strongylocentrotus purpuratus gi|115736220 28.6/42.5 5.2/5.06 5 17 200 

 pyruvate dehydrogenase E1  Pediculus humanus corporis gi|242004249 28.6/34.7 5.2/5.62 3 5 166 

Ts2_9  antigen cC1  Taenia solium gi|4960053 26.7/38.1 5.4/5.71 4 14 168 

Ts1_10 camp-dependent protein kinase  Schistosoma mansoni gi|256052513 28.6/43 5.0/5.12 3 8 70 

Ts1_11 tropomyosin 2 Echinococcus multilocularis gi|220897456 28.6/28.3 4.93/4.93 5 18 103 

Ts1_12 putative 14-3-3 protein  Echinococcus granulosus gi|62178030 23.3/28.2 4.8/4.91 22 51 448 

Ts1_13 Full=14-3-3 protein homolog 2 Echinococcus multilocularis gi|29336772 21.6/27.9 4.75/4.8 37 79 1093 
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13.2 Alineaciones de las secuencias de proteínas de T. solium, con las de otros parásitos.  
 
 
 
Alpha tubulina-1 
 

                             1                                                                                                                                          130 

     TSOLG                        WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVI RKEAESCDCL 

      ECHM  MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVI RKEAESCDCL 

      FASH  MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEATGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQLFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVV RKEAESCDCL 

      SCHJ  MREIVHIQAG QCGNQISSKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQLFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVV RKEAESCDCL 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMVTYSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLSNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

      ECHM  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMVTYSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLSNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

      FASH  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLTNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

      SCHJ  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLTNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

 

            261                                                                                                                                        390 

     TSOLG  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALSVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK ------PP-- LKMSATFVGN STAIQELFRR VSEQFTAMFR 

      ECHM  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALSVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSATFVGN STAIQELFRR VSEQFTAMFR 

      FASH  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALTVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAMFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSATFVGN STAIQELFKR VSEQFTAMFR 

      SCHJ  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRSLTVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSVTFIGN STAIQELFKR VSEQFTAMFR 

 

            391                                                      445 

     TSOLG  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EDEGEFDEEE       

      ECHM  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EDEGEFDEDE EVEEA 

      FASH  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EEEGEFDEEA EEA   

      SCHJ  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA DDEGEFEEDA EDV 

 

 

 

 

Beta tubulina-2 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG  MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVI RKEAESCDCL 

      ECHM  MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQIFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVI RKEAESCDCL 

      FASH  MREIVHIQAG QCGNQIGAKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEATGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQLFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVV RKEAESCDCL 

      SCHJ  MREIVHIQAG QCGNQIGSKF WEVISDEHGI DPTGTYHGDS DLQLERINVY YNEASGGKYV PRAILVDLEP GTMDSVRAGP FGQLFRPDNF VFGQSGAGNN WAKGHYTEGA ELVDSVLDVV RKEAESCDCL 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMVTYSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLSNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

      ECHM  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMVTYSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLSNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 
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      FASH  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLTNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

      SCHJ  QGFQLTHSLG GGTGSGMGTL LISKIREEYP DRIMNTFSVV PSPKVSDTVV EPYNATLSVH QLVENTDETY CIDNEALYDI CFRTLKLTNP TYGDLNHLVS ATMSGVTTCL RFPGQLNADL RKLAVNMVPF 

 

            261                                                                                                                                        390 

     TSOLG  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALSVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSATFVGN STAIQELFRR VSEQFTAMFR 

      ECHM  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALSVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSATFVGN STAIQELFRR VSEQFTAMFR 

      FASH  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRALTVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAMFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSATFVGN STAIQELFKR VSEQFTAMFR 

      SCHJ  PRLHFFMPGF APLTSRGSQQ YRSLTVPELT QQMFDAKNMM AACDPRHGRY LTVAAIFRGR MSMKEVDEQM LNVQNKNSSY FVEWIPNNVK TAVCDIPPRG LKMSVTFIGN STAIQELFKR VSEQFTAMFR 

 

