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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 pública en países en vías 

de desarrollo como México, y también en países industrializados debido al 

aumento de la inmigración desde áreas endémicas. Diversos reportes señalan que 

en nuestro país aún persisten las condiciones para que el ciclo de vida de T. 

solium se desarrolle. 

En la actualidad existen diferentes formas para realizar el diagnóstico de la 

cisticercosis, y entre ellas son comunes los criterios clínicos junto con las técnicas 

de neuroimagen en humanos, la inspección en lengua en cerdos y las técnicas de 

inmunodiagnóstico para ambos. Estas últimas identifican la presencia de 

antígenos, indicativa de la viabilidad del parásito, y la presencia de anticuerpos, 

indicativa del contacto con el parásito. Si bien estas herramientas resultan muy 

atractivas en cuanto a costos y tiempo, no tienen una capacidad predictiva de una 

prueba diagnóstica adecuada, por lo que la optimización del inmunodiagnóstico 

para la cisticercosis continúa siendo un desafío. Por esta razón resulta necesario 

generar nuevas herramientas diagnósticas, altamente sensibles y específicas. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar las propiedades de dos proteínas 

inmunodominantes de T. solium: la anexina B1 y la cinasa dependiente de AMPc, 

en su capacidad diagnóstica para la cisticercosis humana y porcina. 

Con la finalidad de identificar epítopos que pudieran ser útiles en el diagnóstico, se 

identificaron in silico péptidos antigénicos a partir de las secuencias de 

aminoácidos, de las proteínas anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc. Los 

péptidos con el mayor índice de antigenicidad para cada proteína, así como las 

dos proteínas expresadas en forma recombinante, fueron evaluados y 

comparados en su capacidad diagnóstica 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 
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utilizaron muestras de suero de cerdos afectados por otras parasitosis y sueros de 

individuos no infectados con alteraciones neurológicas. Los resultados obtenidos 

en este estudio mostraron que los antígenos anexina B1 y cinasa dependiente de 

AMPc, presentaron epítopos 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 proteínas 

recombinantes el reconocimiento alcanzó hasta 58%. Por otro lado, cuando se 

emplearon combinaciones de las proteínas recombinantes y los péptidos 

sintéticos, se observó que el reconocimiento de los antígenos anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc, alcanzó hasta 85% y 70% respectivamente al usar las 

muestras de suero de humanos positivos para cisticercosis. 

 Adicionalmente, los péptidos sintéticos y las proteínas 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, así como con 1 de las 9 

muestras de suero de humanos con otras neuropatologías, empleando proteínas 

recombinantes, y en 4 de 9 sueros analizados con péptidos sintéticos. 

Considerando que los sueros utilizados provienen de México, país endémico para 

la cisticercosis, no puede descartarse que estos falsos positivos resulten de 

contactos previos con el parásito. 

Finalmente, nuestros resultados sugieren que los antígenos recombinantes 

anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc en conjunto con los péptidos sintéticos, 

presentan epítopos que podrían considerarse para el desarrollo de un kit 

diagnóstico de cisticercosis humana y porcina con utilidad para estudios 

seroepidemiológicos. 
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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. 
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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. 
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3. INTRODUCCIÓN. 

 

3.1 Taenia solium. 

Taenia solium es el parásito causante de la teniasis/cisticercosis. En su estado 

adulto (causante de la teniasis),  es un gusano plano con escólex, cuello y una 

cadena de muchos segmentos denominados proglótidos. 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 proglótidos inmaduros, maduros y grávidos. 

Estos últimos son los más 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 parásito), es una vesícula blanquecina con una pared translúcida y 

llena de líquido, que mide alrededor de 1-2 cm y a través de la cual se puede 

observar el escólex invaginado.  

La teniasis y la cisticercosis son parasitosis que causan problemas de salud y 

pérdidas económicas en países en vía de desarrollo  de Latinoamérica, África y 

Asia (1-3) (Figura 1). En países industrializados, la incidencia de la cisticercosis 

humana se ha reportado como una enfermedad importada, debido al aumento de 

la inmigración desde áreas endémicas, aun así, se han reportado casos 

autóctonos debido a la transmisión de los portadores asintomáticos de la Taenia, 

que probablemente adquirieron la infección en el extranjero (4-6).  

La cisticercosis es una parasitosis que está 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 núcleo familiar 

(7, 8).  
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Figura 1. Mapa que muestra la distribución a nivel mundial, de T. solium.   

 

3.2 Ciclo de vida de Taenia solium. 

 

El ciclo de vida del parásito involucra a dos hospederos, al humano como 

hospedero definitivo y al cerdo como hospedero intermediario. El humano se 

infecta y desarrolla la teniasis (estado adulto del parásito), cuando ingiere carne de 

cerdo mal cocida y contaminada con cisticercos viables. Por otro lado, los cerdos 

adquieren la cisticercosis (estado larval del parásito) al ingerir los huevos o 

proglótidos grávidos liberados en las heces de humanos portadores del estado 

adulto del parásito. En el cerdo, el cisticerco puede llegar a localizarse en 

diferentes tejidos como el músculo esquelético, ojos, corazón 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 
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neurocisticercosis (NC),  que es la forma más grave de la enfermedad (8, 9) 

(Figura 2).  

 

 

 

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

cosmopolita. Investigación y ciencia. Mayo 2006). 

 

 

3.3 Neurocisticercosis. 

 

La NC es la infección del SNC con el cisticerco de T. solium. Esta enfermedad 

puede ser tanto asintomática como sintomática y la severidad de los síntomas 

dependen de muchos factores como: el número, tamaño y localización de los 

cisticercos y de la intensidad de la respuesta inmune del hospedero (10, 11). 
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Algunas de las manifestaciones de la NC pueden ser: dolor de cabeza intenso, 

convulsiones, hidrocefalia, ceguera y diversos síntomas neurológicos (12).       

La NC es considerada como una enfermedad desatendida, a pesar de que se 

considera un problema de salud en áreas endémicas. Se ha reportado como la 

infección parasitaria más común del SNC y la causa más frecuente de epilepsia en 

países en vía de desarrollo, siendo responsable de aproximadamente el 30% de 

los casos de epilepsia en estos países (2, 6, 13). En México aún se mantienen las 

condiciones para que el ciclo de vida de T. solium se desarrolle; ya que, según los 

reportes de los últimos 10 años existe hasta un 32% de prevalencia de 

cisticercosis porcina, en algunas comunidades y cerca de 500 casos de NC fueron 

reportados (14). Aunque estos datos no representan la carga real de NC y de la 

cisticercosis porcina, si evidencian que T. solium aún sigue siendo un problema de 

salud en México (14). 

Para el diagnóstico de la NC, se utilizan comúnmente las técnicas de neuroimagen 

(Resonancia Magnética Nuclear y Tomografía Axial Computarizada). Estas 

técnicas muestran la morfología y localización de los cisticercos, el estado en el 

que se encuentra el cisticerco, y la presencia de inflamación alrededor de las 

lesiones (11). Adicionalmente, se tienen en cuenta varios criterios clínicos y 

epidemiológicos; así como, el análisis del líquido cefalorraquídeo (LCR), que se 

obtiene de los pacientes mediante punción lumbar y permite evaluar el grado de 

inflamación del SNC, a través del análisis de las células inflamatorias en el LCR, o 

mediante la búsqueda de anticuerpos específicos mediante ELISA utilizando 

antígenos de interés purificados y/o antígenos de secreción del parásito, como el 

antígeno HP10 (15-17). 

En conjunto con la clínica, las técnicas de inmunodiagnóstico han sido 

herramientas útiles para apoyar el diagnóstico de la NC y cisticercosis porcina 

(18). Así mismo, para la realización de estudios epidemiológicos que permitan 

estimar la prevalencia de la infección, así como dar seguimiento a la misma 

durante y después de programas de control (18). Los ensayos de 

inmunoelectrotransferencia (EITB) e inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), 
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han sido los más utilizados para el inmunodiagnóstico 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 antígenos purificados, tiene una mayor especificidad y 

sensibilidad (20,21). Estos ensayos, han sido orientados a la búsqueda de 

anticuerpos específicos y antígenos circulantes del parásito, fundamentalmente en 

suero y LCR.  

La prueba mejor documentada hasta el momento y conocida como el “estándar de 

oro”, es el EITB, utilizando antígenos 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 más 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 

detección de antígenos del parásito en suero o LCR, existen dos métodos que han 

sido validados y son usados rutinariamente para la detección de antígenos del 

parásito y se basan en la utilización 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 infección parasitaria causada por el 

establecimiento del cisticerco de T. solium en diferentes tejidos del cerdo (músculo 

esquelético, ojos, corazón y cerebro). Esta prevalece en países en vía de 

desarrollo, donde existen condiciones que favorecen la persistencia del ciclo de 

vida del parásito (26).     

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

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

establecerla en todo el territorio nacional (27). Sin embargo, datos obtenidos por 
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medio de la inspección en lengua de cerdos vivos en diferentes áreas del país, 

indicaron que en varias comunidades del estado de Morelos la prevalencia fue del 

4 al 10%; además también se encontraron algunos casos en los que se reportó el 

33% (7, 28). Por otro lado, de septiembre del 2009 a diciembre del 2012 se llevó a 

cabo un estudio epidemiológico en tres regiones del estado de Guerrero. Se 

evaluó el impacto de un programa de control de la teniasis-cisticercosis, basado 

en la educación a la comunidad y la vacunación de cerdos. Se observó que 

después del programa, hubo una disminución de la cisticercosis porcina mediante 

seroprevalencia  (17.7 a 13.3%) así como, mediante examen en lengua (7 a 0.5%) 

y ultrasonido (3.6 a 0.3%) (29). 

