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1. RESUMEN.

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria causada por el estado larvario de
Taenia solium. Esta parasitosis es un problema de salud publica en paises en vias
de desarrollo como México, y también en paises industrializados debido al
aumento de la inmigracion desde areas endémicas. Diversos reportes sefialan que
en nuestro pais aun persisten las condiciones para que el ciclo de vida de T.

solium se desarrolle.

En la actualidad existen diferentes formas para realizar el diagnéstico de la
cisticercosis, y entre ellas son comunes los criterios clinicos junto con las técnicas
de neuroimagen en humanos, la inspeccion en lengua en cerdos y las técnicas de
inmunodiagnostico para ambos. Estas Udltimas identifican la presencia de
antigenos, indicativa de la viabilidad del parasito, y la presencia de anticuerpos,
indicativa del contacto con el parasito. Si bien estas herramientas resultan muy
atractivas en cuanto a costos y tiempo, no tienen una capacidad predictiva de una
prueba diagndstica adecuada, por lo que la optimizacion del inmunodiagnostico
para la cisticercosis continta siendo un desafio. Por esta razon resulta necesario

generar nuevas herramientas diagnosticas, altamente sensibles y especificas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades de dos proteinas
inmunodominantes de T. solium: la anexina B1 y la cinasa dependiente de AMPc,

en su capacidad diagnéstica para la cisticercosis humana y porcina.

Con la finalidad de identificar epitopos que pudieran ser utiles en el diagndstico, se
identificaron in silico péptidos antigénicos a partir de las secuencias de
aminoacidos, de las proteinas anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc. Los
péptidos con el mayor indice de antigenicidad para cada proteina, asi como las
dos proteinas expresadas en forma recombinante, fueron evaluados vy
comparados en su capacidad diagndstica para la cisticercosis humana y porcina.
Para ello se emplearon ensayos de ELISA, utilizando muestras de sueros de

humanos y cerdos, positivos y negativos para la cisticercosis. Adicionalmente, se



utilizaron muestras de suero de cerdos afectados por otras parasitosis y sueros de
individuos no infectados con alteraciones neuroldgicas. Los resultados obtenidos
en este estudio mostraron que los antigenos anexina B1 y cinasa dependiente de
AMPc, presentaron epitopos que fueron reconocidos por las muestras de suero de
cerdos y humanos positivos para cisticercosis. En el caso de los péptidos, éstos
presentaron un reconocimiento de hasta 62%; mientras que para las proteinas
recombinantes el reconocimiento alcanz6 hasta 58%. Por otro lado, cuando se
emplearon combinaciones de las proteinas recombinantes y los péptidos
sintéticos, se observé que el reconocimiento de los antigenos anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc, alcanzé hasta 85% y 70% respectivamente al usar las

muestras de suero de humanos positivos para cisticercosis.

Adicionalmente, los péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes evaluados
de manera individual, lograron discriminar muestras negativas para cisticercosis
de las positivas (de 93% a 100%). Se obtuvo seropositividad con 2 de las 6
muestras de suero de cerdos con otras parasitosis, asi como con 1 de las 9
muestras de suero de humanos con otras neuropatologias, empleando proteinas
recombinantes, y en 4 de 9 sueros analizados con péptidos sintéticos.
Considerando que los sueros utilizados provienen de México, pais endémico para
la cisticercosis, no puede descartarse que estos falsos positivos resulten de

contactos previos con el parasito.

Finalmente, nuestros resultados sugieren que los antigenos recombinantes
anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc en conjunto con los péptidos sintéticos,
presentan epitopos que podrian considerarse para el desarrollo de un kit
diagnostico de cisticercosis humana y porcina con utilidad para estudios

seroepidemioldgicos.



2. ABSTRACT.

Cysticercosis is a parasitic disease caused by the larval stage of Taenia solium.
This parasitic disease is a public health issue in developing countries such as
Mexico, and also in industrialized countries due to increased immigration from
endemic areas. Several reports in our country reflect that conditions favoring the

life cycle of T. solium still persist.

To date, different ways to perform cysticercosis diagnosis are available; among
them, clinical criteria with neuroimaging techniques in humans, tongue inspection
in pigs, and immunodiagnostic techniques for both are very common. These latter
rely on identifying the presence of antigens, indicative of parasite viability, and the
presence of antibodies, indicative of contact with the parasite. While these tools
are very attractive in terms of cost and time, they lack an adequate diagnostic
predictive ability, so immunodiagnostic optimization remains a challenge.

Therefore, new highly sensitive and specific diagnostic tools are required.

The objective of this work was to evaluate the properties of two immunodominant
proteins of T. solium: annexin B1 and cAMP-dependent kinase, with respect to

their capacity to diagnose human and porcine cysticercosis.

In order to identify epitopes that may be useful in diagnosis, antigenic peptides
were identified by in silico analysis employing the amino acid sequences of the
proteins annexin B1 and cAMP-dependent kinase. Those peptides with the highest
antigenicity score for each protein, along with the two proteins recombinantly
expressed, were evaluated and compared in their ability to diagnose human and
porcine cysticercosis. Sera from humans and pigs with a confirmed diagnosis
(infected/non-infected) were assayed for detection by ELISA. Sera from pigs with
other parasitoses and from human patients with different non-infectious

neuropathologies were also assayed.



Our results showed that annexin B1 and cAMP-dependent kinase antigens have
epitopes which were recognized by a significant fraction of cysticercosis-positive
human and pig serum samples. In the case of peptides, this recognition reached
62%; while for recombinant proteins such recognition was up to 58%. Furthermore,
when combinations of recombinant proteins and synthetic peptides were used, the
rate of recognition of the annexin B1 and Camp-dependent kinase antigens was up
to 85% and 70% respectively, using serum samples positive for human

cysticercosis.

In addition, the synthetic peptides and recombinant proteins were able to
discriminate between negative and positive cysticercosis samples (93% to 100%).
Two out of 6 serum samples from pigs with other parasitoses yielded a positive
result when assayed with recombinant proteins, as well as 1 out of 9 serum
samples from human patients with unrelated neuropathologies, while 4 out of 9
serum samples were positive when assayed with synthetic peptides. Considering
that all sera employed came from Mexico, a country endemic for cysticercosis, it is
feasible that these false positives resulted from a previous contact with the

parasite.

Finally, our results suggest that the recombinant antigens annexin B1 and cAMP-
dependent kinase in conjunction with synthetic peptides, present epitopes that
could be suitable candidates to develop a diagnosis test for human and porcine

cysticercosis.



3. INTRODUCCION.

3.1 Taenia solium.

Taenia solium es el parasito causante de la teniasis/cisticercosis. En su estado
adulto (causante de la teniasis), es un gusano plano con escélex, cuello y una
cadena de muchos segmentos denominados proglétidos. Este se desarrolla en el
intestino delgado del ser humano, donde se adhiere al epitelio intestinal por medio
de una doble corona de ganchos, seguido de esta, se encuentra el cuello a partir
del cual se producen segmentos de proglétidos inmaduros, maduros y gravidos.
Estos ultimos son los mas distales al cuello y pueden contener miles de huevos,
muchos de ellos maduros, que son liberados con las heces del hospedero y
contaminan al medio ambiente. Por otro lado el cisticerco de T. solium, (estado
larvario del parasito), es una vesicula blanquecina con una pared translicida y
llena de liquido, que mide alrededor de 1-2 cm y a través de la cual se puede

observar el escolex invaginado.

La teniasis y la cisticercosis son parasitosis que causan problemas de salud y
pérdidas econémicas en paises en via de desarrollo de Latinoamérica, Africa y
Asia (1-3) (Figura 1). En paises industrializados, la incidencia de la cisticercosis
humana se ha reportado como una enfermedad importada, debido al aumento de
la inmigracion desde é&reas endémicas, aun asi, se han reportado casos
autoctonos debido a la transmision de los portadores asintoméaticos de la Taenia,

gue probablemente adquirieron la infeccion en el extranjero (4-6).

La cisticercosis es una parasitosis que esta relacionada con pobreza, condiciones
sanitarias inadecuadas, falta de higiene, a cerdos que deambulan libres por las
calles en busca de alimento y antecedentes de teniasis dentro del nucleo familiar
(7, 8).
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Figura 1. Mapa que muestra la distribucion a nivel mundial, de T. solium.

3.2 Ciclo de vida de Taenia solium.

El ciclo de vida del paréasito involucra a dos hospederos, al humano como
hospedero definitivo y al cerdo como hospedero intermediario. EI humano se
infecta y desarrolla la teniasis (estado adulto del parasito), cuando ingiere carne de
cerdo mal cocida y contaminada con cisticercos viables. Por otro lado, los cerdos
adquieren la cisticercosis (estado larval del parésito) al ingerir los huevos o
proglotidos gravidos liberados en las heces de humanos portadores del estado
adulto del parasito. En el cerdo, el cisticerco puede llegar a localizarse en
diferentes tejidos como el musculo esquelético, ojos, corazon y cerebro.
Adicionalmente, el humano también puede adquirir la cisticercosis cuando ingiere
accidentalmente huevos de T. solium; en este caso, el cisticerco puede llegar a

localizarse a nivel del sistema nervioso central (SNC) causando la



neurocisticercosis (NC), que es la forma mas grave de la enfermedad (8, 9)
(Figura 2).

Figura 2. Ciclo de vida de T. solium. (Flisser A y cols. Taenia solium: un parasito

cosmopolita. Investigacion y ciencia. Mayo 2006).

3.3 Neurocisticercosis.

La NC es la infeccion del SNC con el cisticerco de T. solium. Esta enfermedad
puede ser tanto asintomatica como sintomatica y la severidad de los sintomas
dependen de muchos factores como: el nimero, tamafio y localizacion de los

cisticercos y de la intensidad de la respuesta inmune del hospedero (10, 11).



Algunas de las manifestaciones de la NC pueden ser: dolor de cabeza intenso,
convulsiones, hidrocefalia, ceguera y diversos sintomas neuroldgicos (12).

La NC es considerada como una enfermedad desatendida, a pesar de que se
considera un problema de salud en areas endémicas. Se ha reportado como la
infeccion parasitaria mas coman del SNC y la causa mas frecuente de epilepsia en
paises en via de desarrollo, siendo responsable de aproximadamente el 30% de
los casos de epilepsia en estos paises (2, 6, 13). En México aun se mantienen las
condiciones para que el ciclo de vida de T. solium se desarrolle; ya que, segun los
reportes de los Ultimos 10 afios existe hasta un 32% de prevalencia de
cisticercosis porcina, en algunas comunidades y cerca de 500 casos de NC fueron
reportados (14). Aungque estos datos no representan la carga real de NC y de la
cisticercosis porcina, si evidencian que T. solium aun sigue siendo un problema de
salud en México (14).

Para el diagnéstico de la NC, se utilizan comunmente las técnicas de neuroimagen
(Resonancia Magnética Nuclear y Tomografia Axial Computarizada). Estas
técnicas muestran la morfologia y localizacion de los cisticercos, el estado en el
que se encuentra el cisticerco, y la presencia de inflamacién alrededor de las
lesiones (11). Adicionalmente, se tienen en cuenta varios criterios clinicos y
epidemioldgicos; asi como, el andlisis del liquido cefalorraquideo (LCR), que se
obtiene de los pacientes mediante puncién lumbar y permite evaluar el grado de
inflamacion del SNC, a través del analisis de las células inflamatorias en el LCR, 0
mediante la busqueda de anticuerpos especificos mediante ELISA utilizando
antigenos de interés purificados y/o antigenos de secrecién del parasito, como el
antigeno HP10 (15-17).

En conjunto con la clinica, las técnicas de inmunodiagnostico han sido
herramientas Utiles para apoyar el diagndéstico de la NC y cisticercosis porcina
(18). Asi mismo, para la realizacién de estudios epidemiolégicos que permitan
estimar la prevalencia de la infeccion, asi como dar seguimiento a la misma
durante y después de programas de control (18). Los ensayos de

inmunoelectrotransferencia (EITB) e inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA),



han sido los mas utilizados para el inmunodiagndstico de esta parasitosis, debido
a que, por un lado el ELISA tiene la ventaja de ser una técnica sensible, simple, de
bajo costo y eficaz, ya que se pueden evaluar muchas muestras al mismo tiempo
(19) y el EITB utilizando antigenos purificados, tiene una mayor especificidad y
sensibilidad (20,21). Estos ensayos, han sido orientados a la busqueda de
anticuerpos especificos y antigenos circulantes del paréasito, fundamentalmente en

sueroy LCR.

La prueba mejor documentada hasta el momento y conocida como el “estandar de
oro”, es el EITB, utilizando antigenos purificados por lectin-lectina (LLGP), para
detectar anticuerpos contra el cisticerco de T. solium en suero. El test presenta
una especificidad del 100% y sensibilidad de alrededor del 98% en pacientes con
dos o mas cisticercos viables en el SNC, mientras que en pacientes con un
cisticerco intracraneal, la sensibilidad decae a un 50-60% (20, 22). En cuanto a la
deteccidn de antigenos del parasito en suero o LCR, existen dos métodos que han
sido validados y son usados rutinariamente para la deteccion de antigenos del
parasito y se basan en la utilizacion de anticuerpos monoclonales (23). Estos son
el test B158/B60 Ag-ELISA y el HP10 Ag-ELISA, con los cuales se ha reportado
porcentajes de sensibilidad de >80% en suero de humanos y >90% en LCR (16,
24, 25).

3.4 Cisticercosis porcina.

La cisticercosis porcina es una infeccibn parasitaria causada por el
establecimiento del cisticerco de T. solium en diferentes tejidos del cerdo (musculo
esquelético, ojos, corazdn y cerebro). Esta prevalece en paises en via de
desarrollo, donde existen condiciones que favorecen la persistencia del ciclo de

vida del parasito (26).

En México, no se tienen datos oficiales de la prevalencia de la cisticercosis

porcina, ya que no se ha realizado un estudio epidemiolégico que permita

establecerla en todo el territorio nacional (27). Sin embargo, datos obtenidos por
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medio de la inspeccién en lengua de cerdos vivos en diferentes areas del pais,
indicaron que en varias comunidades del estado de Morelos la prevalencia fue del
4 al 10%; ademas también se encontraron algunos casos en los que se reporto el
33% (7, 28). Por otro lado, de septiembre del 2009 a diciembre del 2012 se llevo a
cabo un estudio epidemioldgico en tres regiones del estado de Guerrero. Se
evalué el impacto de un programa de control de la teniasis-cisticercosis, basado
en la educacion a la comunidad y la vacunacion de cerdos. Se observo que
después del programa, hubo una disminucién de la cisticercosis porcina mediante
seroprevalencia (17.7 a 13.3%) asi como, mediante examen en lengua (7 a 0.5%)
y ultrasonido (3.6 a 0.3%) (29).

El método mas comdn aunque poco sensible (30), que se utiliza para el
diagndstico de la cisticercosis porcina, es la inspeccion en lengua. Ademas, este
es un procedimiento que requiere de la sujecion del animal y de la participacién de
personal entrenado. En cuanto al inmunodiagndstico, varias técnicas han sido
empleadas, entre éstas, el ensayo de EITB con LLGP (20) y el ensayo de ELISA
para la deteccion de antigenos de secrecion del parasito (31) y otros, disefiados a
partir de diferentes fuentes antigénicas (32-34). No obstante, en un estudio donde
se evaluaron diferentes métodos de diagndstico (inspeccién en lengua, deteccidn
de antigenos o anticuerpos por ELISA y EITB con LLGP), se reportd que en
cerdos rurales que presentaban una carga ligera de parasitos (entre 1 y 5
cisticercos, a excepcién de 1 cerdo que presentd 80 cisticercos) el diagnostico no
tenia la sensibilidad y especificidad adecuada (30). Por otro lado, en un estudio
reciente se observé que el examen del musculo del cuello de los cerdos, junto con
el inmunodiagnéstico con ELISA utilizando antigeno crudo del cisticerco de T.
solium, fueron herramientas mas sensibles y por lo tanto Gtiles para el diagndstico

de la cisticercosis porcina en areas endémicas (32).