            391                                                      445 

     TSOLG  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EDEGEFDEEE EVEEA 

      ECHM  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EDEGEFDEDE EVEEA 

      FASH  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA EEEGEFDEEA EEA   

      SCHJ  RKAFLHWYTG EGMDEMEFTE AESNMNDLVS EYQQYQDATA DDEGEFEEDA EDV  

 

 

 

Proteína similar ala alpha-tubulina 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG                                                                                     EVRC GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIVDLVLD RIRKLADQCT 

      FASC  MRECISVHVG QAGVQMGNAC WELYCLEHGI QPDGQMPSDK SIGGGDDSFN TFFSETGAGK HVPRAVFVDL EPTVVDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIVDLVLD RIRKLADQCT 

      SCHJ  MRECISIHVG QAGVQIGNAC WELYCLEHGI QPDGQMPSDK TIGGGDDSFN TFFSETGAGK HVPRAVFVDL EPTVVDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIVDLVLD RIRKLADQCT 

      SCHM                  MGNAC WELYCLEHGI QPDGQMPSDK TIGGGDDSFN TFFSETGAGK HVPRAVFVDL EPTVVDEVRT GTYRQLFHPE QLITGKEDAA NNYARGHYTI GKEIVDLVLD RIRKLADQCT 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  GLQGFLIFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD YGKKSKLEFS VYPAPQISTA VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYTNLNRL IGQIVSSITA SLRFDGALNV DLTEFQTNLV 

      FASC  GLQGFLIFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD YGKKSKLEFA VYPAPQIATA VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYTNLNRL IGQIVSSITA SLRFDGALNV DLTEFQTNLV 

      SCHJ  GLQGFLLFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD YGKKSKLEFA IYPAPQISTA VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYTNLNRL IGQIVSSITA SLRFDGALNV DLTEFQTNLV 

      SCHM  GLQGFLIFHS FGGGTGSGFT SLLMERLSVD YGKKSKLEFA VYPAPQIATA VVEPYNSILT THTTLEHSDC AFMVDNEAIY DICRRNLDIE RPTYTNLNRL IGQIVSSITA SLRFDGALNV DLTEFQTNLV 

 

            261                                                                                                                                        390 

     TSOLG  PYPRIHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN QMVKCDPRHG KYMACCMLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRT IQFVDWCPTG FKVGINYQPP TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR 

      FASC  PYPRIHFPLA TYSPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN QMVKCDPRHG KYMACCMLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRT IQFVDWCPTG FKVGINYQPP TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR 

      SCHJ  PYPRIHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN QMVKCDPRHG KYMACCMLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRT IQFVDWCPTG FKVGINYQPP TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR 

      SCHM  PYPRIHFPLA TYAPVISAEK AYHEQLSVAE ITNACFEPAN QMVKCDPRHG KYMACCMLYR GDVVPKDVNA AIATIKTKRT IQFVDWCPTG FKVGINYQPP TVVPGGDLAK VQRAVCMLSN TTAIAEAWAR 

 

            391                                                              452 

     TSOLG  LDHKFDLMYG KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE AREDLAALEK DYEEVGIDSV EAEGEEE-GE EY 

      FASC  LDHKFDLMYA KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE AREDLAALEK DYEEVGVDSV EGEGEGE-GE EY 

      SCHJ  LDHKFDLMYA KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE AREDLAALEK DYEEVGVDSV DAEGENEEGE EY 

      SCHM  LDHKFDLMYA KRAFVHWYVG EGMEEGEFSE AREDLAALEK DYEEVGVDSV DGEGEGE-GE EY 
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Piruvato deshidrogenasa componente E1 
 
 

            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG                                       MTVREA INSALKEEIE RDKNVFILGE EVAQYDGAYK VTKNLWRTFG DDRVIDTPIS EMGFTGIAVG AAMAGSRPVC EFMTFNFAMQ AIDQIINSAA 

      SCHJ  MSFSQRLFSF TKNFR-PQLC SRSIKTTSSV YTAKMTVRDA LNSAMREELE RDKDVIILGE EVAQYDGAYK ITKGLWKTFG DSRVMDTPIT EMGFTGIAVG AAMAGLKPIC EFMTFNFAMQ AIDQIINSAA 

