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1.Resumen

Taenia solium es el agente causal de la cisticercosis humana y porcina. La
cisticercosis por T. solium, es causa de morbi-mortalidad en humanos y de
pérdidas econdmicas en la porcicultura, principalmente en paises en vias de
desarrollo. En el ser humano, los cisticercos se localizan con mayor frecuencia en
musculo esquelético, ojos, tejido graso subcutaneo, corazon y sistema nervioso
central, cuando se localiza en este ultimo causan neurocisticercosis (NCC), la

forma mas grave de la enfermedad.

El diagnostico de la cisticercosis porcina en comunidades rurales se basa en la
inspeccidén lingual en busqueda de cisticercos, sin embargo, este método es muy
poco sensible. El diagnoéstico de la NCC humana se basa principalmente en
estudios de neuroimagen (resonancia magnética y tomografia computarizada)
apoyados en el perfil clinico del paciente. Actualmente, las técnicas de
inmunodiagnostico se utilizan para apoyar el diagnéstico de cisticercosis humana y
porcina. Dichas técnicas se basan en la deteccién de antigenos del cisticerco (lo
cual indicaria una infeccion activa) o en la deteccion de anticuerpos (indicativo de
contacto con el parasito). Aunque el inmunodiagnéstico es una herramienta de
utilidad para el diagnéstico, los métodos actualmente disponibles no presentan la
capacidad predictiva requerida. Asi continta vigente el requerimiento de antigenos
que proporcionen un método de mayor sensibilidad y especificidad. Entre los
antigenos candidatos de mayor interés se ha reportado en nuestro grupo de

investigacion a la proteina 14-3-3 de Taenia solium.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la proteina recombinante 14-3-3 de Taenia

solium en su capacidad inmunodiagndstica de la cisticercosis porcina y humana.

Para este propésito la proteina 14-3-3 fue clonada, expresada en forma
recombinante y purificada. La proteina recombinante fue posteriormente evaluada
en su capacidad diagnostica por medio de ensayos de ELISA. Se utilizaron sueros

de cerdos cisticercosos naturalmente infectados y no cisticercosos, asi como



sueros Yy liquidos cefalorraquideos (LCR) de humanos con NCC activa, NCC

inactiva y otros desoérdenes neurologicos.

Los resultados obtenidos muestran que la proteina recombinante 14-3-3 es capaz
de diferenciar entre sueros de cerdos cisticercosos y hno cisticercosos,
presentando una sensibilidad y especificidad de 88.6% y 100% respectivamente.
En el caso de los sueros y LCR de pacientes con NCC activa, la proteina 14-3-3
fue capaz reconocer en un 77% y 69.2% respectivamente. Por otro lado, la
proteina también fue capaz de discriminar en un 100% las muestras de sueros de

pacientes sanos y de LCR de pacientes con NCC inactiva.

Para los LCR de pacientes con otros desérdenes neurolégicos, la proteina 14-3-3
solamente tuvo reaccion con una sola muestra (3.5%, 1/29).

Los resultados reportados en este trabajo de tesis aportan datos suficientes para
proponer a la proteina 14-3-3 como un candidato para el diagndstico la
cisticercosis porcina y humana. El antigeno 14-3-3 podria ser utilizado como
apoyo a los estudios de neuroimagen y la clinica del paciente para poder llegar a
un diagndstico mas certero, adicionalmente seria Gtil para estudios de seguimiento

de pacientes y seroepidemioldgicos.



2. Abstract

Taenia solium is the causal agent of human and porcine cysticercosis. T. solium
cysticercosis is a significant cause of human mortality and economic losses in pig
farming, mainly in developing countries. In humans, cysticerci are more commonly
found in skeletal muscle, eyes, subcutaneous fat, heart and central nervous

system, when it is located in the latter is called neurocysticercosis (NCC).

The diagnosis of swine cysticercosis is based on the lingual inspection in search of
cysticerci, however, this method is very unresponsive. The diagnosis of
neurocysticercosis is based mainly on neuroimaging studies (magnetic resonance
and computed tomography) supported in the patient's clinic. Currently the
immunodiganostico techniques are used to support the diagnosis of human and
porcine cysticercosis. These techniques are based on the detection of cysticercus
antigens (which would indicate an active infection) or the detection of antibodies
(indicative of contact with the parasite). Although immunodiagnosis is of great
importance, a completely effective method for diagnosis is currently lacking. This is
why it is of great importance to continue the search for antigens that provide a

sensitive and specific method.

The objective of this work was to evaluate the recombinant 14-3-3 protein of
Taenia solium in its immunodiagnostic capacity of porcine and human

cysticercosis.

Protein 14-3-3 was cloned, expressed and purified, once the recombinant protein
was obtained, its diagnostic capacity was evaluated by means of ELISA tests, sera
from cysticercosis and non-cysticercosis pigs were tested as well as sera and
Cerebrospinal fluid (CSF) from healthy humans, with active NCC, inactive NCC

and other neurological disorders.

The results obtained show that the recombinant protein 14-3-3 is able to
differentiate between sera from cysticercosis and non-cysticercosis pigs,

presenting a sensitivity and specificity of 88.6% and 100%, respectively.



In the case of human sera, 14-3-3 protein was able to recognize in 76.9% sera
from patients with active NCC and 69.2% CSF from patients with active NCC, the
protein was also able to discriminate in 100% serum samples from healthy patients

and CSF from patients with inactive NCC.

It is noteworthy that using CSF in patients with other neurological disorders, the 14-
3-3 protein discriminates in 96.5% (1/29), which is interesting, as cross-reactions
are generally observed with samples from patients with other diseases

neurological.

Finally, our results provide relevant data on the use of the 14-3-3 protein as an
antigen to diagnose porcine and human cysticercosis. This antigen can be used to
support neuroimaging studies and the patient's clinic to reach a more accurate
diagnosis would additionally be useful for follow-up studies of patients and

seroepidemiological.



3. Introduccion

Taenia solium es un parasito perteneciente a la clase Eucestoda, orden
Cyclophyllidea y a la familia Taeniidae, causante de la teniasis en humanos y el
metacestodo o cisticerco es el agente causal de la cisticercosis humana y porcina.
La tenia adulta es un gusano aplanado, con una longitud de entre 1.5y 5 m, en el
extremo anterior se localiza el escdlex con un diametro de aproximadamente
1mm, con cuatro ventosas y un rostelo formado por una doble cadena de ganchos
(25-30 ganchos cada una). Posterior al escdlex se encuentra el cuello, el cual
mide de 5 a 10 mm y continda con el estrébilo, que es una serie de segmentos
llamados proglétidos; cada proglétido es una unidad reproductiva independiente la
cual tiene 6rganos reproductores femeninos y masculinos, los proglétidos méas
cercanos al cuello son inmaduros, contintan los maduros y los mas distales son
gravidos (los cuales contienen los huevos fecundados). Los huevos de la T. solium
son esféricos y miden entre 20-40 um. Los huevos que estan presentes en los
proglétidos gravidos se encuentran en diferentes grados de maduracion, cerca del
50% contienen oncosferas infectivas totalmente desarrolladas mientras que
aguellos inmaduros se localizan en proglétidos mas distales. El cisticerco (también
llamado metacestodo) mide generalmente de 0.5 a 2.0 cm de diametro y se
observan como vesiculas blanquecinas llenas de liquido, con un escélex

invaginado.



4.Ciclo de vida

Taenia solium tiene un ciclo de vida en el cual estan involucrados dos hospederos;
el humano como hospedero definitivo y el cerdo como hospedero intermediario,
aunque el ser humano también puede infectarse con los cisticercos (Fig. 1). El
parasito adulto habita en el intestino del ser humano, los proglétidos gravidos y/o
los huevos son liberados junto con la materia fecal contaminando el ambiente; el
cerdo ingiere los proglétidos y/o huevos, una vez en el tubo digestivo, las enzimas
proteoliticas y las sales biliares proveen la sefial para la activacion del embrion
hexacanto (también llamado oncosfera) contenido en el huevo. Los embriones
activados penetran la pared intestinal del cerdo hasta alcanzar capilares linfaticos
y sanguineos que los distribuyen a una gran variedad de 6rganos y tejidos (tejido
subcutdneo, muasculo esquelético, cardiaco y cerebro) donde se establecen y se
desarrollan hasta alcanzar la fase de cisticerco. El ciclo se completa cuando el
humano ingiere cisticercos vivos presentes en la carne de cerdo cruda o mal
cocida, de igual manera, las enzimas gastricas e intestinales asi como las sales
biliares del humano participan en la activacion, ahora del cisticerco, induciendo la
evaginacion del escolex y su fijacion en la pared intestinal. Una vez anclado, el
pardsito crece y se diferencia hasta convertirse en una tenia adulta productora de
progloétidos gravidos. Sin embargo, el humano debido a practicas de mala higiene,
puede ingerir los huevos y desarrollar cisticercosis; cuando los parasitos se

establecen en el sistema nervioso central se denomina neurocisticercosis. 36



Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium (tomado de Flisser A. et al 2006) ©