10



3.5 Métodos de deteccion de anticuerpos.

Los métodos de deteccidn de anticuerpos son utiles para realizar una evaluacion
cualitativa o cuantitativa mediante la determinacion del titulo de anticuerpos, ya
sea en suero o LCR. Es conocido, que una vez que la infeccion ha sido resuelta, el
namero de anticuerpos disminuye, pero los que quedan pueden permanecer por
largos periodos. Por esta razén, la deteccidbn de anticuerpos no es la mas
apropiada para evaluar el resultado de un tratamiento o la prevalencia de la
parasitosis en zonas endémicas (35); sin embargo, la presencia de anticuerpos
especificos indica que hubo exposicion al pardsito, aunque no detecta la
presencia de una infeccion persistente, ni tampoco permite distinguir aquellos
casos en donde el cisticerco se encuentra en los estados degenerativos coloidal o
granular, donde existe una fuerte reaccion inflamatoria (NC activa) y es dificlil
diferenciarlos de los casos en donde el cisticerco se encuentra calcificado y hay

una minima respuesta inmune (NC inactiva) (36).

Las fuentes antigénicas utilizadas para la deteccion de anticuerpos, han sido
extractos totales de proteinas del parasito, fracciones especificas del cisticerco de
T. solium altamente purificadas, asi como antigenos recombinantes y péptidos
sintéticos, con los que se ha logrado incrementar la sensibilidad y especificidad
(21, 37, 38).

3.6 Métodos de deteccion de antigenos.

Los métodos para la deteccion de antigenos, son de gran utilidad; ya que, reflejan
la presencia de parasitos “viables”, lo que resalta su importancia como una
herramienta para el seguimiento de terapias antiparasitarias (15, 39). Los ensayos
para deteccion de antigenos del cisticerco de T. solium, se llevan a cabo en suero
y LCR utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales, siendo estos ultimos
mas especificos para la técnica, ya que son dirigidos contra antigenos particulares
del paréasito (17, 39). Cuando el cisticerco se localiza en el SNC, la deteccion de
antigenos en LCR es mas eficiente que cuando se utiliza suero (22, 40), sin
11



embargo, hay que sefalar que el procedimiento para obtener las muestras de LCR
es invasivo para el paciente. Hasta el momento existen pruebas que han sido
validadas y se usan rutinariamente en la deteccibn de antigenos para el
diagnostico de la NC (16, 24); No obstante, se ha reportado que los resultados no
alcanzan la misma sensibilidad y especificidad obtenida en las pruebas para
deteccion de anticuerpos (41), y ademas los antigenos pueden compartirse con
los de otros parasitos y dar lugar a falsos positivos. Por tal motivo, la deteccion de
antigenos no seria el método mas adecuado para un diagndstico inicial de la
cisticercosis, aunque estos son considerados la mejor herramienta para llevar a

cabo un seguimiento de casos ya confirmados (41).

A pesar de contar con estas herramientas, el diagndstico de la cisticercosis,
debida a T. solium aun sigue siendo un desafio; ya que, se ha observado que la
especificidad puede llegar a ser baja en algunos casos, utilizando las técnicas de
neuroimagen y los criterios clinicos. Asi mismo, la técnica de puncion lumbar para
el andlisis del LCR, es un procedimiento muy invasivo para el paciente. Por otro
lado, se ha reportado que los test de inmunodiagndstico presentan sensibilidad y
especificidad variada (11); debido a que, dependen de muchas variables como: el
tipo de muestra (suero, orina, LCR), la fuente antigénica y la técnica utilizada
(ELISA o EITB). Ademés de otras variables que tienen que ver con la propia
parasitosis como: el nimero de parasitos, su localizacion y estado de desarrollo
del mismo (Tabla 1).

Tabla 1: Estudios relevantes para la deteccién de anticuerpos y antigenos de Taenia

solium.
DETECCION DE ANTICUERPOS
Fuente antigénica Técnica Muestra Sensibilidad/especificidad Ref.
CM S2 y DEAE S2 ELISA Suero CM S2: 88.8/93.7% [45]
fracciones del cisticerco de DEAE S2: 93.4/92.6%
T. saginata, purificadas por
cromatografia de

intercambio iénico
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Antigenos de 10-30 kDa de EITB Suero 73.7/192% [34]
T. solium, separados por
2DPAGE
DEAE S1 and DEAE S2 ELISA Suero DEAE S1: 87.5/87.9% [34]
fracciones del cisticerco de _ o
T. solium, purificadas por DEAE S2: 90/90.4%
cromatografia de
intercambio ionico
Antigeno recombinante ELISA Suero Ts8B2: 91.3/92.5 (NC activa) [71]
Ts8B2 y péptido sintético 68.6/92.5 (NC inactiva)
Ts8B2-4 del cisticerco de T. Ts8B2-4: 21.7/96.7% (NC activa)
soium 13.7/96.7% (NC inactiva)
Antigeno recombinante Tsol-  Dot-blot Suero 86.7/94.6% [54]
p27 del cisticerco de T. ELISA 86.7/94.6%
solium EITB 76.4/95.6%
Antigenos purificados de ELISA Suero 25/100% (NC inactiva) [57]
bajo peso molecular del )
cisticerco de T. solium 90.9/100% (NC activa)
LCR 25/95.8% (NC inactiva)
90.9/95.8% (NC activa)
Antigeno de T. saginata ELISA Suero HP6-Bac: 77.4/95.4% [58]
HP6-Bac y HP6-GST
HP6-GST: 80.6/93.1%
LCR HP6-Bac: 76.9%
HP6-GST: 73.1%
E/S antigeno de 43kDa EITB Suero (suero) 88.23/100% [72]
LCR (LCR) 89.28%
Antigeno TsAg5 del EITB Suero 75.44% (multiples cisticercos) [73]
cisticerco de T. solium o
39.62% (un solo cisticerco)
96.36% (NC extraparenquimal)
Especificidad 76.70%
DETECCION DE ANTIGENOS
Fuente antigénica Técnica Muestra Sensibilidad/especificidad Ref.
Anti-Ag de E/S del cisticerco ELISA Suero 85.7/96.9% [39]
de T. saginata
Anti- Ag T. solium (Tso) y T. ELISA LCR (Tso) 81.2/82% [74]

crassiceps (Tcra)

(Tcra) 90/98%
(Tcra <30 kDa) 95.8/100%
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Anti- Ag total de cisticerco de  Aglutinacion Suero 75/100% (Co-A) [75]
T. solium ]
(Co-A) Orina 62.5/100% (Co-A)
ELISA Suero 62.5/96% (ELISA)
Antigeno HP10 ELISA Suero 84.8/94% [25]
LCR 91.3%
Antigeno B ELISA LCR 70/90% [76]
Antigenos de cisticerco de T. ELISA Orina (Suero) 90/98% [77]
solium '
Suero (Orina) 86/88%
Antigenos de cisticerco de T. ELISA Suero 85.7/96.9% (NC inactiva [39]
solium aparentemente)
Antigenos sométicos y de E/S EITB Suero 56.9/93.9% (Ag somatico) [40]

del cisticerco de T. solium
64.7/95.4% (Ag E/S)

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

Orina 50/97% (Ag somético)
62.5/96% (Ag E/S)

3.7 Nuevas estrategias para el diagndstico de la cisticercosis humana y

porcina.

Existen nuevas estrategias que han contribuido a la identificacion de moléculas
antigénicas que han sido propuestas para el diagndstico de la cisticercosis.
Algunas de ellas hacen uso de las herramientas protedmicas (separacion de
proteinas mediante geles en doble dimensién-2D-PAGE), para la identificacion de
proteinas especificas inmunoreactivas mediante inmunoblot y la identificacién de
las proteinas mediante espectrometria de masas (MS). Estas herramientas, han
sido de gran utilidad para la identificacion de antigenos blanco especificos que
pudieran ser utilizados en el diagndstico de la cisticercosis (34, 38, 42, 43). Un
ejemplo de ello, es el caso de los antigenos Tsol-p27, anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc, antigenos del cisticerco de T. solium, que fueron
14



identificados por 2D-PAGE y Western blot. Para la identificacion de estos
antigenos se utilizaron muestras de suero de humanos en el caso de Tsol-p27 y
de cerdos en el caso de los antigenos anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc.
Las proteinas fueron identificadas por MS y fueron propuestas como posibles

blancos para ser evaluados serolégicamente (38, 42).

Adicionalmente, el fraccionamiento de antigenos del cisticerco de T. solium, o de
antigenos heterdlogos del cisticerco de T. saginata por cromatografia de
intercambio idnico, ha sido una técnica que ha permitido seleccionar antigenos
potencialmente Utiles para el inmunodiagnostico de la NC, evitando las reacciones

cruzadas con suero de pacientes infectados con otros helmintos (44, 45).

Recientemente el uso de la tecnologia de despliegue en fagos, para el aislamiento
directo de anticuerpos scFv (fragmentos variables de cadena sencilla de la
molécula de inmunoglobulina), ha sido utilizada para la identificacion de antigenos
gue sean reconocidos por estos anticuerpos y posteriormente evaluar el potencial

de dichos antigenos para el diagndstico de NC (46).

3.8 Antecedentes.

En la primera parte de este proyecto, se identificaron antigenos
inmunodominantes, (antigenos que son mas facilmente reconocidos por el sistema
inmune) especificos del cisticerco de T. solium mediante proteémica. Lo anterior,
con el fin de proponer antigenos blanco para la realizacion de un método
diagnéstico y tratar de optimizar la especificidad y sensibilidad para la deteccién
de la cisticercosis porcina. Para este propésito se obtuvieron cisticercos de
musculo esquelético de cerdos naturalmente infectados. A partir de estos, se
preparé un extracto de proteinas totales y se separaron las proteinas del mismo,
utilizando la técnica de electroforesis en doble dimension (2D-PAGE). Las
proteinas obtenidas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se realizo
la técnica de inmunoblot, utilizando mezclas de sueros de cerdos cisticercosos
infectados naturalmente, de cerdos negativos por necropsia y seropositivos por la
15



prueba de ELISA (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 mostraron que
un total de 13 proteinas fueron reconocidas especificamente con la mezcla de
sueros de cerdos cisticercosos (no fueron reconocidas con los controles) y
presentaron p.l entre 4.9-5.7 y PM entre 25-47.8 kDa (Figura 3).

Figura 3. Inmunoblots representativos de tres ensayos, del extracto total de proteinas 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. Los numeros en rojo indican las 13 proteinas

gue presentaron un reconocimiento especifico.

Posteriormente, por espectrometria de masas se logré identificar un total de 9
proteinas correspondientes a proteinas de citoesqueleto, involucradas en

procesos de sefalizacion, metabolismo y estrés (Tabla 2).
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Tabla 2. Proteinas inmunodominantes del cisticerco de T. solium identificadas por LC/ESI-
MS/MS.

Table 1
Identification of the antigenic proteins of the whole Taenia solium cysticerci by LC/ESI-MS/MS.

Spot Protein Species Accession number MW (kDa) pl exp/theo Matched Sequence MASCOT
number (NCBI) 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
Ts1.2 Beta-tubulin 2 Echinococcus gi|29337144 46.3/50.2 4.7/14.75 37 62 1064

multilocularis
Ts1.3 Small heat-shock Taenia solium gi|21665905 32.2/35.6 5.22/5.56 18 55 535
protein
Ts1_4 Small heat-shock Taenia solium 2121665905 32.2/35.6 5.21/5.56 17 50 492
protein
Ts1.5 Small heat-shock Taenia solium gi|21665905 32.2/35.6 5.41/5.56 24 57 539
protein
Ts1_6 Annexin B1 Taenia solium £i]4960053 28.6/38.1 5.44/5.71 21 58 1101
Ts1.7 “Annexin BT Taenia solium 8i|4960053 28.6/38.1 5.34/5.71 21 73 957
Ts1.8 Similar to alpha-tubulin Strongylocentrotus gi|115736220 28.6/50.7 5.2/5.06 5 17 200
purpuratus
Ts2_9 Annexin B1 Taenia solium £i|4960053 26.7/38.1 5.4/5.71 4 14 168
Ts1_10 cAMP-dependent Schistosoma mansoni gi|256052513 28.6/43 5.0/5.12 3 8 70
protein kinase
Ts1_11 “Tropomyosin 2 Echinococcus £i|220897456 28.6/28.3 4.93/4.93 5 18 103
multilocularis
181502 Putative 14-3-3 protein Echinococcus £i|62178030 23.3/28.2 4.8/4.91 22 51 448
granulosus
Ts1_13 Full=14-3-3 protein Echinococcus 8i]29336772 21.6/27.9 4.75/4.8 37 79 1093

multilocularis

LC/ESI-MS/MS, liquid chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry; MW (kDa) exp/theo, molecular weight experimental/theoretical; pl exp/theo,
isoelectric noint exnerimental/theoretical.

Estas proteinas se analizaron con la base de datos del genoma de T. solium, y de
esta manera, se logré identificar la secuencia de aminoacidos de cada uno de los
7 antigenos (31). Adicionalmente, se realizaron alineamientos de las secuencias
de proteinas de los 7 antigenos, con las secuencias reportadas para otros
parasitos relacionados, encontrando que 2 de las proteinas presentaron un mayor
namero de diferencias en su secuencia, con respecto a la de los otros parasitos
relacionados (anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc). Lo anterior indicé, que

dichas proteinas podian ser Gtiles para un diagnostico mas especifico.

En base a estos resultados, en el presente trabajo se evalud la propiedad
diagnéstica de cisticercosis humana y porcina, de las proteinas anexina Bl y
cinasa dependiente de AMP ciclico, en la version de proteinas recombinantes y de
péptidos sintéticos. Lo anterior se llevd a cabo, utilizando un conjunto extenso de
sueros de cerdos positivos para cisticercosis y con otras infecciones parasitarias,
asi mismo se utilizaron sueros de pacientes con NC confirmada y de individuos no

infectados con alteraciones neuroldgicas.
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4. JUSTIFICACION.

El inmunodiagnostico basado en la deteccion de anticuerpos contra antigenos del
cisticerco de T. solium, es una herramienta que apoya el diagnostico de la
cisticercosis. Sin embargo, la capacidad predictiva de los métodos existentes es
insuficiente, por lo que no se utilizan de rutina para el diagnostico de cisticercosis

humana ni porcina y su uso se limita a estudios epidemiolégicos.

La capacidad predictiva de los ensayos existentes, depende del tipo de muestra
utilizada: suero, orina, LCR, el antigeno empleado y la técnica utilizada para la
deteccion (ELISA o EITB). La capacidad predictiva de los ensayos depende
también de los sueros utilizados, y se favorece cuando los sueros incluyen altos
niveles de anticuerpos, generalmente asociados a la presencia de multiples
parasitos e individuos mas inflamatorios con mayor capacidad de producir
anticuerpos. Es relevante mencionar, que la deteccion de anticuerpos no distingue
entre individuos infectados o aquellos que han estado en contacto con el patégeno

y han resuelto la infeccion satisfactoriamente.

En este trabajo resolvimos retomar el tema del inmunodiagndstico, utilizando las
nuevas herramientas gendmicas y bioinformaticas, en el intento de identificar
candidatos con mayor capacidad para el desarrollo de un ensayo diagndstico

reproducible y de alta capacidad predictiva.