El método más común aunque poco sensible (30), que se utiliza para el 

diagnóstico de la cisticercosis porcina, es la inspección en lengua. Además, este 

es un procedimiento que requiere de la sujeción del animal y de la participación de 

personal entrenado. En cuanto al inmunodiagnóstico, varias técnicas han sido 

empleadas, entre éstas, el ensayo de EITB con LLGP (20) y el ensayo de ELISA 

para la detección de antígenos de secreción del parásito (31) y otros, diseñados a 

partir de diferentes fuentes antigénicas (32-34). No obstante, en un estudio donde 

se evaluaron  diferentes métodos de diagnóstico (inspección en lengua, detección 

de antígenos o anticuerpos por ELISA y EITB con LLGP), se reportó que en 

cerdos rurales que presentaban una carga ligera de parásitos (entre 1 y 5 

cisticercos, a excepción de 1 cerdo que presentó 80 cisticercos) el diagnóstico no 

tenía la sensibilidad y especificidad adecuada (30). Por otro lado, en un estudio 

reciente se observó que el examen del músculo del cuello de los cerdos, junto con 

el inmunodiagnóstico con ELISA utilizando antígeno crudo del cisticerco de T. 

solium, fueron herramientas más sensibles y por lo tanto útiles para el diagnóstico 

de la cisticercosis porcina en áreas endémicas (32). 
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3.5 Métodos de detección de anticuerpos.  

Los métodos de detección de anticuerpos son útiles para realizar una evaluación 

cualitativa o cuantitativa mediante la determinación del título de anticuerpos, ya 

sea en suero o LCR. Es conocido, que una vez que la infección ha sido resuelta, el 

número de anticuerpos disminuye, pero los que quedan pueden permanecer por 

largos periodos. Por esta razón, la detección de anticuerpos no es la más 

apropiada para evaluar el resultado de un tratamiento o la prevalencia de la 

parasitosis en zonas endémicas (35); sin embargo, la presencia de anticuerpos 

específicos  indica que hubo exposición al parásito, aunque no detecta la 

presencia de una infección persistente, ni tampoco permite distinguir aquellos 

casos en donde el cisticerco se encuentra en los estados degenerativos coloidal o 

granular, donde existe una fuerte reacción inflamatoria (NC activa) y es difícil 

diferenciarlos de los casos en donde el cisticerco se encuentra calcificado y hay 

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

Las fuentes antigénicas utilizadas para la detección de anticuerpos, han sido 

extractos totales de proteínas del parásito, fracciones específicas del cisticerco de 

T. solium altamente purificadas, así como antígenos recombinantes y péptidos 

sintéticos, con los que se ha logrado incrementar la sensibilidad y especificidad 

(21, 37, 38).  

 

3.6 Métodos de detección de antígenos. 

Los métodos para la detección de antígenos, son de gran utilidad; ya que, reflejan 

la presencia de parásitos “viables”, lo que resalta su importancia como una 

herramienta para el seguimiento de terapias antiparasitarias (15, 39). Los ensayos 

para detección de antígenos del cisticerco de T. solium, se llevan a cabo en suero 

y LCR utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales, siendo estos últimos 

más específicos para la técnica, ya que son dirigidos contra antígenos particulares 

del parásito (17, 39). Cuando el cisticerco se localiza en el SNC, la detección de 

antígenos en LCR es más eficiente que cuando se utiliza suero (22, 40), sin 
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embargo, hay que señalar 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 detección de antígenos para el 

diagnóstico 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 

detección de anticuerpos (41), y además los antígenos pueden compartirse con 

los de otros parásitos y dar lugar a falsos positivos. Por tal motivo, la detección de 

antígenos no sería el método más adecuado para un diagnóstico 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 diagnóstico de la cisticercosis, 

debida a T. solium aún sigue siendo un desafío; ya que, se ha observado que la 

especificidad puede llegar a ser baja en algunos casos, utilizando las técnicas de 

neuroimagen y los criterios clínicos. Así mismo, la técnica de punción lumbar para 

el análisis del LCR, es un procedimiento muy invasivo para el paciente. Por otro 

lado, se ha reportado que los test de inmunodiagnóstico 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). Además de otras variables que tienen que ver con la propia 

parasitosis como: el número de parásitos, su localización y estado de desarrollo 

del mismo (Tabla 1).  

 

Tabla 1: Estudios relevantes para la detección de anticuerpos y antígenos de Taenia 

solium. 

  DETECCIÓN DE ANTICUERPOS   

Fuente antigénica Técnica  Muestra  Sensibilidad/especificidad Ref. 

CM S2 y DEAE S2 
fracciones del cisticerco de 
T. saginata, purificadas por 
cromatografía de 
intercambio iónico  

ELISA  Suero  CM S2: 88.8/93.7%                           
DEAE S2: 93.4/92.6% 

[45] 
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Antígenos de 10-30 kDa de 
T. solium, separados por 
2DPAGE 

EITB  Suero  73.7/92% [34] 

DEAE S1 and DEAE S2 
fracciones del cisticerco de  
T. solium, purificadas por 
cromatografía de 
intercambio iónico   

ELISA         Suero  DEAE S1: 87.5/87.9%            

DEAE S2: 90/90.4% 

[34] 

Antígeno recombinante 
Ts8B2 y péptido sintético 
Ts8B2-4 del cisticerco de T. 
soium 

ELISA  Suero  Ts8B2: 91.3/92.5 (NC activa) 
68.6/92.5 (NC inactiva)         
Ts8B2-4: 21.7/96.7% (NC activa) 
13.7/96.7% (NC inactiva) 

[71] 

Antígeno recombinante Tsol-
p27 del cisticerco de T. 
solium 

Dot-blot 
ELISA     
EITB 

 

 Suero  86.7/94.6%                                      
86.7/94.6%                                
76.4/95.6% 

[54] 

Antígenos purificados de 
bajo peso molecular del 
cisticerco de T. solium 

ELISA  Suero           

 

LCR 

 25/100% (NC inactiva) 

90.9/100% (NC activa) 

25/95.8%  (NC inactiva) 

90.9/95.8%  (NC activa) 

[57] 

Antígeno de T. saginata  
HP6-Bac y HP6-GST 

ELISA  Suero   

 

LCR 

 HP6-Bac: 77.4/95.4% 

HP6-GST: 80.6/93.1% 

HP6-Bac: 76.9% 

HP6-GST: 73.1% 

[58] 

E/S antígeno de 43kDa EITB  Suero  

LCR 

 (suero) 88.23/100% 

(LCR) 89.28% 

[72] 

Antígeno TsAg5 del 
cisticerco de T. solium 

EITB  Suero  75.44% (múltiples cisticercos) 

39.62% (un solo cisticerco) 

[73] 

      96.36% (NC extraparenquimal)  

      Especificidad 76.70%  

DETECCIÓN DE ANTÍGENOS 

Fuente antigénica Técnica Muestra Sensibilidad/especificidad Ref. 

Anti-Ag de E/S del cisticerco 
de T. saginata 

ELISA Suero 85.7/96.9% [39] 

Anti- Ag T. solium (Tso) y T. 
crassiceps (Tcra) 

ELISA LCR (Tso) 81.2/82% 

(Tcra) 90/98% 

(Tcra <30 kDa) 95.8/100% 

[74] 
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Anti- Ag total de cisticerco de 
T. solium 

Aglutinación 

(Co-A) 

ELISA 

Suero 

Orina 

Suero 

75/100% (Co-A) 

62.5/100% (Co-A) 

62.5/96% (ELISA) 

[75] 

Antígeno HP10 ELISA Suero 

LCR 

84.8/94% 

91.3% 

[25] 

Antígeno B ELISA LCR 70/90% [76] 

Antígenos de cisticerco de  T. 
solium 

ELISA Orina 

 Suero 

(Suero) 90/98% 

(Orina) 86/88% 

[77] 

     

Antígenos de cisticerco de T. 
solium 

ELISA Suero 85.7/96.9% (NC inactiva 
aparentemente) 

[39] 

Antígenos somáticos y de E/S 
del cisticerco de T. solium 

EITB Suero 

 

LCR 

 

Orina 

56.9/93.9% (Ag somático) 

64.7/95.4% (Ag E/S) 

78.6/95.2% (Ag somático) 

67.8/97.6% (Ag E/S) 

50/97% (Ag somático) 

62.5/96% (Ag E/S) 

[40] 

 

 

3.7 Nuevas estrategias para el diagnóstico de la cisticercosis humana y 

porcina. 

Existen nuevas estrategias que han contribuido a la identificación de moléculas 

antigénicas que han sido propuestas para el diagnóstico de la cisticercosis. 