5. Epidemiologia

Taenia solium es un parasito cosmopolita, cuya distribucidon esta ligada a
condiciones socioeconOmicas de paises en vias de desarrollo. Es considerado
como una causa de morbilidad/mortalidad en seres humanos y pérdidas
econémicas en las poblaciones de cerdos en América Latina, Asia y Africa (Fig. 2).
Se reporta que hay mas de 2 millones de personas teniasicas y aproximadamente
20 millones de personas con cisticercosis, los calculos mas conservadores

estiman 50000 muertes al afio debido a la neurocisticercosis 4711

En varios paises de América Latina como México, Peru, Brasil, Ecuador, Colombia
y Guatemala la cisticercosis se considera un problema de salud. En México se
reportan tasas de seroprevalencia hasta de un 50% en humanos y un 35% en
cerdos, el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) en el 2004
reportdé que la neurocisticercosis es la quinta causa de morbilidad y la novena

causa de mortalidad en el Instituto. &12-19

En Perl la prevalencia de cisticercosis en humanos y cerdos es de 36.9% y 61%
respectivamente, mientras que en Bolivia se reportan 22.6% de cisticercosis
humana y 38.9% de cisticercosis porcina. En Guatemala la prevalencia reportada
es de 17% de cisticercosis humana y 14% porcina, Honduras reporta una
prevalencia de cisticercosis porcina de 27.1% y en Ecuador la tasa de
seroprevalencia reportada de cisticercosis en humanos es de 43% mientras que

en cerdos es de 74%. 11.17,20-26

En Africa, diversos paises reportan distintas prevalencias de cisticercosis porcina;
el Congo la prevalencia es del 41.2%, Sudafrica reporta 40.6%, en Mozambique

un 36%, Kenia reporta un 32.8% y Tanzania un 30.7% 2732

Los casos reportados en los paises desarrollados como Estados Unidos y Canada
se deben principalmente a la inmigracién procedente de los paises endémicos, 33~
3¢ mientras que en Europa, en un estudio que abarca de 1990-2011 se reporta que

de un total de 846 casos, el 70.1% (522) son autoctonos (Peninsula Ibérica, del



norte de Portugal y el oeste de Espafia) y 324 (29.9%) se deben a inmigracién de

los cuales el 74.7% de los casos son importados de América Latina. 3’

0f
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Endémica
Sospecha de
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Cerdos con factores de riesgo

Sin datos
Posible transmision en algunas comunidades

Paises no endémicos
Sin riego

Figura 2. Distribucion mundial de la teniasis/cisticercosis por Taenia solium
(tomado y modificado de Donadeu M. et al. 2016) °



6. Cisticercosis

La cisticercosis es causada por la fase larvaria o0 metacestodo de T. solium. En el
humano, los cisticercos se localizan con mayor frecuencia en el musculo
esquelético, sistema nervioso central (SNC), ojos, tejido graso subcutdneo y
corazén. Cuando el cisticerco se localiza fuera del SNC, suele ser asintomatico,
mientras que cuando se aloja en el SNC, produce la neurocisticercosis (NCC). Las
manifestaciones clinicas de la NCC dependeran del nimero de parasitos, estado
degenarativo y de su localizacién, asi como de la severidad de la respuesta
inflamatoria del huésped. La cisticercosis extraneuroldégica parece ser mas
frecuente en Africa y Asia, mientras que la forma neurolégica abunda en América

Latina.3

La Neurocisticercosis no tiene un cuadro clinico especifico, las manifestaciones
pueden variar de la infeccién asintomatica a la enfermedad grave, e incluso la
muerte. La cisticercosis fuera del SNC no se asocia generalmente con
manifestaciones clinicas, con las excepciones de la cisticercosis ocular y raros
casos con afectacibn muscular masiva. Las principales manifestaciones clinicas
de la NC son: epilepsia (80%), déficit neuroldgicos focales (16%), incremento de la
presion intracraneal (12%) y deterioro cognitivo (5%). Cuando hay presencia de
estos sintomas se denomina NCC activa, mientras que la NCC inactiva se refiere a
que no hay evidencia del parasito (ni viable, ni en degeneracion), pero los estudios
de neuroimagen muestran residuos de una infeccion previa y de una respuesta del

hospedador, generalmente los parasitos se encuentran en un estadio calcificado
38,39

El pronostico de la NCC varia de acuerdo con la ubicacion y la carga de
parasitos. La NCC subaracnoidea e intraventricular estan asociados con la
mortalidad y la morbilidad grave. El pronéstico en la cisticercosis del parénquima
cerebral se ve afectado principalmente por el nimero de lesiones y intensidad de

la inflamacion. 3:40-42
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En los cerdos los cisticercos pueden alojarse en cualquier parte del cuerpo, mas
comunmente en el masculo y la grasa subcutdnea. En cerdos, generalmente la
infeccion es asintomatica, sin embargo, estudios realizados, reportaron que el
parpadeo de los 0jos, lagrimeo y salivacion excesiva, asi como torpeza, lentitud,
somnolencia, apatia y pérdida de la conciencia pueden ser indicativos de NCC
porcina, recientemente se reporto el caso de convulsiones en cerdos infectados

con cisticercos de T. solium.43-46

7.Diagndstico

Neurocisticercosis

El diagndstico de la Neurocisticercosis es complejo debido a que la enfermedad no
presenta un cuadro clinico especifico. Los estudios de neuroimagen (resonancia
magneética nuclear y tomografia axial computarizada) son los estandares de oro
para confirmar la presencia del parasito en el SNC. Dichas técnicas pueden
mostrar la morfologia y localizacion de los parésitos, la carga de la infeccion, la
etapa de desarrollo de los cisticercos y la presencia de inflamacion circundante.
Sin embargo, son técnicas costosas y poco accesibles para las personas en los

paises endémicos. 3°

Existen diferentes criterios para el diagnostico de la NCC. Recientemente, un
grupo de meédicos e investigadores, actualizaron los criterios de diagndésticos
basandose en la experiencia practica, para confirmar el diagndstico se revisan

diversos criterios que se muestran en la tabla 1. 394749

11



TABLA 1. Principales criterios para el diagnéstico de la Neurocisticercosis 4*

Neurocisticercosis parenquimatosa

Diagnoéstico Criterios

Definitivo Quiste parenquimatoso con diagnostico patoldgico
Quistes parenquimatosos multiples o simples, activos, con al menos un
escolex visible en TC o RM
Multiples vesiculas parenquimatosas sin escolex asociadas con al menos
uno de los siguientes criterios:
Convulsiones tonico-cldnico focal o generalizada.
Prueba inmunoldgica positiva de suero o LCR (ELISA, EITB)
Cualquier combinacién del cisticerco parenquimatoso en diferentes
etapas evolutivas: vesicular con o sin escoélex, degenerativo (coloidal o
nodular) y calcificado.

Probable Calcificacion o vesicula parenquimatosa Unica (sin escoélex) o quiste (S)

degenerado (s), que establece diagndsticos diferenciales con otras
etiologias, asociados con al menos dos de los siguientes:

Convulsiones: ténico-clénico focal o generalizado

Localizaciébn de quistes subcutdneos o musculares confirmada por
biopsia.

Prueba inmunoldgica positiva de suero o CSF (ELISA, EITB).

Peliculas de rayos X simples que muestran calcificaciones "en forma de
cigarro".

Individuo que vive o ha vivido o ha viajado frecuentemente a paises
endémicos.

Multiples calcificaciones parenquimatosas en un individuo que vive o ha
vivido o ha viajado frecuentemente a paises endémicos y en quien el

estado clinico excluye otras etiologias de calcificaciones.
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Continuacion tabla 1

Neurocisticercosis extraparenquimitasa (subaracnoidea, intraventricular)

Diagnostico Criterios

Definitivo Quiste extraparenquimatoso con diagnostico patologico
Uno 0 mas quistes extraparenquimatosos en secuencias especiales de
MRI con escdlex en al menos uno de ellos.
Uno o mas quistes extraparenquimatosos en secuencias especiales de
MRI sin escélex asociados con al menos dos de los siguientes:
Hidrocefalia
CSF inflamatorio
Prueba inmunoldgica positiva de LCR (ELISA, EITB)
Presencia de calcificaciones Unicas o multiples o quiste parenguimatoso

vesicular o degenerativo

TC: tomografia computarizada, RM: resonancia magnética, LCR: liquido
cefalorraquideo, ELISA: ensayo por inmunoabsorcidon ligado a enzimas, EITB:

electroinmnunotrasferencia. Tomado y modificado de Carpio A. et al. 2016 #°

Debido a la heterogeneidad que se presenta en el cuadro clinico de la NCC, las
técnicas de inmunodiagnéstico han sido de gran utilidad para apoyar al
diagndstico de la NCC. Estos métodos se basan en la deteccidén de anticuerpos o
antigenos del parasito.’