18



5. HIPOTESIS.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas anexina B1 y cinasa dependiente
de AMP ciclico, contienen epitopos lineales y/o conformacionales especificos de

T. solium, de interés para el desarrollo de ensayos para el inmunodiagndstico de la

cisticercosis humana y porcina por T. solium.
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6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Identificar en los antigenos anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc, las
secuencias de interés para desarrollar un ensayo sensible y especifico para el

inmunodiagnostico de la cisticercosis porcina y humana.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

¢ Identificar los péptidos con mayor indice de antigenicidad de las proteinas
anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc.

e Clonar y expresar los antigenos de interés, para determinar su potencial en

el inmunodiagndstico de cisticercosis causada por T. solium.

e Evaluar los antigenos recombinantes y péptidos sintéticos, con muestras de

suero de cerdos cisticercosos, no cisticercosos y con otras parasitosis.

e Evaluar los antigenos recombinantes y péptidos sintéticos, con muestras de

pacientes con NC, negativos para NC y con otros desérdenes neuroldgicos.

e Determinar cual de los antigenos recombinantes y péptidos sintéticos,
presenta una mejor propiedad diagndstica de cisticercosis humana y

porcina.
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METODOLOGIA.

7.1 Identificacion de los péptidos con mayor indice de antigenicidad

Para la identificacion de los péptidos con el mayor indice de antigenicidad, se llevo
a cabo un analisis de las secuencias de amino&cidos de cada proteina de interes,
utilizando la herramienta bioinformatica “lImmune Epitope Database And Analysis
Resource, (www.iedb.org)”. A partir de estos algoritmos, se obtuvieron graficas que
mostraron la variacion del indice antigénico en funcion de la posicion de
aminoacidos. Los picos mas altos por encima del umbral, indicaron los grupos de
residuos de aminoacidos que tuvieron la mayor probabilidad de ser reconocidos
por los anticuerpos. A partir de estos datos, se sintetizaron péptidos por “USV
LIMITED Custom Peptide Synthesis”. Una vez recibidos los péptidos, estos fueron
reconstituidos en DMSO o0 agua dependiendo de su hidrofobicidad (1 mg/ml).
Posteriormente se prepararon alicuotas de cada péptido y se guardaron a una

temperatura de -20°C hasta su uso.

7.2 Clonacion de las proteinas anexina Bl y cinasa dependiente de
AMPc.

7.2.1 Extraccion de ARN de cisticercos de T. solium.

La extraccion del ARN, se hizo a partir de 3 cisticercos aislados de musculo
esquelético de cerdos infectados naturalmente. Se maceraron los cisticercos en
500 ml de Trizol y centrifugaron a 13000 rpm durante 3 minutos a 4°C. El
sobrenadante se recupero y se adicionaron 220 pl de cloroformo a 4°C, el tubo se
agité durante 30 segundos y se incub6 5 minutos en hielo seco. Posteriormente,
se centrifug6 a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa con el ARN,
se transfirid a un tubo eppendorf estéril y a este volumen se le adicion6 600 pl de

isopropanol, el tubo se agitd y se incubo a -20°C durante 1 hora. Posteriormente el
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tubo se centrifugé a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante fue
desechado. Por otro lado, el precipitado con el ARN se lavé adicionando 300 pl de
etanol al 80%, posteriormente el tubo se agité y centrifugd a 13000 rpm durante 5
minutos a 4°C y el sobrenadante fue desechado. Finalmente el precipitado con el

ARN se dejé secar durante 5 minutos y se resuspendié en 40 ul de agua DEPC.

7.2.2 Amplificacién de la secuencia codificadora de las proteinas anexina B1

y cinasa dependiente de AMPc.

A partir del ARN total, se llevo a cabo la amplificacion del ADNc para cada una de
las proteinas de interés. La amplificacion se realizé mediante Retrotranscripcion-
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el
sistema SuperScript Il Transcriptasa reversa de Invitrogen, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Para esto se utilizaron 2 pl del ADNc y 1 pl de los

siguientes oligonucledtidos:

- Anexina B1:
Sentido: 5 AATGGGTCGCGGATCCATGGCCTACTTGTCGCTCCCTG3’
Antisentido: 5 TGCTCGAGTGCGGCCGCTGCAGGGCCGATGAGTTTCAAZ’
- Cinasa dependiente de AMPCc:
Sentido: 5 AATGGGTCGCGGATCATGTCAAAGAAGGCTGTTGS

Antisentido: 5 TGCTCGAGTGCGGCCATGGCGTAACTCGGGTACS3’

Los productos amplificados se corrieron en geles de agarosa al 1%. Las bandas
gue se encontraban en el tamafio molecular esperado fueron eluidas del gel y
posteriormente purificadas mediante el método de fenol-cloroformo y precipitacion
por etanol al 70%. La integridad de la secuencia de los amplicones obtenidos se

verifico por secuenciacion capilar.
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7.2.3 Clonacién de la proteina cinasa dependiente de AMPc.

La region codificante de la proteina cinasa dependiente de AMPc, se cloné en el
vector de expresion pET23a. Para esto, se digirié tanto el inserto como el plasmido
con las enzimas Notl y BamHI. Para evitar la religacién del vector, después de la
digestion se desfosforilaron sus extremos utilizando la enzima fosfatasa alcalina
de intestino de ternera (CIAP; New England Biolabs). Una vez desfosforilados los
extremos del vector, se realiz6 la extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion
por etanol al 70%, para eliminar la CIAP y purificar el DNA. Posteriormente se
cuantificé la concentracion del vector y los insertos, mediante espectrofotometria a
260 nm (Nanodrop 2000, Thermoscientific). Para ligar los insertos en el vector, se
realizd una reaccién de ligacion utilizando la enzima T4 DNA ligasa, a una relacién
(1:3) vector-inserto. La reaccion de ligacién se incubé a 16°C durante toda la
noche. La transformacion bacteriana se llevé a cabo utilizando toda la reaccion de
ligacion y células competentes de la cepa de Escherichia coli JM109, mediante

choque térmico a 42°C durante 90 segundos.

7.2.4 Clonacioén de la proteina anexina B1.

Debido a las dificultades que se presentaron para la clonacion del amplicén de
anexina B1, se decidio utilizar el kit comercial “In Fusion HD Cloning” (Clontech),
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para este método se disefié un
par de oligonucledtidos con extensiones de 15 nucleétidos homodlogos a los
extremos del plasmido pET23a (mencionados en el apartado b), a partir de los
cuales se amplificé la secuencia codificante de interés. Adicionalmente, se llevo a
cabo la restriccion enziméatica de los extremos Notl y BamHI presentes en el
plasmido. Posteriormente se mezclaron 2.5 ul del vector linearizado, 2 pul del
fragmento de PCR purificado, 2 pl de la mezcla “In Fusion Enzyme Premix” y se
llevo la reaccién a un volumen final de 10 pl. La reaccion de clonacion se incubo
durante 15 minutos a 50°C y posteriormente se realizé la transformacion de
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células competentes E. coli HSTO08 “Stellar TM Competent Cells” de Clontech.
Para la transformacion se sigui6 el protocolo PT5055-2 (Clontehc).

De las placas donde se sembraron las células transformadas, se seleccionaron 4
clonas, las cuales se crecieron en medio LB con ampicilina (100 pg/ml).
Posteriormente para verificar que las clonas fueran recombinantes, se llevé a cabo
la restriccidbn enzimatica del DNA plasmidico y se corroboro la liberacion de los
fragmentos clonados. Adicionalmente, se analiz6 la integridad de la secuencias

por secuenciacion capilar.

7.3 Expresion de las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc.

La expresion de las proteinas se llevé a cabo en células de E. coli BL21 (DE3), las
cuales son deficientes en la expresidn de proteasas y ademas presentan la
secuencia que codifica la ARN polimerasa T7 que se requiere para la expresion de

los vectores pET23a.

Para la expresion de las proteinas recombinantes, las cepas transformadas se
sembraron en 100 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) a 37°C con
agitaciéon constante (150 rpm) durante toda la noche. Posteriormente, se
adicionaron 10 ml del cultivo anterior a 1000 ml de medio LB y se incub6 a 37°C
en agitacion constante a 150 rpm hasta alcanzar una densidad o6ptica de 0.6.
Posteriormente se adicion6 el inductor IPTG (isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido),
a una concentracion de 1 mM vy la induccién se llevd a cabo durante 6 horas. Al
finalizar el tiempo de induccién, el cultivo se centrifugé a 5000 rpm a 4°C durante
15 minutos. El precipitado de células se resuspendio en amortiguador de lisis y
posteriormente la mezcla fue fragmentada por sonicacion en hielo durante 3 ciclos
de 2 minutos con pulsos de 9 segundos y 5 segundos de descanso.
Posteriormente el cultivo lisado se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C
y el sobrenadante se separ6 del precipitado. Ambos se guardaron a -70°C hasta

24



su uso. La expresion de las proteinas se verificd, mediante electroforesis en geles

de poliacrilamida al 12%.

7.4 Purificacion de las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc.

Para la purificacion de las proteinas recombinantes, se utilizaron las fracciones
solubles colectadas a las 6 horas de induccidon de la expresion de las proteinas,
las cuales se hicieron pasar por una columna de cromatografia liquida acoplada al
sistema de cromatografia liquida automatizado “AKTA™FPLC”, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante se colectaron diferentes fracciones con las proteinas

recombinantes y se analizaron en geles de poliacrilamida al 12%.

7.5 Ensayo de Western blot para la deteccion del tallo de histidina en las

proteinas recombinantes.

Las fracciones obtenidas fueron separadas por electroforesis y posteriormente
transferidas a membranas de PVDF (Membrana de transferencia Fluoruro de
polivinilideno), mediante transferencia himeda durante 70 minutos a 100 voltios,

voltaje constante.

Las membranas fueron bloqueadas con albumina en buffer de fosfatos (PBS) al
3% por 4-6 horas, con agitacion lenta a temperatura ambiente. Posteriormente se
incubaron con el anticuerpo primario anti-HIS, acoplado a peroxidasa de rabano
(Abcam USA) (Cell Signaling Technology USA), a una dilucién 1: 2000, en PBS,
durante toda la noche a 4°C y con agitacién continua. Después de la incubacién
con el anticuerpo primario, la membrana fue lavada 5 veces con PBS/Tween 1X.
El revelado se hizo mediante el reactivo OPD. Las proteinas se visualizaron

mediante la coloracion azul del OPD.
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7.6 Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad diagndéstica de los

péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes.

La prueba de ELISA se emples para la deteccién de anticuerpos IgG en sueros de
cerdos cisticercosos, no cisticercosos y con otras parasitosis (Cysticercus
tenuicollis, Sarcocystis sp y quiste hidatidico); asi como, en sueros de humanos
positivos y negativos para neurocisticercosis y de pacientes con otras alteraciones
neuroldgicas (Hidrocefalia secundaria, Cefalea en estudio, Papiledema vy fistula de
LCR).

Para los ensayos de ELISA, se utilizd placas de 96 pozos, las cuales se
sensibilizaron con una concentracion de 1 pg por pozo del péptido o proteina
recombinante y se incubaron durante toda la noche a una temperatura de 4°C.
Después y al final de cada paso las placas se lavaron 3 veces con 200 ul de PBS-
Tween 0.05%. El bloqueo se realizd, incubando las placas con 200 pul de BSA 1%
en PBS-Tween 0.05%, durante 40 minutos a 37°C. Posteriormente se adicionaron
100 pl de las muestras de suero de cerdos a una dilucion 1/100 y las muestras de
suero de humanos a una dilucion 1/200 y se incubaron por 40 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacién se adicionaron 100 pl por pozo de los
anticuerpos anti-lgG de cerdo (dilucion 1/12000) y de humano (dilucion 1/5000)
(acoplados a peroxidasa de radbano) segun fuera el caso. A continuacién se
adicionaron 100 pl por pozo del sustrato TMB y se dej6 durante 10 minutos
cuando se utilizaron las muestras de suero de cerdos y 25 minutos cuando se
utilizaron las muestras de suero de humanos. Finalmente se detuvo la reaccion
con 100 pl por pozo de H,SO, y se leyo la densidad éptica de las placas a 450 nm

en un espectrofotémetro.

7.7 Andlisis de los datos.

Inicialmente se clasificaron los datos de densidad Optica (D.O) obtenidos para

cada muestra de suero como: positivos y negativos para cisticercosis porcina y

positivos y negativos para NC. Lo anterior se llevo a cabo utilizando como umbral
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entre sueros positivos y sueros negativos, el promedio mas dos desviaciones
estandar de los sueros negativos para cisticercosis. Una vez clasificados los
datos, se calcul6 cuantos de los sueros positivos para cisticercosis fueron
detectados como positivos por cada uno de los antigenos probados; asi mismo,
se calculé cuantos de los sueros negativos para cisticercosis fueron detectados
como falsos positivos. Lo anterior se hizo a partir de los datos obtenidos para cada

proteina recombinante y para cada péptido evaluado.

Adicionalmente se hizo un programa en MATLAB, mediante el cual se calcul6
cuantos de los sueros positivos para cisticercosis, se detectan como positivos si se
llevan a cabo diferentes combinaciones entre cada una de las proteinas
recombinantes y los péptidos derivados de ellas. De esta manera se identifico la
combinacion que permite detectar el mayor nimero de sueros positivos para
cisticercosis y el minimo numero de falsos positivos. De la misma manera, se
analizd, si haciendo combinaciones entre ambas proteinas recombinantes y sus
péptidos, también se podria aumentar el nimero de sueros positivos para

cisticercosis sin aumentar falsos positivos.
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8. RESULTADOS.

8.1 Péptidos con el mayor indice de antigenicidad de las proteinas

anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc.

Se identificaron los péptidos con el mayor indice de antigenicidad en cada una de
las proteinas de interés, a partir de las graficas obtenidas por medio de las
herramientas bioinformaticas. Dichas graficas mostraron la variacion del indice
antigénico en funcion de la posicion de aminoéacidos, lo que permitié seleccionar
péptidos con 10 a 14 aminoacidos que se encontraban ubicados en los picos mas
altos por encima del umbral (Figura 4). Para cada proteina se escogieron un total
de 5 péptidos y adicionalmente para el péptido mas largo de cada proteina, se
construy0 la version invertida y en desorden; lo anterior con el fin de observar, si el
reconocimiento de los péptidos por parte de los anticuerpos presentes en las
muestras de suero depende de la especificidad de la secuencia o de la
composicién de aminoacidos. Todos los péptidos fueron enviados a sintetizar a

“Custom Peptide Synyhesis - USV”.

Anexina B1 Cinasa dependiente de AMPc
Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity K¢ & T Anti

=

B Threshold =1.000 | Threshold =1.000

=N

S0 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350 400
Sequence Position Sequence Position

Figura 4. Gréficas de los indices de antigenicidad de los péptidos de la proteina anexina
B1y de la proteina cinasa dependiente de AMPc. En rojo se muestra donde se ubican los

5 péptidos que se construyeron para cada proteina.
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Para la proteina cinasa dependiente de AMPc, se enviaron a sintetizar 5 péptidos
adicionales a los 5 seleccionados segun el indice de antigenicidad. Estos 5
péptidos correspondieron a regiones especificas para T. solium, identificadas a
partir de un alineamiento de la secuencia de la proteina de T. solium, con

secuencias de otros parasitos relacionados (Figura 5).
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Figura 5. Alineamiento de la secuencia de la proteina cinasa dependiente de AMPc de T.
solium, con las secuencias de otros parasitos relacionados. Los 5 péptidos identificados
adicionalmente se muestran en rojo; mientras que los péptidos identificados por indice de

antigenicidad se muestran en azul.

En la tabla 3, se muestra todos los péptidos sintéticos de ambas proteinas, que se

utilizaron para evaluar su propiedad diagnostica para la cisticercosis.
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Tabla 3. Lista de péptidos sintéticos, identificados para las proteinas anexina B1y

cinasa dependiente de AMPc.