Algunas de ellas hacen uso de las herramientas proteómicas (separación de  

proteínas mediante geles en doble dimensión-2D-PAGE), para la identificación de 

proteínas específicas inmunoreactivas mediante inmunoblot y la identificación de 

las proteínas mediante espectrometría de masas (MS). Estas herramientas, han 

sido de gran utilidad para la identificación de antígenos blanco específicos que 

pudieran ser utilizados en el diagnóstico de la cisticercosis (34, 38, 42, 43). Un 

ejemplo de ello, es el caso de los antígenos Tsol-p27,  anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc, antígenos del cisticerco de T. solium, que fueron 
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identificados por 2D-PAGE y Western blot. Para la identificación de estos 

antígenos se utilizaron muestras de suero de humanos en el caso de Tsol-p27 y 

de cerdos en el caso de los antígenos anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc. 

Las proteínas fueron identificadas por MS y fueron propuestas como posibles 

blancos para ser evaluados serológicamente (38, 42).  

Adicionalmente, el fraccionamiento de antígenos del cisticerco de T. solium, o de 

antígenos heterólogos del cisticerco de T. saginata por cromatografía de 

intercambio iónico, ha sido una técnica que ha permitido seleccionar antígenos 

potencialmente útiles para el inmunodiagnóstico de la NC, evitando las reacciones 

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

Recientemente el uso de la tecnología 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 identificación de antígenos 

que sean reconocidos por estos anticuerpos y posteriormente evaluar el potencial 

de dichos antígenos para el diagnóstico de NC (46).  

 

3.8 Antecedentes. 

En la primera parte de este proyecto, se identificaron antígenos 

inmunodominantes, (antígenos que son más fácilmente reconocidos por el sistema 

inmune) específicos del cisticerco de T. solium mediante proteómica. Lo anterior, 

con el fin de proponer antígenos blanco para la realización de un método 

diagnóstico y tratar de optimizar la especificidad y sensibilidad para la detección 

de la cisticercosis porcina. Para este propósito se obtuvieron cisticercos de 

músculo esquelético de cerdos naturalmente infectados. A partir de estos, se 

preparó un extracto de proteínas totales y se separaron las proteínas del mismo, 

utilizando la técnica de electroforesis en doble dimensión (2D-PAGE). Las 

proteínas obtenidas, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se realizó 

la técnica de inmunoblot, utilizando mezclas de sueros de cerdos cisticercosos 

infectados naturalmente, de cerdos negativos por necropsia y seropositivos por la 
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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 proteínas fueron reconocidas específicamente con la mezcla de 

sueros de cerdos cisticercosos (no fueron reconocidas con los controles) y 

presentaron p.I 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 proteínas de 

cisticercos de T. solium, contra mezcla de sueros de cerdos cisticercosos a diferentes 

intervalos de pH. A) pH 3-10 y B) pH 3-6. Los números en rojo indican las 13 proteínas 

que presentaron un reconocimiento específico.  

 

Posteriormente, por espectrometría de masas se logró identificar un total de 9 

proteínas correspondientes a proteínas de citoesqueleto, involucradas en 

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

MS/MS.   

 

Estas proteínas se analizaron con la base de datos del genoma de T. solium, y de 

esta manera, se logró identificar la secuencia de aminoácidos de cada uno de los 

7 antígenos (31). Adicionalmente, se realizaron alineamientos de las secuencias 

de proteínas de los 7 antígenos, con las secuencias reportadas para otros 

parásitos relacionados, encontrando que 2 de las proteínas presentaron un mayor 

número de diferencias en su secuencia, con respecto a la de los otros parásitos 

relacionados (anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc). Lo anterior indicó, que 

dichas proteínas podían ser útiles para un diagnóstico más específico.   

En base a estos resultados, en el presente trabajo se evaluó la propiedad 

diagnóstica de cisticercosis humana y porcina, de las proteínas anexina B1 y 

cinasa dependiente de AMP cíclico, en la versión de proteínas recombinantes y de 

péptidos sintéticos. Lo anterior se llevó a cabo, utilizando un conjunto extenso de 

sueros de cerdos positivos para cisticercosis y con otras infecciones parasitarias, 

así mismo se utilizaron sueros de pacientes con NC confirmada y de individuos no 

infectados con alteraciones neurológicas.  
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4. JUSTIFICACIÓN. 

 

El inmunodiagnóstico basado en la detección de anticuerpos contra antígenos del 

cisticerco de T. solium, es una herramienta que apoya el diagnóstico de la 

cisticercosis. Sin embargo, la capacidad predictiva de los métodos existentes es 

insuficiente, por lo que no se utilizan de rutina para el diagnóstico de cisticercosis 

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

La capacidad predictiva de los ensayos existentes, depende del tipo de muestra 

utilizada: suero, orina, LCR, el antígeno empleado y la técnica utilizada para la 

detección (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 múltiples 

parásitos e individuos más inflamatorios con mayor capacidad de producir 

anticuerpos. Es relevante mencionar, que la detección de anticuerpos no distingue 

entre individuos infectados o aquellos que han estado en contacto con el patógeno 

y han resuelto la infección satisfactoriamente. 

En este trabajo resolvimos retomar el tema del inmunodiagnóstico, utilizando las 

nuevas herramientas genómicas y bioinformáticas, en el intento de identificar 

candidatos con mayor capacidad para el desarrollo de un ensayo diagnóstico 

reproducible y de alta capacidad predictiva.  
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5. HIPÓTESIS. 

 

Las secuencias de aminoácidos de las proteínas anexina B1 y cinasa dependiente 

de AMP cíclico, contienen epítopos lineales y/o conformacionales específicos de 

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

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

 

6.1 OBJETIVO GENERAL. 

Identificar en los antígenos anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc, las 

secuencias de interés para desarrollar un ensayo sensible y específico para el 

inmunodiagnóstico de la cisticercosis porcina y humana.  

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

 Identificar los péptidos con mayor índice de antigenicidad de las proteínas 

anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc. 

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

el inmunodiagnóstico de cisticercosis causada por T. solium. 

 Evaluar los antígenos recombinantes y péptidos sintéticos, con muestras de 

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

 Evaluar los antígenos recombinantes y péptidos sintéticos, con muestras de 

pacientes con NC, negativos para NC y con otros desórdenes neurológicos.  

 Determinar cuál de los  antígenos recombinantes y péptidos sintéticos, 

presenta una mejor propiedad diagnóstica de cisticercosis humana y 

porcina.  
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METODOLOGÍA. 

 

7.1 Identificación de los péptidos con mayor índice de antigenicidad 

Para la identificación de los péptidos con el mayor índice de antigenicidad, se llevó 

a cabo un análisis de las secuencias de aminoácidos de cada proteína de interés, 

utilizando la herramienta bioinformática “Immune Epitope Database And Analysis 

Resource, (www.iedb.org)”. A partir de estos algoritmos, se obtuvieron gráficas que 

mostraron la variación del índice antigénico en función de la posición de 

aminoácidos. Los picos más altos por encima del umbral, indicaron los grupos de 

residuos de aminoácidos 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 o agua dependiendo de su hidrofobicidad (1 mg/ml). 

Posteriormente se prepararon alícuotas de cada péptido y se guardaron a una 

temperatura de -20°C hasta su uso.   

  

7.2 Clonación de las proteínas  anexina B1 y cinasa dependiente de 

AMPc.    

 

7.2.1  Extracción de ARN de cisticercos de T. solium. 

La extracción del ARN, se hizo a partir de 3 cisticercos aislados de músculo 

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 recuperó y se adicionaron 220 µl de cloroformo a 4°C, el tubo se 

agitó durante 30 segundos y se incubó 5 minutos en hielo seco. Posteriormente, 

se centrifugó a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa con el ARN, 

se transfirió a un tubo eppendorf estéril  y a este volumen se le adicionó 600 µl de 

isopropanol, el tubo se agitó y se incubó a -20°C durante 1 hora. Posteriormente el 

http://www.iedb.org/
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tubo se centrifugó a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el sobrenadante fue 

desechado. Por otro lado, el precipitado con el ARN se lavó adicionando 300 µl de 

etanol al 80%, posteriormente el tubo se agitó y centrifugó a 13000 rpm durante 5 

minutos a 4°C y el sobrenadante fue desechado. Finalmente el precipitado con el 

ARN se dejó secar durante 5 minutos y se resuspendió en 40 µl de agua DEPC.  

 

7.2.2 Amplificación de la secuencia codificadora de  las proteínas anexina B1 

y cinasa dependiente de AMPc. 

 

A partir del ARN total, se llevó a cabo la amplificación del ADNc para cada una de 

las proteínas de interés. La amplificación se realizó mediante Retrotranscripción-

acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), utilizando el 

sistema SuperScript III Transcriptasa reversa de Invitrogen, de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante. Para esto se utilizaron 2 µl del ADNc y 1 µl de los 

siguientes oligonucleótidos:  

- Anexina B1:  

Sentido: 5´AATGGGTCGCGGATCCATGGCCTACTTGTCGCTCCCTG3´ 

Antisentido: 5´TGCTCGAGTGCGGCCGCTGCAGGGCCGATGAGTTTCAA3´ 

- Cinasa dependiente de AMPc: 

Sentido: 5´AATGGGTCGCGGATCATGTCAAAGAAGGCTGTTG3´ 

Antisentido: 5´TGCTCGAGTGCGGCCATGGCGTAACTCGGGTAC3´  

Los productos amplificados se  corrieron en geles de agarosa al 1%. Las bandas 

que se encontraban en el tamaño molecular esperado fueron eluídas del gel y 

posteriormente purificadas mediante el método de fenol-cloroformo y precipitación 

por etanol al 70%. La integridad de la secuencia de los amplicones obtenidos se 

verificó por secuenciación capilar. 
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7.2.3 Clonación de  la proteína cinasa dependiente de AMPc.    