Los métodos de diagndstico dirigidos a la busqueda de anticuerpos se basan en
que la infeccion con T. solium da como resultado una respuesta de anticuerpos
especificos. Estos anticuerpos pueden ser detectados en el suero o liquido
cefalorraquideo del paciente en el caso de la NCC 0, en la saliva 5! e incluso en

las lAgrimas en el caso de la cisticercosis oftalmica.?
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La prueba seroldgica mas especifica hasta ahora es la Electroinmunotransferencia
(EITB) en la que se utilizan antigenos purificados mediante lectinas, dicho
antigeno estd compuesto por siete glicoproteinas (GP) altamente antigénicas y
especificas: GP 50kDa, GP 42-39kDa, GP 24kDa, GP 21kDa, GP 18kDa, GP 14
kDa y GP 13 kDa, con este método se reporta una sensibilidad/especificidad de
98% y 100% respectivamente. La reaccion con cualquiera de las siete bandas
especificas se considera como diagnéstico para la cisticercosis. Sin embargo, la
sensibilidad de este ensayo se reduce drasticamente en los casos en que los

individuos tienen un solo parasito en el cerebro y ademas no es reproducible.>354

Existen diferentes reportes donde se utilizaron proteinas recombinantes o péptidos
sintéticos para el diagndstico de la NCC, obteniéndose distintos porcentajes de

sensibilidad y especificidad (Tabla 2).

Sin embargo, los métodos que se basan en la deteccién de anticuerpos sélo
indican la exposicion al parasito y no necesariamente la infeccion activa. Debido a
esto, se han realizado diversos trabajos en los cuales se busca detectar los
antigenos del paréasito, ya que esto reflejaria la presencia de parasitos viables.
Estos ensayos utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales para detectar

antigenos en LCR, suero u orina. 5263

El uso de dos pruebas basadas en la utilizacion de un anticuerpo monoclonal se
ha validado y se utilizan de forma rutinaria para la detecciéon de antigenos del
parasito (HP10 Ag-ELISA y B158/B160 Ag-ELISA). ¢

El anticuerpo monoclonal HP10 reconoce un epitopo, el cual es una secuencia
repetitiva de carbohidratos presentes en la superficie y en las secreciones de
cisticercos de T. saginata. ° Se ha reportado una sensibilidad de hasta el 91.3%

en LCR, 84.8 % en suero y una especificidad de 94 % utilizando el antigeno HP10
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Ag-ELISA, aunque se ha observado que estos valores decaen cuando hay un solo

cisticerco o cuando éste se encuentran en el parénquima cerebral. 6466

Tabla 2. Trabajos de inmunodiagnéstico basados en la busqueda de anticuerpos.

Antigeno Técnica Sensibilidad/especificidad (%) Referencia
Péptido SPACc ELISA 93/94.3 55
Ts8B2 ELISA 96.8/93.1 56
GP50 EITB 100/90 57
TsAg5 EITB 96.3/76.7 (extraparenquimal) 58

39.6/76.7 (un solo cisticerco)

Tsp27 EITB 76.4/95.6 59
ELISA 86.7/94.6
Ts8B2 ELISA 91.3/92.5 (NCC activa) 60
68.6/92.5 (NCC inactiva)
Péptido Ts8B2-NT 91.3/97.8 (NCC activa)
68.6/97.8 (NCC inactiva)
Antigenos E/S 43kDa EITB 88.2/100 61

Tabla 2. Proteinas recombinantes y péptidos utilizados para el inmunodiagndstico
de la NCC humana. Peptido SPACc (proteina del escolex de Cisticercus
cellulosae), Ts8B2 (antigeno excrecion/secrecion de 8 kDa), GP50 (glicoproteina
50 kDa), TsAg5 (antigeno 5, proteina con actividad de tipo tripsina), Tsp27

(proteina de Taenia solium 27 kDa).

Con la técnica de B158/B160 Ag-ELISA se ha reportado hasta un 92% de
sensibilidad. Sin embargo, también decae hasta un 62.5% cuando los pacientes

tenian solo un cisticerco. 83.67

Diversos trabajos han reportado el uso de distintos anticuerpos dirigidos a la

busqueda de antigenos para el diagndstico de la cisticercosis (Tabla 3). <z<<<<
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Tabla 3. Trabajos de inmunodiagndstico basados en la busqueda de antigenos

Anticuerpo Técnica Sensibilidad/especificidad (%) Referencia
Policlonal anti- Aglutinacion 62.5/100 (orina) 62
antigeno total de (Co-A)
cisticerco ELISA 62.1/96 (suero)

B158/B60 ELISA 90/98 (suero) 68
86/88 (orina)

Policlonal anti- ELISA 81.2/82 (suero) 69

antigeno total de

cisticerco

Policlonal anti- EITB 58.8/100 (suero) 70

antigeno total de 58.3/98 (orina)

cisticerco

HP10 ELISA 87.5/96.1 (LCR) 66

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para el inmunodiagnéstico de la NCC humana.

Cisticercosis Porcina

En cuanto a la cisticercosis porcina, el método mas comun para diagnosticarla es
la inspeccion de la lengua. Sin embargo, esta técnica requiere habilidades técnicas
y personal entrenado ademas de carecer de sensibilidad. En un estudio realizado
se compararon los métodos de deteccidn de antigenos y anticuerpos mediante
ELISA, asi como la inspeccion lingual y se reporté que en cerdos rurales estos
métodos tenian poca sensibilidad y especificidad. * También se han utilizado las
técnicas de B158/B160 Ag-ELISA y HP10 Ag-ELISA dando como resultado una
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sensibilidad y especificidad de 76%/84% respectivamente para B158/B160 Ag-
ELISA y 55%/83% para HP10 Ag-ELISA. %8

Debido a la dificultad del diagndstico tanto de cisticercosis porcina como NCC es
gque se han tratado de desarrollar nuevas estrategias que conduzcan a la
identificacion de proteinas que puedan ser blancos especificos para el
inmunodiagnostico. Una herramienta es la protedmica, que mediante la separacion
de proteinas en geles de doble dimension (2D-PAGE) se pueden identificar
proteinas especificas e inmunorreactivas mediante inmunoblot, y su posterior
identificacion por espectrometria de masas y asi proponerlas como blancos para el

diagnéstico. 7274

8. Antecedentes

En nuestro grupo de trabajo, mediante electroforesis en doble dimension e
inmunoblot, se identificaron 7 antigenos inmunodominantes especificos del
cisticerco de T. solium, los cuales fueron propuestos como posibles blancos para
ser utilizados en el inmunodiagnostico de la cisticercosis porcina y humana. Para
la identificacién de los antigenos se utilizé un extracto total proteico de cisticercos
obtenidos de mdusculo esquelético de cerdos infectados naturalmente. Dicho
extracto se separé por medio de electroforesis en doble dimension (2D-PAGE),
posteriormente se realiz6 la transferencia a una membrana de nitrocelulosa y se
llevé a cabo un inmunoblot utilizando diferentes pool de sueros de cerdos
cisticercosos, no cisticercosos y con otras parasitosis (Ascaris spp., Cysticercus
tenuicollis, T. saginata, Echinococcus spp.) Se identificaron 13 manchas, las
cuales fueron reconocidas exclusivamente por los sueros de cerdos cisticercosos
(Fig. 3). Finalmente, se identificaron 7 proteinas por espectrometria de masas, que
participan en diferentes procesos, de sefalizacion, metabolismo, estrés y que
forman parte del citoesqueleto. Dentro de las proteinas identificadas se reporto la
proteina 14-3-3 de T. solium (Tabla 3).73

17



Figura
3. Inmunoblot del extracto total de cisticercos de T. solium contra mezcla de
sueros de cerdos cisticercosos. Los numeros indican las proteinas que se

reconocieron de manera exclusiva por estos sueros’?

18



Tabla 3. Proteinas identificadas mediante espectrometria de masas

Numero Spot

Proteina

Especie

Ts1_ 1

Ts1_ 2

Ts1_3

Ts1_ 4

Ts1_5

Tsl 6
Ts1 7

Ts1 8

Ts2_9

Ts1_10

Ts1_ 11

Ts1_12

Ts1_13

Alfa-1 tubulina

Beta-2 tubulina

Proteina de choque
térmico

Proteina de choque
térmico

Proteina de choque
térmico

Anexina B1

Anexina B1

Similar a alfa-tubulina

Anexina B1

Proteina cinasa

dependiente de AMP

ciclico

Tropomiosina 2

Proteina 14-3-3

Proteina 14-3-3

Hirudo medicinalis

Echinococcus

multilocularis

Taenia solium

Taenia solium

Taenia solium

Taenia solium

Taenia solium

Strongylocentrotus

purpuratus

Taenia solium

Schistosoma mansoni

Echinococcus
multilocularis

Echinococcus
granulosus

Echinococcus
multilocularis

Proteinas 14-3-3
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Tabla 3. Identificacién de las proteinas mediante espectrometria de masas. Se
muestra la proteina a la que corresponde cada uno de los spots reconocidos
exclusivamente por sueros de cerdos cisticercosos (Tomada y modificada de Diaz-