Péptidos Anexina B1 Posicion a.a  Péptidos cinasa dependiente de AMPc Posicion a.a
1. (1719) DYEALCLKLIGP 335-346 1. (1726) GILLFRCLD 142-150
241-252

2. (1727) EVFRSIVLKSAF

2. (1720) AYCRSLVHLYAPN 2-14 3. (1728) LLNQVPILQSLSAY 261-274

364-373
4. (1729) KLAVLDVGSF

3. (1721) STLQRVLALRAD 295-306 5. (1730) GVYDIIVKVDGV 188-199

5-14
6. (1733) MSKKAVDVPA

4. (1722) YREALLLALAGQ 163-174 7. (1734) SNIINFAAEY 32-42
8. (1735) KSGSDEETEL 324-333
5. (1723) RFALLLIQSP 92-101 9. (1736) HTQIYEEGTK 284-293
10. (1737) AESDEEVMAP 87-96
6. (1724 en desorden) 11. (1731 en desorden)
EADYGPLCKLLI NQLLAYVPPSLQSIL
7. (1725 invertido) 12. (1732 invertido)
PGILKLCLAEYD YASLSQLIPVQNLL

Los numeros que se encuentran entre paréntesis, corresponden al numero de

identificacion para cada péptido

8.2 Clonacién de las proteinas anexina B1 y cinasa dependiente de
AMPc.

8.2.1 Extraccién de ARN de cisticercos de T. solium.

La extraccién del ARN se llevé a cabo, a partir de 3 cisticercos aislados de cerdos
infectados naturalmente, utilizando el método de extraccién por trizol. En la figura
6, se puede observar un corrimiento electroforético, donde se aprecian las tres
formas predominantes del ARN, lo cual denota su integridad.
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Figura 6. ARN total aislado a partir de cistcercos de T. solium. Carril 1. Marcador de

tamafio molecular. Carril 2. Formas predominantes de ARN

8.2.2 Amplificacion de las secuencias codificadoras de las proteinas anexina

B1y cinasa dependiente de AMPc.

A partir del ARN total y los pares de oligonucleétidos mencionados en la
metodologia, se logré obtener la amplificacion de las regiones codificantes para

cada una de las proteinas de interés por medio de RT-PCR (Figura 7).

1000 pb

2072
1500

600--

300---

100---

Figura 7. Amplificacion por RT-PCR de las regiones codificantes, para las proteinas de
interés. A) Cinasa dependiente de AMPc y B) Anexina B1. Carriles 1. Marcador de tamafio

molecular (100 pb). Carriles 2. Producto de amplificacion.
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Los resultados muestran que los productos de amplificacién obtenidos, estan en el
tamafo esperado: 1041pb para la proteina anexina B1 y 1104pb para la proteina
cinasa dependiente de AMPc. Adicionalmente los resultados de la secuenciacion
confirmaron que estos productos de amplificacion corresponden a las regiones

codificantes para cada proteina de interés (Anexo 1).

8.2.3 Clonacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc.

Después de haber transformado las bacterias competentes E. coli JM109 con el
vector pET23a recombinante, se seleccionaron las clonas transformadas y se aislo
su DNA recombinante. EI DNA, fue sometido a una doble restriccion con las
enzimas BamHI y Notl, para la liberacion del inserto correspondiente a la region

codificante de la proteina cinasa dependiente de AMPc (Figura 8).

Inserto 1104 pb

Figura 8. Gel de agarosa al 1%, después de la doble restriccion BamHI y Notl del vector
pET23a, para observar la liberaciéon del inserto correspondiente a la regién codificante de
la proteina cinasa dependiente de AMPc. Carril 1 (vector sin digerir). Carril 2 (vector e

inserto en 1104 pb después de la restriccibn BamHI y Notl).

Adicionalmente, el vector recombinante se envié a secuenciar y los resultados
obtenidos confirmaron la integridad, de la secuencia correspondiente al marco de
lectura abierto que codifica para la proteina cinasa dependiente de AMPc (Anexo
2).
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8.2.4 Clonacidn de la proteina anexina B1.

Para la clonacion de la regidn codificante de la proteina anexina B1, se utilizo el kit
comercial “In Fusion HD Cloning” (Clontech), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. En este caso utilizando los oligonucleétidos mencionados en la
metodologia y mediante una reaccién de PCR, se logré amplificar el fragmento
codificante de la proteina anexina B1 (Figura 7). De la misma manera que para la
proteina anterior, una vez realizada la reaccion de ligacion y de obtener los
plasmidos recombinantes, se llevo a cabo la transformacion de células
competentes y posteriormente se aislo y purific6 el DNA de las clonas
transformadas para luego poder confirmar la correcta clonacién del inserto de

interés (Figura 9).

Inserto 1041pb
AnexinaB1

Figura 9. Gel de agarosa al 1%, después de la doble restriccion BamHI y Notl del vector
pET23a, para observar la liberacién del inserto correspondiente a la regién codificante de
la proteina anexina B1. Carril 1 (vector sin digerir). Carril 2 (vector e inserto en 1041 pb

después de la restriccion BamHI y Notl).

El plasmido recombinante se envid a secuenciar y los resultados obtenidos
confirmaron la integridad, de la secuencia correspondiente al marco de lectura

abierto que codifica para la proteina anexina B1 (Anexo 3).
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8.3 Expresion de las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc.

Durante la induccion de la expresion de las proteinas con IPTG 1mM, se pudo
observar que a las 6 horas de induccion la expresion de las proteinas era Optima.
Adicionalmente, la expresién se pudo observar no solamente en los cuerpos de
inclusién, sino también en las fracciones solubles (Figura 10). Lo anterior ayudo a
gue la recuperacion de las proteinas fuera mas practica a partir de las fracciones

solubles.

kDa T=0 T=2 T=4 T=6 T=24

AMPc
43kDa

Anexina
38kDa

Anexina
38kDa

Figura 10. Geles de electroforesis que muestran los resultados de la inducciéon de la
expresion de las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc, a
diferentes tiempos (T). Las imagenes superiores corresponden a las fracciones solubles
donde se encontraba la proteina cinasa dependiente de AMPc (A) y la proteina anexina
B1 (C). Los paneles B y D corresponden a las fracciones insolubles (cuerpos de inclusion)
donde se encontraban las proteinas cinasa dependiente de AMPc (B) y anexina B1 (D).
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente, se realizd la
expresion de las proteinas colectando las fracciones solubles a las 6 horas de
induccion de los cultivos bacterianos. Estas fracciones fueron separadas en un gel
de electroforesis al 12%, a partir del cual se pudo observar la expresion de las
proteinas, ademas de que se encontraran en el peso molecular esperado (Figura
11).

kDa 1 2 3

43 kDa
38 kDa

Figura 11. Gel de electroforesis que muestra la expresion de las proteinas
recombinantes, a las 6 horas de induccion. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2,

proteina anexina B1 y Carril 3, proteina cinasa dependiente de AMPc.

8.4 Purificacion proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc.

La purificacion de las proteinas recombinantes por medio del sistema de
cromatografia liquida automatizado “AKTA™FPLC”, permitié obtener diferentes
fracciones donde se pudo colectar las proteinas recombinantes. Estas fracciones
fueron evaluadas en geles de poliacrilamida, para identificar aquellas en donde las

proteinas estuvieran puras (Figura 12).
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F26  F27

F25  F26  F27

38 kDa — ~ == 43 kDa

Figura 12. Geles de electroforesis representativos, que muestran la purificacion de las
proteinas anexina B1 (A) y cinasa dependiente de AMPc (B). Los carriles 1 corresponden
a las fracciones solubles (muestra antes de la purificacién), los carriles 2 corresponden a
las fracciones que no se unieron a la columna y los carriles F25-27, corresponden a las

fracciones donde se recuperaron las proteinas recombinantes.

En los geles de electroforesis, se pudo observar que para ambas proteinas en las
fracciones 25 a la 26 se logré recuperar las proteinas recombinantes puras. Sin
embargo, para el caso de la anexina B1 en la fraccion 25, aunque se recupero la
proteina, esta se observa con contaminantes, por lo que fue necesario volver a

pasar esta fraccion por la columna.

Adicionalmente, debido a que las proteinas recombinantes presentaban un tallo de
histidina, el cual ayudo a la purificacién de las mismas, se llevo a cabo un Western
blot utilizando un anticuerpo anti-histidina, que permitié confirmar que las proteinas
recombinantes purificadas correspondian a las proteinas anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc (Figura 13).
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Figura 13. Deteccion de las proteinas recombinantes anexina Bl (A) y cinasa
dependiente de AMPc (B), por Western blot, usando anticuerpo anti- histidina. Los carriles
1, corresponden a la fraccidén 26 y los carriles 2 a la fraccion 27, donde se recuperaron las

proteinas recombinantes puras.

8.5 Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad diagnéstica de los

péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes.

8.5.1 Evaluacion de la capacidad diagndstica, de los péptidos sintéticos
utilizando muestras de suero de cerdos cisticercosos, no cisticercosos y

con otras parasitosis.

Inicialmente se evalué la capacidad diagndstica de los péptidos sintéticos,
mediante ensayos de ELISA, con un panel de muestras de suero de cerdos
cisticercosos (n=14) y no cisticercosos (n=7), con la finalidad de observar cual de
los péptidos, presentaban la mejor capacidad para diferenciar entre sueros de

cerdos cisticercosos de los no cisticercosos.

Los resultados de los ELISA mostraron que los 7 péptidos de la proteina anexina
B1, reconocieron entre el 21% y 71% de las muestras de suero de cerdos
cisticercosos, como positivas (VP=verdaderos positivos). Los péptidos que

reconocieron el mayor namero de VP fueron el 1721, 1723 y 1725 (Figura 14).
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Figura 14. Grafico de dispersion que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteina anexina B1 y diferentes paneles
de sueros de cerdos cisticercosos (+) y no cisticercosos (-) (eje X). Las barras en negro
indican el punto de corte (promedio de valores negativos + dos desviaciones estandar).
Los graficos en cuadros rojos, indican los péptidos que reconocieron un mayor namero de

VP (circulos en colores).

Para el caso de la proteina cinasa dependiente de AMPc, los resultados de los
ELISA mostraron que los 12 péptidos reconocieron entre 29% y 57% de las
muestras de suero de cerdos cisticercosos como VP. Los péptidos que
reconocieron el mayor numero de VP fueron: 1727, 1728, 1731, 1732 y 1735
(Figura 15).
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Figura 15. Gréfico de dispersion que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteina cinasa dependiente de AMPc y
diferentes paneles de sueros de cerdos cisticercosos (+) y no cisticercosos (-) (eje X). Las
barras en negro indican el punto de corte (promedio de valores negativos + dos
desviaciones estandar). Los graficos en cuadros rojos, indican los péptidos que
reconocieron el mayor numero de VP (circulos en colores).

Adicionalmente se pudo observar que los péptidos sintéticos de ambas proteinas,

fueron capaces de diferenciar el 100% de las muestras de suero de cerdos no

cisticercosos (VN= verdaderos negativos) (Figuras 14y 15).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidio evaluar los péptidos que
reconocieron el mayor numero de VP, con un mayor niumero de muestras: 43

muestras de suero de cerdos cisticercosos, 44 muestras de cerdos no
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cisticercosos y 6 muestras de sueros de cerdos con otras parasitosis (Cysticercus

tenuicollis, Sarcocystis sp y quiste hidatidico).

En el caso de los 3 péptidos de la proteina anexina B1, se observé que entre el
14% y 37% de las muestras de suero de cerdos cisticercosos fueron reconocidas
como VP. El péptido que reconocié el mayor nimero de VP fue el 1721,
reconociendo 16 de las 43 muestras de suero de cerdos cisticercosos. Para el
caso de los 5 péptidos de la proteina cinasa dependiente de AMPc, entre el 21% y
37% de las 43 muestras de suero de cerdos cisticercosos fueron reconocidas
como VP. El péptido 1731 fue el que reconocio el mayor numero de VP (16/43)
(Anexo 4).

Para el caso de las muestras de suero de cerdos no cisticercosos, se pudo
observar que los péptidos de ambas proteinas, permitieron discriminar mas del
90% de las muestras de suero de cerdos no cisticercosos (Anexo 4). Para el caso
de los péptidos de la proteina anexina B1, se observo que entre un 93% a un 98%
de las muestras de suero de cerdos no cisticercosos fueron diagnosticados como
VN; mientras que para el caso de los péptidos de la proteina cinasa dependiente
de AMPc, entre un 94% a un 100% de las muestras fueron diagnosticadas como
VN (Tabla 4).

En cuanto a las muestras de suero de cerdos infectados con otras parasitosis, las
muestras que se utilizaron para evaluar los péptidos fueron un total de 6, de la
cuales 2 muestras eran de cerdos infectados con Cysticercus tenuicollis, 2
muestras de cerdos infectados con Sarcocystis sp y 2 muestras eran de cerdos
infectados con la forma larval de Echinococcus (quiste hidatidico). Los resultados
mostraron que los péptidos de ambas proteinas presentaron reacciones cruzadas
principalmente con las muestras de suero de cerdos infectados con quiste

hidatidico y con Cysticercus tenuicollis (Anexo 4).
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8.5.2 Evaluacién de la capacidad diagnostica, de las proteinas
recombinantes utilizando muestras de suero de cerdos cisticercosos, no

cisticercosos y con otras parasitosis.

Las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc, fueron
evaluadas con el mismo panel de sueros de cerdos, con los que se evaluaron los

péptidos sintéticos.

Los resultados permitieron observar que para el caso de la proteina recombinante
anexina B1, el 37% de las 43 muestras de suero de cerdos cisticercosos, fueron
reconocidas como VP y para el caso de la proteina recombinante cinasa
dependiente de AMPc, 26% de las muestras de cerdos cisticercosos fueron

reconocidas como VP (Anexo 4).

En cuanto a las muestras de suero de cerdos no cisticercosos, el 97.7% de las
muestras fueron diagnosticadas como VN, en el caso de la proteina recombinante
anexina B1 y el 95.4% en el caso de la proteina recombinante cinasa dependiente
de AMPc (Tabla 4).

Al utilizar las muestras de suero de cerdos infectados con otras parasitosis, se
observé que con la proteina recombinante anexina B1l, 2 muestras presentaron
reaccion cruzada. Las muestras eran de cerdos infectados con Sarcocystis sp y
Cysticercus tenuicollis. Para el caso de la proteina recombinante cinasa
dependiente de AMPc, 1 muestra presento reaccion cruzada y fue de un cerdo

infectado con Cysticercus tenuicollis (Anexo 4).
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8.5.3 Evaluacion de la capacidad diagndstica, de los péptidos sintéticos
utilizando muestras de suero de humanos positivos para NC, negativos

para NC y con otras alteraciones neurologicas.

Inicialmente se evaludé la capacidad diagnostica de los péptidos sintéticos
mediante ensayos de ELISA, con un panel de muestras de suero de humanos
positivos (4 pools cada uno con una n=6) y negativos (n=4), para NC.

Los resultados mostraron que los péptidos de ambas proteinas, fueron capaces de
diferenciar el 100% de las muestras positivas para NC del 100% de las muestras
negativas para NC (Figura 16).
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Figura 16. Gréfico de dispersion que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteina anexina B1 (Figura A) y cinasa
dependiente de AMPc (Figura B) y pools de sueros de humanos positivos para NC (+) y
sueros negativos par NC (-) (eje X). Las barras en rojo indican el punto de corte (promedio
de valores negativos + dos desviaciones estandar).

Teniendo en cuenta lo anterior, se llevd a cabo la evaluacion de la capacidad
diagnéstica de los péptidos sintéticos con un mayor nimero de muestras de suero
de humanos positivos para NC (n=26), de sueros de humanos negativos para NC

(n=16) y de suero de humanos con alteraciones neurolégicas (n=9).
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Los resultados mostraron para el caso de los péptidos de la proteina anexina B1,
que entre el 42% y 62% de las muestras de suero de humanos positivos para NC,
fueron reconocidas como VP. El péptido 1721 fue el que reconocié el mayor
namero de muestras de suero de humanos con NC (16/26). En el caso de los
péptidos de la proteina cinasa dependiente de AMPc, entre el 35% y 50% de las
muestras positivas para NC, fueron reconocidas como VP. El péptido 1732 fue el
gue reconocié un mayor numero de muestras de suero de humanos con NC
(13/26).