 

La región codificante de la proteína cinasa dependiente de AMPc, se clonó en el 

vector de expresión pET23a. Para esto, se digirió tanto el inserto como el plásmido 

con las enzimas NotI y BamHI. Para evitar la religación del vector, después de la 

digestión 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 realizó la extracción con fenol-cloroformo y precipitación 

por etanol al 70%, para eliminar la CIAP y purificar el DNA. Posteriormente se 

cuantificó la concentración del vector y los insertos, mediante espectrofotometría a 

260 nm (Nanodrop 2000, Thermoscientific). Para ligar los insertos en el vector, se 

realizó una reacción de ligación utilizando la enzima T4 DNA ligasa, a una relación 

(1:3) vector-inserto. La reacción de ligación se incubó a 16°C durante toda la 

noche. La transformación bacteriana se llevó a cabo utilizando toda la reacción de 

ligación y células competentes de la cepa de Escherichia coli  JM109, mediante 

choque térmico a 42°C durante 90 segundos. 

 

7.2.4 Clonación de la proteína anexina B1. 

Debido a las dificultades que se presentaron para la clonación del amplicón de 

anexina B1, se decidió utilizar el kit comercial “In Fusion HD Cloning” (Clontech), 

de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para este método se diseñó un 

par de oligonucleótidos con extensiones de 15 nucleótidos homólogos a los 

extremos del plásmido pET23a (mencionados en el apartado b), a partir de los 

cuales se amplificó la secuencia codificante de interés. Adicionalmente, se llevó a 

cabo la restricción enzimática de los extremos NotI y BamHI presentes en el 

plásmido. Posteriormente se mezclaron 2.5 µl del vector linearizado, 2 µl del 

fragmento de PCR purificado, 2 µl de la mezcla “In Fusion Enzyme Premix” y se 

llevó la reacción a un volumen final de 10 µl. La reacción de clonación se incubó 

durante 15 minutos a 50°C y posteriormente se realizó la transformación de 
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células competentes E. coli HST08 “Stellar  TM  Competent Cells” de Clontech. 

Para la transformación se siguió 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 µg/ml). 

Posteriormente para verificar que las clonas fueran recombinantes, se llevó a cabo 

la restricción enzimática del DNA plasmídico y se corroboró la liberación de los 

fragmentos clonados. Adicionalmente, se analizó la integridad de la secuencias 

por secuenciación capilar. 

 

7.3 Expresión de las proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc. 

La expresión de las proteínas se llevó a cabo en células de E. coli BL21 (DE3), las 

cuales son deficientes en la expresión de proteasas y además presentan la 

secuencia que codifica la ARN polimerasa T7 que se requiere para la expresión de 

los vectores pET23a.  

Para la expresión de las proteínas recombinantes, las cepas transformadas se 

sembraron en 100 ml de medio LB con ampicilina (100 µg/ml) a 37°C con 

agitación constante (150 rpm) durante toda la noche. Posteriormente, se 

adicionaron 10 ml del cultivo anterior a 1000 ml de medio LB y se incubó a 37°C 

en agitación constante a 150 rpm hasta alcanzar una densidad óptica de 0.6. 

Posteriormente se adicionó el inductor IPTG (isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido), 

a una concentración de 1 mM y la inducción se llevó a cabo durante 6 horas. Al 

finalizar el tiempo de inducción, el cultivo se centrifugó a 5000 rpm a 4°C durante 

15 minutos. El precipitado de células se resuspendió en amortiguador de lisis y 

posteriormente la mezcla fue fragmentada por sonicación en hielo durante 3 ciclos 

de 2 minutos con pulsos de 9 segundos y 5 segundos de descanso. 

Posteriormente el cultivo lisado se centrifugó a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C 

y el sobrenadante se separó del precipitado. Ambos se guardaron a -70°C hasta 
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su uso. La expresión de las proteínas se verificó, mediante electroforesis en geles 

de poliacrilamida al 12%.  

 

7.4 Purificación de las proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc. 

Para la purificación de las proteínas recombinantes, se utilizaron las fracciones 

solubles colectadas a las 6 horas de inducción de la expresión de las proteínas, 

las cuales se hicieron pasar por una columna de cromatografía líquida acoplada al 

sistema de cromatografía liquida automatizado “ÄKTA™FPLC”, de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante se colectaron diferentes fracciones con las proteínas 

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

 

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

proteínas recombinantes. 

Las fracciones obtenidas fueron separadas por electroforesis y posteriormente 

transferidas  a membranas de PVDF (Membrana de transferencia Fluoruro de 

polivinilideno), mediante transferencia húmeda durante 70 minutos a 100 voltios, 

voltaje constante.  

Las membranas fueron bloqueadas con albúmina en buffer de fosfatos (PBS) al 

3% por 4-6 horas, con agitación lenta a temperatura ambiente. Posteriormente se 

incubaron con el anticuerpo primario anti-HIS, acoplado a peroxidasa de rábano 

(Abcam USA) (Cell Signaling Technology USA), a una dilución 1: 2000, en PBS, 

durante toda la noche a 4°C y con agitación continua. Después de la incubación 

con el anticuerpo primario, la membrana fue lavada 5 veces con PBS/Tween 1X. 

El revelado se hizo mediante el reactivo OPD. Las proteínas se visualizaron 

mediante la coloración azul del OPD. 
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 7.6 Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad diagnóstica de los 

 péptidos sintéticos y las proteínas recombinantes. 

La prueba de ELISA se empleó para la detección de anticuerpos IgG en sueros de 

cerdos cisticercosos, no cisticercosos y con otras parasitosis (Cysticercus 

tenuicollis, Sarcocystis sp y quiste hidatídico); así como, en sueros de humanos 

positivos y negativos para neurocisticercosis y de pacientes con otras alteraciones 

neurológicas (Hidrocefalia secundaria, Cefalea en estudio, Papiledema y fístula de 

LCR).  

Para los ensayos de ELISA, se utilizó placas de 96 pozos, las cuales se 

sensibilizaron con una concentración de 1 µg por pozo del péptido o proteína 

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 µl de PBS-

Tween 0.05%. El bloqueo se realizó, incubando las placas con 200 µl de BSA 1% 

en PBS-Tween 0.05%, durante 40 minutos a 37°C. Posteriormente se adicionaron 

100 µl de las muestras de suero de cerdos a una dilución 1/100 y las muestras de 

suero de humanos a una dilución 1/200 y se incubaron por 40 minutos. 

Transcurrido el tiempo de incubación se adicionaron 100 µl por pozo de los 

anticuerpos anti-IgG de cerdo (dilución 1/12000) y de humano (dilución 1/5000) 

(acoplados a peroxidasa de rábano) según fuera el caso. A continuación  se 

adicionaron 100 µl por pozo del sustrato TMB y se dejó 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 reacción 

con 100 µl por pozo de H2SO4 y se leyó la densidad óptica de las placas a 450 nm 

en un espectrofotómetro.   

 

 7.7 Análisis de los datos.  

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

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

positivos y negativos para NC. Lo anterior se llevó a cabo utilizando como umbral 
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entre sueros positivos y sueros negativos, el promedio más dos desviaciones 

estándar de los sueros negativos para cisticercosis. Una vez clasificados los 

datos, se calculó cuántos de los sueros positivos para cisticercosis fueron 

detectados como positivos  por cada uno de los antígenos probados; así mismo, 

se calculó cuantos de los sueros negativos para cisticercosis fueron detectados 

como falsos positivos. Lo anterior se hizo a partir de los datos obtenidos para cada 

proteína recombinante y para cada péptido evaluado.  

Adicionalmente se hizo un programa en MATLAB, mediante el cual se calculó 

cuántos de los sueros positivos para cisticercosis, se detectan como positivos si se 

llevan a cabo diferentes combinaciones entre cada una de las proteínas 

recombinantes y los péptidos derivados de ellas. De esta manera se identificó la 

combinación que permite detectar el mayor número de sueros positivos para 

cisticercosis y el mínimo número de falsos positivos. De la misma manera, se 

analizó, si haciendo combinaciones entre ambas proteínas recombinantes y sus 

péptidos, también se podría aumentar el número de sueros positivos para 

cisticercosis sin aumentar falsos positivos. 
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8. RESULTADOS. 

 

8.1 Péptidos con el mayor índice de antigenicidad de las proteínas 

anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc.  

Se identificaron los péptidos con el mayor índice de antigenicidad en cada una de 

las proteínas de interés,  a partir de las gráficas obtenidas por medio de las 

herramientas bioinformáticas. Dichas gráficas mostraron la variación del índice 

antigénico en función de la posición de aminoácidos, lo que permitió  seleccionar 

péptidos con 10 a 14 aminoácidos que se encontraban ubicados en los picos más 

altos por encima del umbral (Figura 4). Para cada proteína se escogieron un total 

de 5 péptidos y adicionalmente para el péptido más largo de cada proteína, se 

construyó la versión 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 

composición de aminoácidos. Todos los péptidos fueron enviados  a sintetizar a 

“Custom Peptide Synyhesis - USV”.  