Masmela et al. 2014) 73

El nombre a la familia de las proteinas 14-3-3 se les asigné debido a su patrén de
elucién y migracion en cromatografia DEAE-Celulosa y electroforesis en gel de

almidon. Las proteinas 14-3-3 eluyen en la 142 fraccion de homogeneizado de



cerebro bovino procedente de la columna DEAE-celulosa y en las fracciones de

3,3 en la electroforesis. 7°

Los miembros de la familia 14-3-3 son proteinas con un peso de 24-33 kDa y que
pueden forman homo o heterodimeros. 768 Estos dimeros interaccionan con sus
ligandos uniéndose a residuos fosforilados de Serina y/o Treonina, mediante
motivos RSXpSXP o RXXXpSXP (R: arginina, S: serina, X: cualquier aminoacido,
pS: posfoserina o fosfotreonina, P: prolina), el sitio de union a estos fosfopéptidos
esta conservado en todas las proteinas 14-3-3 cuyos residuos son Lys 49, Arg 56,
Arg 127 y Tyr 128 (en la proteina 14-3-3C humana). 8-86

Las principales funciones que se han reportado para las proteinas 14-3-3 son la
regulacion de vias de transduccion de sefiales que controlan los puntos de control
del ciclo celular, activacion de la MAP cinasa, la apoptosis y programas de

expresion génica. 80.84.8587,88

Dentro de las especies mas estudiadas se han reportado 7 isoformas de las
proteinas 14-3-3 en el humano, en Saccharomyces cerevisiae 2 isoformas y en

Arabidopsis thaliana 15 isoformas. 76.79.89
Proteina 14-3-3 en parasitos.

Se ha reportado la expresion de proteinas 14-3-3 en diferentes parasitos como:
Plasmodium spp, Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Eimeria tenella,
Echinococcus granulosus; entre otros. 8999 En parasitos como Echinococcus
granulosus y Fasciola giganta se ha propuesto utilizar como vacuna a la proteina
14-3-3, mientras que en Echinococcus multicularis y Schistosoma mansoni ya se

han realizado estudios de este tipo dando un rango de proteccion de 25-97%.
88,94,96,97

En Taenia solium el Unico reporte sobre proteinas 14-3-3 es la presencia de la

misma en la superficie de las oncoesferas activadas. %
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9. Justificacion

Como se menciond anteriormente el diagndstico mas certero para la NCC se basa
en estudios de neuroimagen (tomografia axial y resonancia magnética), dichos
estudios presentan un costo bastante elevado, por lo que resultan
econdmicamente dificiles de cubrir por gran parte de los pacientes de los lugares
endémicos para la enfermedad. Para el diagnostico de la cisticercosis en el cerdo
se utiliza el método de inspeccion lingual en bulsqueda de cisticercos. Sin
embargo, este método requiere de la sujecion del animal y de la participacion de
personal entrenado para este procedimiento. Este procedimiento, ademas de
agresivo para el cerdo es un método tardado que limita su aplicacién extensiva en
los miles de cerdos de traspatio que habitan en la republica mexicana, sin tomar
en cuenta que esta técnica solo permite detectar aproximadamente a la mitad de

los cerdos infectados.

Considerando las limitaciones en el diagnostico descritas anteriormente, las
técnicas de inmunodiagnéstico se utilizan para apoyar el diagnostico de NCC
humana vy cisticercosis porcina. El inmunodiagndstico se basa en la busqueda de
anticuerpos especificos o antigenos del parasito presentes en suero o LCR de
sujetos infectados. En nuestro grupo de trabajo, se realizO un extracto total
proteico de cisticercos de T. solium y se detecté que la proteina 14-3-3
diferenciaba sueros de cerdos cisticercosos, sanos y con otras parasitosis, debido
a esto, en el presente trabajo utilizamos la proteina 14-3-3 como antigeno para
identificar los anticuerpos presentes en muestras de suero de cerdos y sueros y
LCR de humanos con NCC.
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10. Hipotesis

La proteina 14-3-3 de Taenia solium contiene epitopes que son reconocidos de
manera especifica por sueros y LCR de pacientes con NCC y sueros de cerdos

con cisticercosis.

11. Objetivos

11.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad diagnéstica de la proteina recombinante 14-3-3 de Taenia

solium para cisticercosis porcina y humana

11.2. Objetivos especificos

Clonar, expresar y purificar la proteina 14-3-3 recombinante de Taenia solium
para evaluar su potencial en el inmunodiagnéstico de cisticercosis humana y

porcina.

Evaluar la capacidad de la proteina 14-3-3 recombinante de Taenia solium en

el reconocimiento de sueros de cerdos cisticercosos y no cisticercosos

Evaluar la capacidad de la proteina 14-3-3 recombinante de Taenia solium en
el reconocimiento de sueros y LCR de pacientes con NCC activa, NCC

inactiva e individuos con otras enfermedades neurolégicas
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Metodologia general

e  Extraccion de ARN de
cisticercos de T. solium

e Clonacién y expresion de la

proteina recombinante
e RT-PCR e Vector pET23a

e Secuenciacién e  (Células competentes BL-21

e Expresion con IPTG

Extraccién de ARN de

cisticercos de T. solium Purificaciéon de la proteina

RT-PCR mediante cromatografia

o liquida
Secuenciacién

Andlisis estadistico

Evaluacién de la proteina
recombinante para el
diagnéstico de NCC humana

GraphPad Prism

IBM SPSS Statistics

y cisticercosis porcina

ELISA
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12. Metodologia

12.1. Analisis bioinformatico sobre la proteina 14-3-3 de Taenia
solium

Se realiz6 una busqueda en el genoma de T. solium para identificar los genes de
la proteina 14-3-3. Se realiz6 un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
utilizando la base de datos del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con
cada secuencia para identificar las proteinas con mayor homologia para cada una
de ellas. Asi mismo utilizando el software Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) se alinearon las secuencias y se realizé

una matriz de identidad, posteriormente se alinearon las secuencias de las
proteinas 14-3-3 de T. solium junto con las de otros parasitos como Taenia
crassiceps, Echinococcus granulosus y E. multilocularis, Ademas, se construyé
una matriz de identidad de la secuencia de la proteina utilizada en este trabajo con
las proteinas 14-3-3 de humano y de cerdo (hospederos).

12.2. Extraccion de RNA de cisticercos de Taenia solium

El RNAwtal Se extrajo a partir de 3 cisticercos de T. solium obtenidos de musculo
esquelético de un cerdo infectado de forma natural. Se adicionaron 500 pl de
TRIzol® Reagnet Invitrogen y se maceraron con ayuda de un embolo de jeringa
estéril. El macerado se colocé en un tubo eppendorf y se le adiciond 500 uyl mas
de TRIzol® Reagent Invitrogen y se centrifugd a 13000 rpm por 3 minutos a 4°C.
El sobrenadante se recuperd y coloco en un nuevo tubo eppendorf estéril y se le
agrego 220 pl de cloroformo a 4°C e inmediatamente se resuspendid por inversion
durante 15 segundos, a continuacion se incubd por 5 minutos en hielo seco.
Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El RNA,
presente en la fase acuosa, se transfiri0 a un nuevo tubo eppendorf y se

adicionaron 600 pl de Isopropanol, se agitdé e incubdé por 1 hora a -20°C.
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Posteriormente se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se desech¢ y al precipitado (RNA) se le agregaron 300 ul de etanol
al 80% para lavarlo, se agité y se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante se desechod y el precipitado (RNA) se dejo secar aproximadamente
durante 5 minutos. Finalmente, se resuspendio el pellet en 40 pl en agua DEPC y

se guardd a -70°C hasta su uso.

12.3. Amplificacion de la secuencia de la proteina 14-3-3 de
Taenia solium

Partiendo del RNAwta de T. solium, se llevd a cabo la amplificacion de la
secuencia que codifica para la proteina 14-3-3. Se disefiaron los siguientes
oligonucledtidos especificos para amplificar en su totalidad la secuencia de

interés.

Forward
5AATGGGTCGCGGATCCATGGCAGCTATTACTTCCTGG3’
Reverse

5 TGCTCGAGTGCGGCCGCGGAGTCAGTTTCACATTCGGAS’

La reaccién de amplificacion se hizo mediante una Reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) con el kit SuperScript® Il First-

Strand Invitrogen de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El amplificado se corrié en un gel de agarosa al 1%, obteniendo una banda en el
peso esperado. A partir del gel, se corto la banda y purifico con el kit NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up Clontech, segun las instrucciones del fabricante.

Para verificar y confirmar que el amplificado era la secuencia que codifica la

proteina 14-3-3 de T. solium se mandé a secuenciar.
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12.4. Clonacidon de la proteina 14-3-3 de Taenia solium

Se puso a crecer un cultivo de 5 ml de bacterias E.col XLBlue y se utilizo el kit
QIAprep Spin Miniprep Kit segun las instrucciones del fabricante para purificar el

plasmido con el vector pET 23a.

Una vez purificado el plasmido se realizO una reaccion de restriccion para
linearizar el vector, para esto se utilizaron las enzimas de restriccibon BamH1 y
Notl.