Por otro lado, se pudo observar que todos los péptidos, a excepcion del péptido
1725 de la proteina anexina B1, fueron capaces de diagnosticar como VN el
100% de las muestras de suero de humanos negativos para NC. Los resultados
también mostraron, que entre el 11% y 44% de las muestras de suero de humanos
con otras alteraciones neurolégicas, presentaron reacciones cruzadas con los

péptidos sintéticos (Anexo 5).

8.5.4 Evaluacion de la capacidad diagnéstica, de las proteinas
recombinantes utilizando muestras de suero de humanos positivos para

NC, negativos para NC y con otros desordenes neuroldgicos.

Para las proteinas recombinantes, también se llevd a cabo una primera evaluacién
con el pool de muestras de suero de humanos positivos para NC (4 pools cada
uno con una n=6) y muestras negativas para NC (n=4). Los resultados mostraron
gue de igual forma que los péptidos sintéticos, las proteinas recombinantes
también fueron capaces de diferenciar el 100% de las muestras positivas para NC

del 100% de las muestras negativas para NC (Figura 17).
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Figura 17. Grafico de dispersion que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc y el panel inicial de muestras de sueros de humanos positivos para
NC (+) y sueros negativos para NC (-) (eje X). Las barras en rojo indican el punto de corte
(promedio de valores negativos + dos desviaciones estandar).

Posteriormente se evaluaron ambas proteinas recombinantes, utilizando las
mismas muestras de suero con las que se evaluaron los péptidos sintéticos. Los
resultados mostraron que la proteina anexina B1, reconoci6é un 58% de muestras
VP (15/26); mientras que la proteina cinasa dependiente de AMPc reconocio un
35% de muestras VP (9/26).

En cuanto a la capacidad de las proteinas recombinantes para diagnosticar las
muestras de suero de humanos negativos para NC, se observé que la anexina B1
reconocio el 94% de las muestras como VN, mientras que la cinasa dependiente

de AMPc reconocié el 100% de las muestras como VN (Anexo 5).

A partir de los resultados obtenidos de la evaluacion de los péptidos sintéticos y
las proteinas recombinantes, utilizando las muestras de suero tanto de humanos
como de cerdos positivos y negativos para cisticercosis, se pudo observar que al
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evaluar las proteinas recombinantes, la proteina anexina B1 mostr6 un mejor
reconocimiento de verdaderos positivos tanto en las muestras de suero de cerdos
cisticercosos, como en las de humanos positivos para NC. Por otro lado la
proteina cinasa dependiente de AMPc presentd un mejor reconocimiento de VN

especialmente en las muestras de suero de humanos negativos para NC.

En cuanto a los péptidos sintéticos se observo que los de la proteina anexina B1,
presentaron un mayor reconocimiento de VP con las muestras de suero de
humanos positivos para NC, mientras que los péptidos de la cinasa dependiente
de AMPc, mostraron un mejor reconocimiento de VN con las muestras de suero de

humanos positivos para NC (Tabla 4 ).

Tabla 4. Reconocimiento de las muestras de suero de cerdos y humanos positivos (VP) y
negativos (VN) para cisticercosis, por los péptidos sintéticos y proteinas recombinantes de
las proteinas anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc.

Antigenos para diagnoéstico de cisticercosis porcina en | Antigenos para diagndstico de neurocisticercosis en
muestras de suero muestras de suero
Péptidos anexina B1| % VP (n=43) % VN (n=44) Péptidos anexina B1| % VP (n=26) % VN (n=16)
1721 37.2 (16) 93.2 (41) 1721 61.5 (16) 100 (16)
1723 32.5 (14) 97.7 (43) 1723 54.0 (14) 100 (16)
1725 14.0 (6) 93.2 (41) 1725 42.3 (11) 93.8 (15)
Péptidos cinasa dep. Péptidos cinasa dep.
AMPc AMPc
1727 25.5 (11) 93.2 (41) 1727 23.0 (9) 100 (16)
1728 21.0 (9) 95.4 (42) 1728 38.5 (10) 100 (16)
1731 37.2 (16) 93.2 (41) 1731 23.0 (9) 100 (16)
1732 32.5 (14) 93.2 (41) 1732 50.0 (13) 100 (16)
1735 32.5 (14) 95.4 (42) 1735 46.2 (12) 100 (16)
Proteinas Proteinas
recombinantes recombinantes
Anexina B1 37.2 (16) 97.7 (43) Anexina B1 57.7 (15) 93.8 (15)
Cinasa dependiente Cinasa dependiente
de AMPc 25.5 (11) 95.4 (42) de AMPc 23.0 (9) 100 (16)

Por otro lado con el fin de aumentar el reconocimiento de VP, por parte de los
péptidos sintéticos como de las proteinas recombinantes, se identificO si

realizando combinaciones entre los péptidos y las proteinas recombinantes, el
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reconocimiento podria aumentar. Para esto, se construy6 un programa estadistico
que arroj6 todas las posibles combinaciones, que se pueden hacer entre la
proteina recombinante y sus respectivos péptidos sintéticos, para identificar
aguellas en donde se aumenta el reconocimiento de VP sin afectar la capacidad
de discriminar a los VN. Con el analisis estadistico se obtuvieron gréaficos de
frecuencias donde se observa las muestras de suero de humanos y cerdos
negativas y positivas para cisticercosis, que pueden ser reconocidas con
diferentes combinaciones entre las proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa

dependiente de AMPc vy sus respectivos péptidos sintéticos (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Gréfico que muestra la frecuencia de reaccién de la combinacién de la
proteina recombinante anexina B1 con sus péptidos sintéticos (A) y de la proteina cinasa
dependiente de AMPc con sus péptidos sintéticos (B), con el conjunto de muestras de
sueros de cerdos positivos para cisticercosis (eje Y) y sueros de cerdos no cisticercosos
(eje X). Los puntos en rojo, indican las combinaciones entre proteina recombinante y
péptidos que presentan un mejor reconocimiento de muestras positivas. AR, corresponde
a la proteina recombinante anexina B1 y AC a la proteina cinasa dependiente de AMPc.
Los péptidos A1-A3 corresponden a los péptidos de la proteina anexina Bl y los péptidos

C1-C5 a la proteina cinasa dependiente de AMPc.
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En el caso de la proteina anexina B1 y sus respectivos péptidos, los resultados
muestran 2 combinaciones de antigenos que mejoran el reconocimiento de
verdaderos positivos (AR+A1+A2+A3 y AR+A1+A2). La primera de ellas, es la
combinacion entre la proteina recombinante (AR) con todos los péptidos sintéticos:
1721 (A1), 1723 (A2) y 1725 (A3). El uso de esta combinacién aumenta el
reconocimiento de verdaderos positivos de un 37% a un 63%. Sin embargo con
esta combinacion, aumenta el nUmero de falsos positivos (18.2%). Por otro lado, la
segunda combinacion que incluye la proteina recombinante y los péptidos Al y
A2, reconocen un 58% de verdaderos positivos y un 11.4% de falsos negativos
(Figura 18-A). Para el caso de la proteina cinasa dependiente de AMPc, también
se observd 2 posibles combinaciones que aumentan el reconocimiento de
verdaderos positivos: proteina recombinante + péptido 1731 + péptido 1735 y
proteina recombinante + péptido 1732 + péptido 1735 (CR+C3+C5 y CR+C4+C5
respectivamente). En este caso ambas combinaciones aumentan de la misma
manera, el reconocimiento de verdaderos positivos de 37% a 47% y el nUmero de

falsos positivos es del 9% (Figura 18-B).

El andlisis estadistico de los datos obtenidos con las muestras de suero de
humanos positivos y negativos para NC, arrojo 2 posibles combinaciones entre las
proteinas recombinantes y los péptidos, mostrando igualmente que aumentaron el

reconocimiento de verdaderos positivos (Figura 19).
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Figura 19. Gréfico que muestra la frecuencia de reaccion de la mezcla de la proteina
recombinante anexina Bl con sus péptidos sintéticos (A) y de la proteina cinasa
dependiente de AMPc con sus péptidos sintéticos (B), con el conjunto de muestras de
sueros de humanos positivos para NC (eje Y) y sueros de humanos negativos para NC
(eje X). Los puntos en rojo, indican las combinaciones entre proteina recombinante y
péptidos que presentan un mejor reconocimiento de muestras positivas. AR, corresponde
a la proteina recombinante anexina B1 y AC a la proteina cinasa dependiente de AMPc.
Los péptidos A1-A3 corresponden a los péptidos de la proteina anexina B1 y los péptidos

C1-C5 a la proteina cinasa dependiente de AMPc.

Las gréficas muestran que para el caso de la proteina anexina B1, las dos
combinaciones fueron las mismas que se mencionaron anteriormente
(AR+A1+A2+A3 y AR+Al1+A2) y en este caso ambas aumentaron el
reconocimiento de verdaderos positivos de 62% a 85%, presentando un
reconocimiento de un 6.3% de falsos positivos (Figura 19-A). En el caso de la
proteina cinasa dependiente de AMPc, las dos mejores combinaciones fueron:
CR+C2+C4+C5 y CR+C2+C3+C4+C5. Ambas combinaciones aumentaron el
reconocimiento de verdaderos positivos de 50% a 69% y a diferencia de las
combinaciones anteriores estas no presentaron reconocimiento de falsos positivos
(Figura 19-B).
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La tabla 5, muestra los resultados de la combinacion de antigenos y su
reconocimiento por parte de las muestras de suero de cerdos y humanos positivos

para cisticercosis.

Tabla 5. Reconocimiento de las muestras de suero de cerdos y humanos positivos (VP) y
negativos (VN) para cisticercosis, por las diferentes combinaciones entre péptidos
sintéticos y proteinas recombinantes de las proteinas anexina B1 y cinasa dependiente de
AMPc.

Mezcla de antigenos para diagnoéstico de cisticercosis Mezcla de antigenos para diagnéstico de
orcina neurocisticercosis
Anexina B1 % VP (n=43) % VN (n=44) Anexina B1 % VP (n=26) | % VN (n=16)
AR+A1+A2+A3 62.8 (27) 81.8 (36) AR+A1+A2+A3 84.6 (22) 93.8 (15)
AR+A1+A2 58.1 (25) 88.6 (39) AR+A1+A2 84.6 (22) 93.8 (15)
Cinasa dependiente de Cinasa dependiente
AMPc de AMPc
CR+C3+C5 46.5 (20) 90.9 (40) CR+C2+C3+C4+C5 69.2 (18) 100 (16)
CR+C4+C5 46.5 (20) 90.9 (40) CR+C2+C4+C5 69.2 (18) 100 (16)

Finalmente, no se observo que haciendo las combinaciones entre los péptidos de
la proteina anexina Bl con los péptidos de la proteina cinasa dependiente de
AMPc o la combinacién entre las dos proteinas recombinantes, se obtuviera una
reconocimiento de VP mayor que el observado con las combinaciones nombradas

anteriormente.
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9. DISCUSION.

La cisticercosis causada por el estadio larvario de T. solium, es una parasitosis
que afecta al cerdo y al humano. En el humano, el cisticerco puede alojarse en el
SNC produciendo la NC. En el cerdo la cisticercosis se diagnostica por la
presencia de cisticercos en la lengua lo cual se realiza durante procedimientos de
inspeccion experimental, o bien durante el propio sacrificio de los cerdos. En el
caso del hombre, el diagnéstico de NC se realiza en base a métodos
imagenologicos apoyados por los hallazgos clinicos. Ya sea el procedimiento
realizado en el cerdo o en el hombre, claramente resalta, la complejidad y/o el
costo de los mismos, ademas de que no son Utiles para estudios epidemioldgicos.
Una herramienta muy util para diagnosticar una infeccién es la huella inmunolégica
gue deja la presencia o el contacto con el agente infeccioso, que puede ser la
memoria inmunoldgica celular o bien la presencia de anticuerpos. La busqueda de
anticuerpos especificos ha sido de gran utilidad para el diagndstico de algunos
agentes infecciosos (47,48). En el caso de la cisticercosis, la infeccion si induce la
presencia de anticuerpos, sin embargo debido a diversos factores, (i.e. reacciones
cruzadas con otros parasitos, la presencia de pocos parasitos, el estado fisioldgico
del parasito etc.) la sensibilidad de los métodos diagndsticos basados en la
presencia de anticuerpos es baja. Por lo que, resulta de gran importancia evaluar
posibles blancos antigénicos que puedan hacer el inmunodiagndstico una

herramienta altamente especifica y sensible.

En el presente trabajo, se evalué la capacidad diagnéstica de los antigenos
recombinantes anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc del cisticerco de T.
solium. Como se reportd por nuestro grupo de trabajo, en estos antigenos se
identificaron secuencias de aminoéacidos, especificas que no se comparten con las
de otros parasitos relacionados. Razén por la cual, fueron propuestos como

candidatos utiles para el diagnéstico de la cisticercosis (38).
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Muchas pruebas de inmunodiagnéstico utilizan como fuentes antigénicas,
extractos de proteinas del parasito o fracciones especificas altamente purificadas.
El uso de estas fuentes antigénicas depende de la disponibilidad constante del
material parasitario y de los métodos de preparacion de los extractos antigénicos,
haciendo que las pruebas de inmunodiagnéstico tengan una menor
reproducibilidad y sean mas complejas de llevar a cabo a nivel de campo. Por esta
razon, el uso de la tecnologia del ADN recombinante y la identificacion de péptidos
con capacidad antigénica, han sido herramientas utilizadas para optimizar la
especificidad, la sensibilidad y la reproducibilidad en las pruebas de
inmunodiagnostico (49-54). Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se
utilizaron péptidos sintéticos que correspondieron a secuencias de cada una de las
proteinas de interés, que presentaban un alto indice de antigenicidad.
Adicionalmente, las regiones codificantes para cada una de las proteinas de
interés, fueron clonadas y expresadas en un sistema bacteriano y posteriormente

cada proteina fue purificada.

Tanto los péptidos sintéticos como las proteinas recombinantes, se evaluaron en
su capacidad diagnéstica para cisticercosis humana y porcina mediante ensayos
de ELISA. Los resultados obtenidos, mostraron que existe un reconocimiento tanto
de los epitopos lineales representados en los péptidos, como de los
conformacionales representados en las proteinas recombinantes, como se

observé en la tabla 4 y anexos 4 y 5.