      SCHM  MSVSQRLFLF AKSFR-PQLC SRSLKTSSSA FGTKMTVRDA LNSAMREELE RDKDVIILGE EVAQYDGAYK VTKGLWKMFG DTRVIDTPIT EMGFAGVAVG AAMAGLKPIC EFMTFNFAMQ AIDQIINSAA 

      ASCS  MALSKTNALF RLLIQAPNST QHFRRCLVTA SSPTLTVREA LNQAIDEELR RDEKVFLLGE EVAQYDGAYK VSKGLWKKYG EDRIVDTPIT EMGFAGIAVG AAMAGLRPIC EFMTFNFAMQ AIDHIINSAA 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  KTHYMSNGRV NVPILFRGGN GAAAGVAAQH SQDYAAWYAS CPGLKVVAPY STEDARGLTK AGIRDDDPVV SLENELMYGV AMDTSDEAMH PDFLIPFGKA KIEREGCDVT LVSYSISVGD CLEAADQLAK 

      SCHJ  KSAYMSAGLV SVPIVFRGPN GCSAGVAAQH SQDYGAWFAS CPGLKVMAPY SCEDARGLLK SAVRDPDPVV YLESELLYGQ SFDVSDEALS SDFLIPVGQA KIEREGKDVT LVSYSLGVGT CLAAAEELSK 

      SCHM  KSAYMSAGLV SVPVVFRGPN GCSAGVAAQH SQDYGAWYAS CPGLKVLAPY NCEDCRGLLK SAIRDPDPVV HLESELLYGQ SFDVSDEALS SDFLIPIGQA KVEREGKDVT LVSYSLGVGT CLAAAEELSK 

      ASCS  KTFYMSAGQL NVPVVFRGPN GAASGVAAQH SQDYSAWYAH CPALKVLSPY SSEDAKGLLK AAIRDDNPVI VLENELLYGQ SFPVTPEVLS ENFVIPIGKA KIERQGGHAT VVSYSKGVQL ALEAATELAA 

 

            261                                                                                                          362 

     TSOLG  DGINCEVINL RSLRPIDDKC IFTSVKKTHH LVTVDRAWPT CGIGAEICAR IME------- ------ITGA DVPMPYAGCL EAACTSHAPN IITTVKKVLN    

      SCHJ  LGISAEVINL RSLRPMDEET IFKSVKKTHY LVTVENGWPV CGIGAEICAR VMETDTFHYL DAPVLRVTGA DVPMAYALNL ERASYPDTHN IVTTVKMVRN IQ 

      SCHM  LGITAEVINL RSLRPMDEET IFQSVKKTHY LVTVENGWPV CGIGAEICAR VMETDTFNYL DAPVLRVTGA DIPMPYALNL ERASYPDTHN IVTTVKMVKN IQ 

      ASCS  QKIEIEVINL RTLRPFDMQT VKDSLKKTHH LITVEMGWPI CGIGAEISAQ IVESEAFDYL DAPILRVTGV DVPMPYSQKL ETAALPTSAD VIRQVKRSLN ME 

 
 
Cinasa dependiente de AMP cíclico  
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG       KKAVD VPAGLREILQ DFTVAVLRNR PSNIINFAAE YFEMKK---- ---NQQKENE DAESDEEVMA PPIRARRRQG VAAESYDPEK ED--KFEKVV HEKTEEQRQR LTNATKGILL FRCLDEDQMR 

      SCHJ    MTMKNEIV VPPGLRELLQ ELTVSILRER PDNLIQFAID FLMMKKAASE NRPNKANESD EDEDEEPMPM PPQRVSRRAG VAAESYDPEK DDSSSAVKVV HPKTEEQRQR LTQATKDILL FRCLDDDQMK 

      SCHM  MTMTMKDEVV VPPGLRELLQ ELTVSILREH PDNLIQFAID FLMMKKAASE NRPNKTNES- EDEDEEPMPI PPQRATRRAG VAAESYDPEK DDTSNVEKVV HPKTEEQRRR LAQATKDILL FRCLDDDQMK 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  DVIDAMFERK VEVGEKVITL GEDGDNFYVI EKGVYDIIVK VDGVEKKVGQ YDNNGSFGEL ALMYNTPRAA TIQATTPGIL WAMTREVFRS IVLKSAFKKR QMYEELLNQV PILQSLSAYE RMSIADALHT 