Para la reaccion de clonacion se utilizé el kit In-Fusion® HD Cloning de Clontech®
Laboratories, Inc. segun las instrucciones del fabricante, en una relacion 1:3

(vector: inserto).

La transformacion bacteriana se llevd a cabo utilizando células E. coli HSTO8
Stellar Competent Cells de Clontech® Laboratories, Inc mediante el procedimiento
de choque térmico a 42°C por 45 segundos, finalmente se plaquearon en medio
agar LB + ampicilina (100 pg/ml), se dejaron incubando a 37°C toda la noche. Al
dia siguiente, se seleccionaron 3 clonas de las bacterias crecidas, las cuales se
utilizaron para corroborar que el gen de interés fue el que se clond, para esto se
realiz6 una reaccion de restriccion con las enzimas BamH1 y Notl y poder
observar la liberacion del inserto clonado, este se purific6 y se mandd a

secuenciar.
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12.5. Induccion de la proteina 14-3-3 de Taenia solium

Para llevar a cabo la expresion de la proteina recombinante 14-3-3 de T. solium se
utilizaron células E. coli BL21, las cuales presentan la secuencia que codifica para

la RNA polimerasa T7 que requiere el vector pET23a.

Las bacterias trasformadas se sembraron en 100 ml de medio LB + ampicilina
(100pg/ml) a 37°C con agitacién constante (150 rpm) durante toda la noche. Se
tomaron 50 ml del cultivo anterior y se agregaron a 1500 ml de medio LB +
ampicilina (100pg/ml) y se dejé incubando a 37°C con agitacion constante
(150rpm) hasta que alcanzé una densidad 6ptica de 0.6. Una vez alcanzada la
densidad O6ptica, se le adiciond el inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracién 1mM y la induccion se llevé a cabo durante 6 horas. Al
finalizar el tiempo de induccién, el cultivo se centrifugé a 4000 rpm durante 15
minutos a 4°C. El precipitado se resuspendié en buffer de lisis (Tris HClI 50mM,
NaCl 100mM, pH 8). Posteriormente las células se lisaron por medio de sonicacion
en hielo con 3 ciclos de 2 minutos cada uno, con pulsos de 20 segundos y 10
segundos de descanso. Una vez lisadas las células, estas se centrifugaron a 4000
rom durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se guard6 a -70°C hasta su uso.
La expresion de la proteina recombinante se verificO mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida al 12%.

12.6. Purificacion de la proteina 14-3-3 de Taenia solium

La proteina recombinante se purificO mediante cromatografia liquida, utilizando la
fraccion soluble (sobrenadante) colectada a las 6 horas post-induccion con IPTG.
Se utilizaron columnas HisTrap™ HP de GE Healthcare y el sistema de
cromatografia liquida automatizado “AKTA™FPLC” de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, se colectaron distintas fracciones y se verificaron mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%.
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12.7. ldentificacion del tallo de Histidina de la proteina
recombinante 14-3-3 mediante Western Blot

Con el propésito de verificar que el producto purificado contenia la proteina
recombinante, la fraccion soluble, en donde se encontraba la proteina 14-3-3
purificada, se corrié en un gel de poliacrilamida al 12% durante 80 minutos a 100
Voltios. Posteriormente, se transfiri6 a una membrana de Fluoruro de polivinilideno
(PVDF) mediante transferencia humeda a 100 voltios durante 70 minutos. La
membrana se bloque6 con albumina en buffer de fosfatos (PBS) al 3% durante 2
horas a temperatura ambiente con agitacion constante. A continuacion, se incub6
con un anticuerpo primario anti-HIS (Cell Signaling Technology USA) a una
dilucion 1:2000 en PBS-Tween 0.05% durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacion constante. Posteriormente se lavo 3 veces la membrana con PBS-
Tween 0.05%, al terminar los lavados, se incubd con un anticuerpo secundario
anti- raton en una dilucion 1:6000 en PBS-Tween 0.05% durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. Finalmente se realizaron 3 lavados

con PBS-Tween 0.05% y se revel6 con Diaminobencidina.

12.8. Evaluacion de la proteina recombinante 14-3-3 de Taenia
solium en su capacidad diagnostica mediante ensayos de
ELISA

Para la evaluacién de la proteina recombinante, se utilizé la prueba de ELISA
(ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas) para determinar la capacidad
diagnostica de detectar anticuerpos IgG en sueros y liquido cefalorraquideo (LCR)
de humanos con NCC activa, inactiva, y con otros desordenes neuroldgicos. Asi
como también con sueros de cerdos cisticercosos, no cisticercosos y con otras

parasitosis.

Se utilizaron 53 muestras de sueros de cerdos cisticercosos y 13 sueros de cerdos

Nno cisticercosos.
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En cuanto a las muestras de humanos se utilizaron muestras pareadas de suero y
LCR. Se obtuvieron 26 muestras de NCC activa, 14 muestras de NCC inactiva y
29 muestras de otros desérdenes neurolégicos (ODN). Adicionalmente se
trabajaron 19 muestras de sueros de pacientes sanos, 25 muestras de sueros con
NCC activa y 7 muestras de sueros de pacientes con otros desordenes

neurolégicos.

Se hizo una recopilacion de informacion clinica de los pacientes para identificar las
caracteristicas que presentaba cada uno de ellos, se obtuvieron datos sobre la

carga parasitaria, localizacién y celularidad.

Para las pruebas de ELISA se utilizaron placas de 96 pozos (CORNING® Costar
3590), las cuales se sensibilizaron con 1ug/pozo de proteina recombinante a 4°C
toda la noche con agitacion constante. Posteriormente (y al final de cada paso) las
placas se lavaron con 200 pl/pozo de PBS-Tween 0.05%. Las placas se
bloquearon con 100 ul/pozo de BSA 1% en PBS-Tween durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. A continuacion se adicionaron 100
Ml de suero (dilucién 1:100) o 40 pl de LCR a cada pozo y se dejaron incubando
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante. Posteriormente
se adicionaron 100ul de anticuerpo Anti-IgG de cerdo o humano (dependiendo el
suero que se utilizd) acoplado a peroxidasa de rabano en una dilucion 1:8000, se
dejé incubando durante una hora a temperatura ambiente con agitacion constante.
Para finalizar se adicionaron 100 ul/pozo del sustrato Tetrametilbencidina (TMB) y
se dejo incubar por 4 minutos, la reaccion se detuvo con 100 pl/pozo de Acido

Sulftrico (H2S04) y se leyo la densidad Optica a 450 nm.

12.9. Analisis estadistico

Se utilizé el software GraphPad Prism 6 para graficar los resultados obtenidos de
los ensayos de ELISA. Para la prueba de correlacion de Spearman se utilizé el
software IBM SPSS Statistics 23.
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13. Resultados

13.1. Analisis Bioinformético de la proteina 14-3-3

La proteina identificada mediante espectrometria de masas fue la siguiente:

MAAITSWITDSGCKDHASLVSIAKLAEQAERYEDMAVAMKTIAEMGNELNNEERNLLSVAYKNVVG
ARRSSWRIMSSIAKKQAGTPLADQTDIYLKKVEEELTKICNDVLALLSKNLITEKIGAEAKIFYYKMMG
DYYRYLAEVQEGEQNDKSTEAAEEAYQKATSLAEAELSVTHPIRLGLALNFSVFYYEIKNMPEKACS
LAKAAFDAAIAEVDSIKDETYKDSTLIMQLLRDNLTLWNSECETDSX

Buscando la secuencia en el genoma de T. solium, dicha proteina se identifico
como proteina 14-3-3 beta/alpha. Ademas de la esta, se identificaron 3 proteinas

homologas en el genoma, que se identificaron como:

Proteina 14-3-3 épsilon

MATKSPREALLTKAKLAEQIERYDDMAQFMHKIVDLNDESAPELTVEERNLLSVAYKNVIGARRSS
WRIISAIESKDEGNERVKNIRACREQVEKELKQMANEILSLLEKTLIPRAQNADSKVFYYKMQGDYN
RYLAEIATASERDEVAKRSLDAYKVATDIGTAELQPTHPIRLGLALNFSVFYYEIMNKPQQACQIAKQ
AFDDAIAELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWRSDVDNDEAEKNSPEGDKRDX

Proteina 14-3-3

MSSLSKREENVYMAKLCEQCERYDEMVKAMKDVLESGADLTVEERNLLSVAYKNVVGARRSSWR
VISSIEQKHDGDAKMQIAKKVREEIEKELNATCREILDLLDKTLLPAASNSESKIFFLKMKGDYYRYVA
EFCTGEERKQASDNSLTAYKAATDVAEADMQTTHPIRLGLALNFSVFYYEIMNNPKRACELARKAF
DDAVAELDTLPEESYKDATLIMQLLRDNLTLWNSDTGDNDAAEQPKAEX