La mayoria de las muestras de suero de humanos y cerdos positivos para
cisticercosis, que fueron reconocidas como VP, fueron las mismas tanto para los
péptidos como para las proteinas recombinantes. Adicionalmente también se
observé un grupo de muestras positivas para cisticercosis, que no presentaron
reconocimiento por ninguno de los antigenos evaluados (FN=Falsos negativos).
Lo anterior refleja, que existe una heterogeneidad en la respuesta de anticuerpos
presente en cada una de las muestras de suero de cerdos y humanos positivos
para cisticercosis, utilizadas en este trabajo. En el caso de las muestras de suero

de cerdos cisticercosos, esta heterogeneidad puede correlacionarse con los

51



hallazgos reportados por Ostoa y colaboradores (55), quienes reportaron que la
variacion inmunoldgica en la cisticercosis porcina, puede deberse en parte a que
existe una relacion inmunologica propia, entre el hospedero y el parasito. Al
respecto, cada pardasito encuentra diferentes condiciones para sobrevivir en el
hospedero como por ejemplo: grado de malnutricion, estado inmunoldgico,
infecciones pasadas, nivel de estrés, entre otros. Por consiguiente los autores
sugieren que en ese proceso de adaptacion del cisticerco en el hospedero, este
puede expresar diferencialmente un ndmero importante de antigenos, para los
cuales su hospedero produce ciertos anticuerpos, que no necesariamente van a
reconocer los antigenos expresados en otro hospedero diferente; lo que pudiera
explicar que los anticuerpos presentes en las muestras de suero de cerdos
cisticercosos, reconozcan algunos antigenos y otros no. Asi mismo, la respuesta
de anticuerpos detectada en un momento dado, puede depender de muchas
variables, entre las que se destacan: El numero de cisticercos que estén
infectando al hospedero, al estado fisiologico de los cisticercos, la memoria
inmunoldgica que genere la infeccion y la vida media de los propios anticuerpos
(19, 56). Teniendo en cuenta lo anterior, se analizd6 la base de datos de las
muestras de suero de cerdos cisticercosos utilizadas en este trabajo. Esto, con el
fin de identificar si podia existir una relaciéon entre el nimero de parasitos o el
estado fisiolégico de los mismos, con el reconocimiento de los antigenos. Lo que
se pudo observar, para el caso de las muestras que presentaban la informacion,
fue que el reconocimiento de los antigenos por parte de los anticuerpos presentes
en las muestras de suero, no se encontraba relacionado al nUmero de parasitos.
Sin embargo, debido a la falta de informacion para algunas de las muestras, no se
pudo identificar si tal vez el reconocimiento de los antigenos esta mas relacionado
con el estado fisiologico del parasito. Adicionalmente es importante tener en
cuenta que la carga mas ligera de parasitos que se observOo en una de las
muestras de suero de cerdos cisticercosos, fue de 3 cisticercos, las demas
presentaban un numero de parasitos desde 22 hasta 800, razén por la cual
probablemente no se observd una relacion directa entre el reconocimiento de los

antigenos y el numero de parasitos, ya que, como se reporté en un estudio previo
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(30), en cerdos con una carga ligera de cisticercos (entre 1 a 5), las técnicas de
inmunodiagnostico carecen de sensibilidad y especificidad.

Por otro lado, también se observo una variabilidad inmunoldgica en las muestras
de suero de humanos infectados con NC, la cual puede deberse a la propia
heterogeneidad de la enfermedad. Se ha reportado por ejemplo, que el
reconocimiento de algunos antigenos por parte de los anticuerpos presentes en
muestras de suero, de pacientes que presentan un solo cisticerco en el SNC o en
pacientes con NC inactiva (multiples calcificaciones), es muy reducido (20, 49, 55).
Lo anterior es debido a que la estimulacién antigénica puede ser mas baja en este
tipo de muestras de suero, lo que resulta en una respuesta de anticuerpos limitada
(55). Ademas, del estado de desarrollo en el que se encuentra el cisticerco y del
namero de parasitos en el SNC, la intensidad de la respuesta inmune del
hospedero también es una caracteristica, que como se menciond, para el caso de
los cerdos cisticercosos, puede conllevar a una expresion diferencial de muchos
antigenos (55). Al analizar la base de datos de las muestras de suero de
humanos positivos para cisticercosis, a pesar de la carencia de algunos datos, se
pudo observar que la mayoria de las muestras de suero de pacientes con 1 a 2
calcificaciones en el SNC, no presentaron anticuerpos que reconocieran a los
antigenos, a diferencia de algunas muestras que aunque eran de pacientes que
presentaban calcificaciones, también presentaban entre 1 a 2 cisticercos en forma
vesicular o coloidal y si presentaron reconocimiento de los antigenos. Lo anterior
concuerda con lo reportado acerca del bajo reconocimiento de algunos antigenos
por parte de los anticuerpos presentes en muestras de suero, de pacientes que
presentan un solo cisticerco en el SNC o en pacientes con NC inactiva (20, 49,
55). Adicionalmente, es importante tener en cuenta que los antigenos evaluados
en este trabajo, son antigenos de secrecion/excrecion del cisticerco, por lo que
presentan una asociacion con el estado viable del parasito, y probablemente por
esta razon, los anticuerpos presentes en muestras de suero de pacientes con
calcificaciones que se asocian con la muerte del parasito, no reconocen dichos

antigenos. También en el caso de humanos con cisticercos calcificados, se
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desconoce desde hace cuanto tiempo la persona se infectd y en qué momento el
parasito se desarroll6 hacia una forma calcificada, de manera que la presencia de

anticuerpos, pudo haber desaparecido en el tiempo.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, resulta dificil pensar que un péptido que
representa un solo epitopo, pueda ser reconocido por todos o la mayoria de los
anticuerpos presentes, en un panel extenso de muestras de suero de cerdos o
humanos positivos para cisticercosis. Por esta razén, en el presente trabajo se
realiz6 un andlisis estadistico de todas las posibles combinaciones entre los
péptidos sintéticos y las proteinas recombinantes de los antigenos anexina Bl y
cinasa dependiente de AMPc, para identificar todas las posibles combinaciones
gue permitirian un mayor reconocimiento de VP. Lo anterior permitid observar, que
al combinar las proteinas recombinantes con los péptidos sintéticos que fueron
mayormente reconocidos por las muestras de suero positivas, se logra aumentar
el reconocimiento de VP a un 69-85% en el caso de la muestras de suero de
humanos con NC y a un 47-63% en el caso de las muestras de suero de cerdos
cisticercosos. Los porcentajes mas altos se obtuvieron con la proteina anexina B1
y sus péptidos (Tabla 4 y Figuras 24 y 25). Estos resultados sugieren, que hay
anticuerpos en las muestras de suero que son capaces de reconocer a los
epitopos conformacionales, de las proteinas recombinantes y no a los epitopos
lineales en los péptidos sintéticos o viceversa. En estudios previos, también fue
posible observar que la mezcla de antigenos es una estrategia Util para aumentar
el reconocimiento de VP, disminuyendo la variabilidad inmunol6gica presente en
los paneles de muestras de suero de cerdos o humanos infectados con
cisticercosis (49, 55, 57).

Por otra parte, al evaluar las proteinas recombinantes se observd que con la
proteina anexina B1, hubo un mejor reconocimiento de VP con las muestras de
suero de cerdos y humanos cisticercosos, mientras que con la proteina cinasa
dependiente de AMPc y sus péptidos, se observo una mejor discriminacion de las
muestras negativas para cisticercosis. Adicionalmente, se observaron muestras

positivas para cisticercosis, que reconocieron Unicamente a las proteinas
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recombinantes y no a los péptidos sintéticos, indicando que probablemente esos
anticuerpos presentes en dichas muestras de suero, reconocen solo epitopos

conformacionales.

Debido a que las proteinas recombinantes, al ser expresadas en un sistema
bacteriano, no presentan modificaciones pos-traduccionales que pudieran ser
necesarias para el reconocimiento por los anticuerpos, es posible que este
también sea un factor que se relacione con la disminucién del reconocimiento de
VP. Debido a que existen previos estudios, en donde se ha llevado a cabo la
evaluacion de antigenos recombinantes, expresados en un sistema de baculovirus
y obteniendo buenos resultados de sensibilidad (49, 58), seria interesante evaluar
a los antigenos recombinantes anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc,
expresados un sistema de expresion en eucariontes, donde las proteinas pueden

presentar modificaciones pos-traduccionales.

Por otra parte, en nuestro estudio se observd que, tanto los péptidos sintéticos
como las proteinas recombinantes, diferencian de manera eficaz, las muestras
negativas para cisticercosis. Sin embargo para el caso de la proteina anexina B1,
se observé que cuando se hacen las combinaciones de los péptidos sintéticos con
la proteina recombinante, aumenta el nimero de falsos positivos indicando que
algunas veces al tratar de aumentar el reconocimiento de VP, se puede correr el

riesgo de disminuir la capacidad para discriminar las muestras negativas (Tabla 5).

Adicionalmente, en el presente trabajo se utilizaron 6 muestras de suero de cerdos
infectados con otras parasitosis, a partir de las cuales, se observaron reacciones
cruzadas con las muestras de suero de cerdos infectados con las formas larvales
de Taenia hydatigena (Cysticercus tenuicollis) y Echinococcus (quiste hidatidico).
Estas reacciones cruzadas son comunes; ya que todos son parasitos helmintos
relacionados filogenéticamente, por lo que pueden tener componentes antigénicos
en comun (59). Asi mismo, en estudios previos donde evallan antigenos de T.
solium o T. saginata para el inmunodiagnéstico, se reportan reacciones cruzadas
entre T. solium y Echinococcus (60-63). Ademas de lo anterior, también es

importante tener en cuenta que los cerdos infectados con otras parasitosis,
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pudieron haber estado en contacto con el cisticerco de T. solium y haber resuelto
la infeccion o bien esta nunca se establecio y por esta razén aquellos anticuerpos
presentes en estas muestras de suero, reconocen antigenos del cisticerco de T.
solium, como también los péptidos y proteinas recombinantes utilizados. Aunado a
lo anterior, el nUmero de muestras de suero de cerdos con otras parasitosis,
utilizadas en este estudio fue muy pequefio, razén por la cual sera necesario
evaluar los péptidos y proteinas recombinantes, con un numero mayor de
muestras de cerdos infectados con otras parasitosis y de esta forma conocer la

especificidad.

Por otra parte, en el presente trabajo también se utilizaron 8 muestras de suero,
de pacientes que presentaban alteraciones neurolégicas en fase de estudio como:
papiledema causado por hipertension intracraneal (HITC), cefalea e hidrocefalia.
Estas muestras fueron incluidas en el estudio como controles negativos para NC y
adicionalmente porgue provienen de pacientes, que presentan sintomas que se
comparten con la NC. Los resultados mostraron que aunque las muestras
provienen de pacientes negativos para NC, interesantemente estas presentaron
anticuerpos que reaccionaron de manera cruzada, con los epitopos presentes en
los péptidos y proteinas recombinantes anexina Bl y cinasa dependiente de
AMPc. Lo anterior puede deberse probablemente a un mecanismo conocido como
dispersion de epitopos (del inglés “epitope spreading”). Este es un fendmeno en el
que el sistema inmunolégico amplia su respuesta méas alla de los epitopos
inmunodominantes, reconocidos por primera vez por las células T y B; es decir,
una respuesta inmune tipica contra una proteina propia del organismo o extrafia a
este, que es usualmente dirigida hacia uno o dos epitopos de la proteina, llamados
epitopos dominantes. Cuando ocurre el epitope spreading la respuesta inmune va
dirigida a otro epitopo diferente al inicial (epitopo subdominante), en la proteina
(64, 65). Este fendbmeno se presenta mucho en las enfermedades autoinmunes
(66-68), donde se ha observado que la especificidad de la respuesta inmune se
extiende, para incluir auto-epitopos distintos a los que iniciaron el proceso

inflamatorio, conduciendo a un dafio tisular a partir del cual epitopos alterados o
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secuestrados pueden llegar a ser procesados y presentados (69). Teniendo en
cuenta lo anterior, las 8 muestras de suero posiblemente provienen de pacientes
gue presentan condiciones neuroldgicas como resultado de procesos inflamatorios
0 autoinmunes; por lo que, en estos pacientes se pudo haber generado un
fendmeno de “epitope spreading” y por lo tanto hay anticuerpos que reconocen
epitopos sub-dominantes, que pueden ser similares en su secuencia a los
epitopos lineales y conformacionales, de los antigenos anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc del cisticerco de T. solium. Al respecto, es importante tener
en cuenta también que una de las formas de evasién de la respuesta inmune que

tiene el cisticerco es el mimetismo molecular (70).

Los resultados generados a partir de la realizacion del presente trabajo, aportan
informacion relevante que puede ser Util para la optimizacion del diagnéstico y en
el desarrollo de un método diagnéstico; ya que los antigenos evaluados (anexina
B1 y cinasa dependiente de AMPc), podrian aportar epitopos lineales y
conformacionales que pueden ser reconocidos por anticuerpos, presentes en
muestras de suero de cerdos y humanos positivos para cisticercosis. Asi mismo,
pueden discriminar aquellas muestras de suero de cerdos y humanos que no

estan infectados con el parasito y que tampoco han tenido contacto con el mismo.

Finalmente, una mejor evaluaciébn de los antigenos anexina Bl y cinasa
dependiente de AMPc, utilizando sueros de cerdos y humanos con otras
parasitosis y que presenten un diagndstico bien establecido, seria relevante para
poder llevar a cabo una evaluacion mas exacta de la especificidad que presentan
dichos antigenos; asi mismo, seria importante evaluar otras combinaciones entre
los antigenos utilizados en el presente trabajo, con otros antigenos del cisticerco
de T. solium identificados por nuestro grupo de trabajo y que pudieran aumentar el

potencial para el diagnéstico de la cisticercosis humana y porcina.
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10. CONCLUSIONES.

. Los antigenos anexina Bl y cinasa dependiente de AMPc, presentan
epitopos que son reconocidos por anticuerpos presentes en las muestras

de suero de cerdos y humanos positivos para cisticercosis.

. La proteina recombinante anexina Bl y sus péptidos, presentaron mejor
capacidad para detectar a los VP en las muestras de suero de humanos y

cerdos cisticercosos.

. La proteina recombinante cinasa dependiente de AMPc y sus péptidos,
presentaron mejor capacidad para detectar a los VN, en las muestras de

suero de humanos negativos para NC.

. La combinacién de la proteina recombinante cinasa dependiente de AMPc
con sus péptidos, mejora la deteccion de VP sin afectar la capacidad para

discriminar a los VN.

. La mejor capacidad diagnéstica de cisticercosis humana y porcina, se
observé al realizar las combinaciones entre las proteinas recombinantes y

sus péptidos.
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12. ANEXOS.
Anexo 1. Grado de identidad que presentaron los resultados de secuenciacion de
los productos de amplificacion obtenidos, con las regiones codificantes para las

proteinas anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc.

Anexina B1

Select: All None Selected:0

i1 Alignments o

Max Total Query E

Ident  Accession
score score cover value

Taenia solium antigen cC1(cC1) mRNA, complete cds 1860 1860 85% 0.0 99% AF1

Taenia solium annexin mRNA, partial cds 1851 1851 84% 00 99% AF2397991

Cinasa dependiente de AMPc

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments o

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident Accession

cAMP-dependent protein kinase type |l requlatory subunit [Echinococcus granulosus] 724 724 99% 0.0 96%

cAMP dependent protein kinase re

ulatory [Hymenolepis microstoma] 602 602 99% 00 83% ¢

camp-dependent protein kinase type ll-alpha requlatory subunit putative [Schistosoma mansoni] 525 525 99% 0.0 71%

Anexo 2. Resultados de la secuenciacidon del DNA plasmidico con la region

codificante para la proteina cinasa dependiente de AMPc.

a) Secuenciacion con el primer Terminador T7.

His-tag Xhol Notl

GATAGCTTCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCATGGCGTAACTCGGGTACATTGTCGAG
ACTGCCGAAAACAGACTTCAACTGGTTCTCATAGTTGTCAATGTTGCGCTGAAGGATATCGAGACAAGGCCCAAGGAGGCGCTCAAAACTGCCTACAT
CGAGAACAGCCAACTTTGTTCGGGTAATTGCATAGACAGAGGCGGCGCGAGGGTGTTTGGTCAGCAGAGCAAGTTCACCAAAGTAACCACCCTTTTTT
ATGCGAGTGAGTTCAGTTTCCTCATCCGATCCGGACTTTTTCATGGTTATACGAACTTCACCATCCTCAACAAAGTACATTTCATCACCTTCCTGACCCTG
GCTAATGATCTTTGTGCCCTCCTCATAAATTTGCGTATGGAGAGCGTCGGCAATGCTCATTCGCTCGTAGGCACTGAGACTCTGAAGAATGGGCACCTG
GTTGAGTAACTCCTCGTACATCTGTCTCTTTTTGAAAGCACTCTTTAGCACAATACTCCTAAATACTTCTCGAGTCATTGCCCACAAAATTCCAGGGGTAG
TGGCTTGAATTGTAGCTGCTCGTGGTGCGTTATACATAAGCGCAAGTTCACCGAAAGACCCGTTGTTATCGTACTGCCCAACCTTCTTCTCAACACCATC
CACTTTTACAATAATATCATAGACTCCTTTTCCGATCACGTAGAAGTTGTCACCATCTTCTCCCAGGGTAATAACCTTTTCCCCAACCTCCACCTTCCTTTC
AAACATGGCATCAATGACATCCCGCATTTGATCTTCATCAAGACATCTAAAAAGCAGAATTCCCTTGGTTGCATTGGTTAGTCTTTGCCGTTGTTCCTCT
GTCTTCTCATGAACAACTTTTTCAAATTTATCTTCCTTTTCAGGGTCATAGCTCTCTGCTGCAACGCCTTGACGACGCCTGGCTCGAATTGGAGGTGCCAT
AACTTCCTCATCGCTTTCGCATCTTCGTTTTCTTCTGTGGTCTTCTTCATTCAAAATATCGCAGCAAATTATGATGTTTGGATGTCGATGCGCAAACAGCG
ACTGTATCTGCAGTATCACGCTAGCCTGCTGGTACATCAACAGGCTTCTTTTGGAACCATGG
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b) Secuenciacion con el primer sentido T7.