      SCHJ  DVIDAMFERH VSPGEKVITL GEDGDNFYVI EKGVYDIIVK VGDEEKVVGK YDNKGSFGEL ALMYNTPRAA TILAKTEGVL WAMTREVFRS IVLKKAFEKR RLYEELLNQV PILESLSAYE RMSIADALRT 

      SCHM  DVIDAMYERH VSPGEKVITL GEDGDNFYVI ESGIYDIIVK VGNEEKTVGK YDNKGSFGEL ALMYNTPRAA TILAKTEGVV WVMTREVFRS IVLKKAFEKR RLYEELLNQV PILESLSAYE RMSIADALRT 

 

            261                                                                                                                            379 

     TSOLG  QIYEEGTKII SQGQEGDEMY FVEDGEVRIT MKKSGSDEET ELTRIKKGGY FGELALLTKH PRAASVYAIT RTKLAVLDVG SFERLLGPCL DILQRNIDNY ENQLKSVFGS LDNVPELR  

      SCHJ  KIFEANEQII KQGDPGDEMF FVEEGKVSIK MKRSGETEEK EVAVIEKGGY FGELALLTSH PRAASAYADC RTKLAVLDVG SFERLLGPCL DILRRNIDDY EAKLKDIFGS LDKVPELRR 

      SCHM  KIFKDNQQII RQGDPGDEMF FVEEGKVRIK MKRSGETEEK EVAVIEKGGY FGELALLTSH PRAASAYADG QTKLAVLDVG SFERLLGPCL DILRRNIDDY EAKLKNIFGS LDKVPELRR 
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Tropomiosina 2 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG  MIGSTAESLL ETIKKKILAS KVTVKTLALE LESKQALLKA EKEKREKAEA EVAALQRRIR LLEDDLESTD TRLTDATAKL EEASKAADES ERFRRALQSR QVTDDTRIEE LQQRIQKTAK EAAEAERKYQ 

      ECHM  MSGSSADSLL EAVKKKILAS KVNVKTLTLE LESKHDLLKT EHEKREKAEA EVAALQRRIR LLEDDLESTD TRLTDATAKL EEASKAADES ERFRRALQSR QVTDDTRIEE LQQRIQKTAK EAAEAERKYQ 

      SCHJ      MSSPVI GAVKSKMQGM KLQIDQLKQE VSSKQAVLRK EEENKTKAEA EVASLQKRIR QLEDELESTE TRLQEATLKL EEASKAADES DRARRVLEAR QTAEDERILQ LESMVQETAK SVKDAETKYE 

      SCHM      MSSPVI GAVKSKMQGM KLQIDQLKQE LSSKQAILRK EEENKIKAEA EVASLQKRIR QLEDELESTE TRLQEATVKL EEASKAADES DRARRVLEAR QTAEDERILH LESVVQETAK SVRDAETKYE 

 

            131                                                                                                                               251 

     TSOLG  EATQELATAE SALAAAEKRV EDAEGRIHSM EHELRAITTN LKTMELSEST ASKQKQTYQA TLEKLTKQLA EAEKRTALAE SETLKRQEEL ARLETELDAE KTMNASLRED MENIAAELQN I 

      ECHM  EATQELATAE DALAAAEKRV EDAEERIHSM EHELRAITTN LKTMELSEST ASKQKQTYQA TLEKLTKQLA EAENRTALAE SEALKRQEEL ARLEAELDAE KTLNASLRED MEDIAAELQS I 

      SCHJ  EATRKLAVAE VALSHAEDRI EAAESRLKEL QSIIHGTMGQ LKSLEHQESQ LSKQRSLHQS QLASLSKQLI EAERRVKEAS HQEEMKQMEL CKLEDTLEAE QLNHTNLRRE METMFTEVEN L 

      SCHM  EAARKLAITE VELERAESRL EAAESKITEL EEELRIVGNN VKSLEISEQE LNKQRSLHQS QLASLSKQLI EAERRVKEAS HQEEMKQIEL CKLEETLEAE QLNHTNLRRE METMFTEVEN I 