Proteina 14-3-3 zeta/delta

MADLLSTEWLKDLPLKDRDSYVNTAKCLEQAERFDDMAVCMKEVTKFDKELNNEERNLLSVAFKN
VVGSRRNSYRVLSSRLSRTQDPEKQALTKEYLDILQKELNAICSDVLQLIEERLYPSCSNAEGKVFY
KKMMGDYYRYKAENAKGEDHKQVVEASLKAYEEATEIANEKLSCTHPIRLGLALNYSVFYYEIMNS
PDRACQLAKKAFDDAVSDVDSANDDSYKDSTLIMQLLRDNLALWTSDPEETENTEGAEX

Se realiz6 un BLAST a cada una de las proteinas arrojando los siguientes

resultados (Fig. 4)
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Color key for alignment scores
M =40 W 40-50 W s0-80 W s0-200 H==200
A Query
| 1 1 | | |
1 50 100 150 200 250

Max | Total Query E

Descnption ST [ P — Ident  Accession

523 523 99% 00 100% EUBG33431

494 494 94% 9e-176 99% CDI9B4GIA

14-3-3 protein epsilon [Hymenolepis microstoma 454 454 98% 1e-160 B6% CDS28921.1

Color key for alignment scores

W =40 W 40-50 M s50-80 W s0-200 W= =200
B Query
1 1 I 1 1 I 1
1 40 80 120 160 200 240
Description | U= TIREE) W=t Resme
score score cover | value

putative 14-3-3 protein 484 484 99% Be-173 94% AAXT31761
14-3-3 protein [Echil 479 479 99% 9e-171 94% ACP212411
14-3-3 protein [Echil I is] 478 478 99% 3e-170 94% CDS35963.1

Color key for alignment scores

W <=0 M 40-50 W so-80 M =0-z00 M- =z00
C Query
I 1 I 1 I 1
1 50 100 150 200 250
Description D el Ident Accession
score score cover value

14-3-3 protein zeta 521 521 99% 00 98% EUB619171
14-3-3 protein zetadelta I i 519 519 99% 00 98% CDS428801

Color key for alignment scores

W <40 W«o-50 W so-s0 W s0-z00 M > =200
Query
D 1 1 1 1 1 1 1
1 40 80 120 160 200 240

Description i AR N L e B v——
score score cover value
putative growth requlator 14-3-3 [Taenia solium 506 506 99% 0.0 100% AHB59733.1
RecName: Full=14-3-3 protein homolog 2 504 504 99% 0.0 99% QB8MMT5.1

Figura 4. BLAST realizado utilizando las 4 secuencias de la proteina 14-3-3
identificadas en el genoma de T. solium. A) 14-3-3 epsilon, B) 14-3-3, C) 14-3-3
Zeta/Delta y D) 14-3-3 Beta/Alpha. Las 4 proteinas de T. solium presentan una
identidad mayor al 95% con proteinas 14-3-3 de E. granulosus y E. multilocularis.
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Como se observa, la proteina beta/alpha arroja un 100% de identidad con una
proteina putativa de T. solium y un 99% con la proteina beta/alpha de
Echinococcus multilocularis, mientras que las demas proteinas dan una mayor
cobertura e identidad con proteinas 14-3-3 de E. granulosus seguido por E.

multilocularis.

Se alinearon las 4 secuencias de aminoacidos (Fig. 5) de las proteina 14-3-3 de T.

solium y se construy0 una matriz para observar el porcentaje de identidad entre

ellas.

TsHbetazalpha
TsHzetazdelta
TsHepsilon
Tshld-3-3
Consensus

TsHbeta:alpha
TsHzetazdelta
TsHepsilon
Tshld=3-3
Consensus

| I | |
1 10 20 30 40 b0 60 10 80 90 100 110 120 130
| + + + + + + + + + + + + |
HART--TSHITDSGCKDHASLYSIAKLAEQRERYEDHAYAHKTIA-=-~EHGHELHHEERHLLSYAYKHYYGARRSSHRINSSIAKKOAGTPLADQTOIYLKKYEEEL TKICHDYLALLSKHLITEKIGA
HADLLSTEHLKDLPLKDROSYYNTAKCLEQRERFDDHAYCHKEYT====KFDKELHHEERHLLSYAFKHYYGSRRNSYRYLSSRLSRTODPEKOAL TKEYLDILOKELNATICSOVLOLIEERL YPSCSHA
HATKSPREALLTKAKLAEQTERYDDHAQFAHKIYOLHDESAPEL TYEERHLLSYAYKHYIGARRSSHRITSAIESKDEGHERYKNIRACREQYEKELKOHANETL SLLEKTLIPRAQHA
HSSLSKREENYYHAKLCEQCERYDEHYKAAKDYL----ESGADL TYEERHLLSYAYKHYYGARRSSHRYTSSIEQKHDGDAKHOIAKKYREEIEKELNATCREILDLLDKTLLPAASHS
na,,..t.u,.ds, lkdr slv, AK1aEOaER% 4Havallk, !, .. .e.¢, $LonEERHLLSYAXKKY ! GaRRsSuR! , Sei, sk, o, ek, , bk, yl, ,v#kELnaicn#!L,Llek,Lip, ,2na

131 !!H !!0 160 170 180 Eﬁ EBH 210 220 230 I?' 250 260

| + + + + + + 4 4 4 + + + |
EAKIFYYKHHGDYYRYLAEYQEGEONDKSTERREEAYOKATSLAEAELSYTHPTRLGLALKF SYFYYEIKHHPEKACSLAKARFDARTAEYDSIKDETYKDSTLIHOLLRDHLTLHHSECETDSY

EGKYFYKKHHGDYYRYKAENAKGEDHKOYYEASLKAYEEATEIANEKL SCTHPTRLGLALKYSYFYYEIHHSPORACOLAKKAFDDAYSDYDSANDDSYKDSTLIHOLLRDKLALHTSOPEETENTEGAE
DSKYFYYKHAGDYHRYLAETATASERDEYAKRSLOAYKYATDIGTAELAPTHPTRLGLALKFSYFYYETHHKPQOACATAKQAFDDATAELDTLHEESYKDSTLIHALLRDKL TLHRSDY=DNDEREKHS
ESKIFFLKHKGDYYRYYAEFCTGEERKOASDHSLTAYKAATDYAEADHOT THPTRLGLALKHF SYFYYEIHHNPKRACELARKAFDDAYAELDTLPEESYKDATLIHOLLRDKL TLHHSOTGONDAREQPK
#,KIF2yKHnGDYyRY1AE 4, gek, dqv,easl, AY, AT, iaeaeds, THPIRLGLALHXSYFYYEIRH, P, rACqLAkKAFDAA! advDs , n#$sYKDSTLIHOLLROHLELHNS# 64\ 44 184t

261 268

Tshhet.a:alpha
Tshzetasdelta X
TsHepsilon PEGDKRDX

TsH14-3-3 AEX . )
CONSENSUS  +1ueeses Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

14-3-3epsilon led.aa 59.92 55.23 449,39
1 TsM14-3-3 5%.92 loo.oe 32.56 52.24
14-3-3beta_alpha 55.23 53.56 led.ee 54.44
14-3-3zeta_delta 49.39 52.24 54.44  1ea.ee

o

Figura 5. Alineacion de las 4 proteinas 14-3-3 de T. solium, se observa que se
conservan los dominios distintivos para la familia 14-3-3. La barra azul muestra la
region involucrada en la formacion de homo/heterodimeros, la barra verde
identifica la regidbn de unién del fosfopéptido ligando y la barra amarilla
corresponde a la regién de interaccion de las cadenas laterales del fosfopéptido
ligando con la proteina 14-3-3. La matriz muestra que las proteinas poseen en

promedio 50% de identidad entre ellas.
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De igual manera, se realiz6 una alineacion de las proteinas 14-3-3 de T. solium y
otras proteinas ortologas de otros parasitos como T. crassiceps, E. granulosus y
E. multilocularis (Fig. 6). Se observa que las proteinas se agrupan por isoformas
con las que comparten un porcentaje mayor de identidad. Para la proteina 14-3-3
beta/alpha que utilizamos en este trabajo encontramos un 99.6% de identidad con

proteinas de E. granulosus (Eg3), E. multilocularis (Em3) y T. crassiceps (Tc3).
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1 1w Fal) S aun o b oy L oy AL i Ly p

I 1

TsBetasalpha HAALTSHITOSGCKDHASL YSTAKLUAESAER YEDARYARKT TA—-——ENGHELNNE ERNLLSYATENYY GRRRSSHRINSS TAKKAAGTPLADG TOLYLKKYEEEL TKICHDYLALLSKNL LTEKTGR
Te3 HARLTSHITOSGCEDHASLYSTAKLAEORER YEDHAVARKET IA———ENGHELHNEERHLL SYAYENYY GARESSHRINSS TAKEKOAGTPLADO TDLYL KK VEEEL TEICHDVLALLSKENL ITEEIGH

End HARTTSHITOSGCKDHASL YSTAKLAEQRER YEDHAYARKT TA————ERGHEL HNEERHL L 5YRYENYYGRRRSSHRTHSS TRKKOAGTPLADOTOTYLKKYEEEL TRTICHOYLALLSKNL TTEKTGA