 

 

Figura 4. Gráficas de los índices de antigenicidad de los péptidos de la proteína anexina 

B1 y de la proteína cinasa dependiente de AMPc. En rojo se muestra donde se ubican los 

5 péptidos que se construyeron para cada proteína.    
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Para la proteína cinasa dependiente de AMPc, se enviaron a sintetizar 5 péptidos 

adicionales a los 5 seleccionados según el índice de antigenicidad. Estos 5 

péptidos correspondieron a regiones específicas para T. solium, identificadas a 

partir de un alineamiento de la secuencia de la proteína de T. solium, con 

secuencias de otros parásitos relacionados (Figura 5).  

 

Figura 5. Alineamiento de la secuencia de la proteína cinasa dependiente de AMPc de T. 

solium, con las secuencias de otros parásitos relacionados. Los 5 péptidos identificados 

adicionalmente se muestran en rojo; mientras que los péptidos identificados por índice de 

antigenicidad se muestran en azul.    

 

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

utilizaron para evaluar su propiedad diagnóstica para la cisticercosis.     
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Tabla 3. Lista de péptidos sintéticos, identificados para las proteínas anexina B1 y 

cinasa dependiente de AMPc.    

Péptidos Anexina B1 Posición a.a Péptidos cinasa dependiente de AMPc Posición a.a 

1. (1719) DYEALCLKLIGP 335-346 1. (1726) GILLFRCLD  

2. (1727) EVFRSIVLKSAF           

142-150 

241-252 

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

4. (1729) KLAVLDVGSF 

261-274 

364-373 

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

6. (1733) MSKKAVDVPA 

188-199 

5-14 

4. (1722) YREALLLALAGQ 163-174         7.   (1734) SNIINFAAEY 

        8.   (1735) KSGSDEETEL  

32-42 

324-333 

5. (1723) RFALLLIQSP 92-101         9.   (1736) HTQIYEEGTK 

      10.   (1737) AESDEEVMAP  

284-293 

87-96 

6. (1724  en desorden) 

EADYGPLCKLLI 

       11.   (1731 en desorden)  

      NQLLAYVPPSLQSIL             

 

7. (1725 invertido)     

PGILKLCLAEYD 

       12. (1732 invertido) 

      YASLSQLIPVQNLL 

 

Los números que se encuentran entre paréntesis, corresponden al número de 

identificación para cada péptido  

 

8.2 Clonación de las proteínas anexina B1 y cinasa dependiente de 

AMPc.    

8.2.1 Extracción de ARN de cisticercos de T. solium. 

La extracción del ARN se llevó a cabo, a partir de 3 cisticercos aislados de cerdos 

infectados naturalmente, utilizando el método de extracción 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 

tamaño molecular. Carril 2. Formas predominantes de ARN 

 

8.2.2 Amplificación de las secuencias codificadoras de las proteínas anexina 

B1 y cinasa dependiente de AMPc. 

A partir del ARN total y los pares de oligonucleótidos mencionados en la 

metodología, se logró obtener la amplificación de las regiones codificantes para 

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

 

 

Figura 7. Amplificación por RT-PCR de las regiones codificantes, para las proteínas de 

interés. A) Cinasa dependiente de AMPc y B) Anexina B1. Carriles 1. Marcador de tamaño 

molecular (100 pb). Carriles 2. Producto de amplificación.    
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Los resultados muestran que los productos de amplificación obtenidos, están en el 

tamaño esperado: 1041pb para la proteína anexina B1 y 1104pb para la proteína 

cinasa dependiente de AMPc. Adicionalmente los resultados de la secuenciación 

confirmaron que estos productos de amplificación corresponden a las regiones 

codificantes para cada proteína de interés (Anexo 1).  

  

8.2.3 Clonación de la proteína 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 aisló 

su DNA recombinante. El DNA, fue sometido a una doble restricción con las 

enzimas BamHI y NotI, para  la liberación del inserto correspondiente a la región 

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

 

Figura 8. Gel de agarosa al 1%, después de la doble restricción BamHI y NotI del vector 

pET23a,  para observar la liberación del inserto correspondiente a la región codificante de 

la proteína cinasa dependiente de AMPc. Carril 1 (vector sin digerir). Carril 2 (vector e 

inserto en 1104 pb después de la restricción BamHI y NotI).  

 

Adicionalmente, el vector recombinante se envió a secuenciar y los resultados 

obtenidos confirmaron la integridad, de la secuencia correspondiente al marco de 

lectura abierto que codifica para la proteína cinasa dependiente de AMPc (Anexo 

2).   
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8.2.4 Clonación de la proteína anexina B1. 

Para la clonación de la región codificante de la proteína anexina B1, se utilizó el kit 

comercial “In Fusion HD Cloning” (Clontech), de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. En este caso utilizando los oligonucleótidos mencionados en la 

metodología y mediante una reacción de PCR, se logró amplificar el fragmento 

codificante de la proteína anexina B1 (Figura 7). De la misma manera que para la 

proteína anterior, una vez realizada la reacción de ligación y de obtener los 

plásmidos recombinantes, se llevó a cabo la transformación de células 

competentes y posteriormente se aíslo y purificó el DNA de las clonas 

transformadas para luego poder confirmar la correcta clonación del inserto de 

interés (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Gel de agarosa al 1%, después de la doble restricción BamHI y NotI del vector 

pET23a,  para observar la liberación del inserto correspondiente a la región codificante de 

la proteína anexina B1. Carril 1 (vector sin digerir). Carril 2 (vector e inserto en 1041 pb 

después de la restricción BamHI y NotI).  

 

El plásmido recombinante se envió a secuenciar y los resultados obtenidos 

confirmaron la integridad, de la secuencia correspondiente al marco de lectura 

abierto que codifica para la proteína anexina B1 (Anexo 3).   
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8.3 Expresión de las proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc. 

Durante la inducción de la expresión de las proteínas con IPTG 1mM, se pudo 

observar que a las 6 horas de inducción la expresión de las proteínas era óptima. 

Adicionalmente, la expresión se pudo observar no solamente en los cuerpos de 

inclusión, sino también en las fracciones solubles (Figura 10). Lo anterior ayudo a 

que la recuperación de las proteínas fuera más práctica a partir de las fracciones 

solubles.  

 

 

Figura 10. Geles de electroforesis que muestran los resultados de la inducción de la  

expresión de las proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc, a 

diferentes tiempos (T). Las imágenes superiores corresponden a las fracciones solubles 

donde se encontraba la proteína cinasa dependiente de AMPc (A) y la proteína anexina 

B1 (C). Los paneles B y D corresponden a las fracciones insolubles (cuerpos de inclusión) 

donde se encontraban las proteínas cinasa dependiente de AMPc (B) y anexina B1 (D).    
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente, se realizó la 

expresión de las proteínas colectando las fracciones solubles a las 6 horas de 

inducción de los cultivos bacterianos. Estas fracciones fueron separadas en un gel 

de electroforesis al 12%, a partir del cual se pudo observar la expresión de las 

proteínas, además de que se encontraran en el peso molecular esperado (Figura 

11).  

   

 

Figura 11. Gel de electroforesis que muestra la expresión de las proteínas 

recombinantes, a las 6 horas de inducción. Carril 1, marcador de peso molecular. Carril 2, 

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

 

8.4 Purificación proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc. 

La purificación de las proteínas recombinantes por medio del sistema de 

cromatografía liquida automatizado “ÄKTA™FPLC”, permitió obtener diferentes 

fracciones donde se pudo colectar las proteínas recombinantes. Estas fracciones 

fueron evaluadas en geles de poliacrilamida, para identificar aquellas en donde las 

proteínas estuvieran puras (Figura 12).  
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Figura 12. Geles de electroforesis representativos, que muestran la purificación de las 

proteínas anexina B1 (A) y cinasa dependiente de AMPc (B). Los carriles 1 corresponden 

a las fracciones solubles (muestra antes de la purificación), 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 proteínas recombinantes.    

 

En los geles de electroforesis, se pudo observar que para ambas proteínas en las 

fracciones 25 a la 26 se logró recuperar las proteínas recombinantes puras. Sin 

embargo, para el caso de la anexina B1 en la fracción 25, aunque se recuperó la 

proteína, esta se observa con contaminantes, por lo que fue necesario volver a 

pasar esta fracción por la columna.  

Adicionalmente, debido a que las proteínas recombinantes presentaban un tallo de 

histidina, el cual ayudo a la purificación de las mismas, se llevó a cabo un Western 

blot utilizando un anticuerpo anti-histidina, que permitió confirmar que las proteínas 

recombinantes purificadas correspondían a las proteínas anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc (Figura 13).   
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Figura 13. Detección de las proteínas recombinantes anexina B1 (A) y cinasa 

dependiente de AMPc (B), por Western blot, usando anticuerpo anti- histidina. Los carriles 

1, corresponden a la fracción 26 y los carriles 2 a la fracción 27, donde se recuperaron las 

proteínas recombinantes puras.    

 

8.5 Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad diagnóstica de los 

péptidos sintéticos y las proteínas recombinantes. 

 

8.5.1 Evaluación de la capacidad diagnóstica, de los péptidos sintéticos 

utilizando muestras de suero de cerdos cisticercosos, no cisticercosos y 

con otras parasitosis.  