T7 promotor BamHI

GGATTCGCTGATATTTTGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGTCAAAGAAGG
CTGTTGATGTACCAGCAGGCCTGCGTGAAATACTCCAAGATTTCACAGTCGCTGTTTTGCGCAATCGACCATCAAACATCATAAATTTTGCTGCGGAAT
ATTTTGAAATGAAGAAGAACCAACAGAAGGAAAACGAAGATGCCGAAAGCGATGAGGAAGTTATGGCACCTCCAATTCGAGCCAGGCGTCGTCAAG
GCGTTGCAGCAGAGAGCTATGACCCTGAAAAGGAAGATAAATTTGAAAAAGTTGTTCATGAGAAGACAGAGGAACAACGGCAAAGACTAACCAATG
CAACCAAGGGAATTCTGCTTTTTAGATGTCTTGATGAAGATCAAATGCGGGATGTCATTGATGCCATGTTTGAAAGGAAGGTGGAGGTTGGGGAAAA
GGTTATTACCCTGGGAGAAGATGGTGACAACTTCTACGTGATCGGAAAAGGAGTCTATGATATTATTGTAAAAGTGGATGGTGTTGAGAAGAAGGTT
GGGCAGTACGATAACAACGGGTCTTTCGGTGAACTTGCGCTTATGTATAACGCACCACGAGCAGCTACAATTCAAGCCACTACCCCTGGAATTTTGTGG
GCAATGACTCGAGAAGTATTTAGGAGTATTGTGCTAAAGAGTGCTTTCAAAAAGAGACAGATGTACGAGGAGTTACTCAACCAGGTGCCCATTCTTCA
GAGTCTCAGTGCCTACGAGCGAATGAGCATTGCCGACGCTCTCCATACGCAAATTTATGAGGAGGGCACAAAGATCATTAGCCAGGGTCAGGAAGGT
GATGAAATGTACTTTGTTGAGGATGGTGAAGTTCGTATAACCATGAAAAAGTCCGGATCGGATGAGGAAACTGAACTCACTCGCATAAAAAAGGGTG
GTTACTTTGGGTGAACTTGCTCTGCTGACCAAACATCACGCGCTGCTCTGTCTATGCAATTACCCGAACAAGTTGGCCTGTTCTCGGATGTAGCCAGTTT
TGAGCGCCTTCTTGGCCTTGTCTCGAATCTCAGCGCACCATGACCACTATGGAGACCTAGATGTGAAGTCTGTTTTTTCGGC

Anexo 3. Resultados de la secuenciacion del DNA plasmidico con la region
codificante para la proteina anexina B1.

a) Secuenciacion con el primer Terminador T7.

His-tag Xhol Notl

GAAATTTTAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCTGCGGGGCCGATGAGTTTCAA
GCAGAGAGCCTCATAGTCACCAGAAGTATCACCCTTGATTGCCGCCTCCAAGGTTTCACCATAGAGCTCCGCATACTTCTCCTTGATGCTTCCTAGATCA
GTGTCAGCCCTCAAGGCAAGAACACGTTGCAAAGTGGAGTCCTTGGTGCCAGCTCCTCTCATGGCAAAGTGAAGGAGTTCGGCAAACAGACTGGCGC
GATCAGTGGCGTAGCGAACTCTAGTTATGAGAAAGTCCTCAAGGTCTCTCGACGTCTCCTTCTTTATTGCATCAATCAACGGGTGACCGTAGGCCCGAT
TGTAAGCCTCATTCGTTGCGTTTAATTGAAGGAATGAGCGATTGACGATAGGACGCATGAAACGACTCTCTGCTGTGCCCGGGCGCCCCTCACCGCAG
GCGTACAGCTCCTTCGCATCCGTTTCAGCAAGGCCGGGATTCACAACCTGACTGAGAGTGGAGGGTGTTAGGTTTTTGAGTTGCATCGCCTGTGGTTC
ATCAGCCTGACCGGCGAGCGCTAGCAGAAGGGCCTCGCGGTAGTCGCCACTCGTGTCCCCCTTGATCGCATCATCAAAGGGTTTCTCCTCCGCTCACTT
CTTCAAAAGCTTTTTTCAACTGAGGGATGTCATCCTTTGAACACCCGGCAATAATTTCATTGAGTACGCGTTCCTTAGTGCCAGCCCCCTTCATGGCGTC
GTAAAGAACCTCTGCCATCACCTGCCACGGTGATTGGATTAGCAACAAGGCGATCTCCGGAACTTGCCACTCAGCTCGCTGGGTAGAGCATCGTGCAG
GGTCTTGCTGGAATCGACGGATAGCGTCACGAATGGCCATTCTTTCGCTGAAGTTCTGGTTTCCAGAATAGTCAATGATCGCACCATTCATTCTTGCCAA
GTTCTTCGCATGGCAGCGTTCAAGTGCTCAGCAATCAGCGGTCGGGGAGAACCCTGGGGGTTGGGGGTAATAGACCGCTTGTACTTCTCTTCCATTGG
GGGCAATTAGATGAACAAGAAAGGTACAGATGTGTCATGAATCGCGGACCAATTTGTCGTCACTCAGTATGCTAGCATAGTATATACCCTGCGTAAGT
TAAGCAAGTATGTTCTATGAGGGGAACGCGGTGCGTGGCGGTCGTCTGCATGCAT

b) Secuenciacién con el primer sentido T7.

T7 promotor BamHI

GGGTTTCCTCTAGGATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGGCCT
ACTGTCGCTCCCTGGTTCATCTATATGCCCCCAATGGAGAGAAGTACAAACCGACTATTACCCCAACACCCGGGTTCTCACCGACCGCTGATGCTGAGC
ACTTGAAGCGTGCAATGCGAGGACTTGGCACGAATGAACGTGCGATCATTGACATTCTTGGAAACCGAACTTCAGCCGAAAGAATGGCCATTCGTGAC
GCCTATCCGTCGATTTCCAGCAAGACCCTGCACGATGCTCTAACCAGCGAGCTGAGTGGCAAGTTCCGGAGGTTCGCCTTGTTGCTAATCCAATCACCG
TGGCAGGTGATGGCAGAGGCTCTTTACGACGCCATGAAGGGGGCTGGCACTAAGGAACGCGTACTCAATGAAATTATTGCCGGGTGTTCAAAGGATG
ACATCCCTCAGTTGAAAAAAGCTTTTGAAGAAGTGAGCGGAGGAGAAACCCTTGATGATGCGATCAAGGGGGACACGAGTGGCGACTACCGCGAGG
CCCTTCTGCTAGCGCTCGCCGGTCAGGCTGATGAACCACAGGCGATGCAACTCAAAAACCTAACACCCTCCACTCTCAGTCAGGTTGTGAATCCCGGCC
TTGCTGAAACGGATGCGAAGGAGCTGTACGCCTGCGGTGAGGGGCGCCCGGGCACAGCAGAGAGTCGTTTCATGCGTCCTATCGTCAATCGCTCATT
CCTTCAATTAAACGCAACGAATGAGGCTTACAATCGGGCCTACGGTCACCCGTTGATTGATGCAATAAAGAAGGAGACGTCGAGAGACCTTGAGGACT
TTCTCATAACTAGAGTTCGCTACGCCACTGATCGCGCCAGTCTGTTTGCCGAACTCCTTCACTTTGCCATGAGAGGAGCTGGCACCAAGGACTCCACTTT
GCAACGTGTTCTTGCCTTGAGGGCTGACACTGATCTAGGAAGCATCAAGGAGAAGTATGCGAGCTCTATGGTGAAACCTTGGAAGGCGCAATCAGGT
GATACTTCTGGTGACTATGAGGCTCTCTGCTGAACTCATCGGGTCCGCCAGCGGGCCGCACTCGAGCACCAACAACAACAACAACTGAAATCCGCTGC
TAACAGGTCCGAAGGAGCTGAGATTTGGCCTGCT
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Anexo 4. Gréficos de dispersion que muestran los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteina anexina B1 (A), los péptidos de
la proteina cinasa dependiente de AMPc (B) y las proteinas recombinantes anexina B1 y
cinasa dependiente de AMPc (C) y diferentes paneles de sueros de cerdos cisticercosos
(+), no cisticercosos (-) y con otras parasitosis (eje X). Las barras indican el punto de corte

(promedio de valores negativos + dos desviaciones estandar).
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Anexo 5. Gréficos de dispersion que muestran los valores de D.O 450nm (eje Y), de los
ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteina anexina B1 (A), los péptidos de
la proteina cinasa dependiente de AMPc (B) y las proteinas recombinantes anexina Bl y
cinasa dependiente de AMPc (C) y diferentes paneles de sueros de humanos positivos
para NC (+), negativos para NC (-) y con alteraciones neuroldgicas (eje X). Las barras

indican el punto de corte (promedio de valores negativos + dos desviaciones estandar).
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Cysticercosis, caused by the larval stage of Taenia solium, is a zoonotic disease affecting pigs and humans
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that is endemic to developing countries in Latin America, Africa and South East Asia. The prevalence of
infection in pigs, the intermediate host for T. solium, has been used as an indicator for monitoring disease
transmission in endemic areas. However, accurate and specific diagnostic tools for porcine cysticercosis

Ke}"‘f'?"di‘ . remain to be established. Using proteomic approaches and the T. solium genome sequence, seven antigens
gysncer'cosns were identified as specific for porcine cysticercosis, namely, tropomyosin 2, alpha-1 tubulin, beta-tubulin
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2, annexin B1, small heat-shock protein, 14-3-3 protein, and cAMP-dependent protein kinase. None of
these proteins were cross-reactive when tested with sera from pigs infected with Ascaris spp., Cysticercus
tenuicollis and hydatid cysts of Echinococcus spp. or with serum from a Taenia saginata-infected cow. Com-
parison with orthologues, indicated that the amino acid sequences of annexin B1 and cAMP-dependent
protein kinase possessed highly specific regions, which might make them suitable candidates for devel-
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opment of a specific diagnostic assay for porcine cysticercosis.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Cysticercosis is a parasitic disease caused by the larval stage of
the tapeworm Taenia solium (cysticerci) that affects pigs and hu-
mans and which prevails as a major human health and veterinary
problem in developing countries of Latin America, Africa and Asia.
In Mexico, taeniasis/cysticercosis is associated with low socio-
economic conditions; a recent study, performed in the major
neurological hospital of Mexico, indicated that the prevalence of
human neurocysticercosis was relatively stable between 1994
and 2004 (Sciutto et al., 2000; Fleury et al., 2011).

Tongue inspection is still the major procedure for detection of
porcine cysticercosis in the field. However, it requires participation
of trained personnel and demonstrates poor sensitivity (Sciutto
etal., 1998a). A serological assay would be a convenient alternative
for diagnosis of porcine cysticercosis. Previously, a number of
immunodiagnostic methods have been designed, based on different
extracts of parasite antigens, using ELISA or electro-immunoblot
transfer (EITB) techniques (Tsang et al.. 1989; Dorny et al., 2003;
Prabhakaran et al.. 2007; Atluri et al., 2009, 2011). In spite of some

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56228956.
E-mail address: rbobes@biomedicas.unam.mx (R). Bobes).
! Deceased.

1090-0233/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/ 10.1016/j.tvjl.2013.09.056
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encouraging results obtained using EITB, this is a costly and labour-
intensive procedure, which limits its use in epidemiological sur-
veys. Several parasite antigens, such as the vesicular fluid, the
secretion/excretion products or crude extracts from T. solium cysti-
cerci and related parasites, like Taenia crassiceps and T. saginata,
have been used for detection of host antibodies. Results have shown
variable sensitivities and specificities, depending mainly on the
severity of the infection in individual pigs (Arruda et al.. 2005).

New proteomic tools are now available that allow high resolu-
tion analysis of complex groups of proteins, through two-dimen-
sional gels (2D-PAGE). The resolved protein can be blotted and
tested for immunoreactivity with different sera. Finally, isolated
proteins can be individually identified through mass spectrometry.
The aim of the current study was to perform a 2D-PAGE/EITB to
identify novel antigens that would allow development of a more
sensitive and specific assay for porcine cysticercosis.

Materials and methods
Parasites and protein extracts

Taenia solium cysticerci were obtained from skeletal muscle of naturally-in-
fected pigs and extensively washed with sterile 0.15 M phosphate-buffered saline

(pH 7.2; PBS). Parasites were resuspended in approximately three volumes of lysis
buffer containing 7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 10 mM Tris and protease
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inhibitors (0.5 M EDTA, 200 mM PMSF, 10 mM leupeptin and 1 mM pepstatin). The
material was then homogenized on ice and centrifuged at 14,000 g for 15 min. The
soluble antigens in the supernatant were recovered, quantified with 2-D Quant kit
(Amersham), and frozen at —70 °C until use.

Animals and sera

Pools of serum samples from naturally-infected T. solium cysticercotic pigs, or
from pigs infected with other parasites (Ascaris spp., Cysticercus tenuicollis, hydatid
cysts of Echinococcus spp.), as well as a single serum sample from a calf that was
experimentally infected with gravid proglottids of T. saginata, were obtained. Sera
from non-cysticercotic pigs that reacted positive to the crude antigenic extract were
also obtained, to be used in the analysis as false positives (Sciutto et al.,, 1998b). Fi-
nally, sera from pigs that had been confirmed as uninfected for all the parasites de-
scribed above were also obtained, to be used as negative controls. In all cases, with
the exception of the calf serum, pools were made using at least five different indi-
vidual sera. All animals employed in this study were necropsied to certify infection
status. This research study was approved by the Ethical Committee of the Veteri-
nary Medicine School (UNAM).

Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis

Isoelectric focusing (IEF) was performed in 17 cm IPG strips (Bio-Rad) with non-
linear pH gradients 3-10 or 3-6 using a Protean IEF Cell (Bio-Rad), with constant
surface temperature of 20°C and maximum current of 50 pA/strip. Samples of
150 pg of crude antigenic extract, were diluted in 125 pL of rehydration buffer
(7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% IPG buffer of the respective
pH gradient and bromophenol blue). After applying the samples to the IPG strips,
these were rehydrated at 20°C for at least 12 h. IEF was run for a total of
10,000 V h. Afterwards, the strips were reduced in equilibration buffer (6 M urea,
0.05 M Tris pH 8.8, 2% SDS and 30% glycerol) containing 2% DTT for 15 min and then
alkylated in equilibration buffer containing 2.5% iodoacetamide for 15 min.

The second dimension was performed on 12% SDS-polyacrylamide gels using a
Mini Protean cell (Bio-Rad). After running at 200 V, the 2-D gels were either stained
or electroblotted onto nitrocellulose membranes for immunoblot analysis. Repro-
ducibility of the proteomic pattern was verified by running the 2-D gels in triplicate
at different times. The 2-D gels were routinely stained with silver stain, or with
Coomassie blue when the gel was used for mass spectrometry (MS) analysis. Anal-
ysis of 2-D gels was achieved using PDQuest 2-D Analysis software (Bio-Rad).