Eg3d HAALTSHITOSGCKDHASL VS TAKLAEJAER YEDAAVARKT TA-———ENGHELNNE ERNLL SVHTENYY GARRS SHEINSS TAKKOAG TPLADO TOLYLKKVEEEL TKICHDVLALLSKNL L TEKLGA
Tezetasdelia HADLLSTEMLEDLPLEDRDSYYHTAKCLEQRERFODHAYCHKEYT ==——=KF KELHHEERHL L SYAFKHYYGSRRHSYRYLSSRELSRTOOPEKQAL TKEYLOTLOKEL HATCSOYL QL TEERL YPSCSHA
Ted  AADLLSTEMLRDLPFLKDRESY YNTAKCLEORERFONAAYCAKEYT==<=KF DKELNNEERNLLSYAFENYY GSRENSYRYLSSRLSRTODSEKOAL TKEYLDILONELMATCSDYL L TEERL YPSCSMA

Enmd HSELLSTEMLEDL FLEDRINSY YHTAECLEQRERFDDHAYCHEEY T ————RFEKELHHEERHL L SVAFEHY Y GSRRHSY RYLSSELARTODPEKQAL TEEYLDILOKEL HAICSDYVL -LTEERL YPSCSHA

Egd HAELLSTEHLEDLPLKDRDSYYNTAKCLEORERFONHAYCHKEYT———RFDKEL HNEERHLL SYAFKHYYGSRRRSYRYLSSRLARTADPEKOAL TREYLDILAKEL MATCSDYL —L TEERL YPSCSHA
Teepsilon HMATKSPREALL TKAKLAEUIER YDORMAQF AHK IVDLNDESAPEL TVEERNLLSYAYENY LGARRSSHRLTSATESKOEGHERYKNIRACREOVEKEL KOMANE LL 51 LEKTL IPRAOMA
Egl HATKSPREAL L TKAKLAEQTIER YDDHAGFHHK TYDLNDESAPEL TYEERHL L SYAYKHYIGARRSSHRITSATESKNEGHERYKHIRACREQVEKEL KQMANETL 51 LEKTL IPRAGMA

Enl HARKSPREALL TKAKLAEOTER YDORADF MK TYDLNDESAPEL TYEERNLLSYAYENYIGARRSSHRLTSATESKOEGHERYKNIRACREQVEKEL KOMANETL 51 LEKTL IPRAGNA

Tel HMARKGPREALL TKAKLAEQIER YDDHAQFHHK IVDLNDESAPEL TYEERHLL SYAYKHY IGARRSSHRIISATESKDEGHERYKNIRACREQVEKEL KLMANEIL 51 LEKTL IPRAGMA
Ts14-3-3 HSSLSKREENYYHAKLCEQCER YDEHYEANKDYL - ——ESGADL TYEERHLL SYAYKHYYGARRSSHRYTSS TEQKHDGDAKNOTAKKYREE TEKEL MATCRETL ML LDKTL LPAASHS
To2 HSALSKREENYYHAKLCEUCER YOEMYKARKD YL - ———ESGADL TYEERHLL SYAYEHY Y GARRS SHRVISS IEQKHDGDAKMOIAKRYREELEKELHATCRELLDLLOK TLLPAASHS

En? HS5L SKREENVYHAKLCEQCER YDEHVKANKD YL ====ESGADL SVEERHL L SYAYKHYVGARRSSHRVISS TEQKHDGDAKNOTAKKYREETEREL HATCKETL 61 LDKTL LPAASSS

Eg2 HSSLSKREENYYHAKLCEQCER YDERYKANKDYL - ——ESGADLSYEERNLL SYAYENYYGRARRS SHRYISS TEQRHDGDAKHOTAKKYREELTEREL SATCKETLDLLDE TLLPAASSS

CONSentUs ....esesseP2 L re, v, AKL E0 . EREH#SMNa  allk, ! . ... .02g. 5L . wEERHLLSVAXKEHY | GaRReSuR iSeie k. cB. cMe s s ess e, HKEL ,a,c  $IL L1 KEL .p.a=na

TsBetasalpha |:lchr'r'ﬂcm-lil:l'iYR'rml:'mEEI:ull[I<51EIIIEEll'ru|<nTSLnEnELSVTlI’IRLGLnLllF,Jvr'rﬂ:Ilmrl’Elql[:5LnlcmrDllFlIrll:vElsucnnYkn.JLIncI_LRnM_TLHHSI:CEmS-(

Te32 ERKIFYYKHHGDYYRYLAEVOEGEOWDKS TERREEAYOKATSLAEAELSVTHP IRLGLALMFSVEY YEIKHHPEKAC TLAKARFDAATIAEVDSIKDET YKDSTL IMDL L RDML TLMNSECETDS

En3 EAKTFYYKHHGDYYRYLAEVAEGEORDKSTERREEAYQAKATSLAEAEL SYTHP TRLGL ALNFSYFY YETKHHPEKACSLAKARFOAAT TEYDSTKDETYKDSTL THMOLLROML TLHNSECETDS

Eg3 ERAKLFYYKAMGDYYRYLAEVOEGEUNDKS TERAEEAYOKATSLAEAELSY THP LRLGLALNFSYE Y YELKHHPERACSLAKARF DAAL TEVISTKDETYKOSTL IMOLLROML TLMMSECETDS
Tszetasdelta EGKYFYKKHHGDYYRYKAENAKGEDOHENYYEASLKAYEEATEIANEKL SCTHP TRLGLALKYSVFY YETHHSPDRACQLAKKAFDDAY SOV DSANDDS YKDSTL IMOLL RONLALHTSDPEETENTEGRE
Ted  EGKYFYKKHHGDY YRYKAENAKGEDH KO YYERSLKNYEEATETANEKLSCTHP TRLGLALNYSYE Y YETHHSPDRACOL AKKAFDDAY SOV DSAND DS YROST L IHOLLRDNLALMTSDPEETENTEGRE
Emd  EGKVFYKKHHGDYYRYKAENAKGEDHEQVVERSLKAYEEAT ELANEKLSC THP IRLGLALNYS VF Y YETHHSPDRACOQLAKKAFDDAY SOVISAND DS YKDSTL INQLLRDML ALHTSDPEETENTEGRE
Egd EGKYFYKKHHGDYYRYKAENAKGEDHKOVYEASLKAYEEATETANEKL SCTHF TRLGL ALNYSYFY YE THHSPDRACQL AKKAFDDAY SOYVDSANDDS YKDSTL THOLLRDNL AL HTSDPEETENTEGRE
Teepsilon DSEVEYYEAQGDYHRYLAEIATASERDEVAKRSLDAYEYHATDLGTHELDP THP LRLGLALNFSYE Y YELHHKPOUACOLAKQHF DDALAEL D TLHNEES YEDS T L INOL LROMHL TLHMRSIY-DNDEREKHS
Egl DSKVFYYKHOGDYHRYLAEIATASERDEVAKRSLDAYKVATDIGTAELOPTHF TRLGLALKFSVFY YETHHKFPOOACQIAKDAFODATAEL DTLNEESYKDSTL THOL L RDKL TL HRSIN=DNDEREKHS
Enl  DSKEVFYYKHOGDYMRYLAELATASERDEVAKRSLDAYEVATDIGTAELPTHP TRLGLALNFSYEY YETHHEPOOACQIAKDAFDDATAELDTLNEESYRDSTL THOLLRDNL TLHRSDY-DHDEREKNS
Tel DSRYFYYKHOGDYHRYLAEIATASERDEVAKRSLDAYKFATDIGTAELOPTHP IRLGLALNFSVF Y YETHHEPOOACQIAKDAFODATAELDTLNEESYKDSTL INDL LRDML TL RSN =DNDEREKHS
Tsl4-3-3  ESKTFFLKHKGDYYRYVYAEFC TGEFRKOASONSL TAYKAATDVAEADHGT THP TRLGL ALKFSYFY YE THHNPKRACELARKAFDNAYAELDTLPEES YKOATL THOL L ROHL TL MHSDTGDRDAREQPK
Te2 ESKLFFLEMEGDYYRYVAEFC TGEERKOASDNSL TRYESATDVAEADHDT THP LRLGLALKESYEY YELHHMPKRACELARKAFDDAYAELD TLPEES YEDAT L IMOLLRDML TLMMSDTGDNDAREQPEK
En2 ESKIFFLEHKGDYYRYVAEFCTGDERKOASONSLHAYKSATEVAEGDHOT THP TRLGL ALHFSYF Y YETHHHPKRACEL ARKAFDDAYAEL DTLPEES YKDAT L THOL L ROHL TL MHSDRAGDTDAREPPK
Eg2 ESKIFFLEHKGDYYRYYAEFCTGDERKAASONSLHAYKSATEYAEGDHOT THP TRLGLALNFSYF Y YETHHHPKRACEL ARKAFDDAYAELDTLPEES YKOAT L IMOLL RONL TLHHSDAGDTDAREPPK
Consensus  $oKIFX. KH.GDYYRY .AE. . tgatrkq, .. .=l AYk, AT, .aea,$q9. THPIRLGLALKXS VFY YEIRK P, rAC, LAKKAFDAA ! a®10t L, $4e YD TLINOLLROMLEL MNnS %, . d.d. a8, . .