 

Inicialmente se evaluó la capacidad diagnóstica 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 cuál 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 proteína 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 número de VP fueron el 1721, 1723 y 1725 (Figura 14).   
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Figura 14. Gráfico de dispersión que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteína 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 estándar). 

Los gráficos en cuadros rojos, indican los péptidos que reconocieron un mayor número de 

VP (círculos en colores).    

 

Para el caso de la proteína 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 número de VP fueron: 1727, 1728, 1731, 1732  y 1735 

(Figura 15).  
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Figura 15. Gráfico de dispersión que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteína 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 estándar). Los gráficos en cuadros rojos, indican los péptidos que 

reconocieron el mayor número de VP (círculos en colores).    

  

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

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

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

 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidió evaluar los péptidos que 

reconocieron el mayor número de VP, con un mayor número 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 hidatídico).  

 

En el caso de los 3 péptidos de la proteína anexina B1, se observó que entre el 

14% y 37% de las muestras de suero de cerdos cisticercosos fueron reconocidas 

como VP. El péptido que reconoció el mayor número 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 proteína 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 reconoció el mayor número 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 proteínas, permitieron discriminar más del 

90% de las muestras de suero de cerdos no cisticercosos (Anexo 4). Para el caso 

de los péptidos de la proteína anexina B1, se observó 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 proteína 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 hidatídico). Los resultados 

mostraron que los péptidos de ambas proteínas presentaron reacciones cruzadas 

principalmente con las muestras de suero de cerdos infectados con quiste 

hidatídico y con Cysticercus tenuicollis (Anexo 4).    
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8.5.2 Evaluación de la capacidad diagnóstica, de las proteínas 

recombinantes utilizando muestras de suero de cerdos cisticercosos, no 

cisticercosos y con otras parasitosis.  

  

Las proteínas recombinantes anexina B1 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 proteína recombinante  

anexina B1, el 37% de las 43 muestras de suero de cerdos cisticercosos, fueron 

reconocidas como VP y para el caso de la proteína 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 proteína recombinante 

anexina B1 y el 95.4% en el caso de la proteína recombinante cinasa dependiente 

de AMPc (Tabla 4).  

 

Al utilizar las muestras de suero de cerdos infectados con otras parasitosis, se 

observó que con la proteína recombinante anexina B1, 2 muestras presentaron 

reacción cruzada. Las muestras eran de cerdos infectados con Sarcocystis sp y 

Cysticercus tenuicollis. Para el caso de la proteína recombinante cinasa 

dependiente de AMPc, 1 muestra presento reacción cruzada y fue de un cerdo 

infectado con Cysticercus tenuicollis (Anexo 4). 
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8.5.3 Evaluación de la capacidad diagnóstica, de los péptidos sintéticos 

utilizando muestras de suero de humanos positivos para NC, negativos 

para NC y con otras alteraciones neurológicas.  

 

Inicialmente se evaluó la capacidad diagnóstica 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 proteínas, fueron capaces de 

diferenciar el 100% de las muestras positivas para NC del 100% de las muestras 

negativas para NC (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16. Gráfico de dispersión que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteína 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 estándar). 

 

Teniendo en cuenta lo anterior, se llevó a cabo la evaluación de la capacidad 

diagnóstica de los péptidos sintéticos con un mayor número 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 neurológicas (n=9).  

 



43 

 

Los resultados mostraron para el caso de los péptidos de la proteína 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 reconoció el mayor 

número de muestras de suero de humanos con NC (16/26). En el caso de los 

péptidos de la proteína cinasa dependiente de AMPc, entre el 35% y 50% de las 

muestras positivas para NC, fueron reconocidas como VP. El péptido 1732 fue el 

que reconoció un mayor número de muestras de suero de humanos con NC 

(13/26).  

 

Por otro lado, se pudo observar que todos los péptidos, a excepción del péptido 

1725 de la proteína 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 neurológicas, presentaron reacciones cruzadas con los 

péptidos sintéticos (Anexo 5).  

 

 

8.5.4 Evaluación de la capacidad diagnóstica, de las proteínas 

recombinantes utilizando muestras de suero de humanos positivos para 

NC, negativos para NC y con otros desordenes neurológicos. 

 

Para las proteínas recombinantes, también se llevó a cabo una primera evaluación 

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 

que de igual forma que los péptidos sintéticos, las proteínas 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. Gráfico de dispersión que muestra los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando las proteínas recombinantes anexina B1 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 estándar). 

 

Posteriormente se evaluaron ambas proteínas recombinantes, utilizando las 

mismas muestras de suero con las que se evaluaron los péptidos sintéticos. Los 

resultados mostraron que la proteína anexina B1, reconoció un 58% de muestras 

VP (15/26); mientras que la proteína cinasa dependiente de AMPc reconoció un 

35% de muestras VP (9/26).  

 

En cuanto a la capacidad de las proteínas recombinantes para diagnosticar las 

muestras de suero de humanos negativos para NC, se observó que la anexina B1 

reconoció el 94% de las muestras como VN, mientras que la cinasa dependiente 

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

 

A partir de los resultados obtenidos de la evaluación de los péptidos sintéticos y 

las proteínas 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 proteínas recombinantes, la proteína anexina B1 mostró 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 

proteína cinasa dependiente de AMPc presentó un mejor reconocimiento de VN 

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

 

En cuanto a los péptidos sintéticos se observó que los de la proteína 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 proteínas recombinantes de 

las proteínas anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc.  

 

 

 

Por otro lado con el fin de aumentar el reconocimiento de VP, por parte de los 

péptidos sintéticos como de las proteínas recombinantes, se identificó sí 

realizando combinaciones entre los péptidos y las proteínas recombinantes, el 
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reconocimiento podría aumentar. Para esto, se construyó un programa estadístico 

que arrojó todas las posibles combinaciones, que se pueden hacer entre la 

proteína recombinante y sus respectivos péptidos sintéticos, para identificar 

aquellas en donde se aumenta el reconocimiento de VP sin afectar la capacidad 

de discriminar a los VN. Con el análisis estadístico se obtuvieron gráficos 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 proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc  y sus respectivos péptidos sintéticos (Figuras 18 y 19).  

 

 

 

Figura 18. Gráfico que muestra la frecuencia de reacción de la combinación de la 

proteína recombinante anexina B1 con sus péptidos sintéticos (A) y de la proteína 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 proteína recombinante y 

péptidos que presentan un mejor reconocimiento de muestras positivas. AR, corresponde 

a la proteína recombinante anexina B1 y AC a la proteína cinasa dependiente de AMPc. 

Los péptidos A1-A3 corresponden a los péptidos de la proteína anexina B1 y los péptidos 

C1-C5 a la proteína cinasa dependiente de AMPc.  



47 

 

En el caso de la proteína anexina B1 y sus respectivos péptidos, los resultados 

muestran 2 combinaciones de antígenos que mejoran el reconocimiento de 

verdaderos positivos (AR+A1+A2+A3 y AR+A1+A2). La primera de ellas, es la 

combinación entre la proteína recombinante (AR) con todos los péptidos sintéticos: 

1721 (A1), 1723 (A2) y 1725 (A3). El uso de esta combinación aumenta el 

reconocimiento de verdaderos positivos de un 37% a un 63%. Sin embargo con 

esta combinación, aumenta el número de falsos positivos (18.2%). Por otro lado, la 

segunda combinación que incluye la proteína recombinante y los péptidos A1 y 

A2, reconocen un 58% de verdaderos positivos y un 11.4% de falsos negativos 

(Figura 18-A). Para el caso de la proteína cinasa dependiente de AMPc, también 

se observó 2 posibles combinaciones que aumentan el reconocimiento de 

verdaderos positivos: proteína recombinante + péptido 1731 + péptido 1735 y 

proteína 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 número de 

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

 

El análisis estadístico de los datos obtenidos con las muestras de suero de 

humanos positivos y negativos para NC, arrojo 2 posibles combinaciones entre las 

proteínas recombinantes y los péptidos, mostrando igualmente que aumentaron el 

reconocimiento de verdaderos positivos (Figura 19). 
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Figura 19. Gráfico que muestra la frecuencia de reacción de la mezcla de la proteína 

recombinante anexina B1 con sus péptidos sintéticos (A) y de la proteína 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 proteína recombinante y 

péptidos que presentan un mejor reconocimiento de muestras positivas. AR, corresponde 

a la proteína recombinante anexina B1 y AC a la proteína cinasa dependiente de AMPc. 

Los péptidos A1-A3 corresponden a los péptidos de la proteína anexina B1 y los péptidos 

C1-C5 a la proteína cinasa dependiente de AMPc.  

 

 

Las gráficas muestran que para el caso de la proteína anexina B1, las dos 

combinaciones fueron las mismas que se mencionaron anteriormente 

(AR+A1+A2+A3 y AR+A1+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 

proteína 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 combinación de antígenos 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 proteínas recombinantes de las proteínas anexina B1 y cinasa dependiente de 

AMPc.  

  

 

 

Finalmente, no se observó que haciendo las combinaciones entre los péptidos de 

la proteína anexina B1 con los péptidos de la proteína cinasa dependiente de 

AMPc o la combinación entre las dos proteínas recombinantes, se obtuviera una 

reconocimiento de VP mayor que el observado con las combinaciones nombradas 

anteriormente.      
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9. DISCUSIÓN. 