 

 

 

Proteína 14-3-3 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG  MSSLSKREEN VYMAKLCEQC ERYDEMVKAM KDVLESGADL TVEERNLLSV AYKNVVGARR SSWRVISSIE QKHDGDAKMQ -IAKKVREEI EKELNATCRE ILDLLDKTLL PAASNSESKI FFLKMKGDYY 

      ECHG  MSSLSKREEN VYMAKLCEQC ERYDEMVKAM KDVLESGADL SVEERNLLSV AYKNVVGARR SSWRVISSIE QKHDGDAKMQ -IAKKVREEI ERELSATCKE ILDLLDKTLL PAASSSESKI FFLKMKGDYY 

      TRIS     MTEKEDI VQRAKLAEQA ERYDDMAAAM KKVTETGAEL TNEERNLLSV AYKNVVGARR SSWRVISSIE QKTEGSEKKQ QMAREYREKV EKELRDICHD VLGLLDKYLI PKAATPESKV FYLKMKGDYY 

      ASCS    MPESRESL VQLAKLAEQA ERYDDMAQSM KKVTESGAEL SNEERNLLSV AYKNVVGSRR SSWRVLSSAE QKIDEAEKKQ -MAKQYRERI EKELKDICQN VLDLLDKHLI PKASTPEAKV FFLKMKGDYY 

 

            131                                                                                                                                 253 

     TSOLG  RYVAEFCTGE ERKQASDNSL TAYKAATDVA EADMQTTHPI RLGLALNFSV FYYEIMNNPK RACELARKAF DDAVAELDTL PEESYKDATL IMQLLRDNLT LWNSDTGE                  

      ECHG  RYVAEFCTGD ERKQASDNSL MAYKSATEVA EGDMQTTHPI RLGLALNFSV FYYEIMNNPK RACELARKAF DDAVAELDTL PEESYKDATL IMQLLRDNLT LWNSDAGDTD AAEPPKAD       

      TRIS  RYLAEVATGD DRTNIVENSQ NAYQEALDVA KSKMQPTHPI RLGLALNYSV FFYEILNSPD RACQLAKQAF DDAIAELDTL NEDSYKDSTL IMQLLRDNLT LWTTDAGGDE GEGGGDQDTA AGQ 

      ASCS  RYLAEVASGD AKNPVIEKSQ QAYQGAFDVA KDKMQPTHPI RLGLALNFSV FYYEILNAPD KACQLAKQAF DDAIAELDTL NEDSYKDSTL IMQLLRDNLT LWTSDAGTDE QEGGEQQGEQ GGN 

 

 

 

Anexina 1 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG         AYC RSLVHLYAPN GEKYKPTITP TPGFSPTADA EHLKRAMRGL GTNERAIIDI LGNRTSAERM AIRDAYPSIS SKTLHDALTS ELSGKFRRFA LLLIQSPWQV MAEALYDAMK GAGTKERVLN 

     TSOLB        MAYC RSLVHLYAPN GEKYKPTITP TPGFSPTADA EHLKRAMRGL GTNERAIIDI LGNRTSAERM AIRDAYPSIS SKTLHDALTS ELSGKFRRFA LLLIQSPWQV MAEALYDAMK GAGTKERVLN 

      SCHJ  MAKVSGFGIT RSLIHAFDPH GKQYKPTIKP TTGFSASADA ERLHRAMKGP GTDETTIINI LARRTNYERQ EIRHSYKSMY KRDLKDDLKS DTSGDFRKVL CQLVVDTPYM LAKSLYYAMK GLGTNDRVLI 

      SCHM  MANISGFGIT RSLIHSFDPH GKHYRPTIKP TTGFSASADA ERLHRSMKGP GTNELAIINI LARRTNYERQ EICQSYKSLY KQDLKDDLKS DTSGDFRKVL CQLIVDTPYM LAKSLYYAMK GLGTNDRVLI 