Immunoblot analysis

Proteins were electro-transferred from 2-D gels to nitrocellulose membranes at
100 V for 90 min. Membranes were initially blocked by overnight incubation at 4 °C
with 10% dried skimmed milk in PBS buffer and then incubated for 2 h at 37 °C with
one of the pooled sera pig samples or the single calf sera described above (diluted
1:20 in the same buffer). The membrane was washed three times with 0.1% Tween
20 in PBS (PBST) and incubated again for 2 h at 37 °C with a horse-radish peroxidase
conjugated anti-porcine IgG antibody (Sigma) diluted at 1:500 in PBST. After
washing as above, immunoblots were developed by standard procedures with
4-chloro-1-naphthol used as the substrate. Reproducibility of immune recognition
was verified by repeating the immunoblot at least three times.

Fig. 1. Representative 2-DE gel of T. solium cysticerci proteins. Proteins (150 pg)
were separated with IPG strip of 17 cm, on a non-linear pH range of 3-10. The
proteins were visualized with silver staining.
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Mass spectrometry (LC/MS/MS)

For protein identification, spots of antigenic proteins were carefully excised
from Coomassie blue-stained 2-DE gels and prepared for LC/MS/MS. Individual pro-
tein spots were destained, reduced, carbamido-methylated, digested with trypsin,
and extracted from the gel using a standard in-gel digestion procedure (Kinter
and Sherman, 2000). The volume of the extracts was reduced by vacuum centrifu-
gation at room temperature, then adjusted to 20 uL with 1% formic acid.

Peptide mass spectrometric analysis was carried out on a 3200 QTRAP System
(Applied Biosystems/MDS Sciex). with a nanoelectrospray source and a nanoflow
LC system (Agilent 1100 Nano Pump, Waldbronn). Mass tuning of the hybrid triple
quadrupole linear IT spectrometer was performed with [Glu1]-fibrinopeptide B.
Antigen sample digests were injected on a Zorbax 300SB C18 column (3.5 mm,
5060.075 mm?, Agilent) equilibrated with 2% acetonitrile, 0.1% formic acid and sep-
arated using a linear gradient from 2% to 70% acetonitrile, 0.1% formic acid over an
80 min period, at a flow rate of 300 nL/min. The interface heater for desolvation was
held at 150 °C. Spray voltage was 2.4 kV.

Spectra were acquired in automated mode using information dependent acqui-
sition (IDA). Precursor ions were selected in Q1 using the enhanced MS mode. The
scan range for EMS was set at m/z 400-1500 and 4000 amu/s. Selected ions were
subjected to an enhanced resolution scan at the low speed of 250 amu/s over a nar-
row (30 amu) mass range and then to an enhanced product ion scan (MS/MS). The
precursor ions were fragmented by collisionally activated dissociation (CAD) in the
Q2 collision cell using rolling collision energy. The fragment ions generated were
captured and mass analyzed in the Q3 linear IT. Database searching (Swiss-Prot,
NCBInr or MSDB) and protein identification were performed with MASCOT soft-
ware,” with trypsin plus one missed cleavage, carboxyamidemethylation as a fixed
modification and methionine oxidation as a variable modification and a mass toler-
ance of 0.5 Da for the precursor molecular weights and 0.3 Da on the fragment molec-
ular weights.

The criteria to accept a protein hit as a valid identification were: two or more
tryptic peptide matches to the protein sequence and at least one peptide with
P <0.05. Partial sequences obtained from the MS analysis were used for screening
of full-length sequences in the T. solium genome database (Tsai et al., 2013) using
the basic local alignment search tool (BLAST").

Results
2-D PAGE of T. solium cysticerci whole extracts

Three hundred and fifty protein spots were identified in the sil-
ver stained 2-DE gels, with molecular masses ranging from 12.6 to
180 kDa and pl ranging from 4 to 10 (Fig. 1). The majority of spots
were found between 18-86 kDa and pl: 5.0-8.7.

Identification of antigenic proteins

Proteins of potential interest for diagnosis of cysticercosis were
identified by immunoblotting. For this purpose, a group of pig sera
from naturally infected pigs (T. solium, Ascaris spp., C. tenuicollis or
Echinococcus spp.) as well as from a calf (experimentally infected
with gravid proglottids of T. saginata), were assessed against the
T. solium crude extract as described previously. We also used sera
from non-cysticercotic pigs that reacted positively or negatively
to the T. solium crude extract in previous tests.

Forty-three spots were recognized by immunoblot when the
pool of sera form cysticercotic pigs (20.5-150 kDa and pl: 3.6-
8.0) was assessed, using gels with pH ranges of 3-10 and 3-6,
against the T. solium crude extract (Fig. 2). After extensive testing
for cross reactivity, using all other sera from infected and healthy
animals, only 13 spots (Fig. 2) were shown to be recognized exclu-
sively by the sera from cysticercotic pigs (21.6-47.2 kDa and pl:
4.7-5.4). A group of strongly-reactive spots, aligned at 50 kDa with
pl varying between 3.6 and 7.5, gave consistently positive results
in all tests (Fig. 2). These spots were found to correspond to pig
1gG immunoglobulin, which are normally taken up by cysticerci
from the host (Ambrosio et al., 1994) and are thus recognized by
the secondary antibody (data not shown).

Thirteen of the antigenic spots exclusively recognized by sera

2 See: http://www.matrixscience.com.
3 See: http://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi.
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Fig. 2. Immunoblot of total protein extract of cysticerci of T. solium with different serum samples. (A and B) blot using pool of sera from naturally infected T. solium
cysticercotic pigs (pH 3-10 and pH 3-6 respectively); (C) blot using sera from non-cysticercotic pigs that reacted positive to the crude antigenic extract (false positives); (D)
blot using sera from uninfected pigs with cysticerci (negative controls); (E) blot using sera from pigs infected with Cysticercus tenuicollis; (F) blot using sera from pigs infected
with Ascaris spp.; (G) blot using sera from calf infected with gravid proglottid of T. saginata; (H) blot using sera from pigs infected with hydatid cysts of Echinococcus spp. The
red arrows indicate the spots exclusively recognized by the sera from cysticercotic pigs, in brackets indicate the spots observed in all immunoblot assays.

from cysticercotic pigs, were analyzed by mass spectrometry. Nine
spots produced peptide sequence coverage higher than 40%; three
more produced sequence coverage above 14%, and were readily
identified through BLAST analysis against the T. solium genome
database (Supplementary data, Fig. 1). Only one spot resulted in se-
quence coverage lower than 10%, although identification was
achieved since four peptide sequences of 46 amino acid residues
demonstrated 100% identity to a T. solium protein identified as
cAMP-dependent protein kinase. Peptide sequences obtained from
three spots corresponded to the same 35.6 kDa protein. Similarly,
peptide sequences from another six spots corresponded to three
different 50.7, 38.1 and 28.2 kDa proteins. In summary, the 13 ana-
lyzed spots corresponded to seven different antigenic proteins that
were exclusively recognized by the sera from T. solium cysticercotic
pigs. The seven identified proteins were tropomyosin 2, alpha-1
tubulin, beta-tubulin 2, annexin B1, small heat-shock protein, 14-
3-3 family protein and cAMP-dependent protein kinase (Table 1).
Among these, only annexin and heat-shock protein have been pre-
viously described for T. solium.

Discussion

Reliable immunodiagnostic tools are required for an accurate
field epidemiological study of pig cysticercosis. In this research
study, a novel approach was employed to identify candidate anti-
gens for specific immunodiagnosis of porcine cysticercosis. The
strategy employed took advantage of the fact that a database of
the T. solium genome is now available (Tsai et al., 2013) that allows
an immunoproteomic approach to be undertaken using sera from
well-characterized pigs of different infection status.
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Thirteen T. solium antigens were recognized exclusively by the
pooled sera from cysticercotic pigs. These antigens showed no
cross-reactivity with the pooled sera from animals infected with
other parasites, nor with the sera from uninfected but false posi-
tives and negative controls. The focus of this study was to screen
for specific T. solium antigens, through the negative selection of a
number of cross-reactive epitopes, present in proteins of related
parasites of humans and pigs. Special attention was directed to
the negative selection of antigens that were inconsistently recog-
nized by cysticercotic pigs, as well as to other antigens that remain
recognized by antibodies after the infection has resolved.

The use of 2D PAGE and immunoblot, in combination with mass
spectrometry, allowed identification of seven different T. solium
proteins that, under our experimental conditions, were recognized
exclusively by antibodies present in the sera from cysticercotic
pigs. Remarkably, these identified proteins are involved in a wide
range of biological functions: cytoskeleton, signalling, metabolism
and stress response. Moreover, when their amino acid sequences
were compared with homologues of related parasites (Supplemen-
tary data; Fig. 2), some of these proteins were almost identical, as
is the case with alpha-1 tubulin and beta-tubulin 2 that were 89.5%
and 99.5% identical respectively to Echinococcus multilocularis and
over 95% identical to hydatid homologues. The other selected pro-
teins were more than 77% similar to Echinococcus multilocularis.
The most promising candidates among the selected antigens were
annexin B1 and cAMP-dependent kinase that showed more diver-
gence in their amino acid sequences when compared to closely re-
lated parasite species (Supplementary data; Fig. 2), with most
similarity occurring with Echinococcus spp., as has been reported
in other studies (Carod et al., 2012).

One of the proteins associated with cell motility was tropomy-
osin 2, which is a microfilament-associated protein present in all
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Table 1
Identification of the antigenic proteins of the whole Taenia solium cysticerci by LC/ESI-MS/MS.

Spot Protein Species Accession number MW (kDa) pl exp/theo Matched Sequence MASCOT
number (NCBI) 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
Ts1.2 Beta-tubulin 2 Echinococcus gi|29337144 46.3/50.2 4.7/4.75 37 62 1064

multilocularis
Ts1E3 Small heat-shock Taenia solium 8i|21665905 32.2/35.6 5.22/5.56 18 55 535
protein
Ts1_4 Small heat-shock Taenia solium £i|21665905 32.2/35.6 5.21/5.56 17 50 492
protein
Ts1_5 Small heat-shock Taenia solium 8i|21665905 32.2/35.6 5.41/5.56 24 57 539
protein
Ts1_6 Annexin B1 Taenia solium £i|4960053 28.6/38.1 5.44/5.71 21 58 1101
Ts1.7 Annexin B1 Taenia solium gi|4960053 28.6/38.1 5.34/5.71 21 73 957
Ts1_8 Similar to alpha-tubulin Strongylocentrotus gi|115736220 28.6/50.7 5.2/5.06 5 17 200
purpuratus
Ts2_9 Annexin B1 Taenia solium £i|4960053 26.7/38.1 5.4/5.71 4 14 168
Ts1_10 cAMP-dependent Schistosoma mansoni 2i[256052513 28.6/43 5.0/5.12 3 8 70
protein kinase
Ts1_11 Tropomyosin 2 Echinococcus gi|220897456 28.6/28.3 4.93/4.93 5 18 103
multilocularis
Ts1_12 Putative 14-3-3 protein Echinococcus gi|62178030 23.3/28.2 4.8/4.91 22 51 448
granulosus
Ts1_13 Full=14-3-3 protein Echinococcus £i|29336772 21.6/27.9 475/4.8 37 79 1093

multilocularis

LC/ESI-MS/MS, liquid chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry; MW (kDa) exp/theo, molecular weight experimental/theoretical: pl exp/theo,

isoelectric point experimental/theoretical.

eukaryotic cells. It is found in multiple isoforms and is essential for
muscle contraction and basic function of filaments in the cytoskel-
eton (Gunning et al.. 2008). In parasites, this protein has also been
considered as a vaccine candidate and as a modulator of the host-
parasite relationship in flatworms and other helminth parasites
(Alvite and Esteves, 2009; Fang et al, 2009; Santivanez et al.
2010). The small heat shock protein (HSP) plays an essential role
as a molecular chaperone, facilitating protein folding and prevent-
ing aggregation. Intracellular HSPs have other protective functions
that enable survival of cells under sub-optimal conditions. Extra-
cellular or membrane-bound HSPs can also function as immuno-
logical modulators of either innate or adaptive immune
responses (Schmitt et al., 2007). Some HSPs have been identified
in the cysticerci of T. solium suggesting a possible use for diagnosis
of neurocysticercosis (Vargas et al,, 2001; Ferrer et al., 2005).

The 35.6 kDa HSP has previously been reported to be antigenic
in studies using T. solium crude extracts reacted against serum
samples from cysticercotic patients and pigs (Ferrer et al., 2005).
It has been reported that Tsol-sHSP 35.6 is similar structurally to
the other known platyhelminth HSPs (Benitez et al., 1998; Ferrer
et al., 2005).

Another protein that was also identified in this study was the
14-3-3 protein, which belongs to a family of regulatory proteins in-
volved in intracellular signalling pathways and cell cycle control. It
has been reported to be present on the surface of T. solium onco-
spheres and cysts. This protein was recognized by sera from neuro-
cysticercotic patients (Santivanez et al,, 2010; Salazar and Lindh,
2011). In the current study, the 14-3-3 protein was not recognized
by sera from pigs infected with hydatid cysts, suggesting that it
could be a candidate antigen to differentiate between these two
zoonotic diseases.

The most promising candidate antigens were annexin B1 and
cAMP-dependent kinase. The cAMP-dependent kinase has not been
described as being a major target of antibody reactivity previously.
This type of kinase is involved in the modulation of protein phos-
phorylation, a major biochemical process for signal transduction
in different developmental stages of some organisms (Wurtz
et al., 2001). Annexin B1 proteins are ~ 40kDa in size with
phospholipid-binding properties and anticoagulant/anti-inflam-
matory activities (Hongli et al., 2002; Gao et al.. 2007). This protein
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is present in the vesicular fluid of T. solium cysticerci and has also
been described as an excretion/secretion (E/S) product, found in
host adjacent tissues with active inflammatory processes. The
potential utility of this protein for immunodiagnosis has been eval-
uated using sera from T. solium infected humans and pigs (Hongli
et al,, 2002; Gao et al., 2007; Fang et al., 2009). In our study we fur-
ther evaluated the specificity of annexin B1 using serum samples
from pigs infected with other parasites.

The cysticerci of T. solium are able to survive in the tissues of the
infected host in the presence of an immune response. A number of
E/S products have been reported to play a role in the maintenance
of this complex host-parasite relationship (Lightowlers and Ric-
kard, 1988). A proteomic analysis of T. solium cysticerci has shown
that most of the proteins identified in this work (annexin B1, small
heat shock protein, tubulin, 14-3-3 and cAMP-dependent protein
kinase) are E/S products, advancing a line of explanation as to
why they might be recognized by the host immune system (Victor
et al., 2012).

Previous studies have reported a variety of antigens for the
diagnosis of cysticercosis (Ev et al, 1999; Prabhakaran et al,
2004; Hancock et al., 2006; Atluri et al., 2009, 2011; Fang et al.,
2009; Salazar and Lindh, 2011). A major difference with our anal-
ysis is identification of all proteins by mass spectrometry using the
T. solium genome database (Tsai et al, 2013). It is worth mention-
ing that in addition to their potential use as diagnostic reagents,
some of these proteins could also have other potential uses, such
as vaccine targets.

Conclusions

Seven Taenia solium proteins were identified as potential spe-
cific antigens for the diagnosis of porcine cysticercosis. Among
them, annexin B1 and cAMP-dependent protein kinase possessed
highly specific regions that make them suitable candidates for cys-
ticercosis diagnosis. Further studies will be conducted to evaluate
the potential of the seven selected antigens (individually or in
combination), using a larger number of sera from naturally-in-
fected pigs, as well as with sera and cerebral spinal fluids from
neurocysticercotic human patients to establish whether the same
antigens might also be useful in other species.
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