 

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 

inspección experimental, o bien durante el propio sacrificio de los cerdos. En el 

caso del hombre, el diagnóstico de NC se realiza en base a métodos 

imagenológicos apoyados por los hallazgos clínicos.  Ya sea el procedimiento 

realizado en el cerdo o en el hombre, claramente resalta, la complejidad y/o el 

costo de los mismos, además de que no son útiles para estudios epidemiológicos. 

Una herramienta muy útil para diagnosticar una infección es la huella inmunológica 

que deja la presencia o el contacto con el agente infeccioso, que puede ser la 

memoria inmunológica celular o bien la presencia de anticuerpos. La búsqueda de 

anticuerpos específicos ha sido de gran utilidad para el diagnóstico de algunos 

agentes infecciosos (47,48).  En el caso de la cisticercosis, la infección sí induce la 

presencia de anticuerpos, sin embargo debido a diversos factores, (i.e. reacciones 

cruzadas con otros parásitos, la presencia de pocos parásitos, el estado fisiológico 

del parásito etc.) la sensibilidad de los métodos diagnósticos basados en la 

presencia de anticuerpos es baja. Por lo que, resulta de gran importancia evaluar 

posibles blancos antigénicos que puedan hacer el inmunodiagnóstico una 

herramienta altamente específica y sensible.  

En el presente trabajo, se evaluó la capacidad diagnóstica de los antígenos 

recombinantes anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc del cisticerco de T. 

solium. Como se reportó por nuestro grupo de trabajo, en estos antígenos se 

identificaron secuencias de aminoácidos, específicas que no se comparten con las 

de otros parásitos relacionados. Razón por la cual, fueron propuestos como 

candidatos útiles para el diagnóstico de la cisticercosis (38).  
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Muchas pruebas de inmunodiagnóstico utilizan como fuentes antigénicas, 

extractos de proteínas del parásito o fracciones específicas altamente purificadas. 

El uso de estas fuentes antigénicas depende de la disponibilidad constante del 

material parasitario y de los métodos de preparación de los extractos antigénicos, 

haciendo que las pruebas de inmunodiagnóstico tengan una menor 

reproducibilidad y sean más complejas de llevar a cabo a nivel de campo. Por esta 

razón, el uso de la tecnología del ADN recombinante y la identificación de péptidos 

con capacidad antigénica, han sido herramientas utilizadas para optimizar la 

especificidad, la sensibilidad y la reproducibilidad en las pruebas de 

inmunodiagnóstico (49-54). Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se 

utilizaron péptidos sintéticos que correspondieron a secuencias de cada una de las 

proteínas de interés, que presentaban un alto índice de antigenicidad. 

Adicionalmente, las regiones codificantes para cada una de las proteínas de 

interés, fueron clonadas y expresadas en un sistema bacteriano y posteriormente 

cada proteína fue purificada. 

Tanto los péptidos sintéticos como las proteínas recombinantes, se evaluaron en 

su capacidad diagnóstica para cisticercosis humana y porcina mediante ensayos 

de ELISA. Los resultados obtenidos, mostraron que existe un reconocimiento tanto 

de los epítopos lineales representados en los péptidos, como de los 

conformacionales representados en las proteínas recombinantes, como se 

observó en la tabla 4 y anexos 4 y 5. 

La mayoría 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 proteínas recombinantes. Adicionalmente también se 

observó un grupo de muestras positivas para cisticercosis, que no presentaron 

reconocimiento por ninguno de los antígenos 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 
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hallazgos reportados por Ostoa y colaboradores (55), quienes reportaron que la 

variación inmunológica en la cisticercosis porcina, puede deberse en parte a que 

existe una relación inmunológica propia, entre el hospedero y el parásito. Al 

respecto, cada parásito encuentra diferentes condiciones para sobrevivir en el 

hospedero como por ejemplo: grado de malnutrición, estado inmunológico, 

infecciones pasadas, nivel de estrés, entre otros. Por consiguiente los autores 

sugieren que en ese proceso de adaptación del cisticerco en el hospedero, este 

puede expresar diferencialmente un número importante de antígenos, para los 

cuales su hospedero produce ciertos anticuerpos, que no necesariamente van a 

reconocer los antígenos expresados en otro hospedero diferente; lo que pudiera 

explicar que los anticuerpos presentes en las muestras de suero de cerdos 

cisticercosos, reconozcan algunos antígenos y otros no. Así mismo, la respuesta 

de anticuerpos detectada en un momento dado, puede depender de muchas 

variables, entre las que se destacan: El número de cisticercos que estén 

infectando al hospedero, al estado fisiológico de los cisticercos, la memoria 

inmunológica que genere la infección y la vida media de los propios anticuerpos 

(19, 56). Teniendo en cuenta lo anterior, se analizó la base de datos de las 

muestras de suero de cerdos cisticercosos utilizadas en este trabajo. Esto, con el 

fin de identificar si podía existir una relación entre el número de parásitos o el 

estado fisiológico de los mismos, con el reconocimiento de los antígenos. Lo que 

se pudo observar, para el caso de las muestras que presentaban la información, 

fue que el reconocimiento de los antígenos por parte de los anticuerpos presentes 

en las muestras de suero, no se encontraba relacionado al número de parásitos. 

Sin embargo, debido a la falta de información para algunas de las muestras, no se 

pudo identificar si tal vez el reconocimiento de los antígenos esta mas relacionado 

con el estado fisiológico del parásito. Adicionalmente es importante tener en 

cuenta que la carga más ligera de parásitos que se observó en una de las 

muestras de suero de cerdos cisticercosos, fue de 3 cisticercos, las demás 

presentaban un número de parásitos desde 22 hasta 800, razón por la cual 

probablemente no se observó una relación directa entre el reconocimiento de los 

antígenos y el número de parásitos, ya que, como se reportó en un estudio previo 
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(30), en cerdos con una carga ligera de cisticercos (entre 1 a 5), las técnicas de 

inmunodiagnóstico carecen de sensibilidad y especificidad.       

Por otro lado, también se observó una variabilidad inmunológica 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 antígenos 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 (múltiples calcificaciones), es muy reducido (20, 49, 55). 

Lo anterior es debido a que la estimulación antigénica puede ser más baja en este 

tipo de muestras de suero, lo que resulta en una respuesta de anticuerpos limitada 

(55).  Además, del estado de desarrollo en el que se encuentra el cisticerco y del 

número de parásitos en el SNC, la intensidad de la respuesta inmune del 

hospedero también es una característica, que como se mencionó, para el caso de 

los cerdos cisticercosos, puede conllevar a una expresión diferencial de muchos 

antígenos (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 mayoría de las muestras de suero de pacientes con 1 a 2 

calcificaciones en el SNC, no presentaron anticuerpos que reconocieran a los 

antígenos, 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 antígenos. Lo anterior 

concuerda con lo reportado acerca del bajo reconocimiento de algunos antígenos 

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 antígenos evaluados 

en este trabajo, son antígenos de secreción/excreción del cisticerco, por lo que 

presentan una asociación con el estado viable del parásito, y probablemente por 

esta razón, los anticuerpos presentes en muestras de suero de pacientes con 

calcificaciones que se asocian con la muerte del parasito, no reconocen dichos 

antígenos. También en el caso de humanos con cisticercos calcificados, se 
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desconoce desde hace cuánto tiempo la persona se infectó y en qué momento el 

parásito se desarrolló hacía una forma calcificada, de manera que la presencia de 

anticuerpos, pudo haber desaparecido en el tiempo.         

Teniendo en cuenta todo lo anterior, resulta difícil pensar que un péptido que 

representa un solo epítopo, pueda ser reconocido por todos o la mayoría de los 

anticuerpos presentes, en un panel extenso de muestras de suero de cerdos o 

humanos positivos para cisticercosis. Por esta razón, en el presente trabajo se 

realizó un análisis estadístico de todas las posibles combinaciones entre los 

péptidos sintéticos y las proteínas recombinantes de los antígenos anexina B1 y 

cinasa dependiente de AMPc, para identificar todas las posibles combinaciones 

que permitirían un mayor reconocimiento de VP. Lo anterior permitió observar, que 

al combinar las proteínas 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 más altos se obtuvieron con la proteína 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 

epítopos conformacionales, de las proteínas recombinantes y no a los epítopos 

lineales en los péptidos sintéticos o viceversa. En estudios previos, también fue 

posible observar que la mezcla de antígenos es una estrategia útil para aumentar 

el reconocimiento de VP, disminuyendo la variabilidad inmunológica presente en 

los paneles de muestras de suero de cerdos o humanos infectados con 

cisticercosis (49, 55, 57).  

Por otra parte, al evaluar las proteínas recombinantes se observó que con la 

proteína anexina B1, hubo un mejor reconocimiento de VP con las muestras de 

suero de cerdos y humanos cisticercosos, mientras que con la proteína cinasa 

dependiente de AMPc y sus péptidos, se observó una mejor discriminación de las 

muestras negativas para cisticercosis. Adicionalmente, se observaron muestras 

positivas para cisticercosis, que reconocieron únicamente a las proteínas 
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recombinantes y no a los péptidos sintéticos, indicando que probablemente esos 

anticuerpos presentes en dichas muestras de suero, reconocen solo epítopos 

conformacionales.  