      SCHB  MANVSEFGIT RSLIHAFDPH GKHYTPTIKP TTGFSASADA ERLHRAMKGP GTDETAIINI LARRTNYERQ ELCRSYKSLY KHDLKDDLKS ETSGDFRKVL CQLVVDTPYM LAKSLYYAMK GLGTNDRVLI 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  EIIAGCSKDD IPQLKKAFEE VSGGETLDDA -------IKG DTSGDYREAL LLALAGQADE PQAMQLKNLT PSTLSQVVNP GLAETDAKEL YACGEGRPGT AESRFMRPIV NRSFLQLNAT NEAYNRAYGH 

     TSOLB  EIIAGCSKDD IPQLKKAFEE VSGGETLDDA -------IKG DTSGDYREAL LLALAGQADE PQAMQLKNLT PSTLSQVVNP GLAETDAKEL YACGEGRPGT AESRFMRPIV NRSFLQLNAT NEAYNRAYGH 

      SCHJ  EILTTLWNDE MRAVANAYKE VLKDKGIEDS NRSLVTDMKK ETCGDYEYAL LSLVQAERDD IQLLQLKAIP EKGVNSVINH ELAEADAKDL YASGAGCLGT REKRITRVIC NRTPYQLYLT SEIYLKLYGK 
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      SCHM  EIFTTLWNDE MKAVADAYKQ VLKDKGSEES ERSLVTDMKK ETCGDYEYAL LSLVQAERDD IPILQLKAIP DKGVNSIINH ELAEADAKDL YASGAGRVGT SERRITRVIC NRTPYQLYLT SEIYFKMYGK 

      SCHB  EIFTTLWNDE TRAVADAYKQ VLKDKGIEES ERSLVTDMKK EISGDYEYAL LCLVQADRDE IPVLQLKAIP EKGINSIINH ELAEADAKDL YASGVGRVGT SEKRITRVIC NRTPYQLYLT SEIYFKMYGK 

 

            261                                                                                                             365 

     TSOLG  PLIDAIKKET SRDLEDFLIT RVRYATDRAS LFAELLHFAM RGAGTKDSTL QRVLALRADT DLGSIKEKYA ELYGETLEAA IKGDTSGDYE ALCLKLIGPA       

     TSOLB  PLIDAIKKET SRDLEDFLIT RVRYATDRAS LFAELLHFAM RGAGTKDSTL QRVLALRADT DLGSIKEKYA ELYGETLEAA IKGDTSGDYE ALCLKLIGPA       

      SCHJ  SLLEHIESET SGDYRKLLVS VLRYAIDRAN LIAEWLHDSM VGLGTKDYAL MRLLITRSEI DLQDIMKAYE VIYGKSLLNA VKDDTSGDYR QTLCVLLGE        

      SCHM  TLLEHIESET SGDYRKLLVA VLRYAIDRPS LIAEWLHDSM AGLGTKDYAL MRLLITRSEI DLQDIMDAYE SIYGKSLLNA VKDDTSGDYR RTLCVLMGEI YNQQQ 

      SCHB  TLLEHIESET SGDYRKLLVA ILRYAIDRPG LIAEWLHDSM AGLGTKDYAL MRLLITRSEI DLQDIMNPYE SIYGKSLLNA VIDDTSGDYR RTLCVLLGE 

 

 

 

 

Proteína pequeña de choque térmico 
 
 
            1                                                                                                                                          130 

     TSOLG  MSIFPTRDNR DLSSRRRSLI DWEFPQMALV PLDQVFDWAE RSRQSLHDDI MNVHRNLFSL EPFTAMDNAF ESVMKEMSAI QPREFHPELE YTQPGELDFL KDAYEVGKDG RLHFKVYFNV KNFKAEEITI 

     TSOLB  MSIFPTRDNR DLSSRRRSLI DWEFPQMALV PLDQVFDWAE RSRQSLHDDI MNVHRNLFSL EPFTAMDNAF ESVMKEMSAI QPREFHPELE YTQPGELDFL KDAYEVGKDG RLHFKVYFNV KNFKAEEITI 

      TSAG  MSIFPTRDSR DLSSRRRTEF DWEFPQMALV PLDQVFDWAE RSRQSLHDDI VNMHRNLFSL EPFTAMDNAF ESVMKEMSAI QPREFHPELE YTQPGELDFL KDAYEVGKDG RLHFKVYFNV KNFKAEEITI 