Debido a que las proteínas 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 disminución  del reconocimiento de 

VP. Debido a que existen previos estudios, en donde se ha llevado a cabo la 

evaluación de antígenos recombinantes, expresados en un sistema de baculovirus 

y obteniendo buenos resultados de sensibilidad (49, 58), sería interesante evaluar 

a los antígenos recombinantes anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc, 

expresados un sistema de expresión en eucariontes, donde las proteínas pueden 

presentar modificaciones pos-traduccionales.   

Por otra parte, en nuestro estudio se observó que, tanto los péptidos sintéticos 

como las proteínas recombinantes, diferencian de manera eficaz, las muestras 

negativas para cisticercosis. Sin embargo para el caso de la proteína anexina B1, 

se observó que cuando se hacen las combinaciones de los péptidos sintéticos con 

la proteína recombinante, aumenta el número 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 hidatídico). 

Estas reacciones cruzadas son comunes; ya que todos son parásitos helmintos 

relacionados filogenéticamente, por lo que pueden tener componentes antigénicos 

en común (59). Así mismo, en estudios previos donde evalúan antígenos de T. 

solium o T. saginata para el inmunodiagnóstico, se reportan reacciones cruzadas 

entre T. solium y Echinococcus (60-63). Además 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 infección o bien esta nunca se estableció y por esta razón aquellos anticuerpos 

presentes en estas muestras de suero, reconocen antígenos del cisticerco de T. 

solium, como también los péptidos y proteínas recombinantes utilizados. Aunado a 

lo anterior, el número de muestras de suero de cerdos con otras parasitosis, 

utilizadas en este estudio fue muy pequeño, razón por la cual será necesario 

evaluar los péptidos y proteínas recombinantes, con un número 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 neurológicas en fase de estudio como: 

papiledema causado por hipertensión intracraneal (HITC), cefalea e hidrocefalia. 

Estas muestras fueron incluidas en el estudio como controles negativos para NC y 

adicionalmente porque provienen de pacientes, que presentan síntomas 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 epítopos presentes en 

los péptidos y proteínas recombinantes anexina B1 y cinasa dependiente de 

AMPc. Lo anterior puede deberse probablemente a un mecanismo conocido como 

dispersión de epítopos (del inglés “epitope spreading”). Este es un fenómeno en el 

que el sistema inmunológico amplía su respuesta más allá de los epítopos 

inmunodominantes, reconocidos por primera vez por las células T y B; es decir, 

una respuesta inmune típica contra una proteína propia del organismo o extraña a 

este, que es usualmente dirigida hacia uno o dos epítopos de la proteína, llamados 

epítopos dominantes. Cuando ocurre el epitope spreading la respuesta inmune va 

dirigida a otro epítopo diferente al inicial (epítopo subdominante), en la proteína 

(64, 65). Este fenómeno 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-epítopos distintos a los que iniciaron el proceso 

inflamatorio, conduciendo a un daño tisular a partir del cual epítopos 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 

que presentan condiciones neurológicas como resultado de procesos inflamatorios 

o autoinmunes; por lo que, en estos pacientes se pudo haber generado un 

fenómeno de “epítope spreading” y por lo tanto hay anticuerpos que reconocen 

epítopos sub-dominantes,  que pueden ser similares en su secuencia  a los 

epítopos lineales y conformacionales, de los antígenos anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc del cisticerco de T. solium. Al respecto, es importante tener 

en cuenta también que una de las formas de evasión de la respuesta inmune que 

tiene el cisticerco es el mimetismo molecular (70). 

Los resultados generados  a partir de la realización del presente trabajo, aportan 

información relevante que puede ser útil para la optimización del diagnóstico y en 

el desarrollo de un método diagnóstico; ya que los antígenos evaluados (anexina 

B1 y cinasa dependiente de AMPc), podrían aportar epítopos lineales y 

conformacionales que pueden ser reconocidos por anticuerpos, presentes en 

muestras de suero de cerdos y humanos positivos para cisticercosis. Así mismo, 

pueden discriminar aquellas muestras de suero de cerdos y humanos que no 

están infectados con el parásito y que tampoco han tenido contacto con el mismo.  

Finalmente, una mejor evaluación de los antígenos anexina B1 y cinasa 

dependiente de AMPc, utilizando sueros de cerdos y humanos con otras 

parasitosis y que presenten un diagnóstico bien establecido, sería relevante para 

poder llevar a cabo una evaluación más exacta de la especificidad que presentan 

dichos antígenos; así mismo, sería importante evaluar otras combinaciones entre 

los antígenos utilizados en el presente trabajo, con otros antígenos del cisticerco 

de T. solium identificados por nuestro grupo de trabajo y que pudieran aumentar el 

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

 

1. Los antígenos anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc, presentan 

epítopos  que son reconocidos por anticuerpos presentes en las muestras 

de suero de cerdos y humanos positivos para cisticercosis. 

2. La proteína recombinante anexina B1 y sus péptidos, presentaron mejor 

capacidad para detectar a los VP en las muestras de suero de humanos y 

cerdos cisticercosos.  

3. La proteína 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.  

4. La combinación de la proteína recombinante cinasa dependiente de AMPc 

con sus péptidos, mejora la detección de VP sin afectar la capacidad para 

discriminar a los VN. 

5. La mejor capacidad diagnóstica de cisticercosis humana y porcina, se 

observó al realizar las combinaciones entre las proteínas recombinantes y 

sus péptidos. 
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12. ANEXOS. 

 

Anexo 1. Grado de identidad que presentaron los resultados de secuenciación de 

los productos de amplificación obtenidos, con las regiones codificantes para las 

proteínas anexina B1 y cinasa dependiente de AMPc.  

 

 

 

 

Anexo 2. Resultados de la secuenciación del DNA plasmídico con la región 

codificante para la proteína cinasa dependiente de AMPc.   

a) Secuenciación con  el primer Terminador T7.  
 

                                                                                                                  His-tag                XhoI             NotI 

GATAGCTTCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCATGGCGTAACTCGGGTACATTGTCGAG

ACTGCCGAAAACAGACTTCAACTGGTTCTCATAGTTGTCAATGTTGCGCTGAAGGATATCGAGACAAGGCCCAAGGAGGCGCTCAAAACTGCCTACAT

CGAGAACAGCCAACTTTGTTCGGGTAATTGCATAGACAGAGGCGGCGCGAGGGTGTTTGGTCAGCAGAGCAAGTTCACCAAAGTAACCACCCTTTTTT

ATGCGAGTGAGTTCAGTTTCCTCATCCGATCCGGACTTTTTCATGGTTATACGAACTTCACCATCCTCAACAAAGTACATTTCATCACCTTCCTGACCCTG

GCTAATGATCTTTGTGCCCTCCTCATAAATTTGCGTATGGAGAGCGTCGGCAATGCTCATTCGCTCGTAGGCACTGAGACTCTGAAGAATGGGCACCTG

GTTGAGTAACTCCTCGTACATCTGTCTCTTTTTGAAAGCACTCTTTAGCACAATACTCCTAAATACTTCTCGAGTCATTGCCCACAAAATTCCAGGGGTAG

TGGCTTGAATTGTAGCTGCTCGTGGTGCGTTATACATAAGCGCAAGTTCACCGAAAGACCCGTTGTTATCGTACTGCCCAACCTTCTTCTCAACACCATC

CACTTTTACAATAATATCATAGACTCCTTTTCCGATCACGTAGAAGTTGTCACCATCTTCTCCCAGGGTAATAACCTTTTCCCCAACCTCCACCTTCCTTTC

AAACATGGCATCAATGACATCCCGCATTTGATCTTCATCAAGACATCTAAAAAGCAGAATTCCCTTGGTTGCATTGGTTAGTCTTTGCCGTTGTTCCTCT

GTCTTCTCATGAACAACTTTTTCAAATTTATCTTCCTTTTCAGGGTCATAGCTCTCTGCTGCAACGCCTTGACGACGCCTGGCTCGAATTGGAGGTGCCAT

AACTTCCTCATCGCTTTCGCATCTTCGTTTTCTTCTGTGGTCTTCTTCATTCAAAATATCGCAGCAAATTATGATGTTTGGATGTCGATGCGCAAACAGCG

ACTGTATCTGCAGTATCACGCTAGCCTGCTGGTACATCAACAGGCTTCTTTTGGAACCATGG 
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b) Secuenciación 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 secuenciación del DNA plasmídico con la región 

codificante para la proteína anexina B1.    

 

a) Secuenciación con  el primer Terminador T7. 

                                                                                                             His-tag                XhoI             NotI 

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

b) Secuenciación 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. Gráficos de dispersión que muestran los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteína anexina B1 (A), los péptidos de 

la proteína cinasa dependiente de AMPc (B) y las proteínas 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 estándar).  
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B) 
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Anexo 5. Gráficos de dispersión que muestran los valores de D.O 450nm (eje Y), de los 

ensayos de ELISA, utilizando los péptidos de la proteína anexina B1 (A), los péptidos de 

la proteína cinasa dependiente de AMPc (B) y las proteínas recombinantes anexina B1 y 

cinasa dependiente de AMPc (C) y diferentes paneles de sueros de humanos positivos 

para NC (+), negativos para NC (-) y con alteraciones neurológicas (eje X). Las barras 

indican el punto de corte (promedio de valores negativos + dos desviaciones estándar).  
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B)  
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13. ARTÍCULO CIENTÍFICO 
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