      ECHM  MLIFPVRDDR DLWSRRRSLL DWEFPQMALM PFDQVFNWVE RSRQSLHDDV TNMHRNLLSL EPFSAMDNAF NSVMQELSAI QPREFHPELE YTQPGELDFL KDAYEVGKDG KLHFKVYFNA KNFKPEEITI 

 

            131                                                                                                                                        260 

     TSOLG  KADKNKLVVR AQRSVACGDA AMSESVGRSI PLPPSVDRNH IQATITSDDV LVIEAPVNEP NYKAIKLNPE KGLAIQPSEV QERQLAVTNK EGLEVVTAED GSKKMHLELK VDPHFAAKDV KVWAKGNKVY 

     TSOLB  KADKNKLVVR AQRSVACGDA AMSESVGRSI PLPPSVDRNH IQATITSDDV LVIEAPVNEP NYKAIKLNPE KGLAIQPSEV QERQLAVTNK EGLEVVTAED GSKKMHLELK VDPHFAAKDV KVWAKGNKVY 

      TSAG  KADKNKLVVR AQKSVACGDA AMSESVGRSI PLPPSVDRNH IQATITTDDV LVIEAPVNEP NYKAIKLSPE KGLAIQPSEV QERQLAVKNK EGLEIVTAED GSKKIHLELK VDPHFAPKDV KVWAKGNKVY 

      ECHM  KTDKNKLIVR AQRSVTRGDA SMSESVGRSI PLPPSVDRNH IQATLTSDDV LMVEAPVDAP NYKAIKLTPE KGLAIQPTEA QERQLAVTNK EGLEIVTADD GSKKMHLELK VDPHFAPKDV KVWAKGNKVY 

 

            261                                                     314 

     TSOLG  VHGVTGKEEK TENASHSEHR EFYKAFVTPE VIDASK                     

     TSOLB  VHGVTGKEEK TENASHSEHR EFYKAFVTPE VIDASKTQAE IVDGLMVVEA PLFK 

      TSAG  VHGVTGKEEK TENASHSEHR EFYKAFVTPE VVDASKTQAE IVDGLMVVEA PLFK 

      ECHM  VHGVTGKEEK TEKASHSEHR EFYKAFVTPE VVDASKTQAE MVNGHMVVEA PLFK 
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13.3 Soluciones para la electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE)  

 

 

Solución de lisis: para 1ml  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución de rehidratación: para 1ml 

 

 

 

 

 

Solución de equilibrio: para 100ml 

 

 

 
 

 

 

Urea 7 M 0.4207 g/ml 

Tiourea 2 M 0.1522 g/ml 

CHAPS 4% 0.04 g/ml 

Tris 10 mM 0.0012 g/ml 

EDTA 0.5 M 24 µl 

PMSF 200 mM 5  µl 

Leupeptin 10 mM 10 µl 

Pepstatin 1 mM 1 µl 

Urea 7 M 0.4207 g/ml 

Tiourea 2 M 0.1522 g/ml 

CHAPS 4% 0.04 g/ml 

Urea 6 M 36.035 g/ml 

Tris-HCl, pH 8.8 50 mM 3.35 ml 

Glicerol 30% 34.5 ml 

SDS 2 g 
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13.4 Protocolo para transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa    

 

 

- En un recipiente con buffer de transferencia a 4°C (tris base 3.03g/L, glicina 

14.4 g/L y metanol 200mL), se realizó el sandwich teniendo en cuenta el 

siguiente orden:  

 

1. Extremo blanco del soporte de la cámara de electrotransferencia 

2. Esponja  

3. Papel filtro 

4. Membrana 

5. Gel 2D-PAGE 

6. Papel filtro 

7. Esponja  

8. Extremo negro del soporte de la cámara de electrotransferencia  

 

Posteriormente el sandwich se colocó dentro de la cámara de electrotransferencia, 

con los polos positivo y negativo correctamente orientados. Las proteínas se 

transfirieron usando una corriente de 100V por un periodo de 80 min en frío a 4°C.  
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