261 259

TsBetadalpha
Te3

En3
Eg3
TezetasdelLa
Ted

x

En<
Egd

Tsepsilon PEGDERDK
Egl

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1. Emd lee.@@ 98.82 96.47 98,84 55.86 55.86 54,84 55,86 40,18 49,50 49,50 49,50 53,88 52,67 53.5@8 53.5@
2: Egd 58.82 1lee.e@ 96.86 98.43 55.47 55,47 55,24 55,47 5@.e6 58.41 5@.41 Gt@.41 52,26 51.85 52.67 52.67
3: Tcd 56.47 96.86 le@.ee 98.44 55.24 55,24 55,82 55.24 49,86 5@.20 58.20 GS@.20 52.87 52.46 52.87 52.87
4: Tszeta/delta 98.84 98.43 98.44 10@.88 55.24 55.24 55.@2 55.24 49.59 50.80 50.80 58.88 52.24 51.84 52.85 52.85
5: Em3 55.86 55.47 55.24 55,24 1p6.6e 1ee.ee@ 99.60 99.19 55,23 55.23 55,23 55,65 52.38 52.38 53.14 53.56
6: Eg3 55.86 55.47 55.24 55,24 1@0.60 lee.ee 99,68 92,19 55,23 55.23 55.23 05,65 52.3@ 52.38 53.14 53.56
7: TsBeta/alpha 54.84 55,24 55,82 55.82 99.60 99.00 18@.e@ 99.60 55.42 55.42 55.42 55,83 52,58 52,58 53.33 53.75
8: Tc3 55.e6 55.47 55,24 55,24 99,19 99,19 99.6@ 1@@.e@ 55.65 55.65 55.65 G6.87 52,72 52.72 G3.56 53,97
g: Tcl 49.18 G5@.e8 49.80 49,59 55,23 55.23 55,42 55,65 1@e.e@ 93.84 98.84 98,43 57.89 57.89 G5B.47 59.11
18: Tsepsilon 49,59 5@.41 5@.20 5@.ee 55.23 55.23 55,42 55,65 98.e4 1ee.ee 1ee.@6 99.61 57.89 57.89 59.27 59.51
11: Egl 49,59 5e.41 S@.2e 5@.ee 55.23 55.23 55,42 55.65 98,04 lee.ee 1e9.@e 99,61 57.89 57.82 59,27 59.51
12: Eml 49,59 58,41 5@.2e 5@.e@ 55.65 55.65 55.83 56.87 98,43 09.61 99.61 1ee.e@ 57.80 57.8% 59.27 59.92
13: Em2 53.e9 52,26 52.87 52,24 52.39 52.3@ 52.5@ 52,72 57.e9 57.89 57.80 57,80 lee@.ee 99.1% 94,33 03,03
14: Eg2 52.67 51.85 G52.46 51.84 52.39 52.3@ 52.5@ 52.72 57.e9 57.89 57.80 57.B0 99.1% 1@@.88 94.33 03,93
15: Ts14-3-3 53.56 52.67 52.87 52.65 53.14 53,14 53,33 53,56 58.47 59.27 59.27 G59.27 94.33 94.33 180.86 98.79
16: Tc2 53.56¢ 52.67 52.87 52,65 53.56 53.3%6 53.75 53.97 58,11 59.51 59.51 5O@.82 93,93 93.93 098.79 100.00

Figura 6. Alineacion de 4 proteinas 14-3-3 de T. solium (Ts), 4 de E. granulosus
(EQ), 4 de E. multilocularis (Em) y 4 de T. crassiceps (Tc). Se observa que se
agrupan por isoforma. Las barras azules indican las regiones que forman las 9
hélices caracteristicas de la familia. En la matriz se observa la identidad entre

cada una de las proteinas.
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También se realizé la alineacion y matriz de identidad de la proteina 14-3-3
beta/alpha de T. solium con sus ortélogos de humano y cerdo (sus hospederos), la
proteina de T. solium tiene una identidad de 61.18% con la de humano y 53.81%
con la cerdo, asi mismo observamos que solo se conservan las firmas de la familia
14-3-3 entre ellas (Fig. 7)

[ | | [
1 10 20 30 10 50 b0 0 80 30 100 110 120 130
I ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ |
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Percent Identity Matrix - created by Clustalz.1l

1: Tasnizasolium 188.88 61.18 £3.81
2: Homosapiens 51.18 1ge.88 8L .57
3: Susscrofa 53.81 65.57 188.68

Figura 7. Alineacién de las proteinas 14-3-3 de T. solium, Homo sapiens y Sus
scrofa. Se observa que se conservan los dominios distintivos para la familia 14-3-
3. La barra azul esta por encima de la region involucrada en la formacion de
homo/heterodimeros, la barra verde identifica la region de union del fosfopéptido
ligando y la barra amarilla corresponde a la regién de interaccion de las cadenas
laterales del fosfopéptido ligando con la proteina 14-3-3. La matriz muestra que las

proteinas poseen entre 50% y 60% de identidad entre ellas.
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13.2. Amplificacion del gen que codifica para la proteina 14-3-3
de Taenia solium

Partiendo del RNAwta de cisticercos y los oligonucledétidos disefiados se realizo la
RT-PCR. Se obtuvo un amplicon de aproximadamente 748 pb (Fig. 8). Dicho
producto se mandé a secuenciar y se confirmé que el amplificado corresponde al

gen de la proteina de interés (Fig. 9).

2072
1500

600

Figura 8. Gel de Agarosa 1%. Amplificacion por RT-PCR del gen que codifica para
la proteina 14-3-3 de T. solium. Carril 1: Marcador de tamafio molecular (100 pb),

Carril 2: Producto amplificado 748 pb.
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ATGGCAGCTATTACTTCCTGGATTACGGATA
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1 |
GTGGATGCARGGATCATGCTTCCCTTGTTTCCATCGCTARGT TGGCGGAGCAGGCTGAGCGC TACGAGGATATGGC TGTCGCCATGARGACCATTGCCGAGATGGGCAATGAGCTTARCARCGAGGAGLG
GTGGATGCARGGATCATGCTTCCCTTGTTTCCATCGCTARGTTGGCGGAGCAGGCTGAGCGCTACGAGGATATGGCTGTCGCCATGARGACCATTGCCGAGATGGGCAATGAGCTTARCARCGAGGAGLG
GTGGATGCARGGATCATGCTTCCCTTGTTTCCATCGCTARGTTGGCGGAGCAGGCTGAGCGCTACGAGGATATGGCTGTCGCCATGARGACCATTGCCGAGATGGGCAATGAGCTTARCARCGAGGAGCG
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TARCCTATTATCCGTTGCGTACARAARTGTGGTCGGAGCTCGTCGCTCATCGTGGCGARTTATGTCTAGCATTGCCARGARGCAGGC TGGTACCCCGCTTGLCGATCAGACGGACATTTATCTTARGARG
TARCCTATTATCCGTTGCGTACARAARTGTGGTCGGAGCTCGTCGCTCATCGTGGCGARTTATGTCTAGCATTGCCARGARGCAGGCTGGTACCCCGCTTGLCGATCAGACGGACATTTATCTTARGARG
TARCCTATTATCCGTTGCGTACARAAATGTGGTCGGAGCTCGTCGCTCATCGTGGCGARTTATGTCTAGCATTGCCAAGARGCAGGCTGGTACCCCGCTTGCCGATCAGACGGACATTTATCTTARGARG
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GTGGAGGAAGAGC TGACCARARTCTGCARCGATGTTCTGGCTCTTCTCTCGARGRAACCTARTCACGGAGARARTCGGTGCAGAARGCARARATTTTCTACTACARGATGATGGGTGATTACTATCGCTACT
GTGGAGGAAGAGCTGACCARARTC TGCARCGATGTTCTGGCTCTTCTCTCGARGAACCTARTCACGGAGARARTCGGTGCAGAARGCARARATTTTCTACTACAAGATGATGGGTGATTACTATCGCTACT
GTGGAGGARGAGC TGACCARARTC TGCARCGATGTTCTGGCTCTTCTCTCGARGRACCTARTCACGGAGARARTCGGTGCAGAARGCARAARTTTTCTACTACAAGATGATGGGTGATTACTATCGCTACT
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TGGCGGARGT TCAGGARGGTGAGCAGAATGACARGTCCACAGAGGCTGCCGAGGAGGCTTATCARRAGGCTACGTCACTCGL TGAGGCGGAGCTTTCAGTCACTCATCCARTTCGACTTGGATTGGCGLT
TGGCGGARGT TCAGGARGGTGAGCAGAATGACARGTCCACAGAGGCTGCCGAGGAGGCTTATCARRAGGCTACGTCACTCGLTGAGGCGGAGCTTTCAGTCACTCATCCARTTCGACTTGGATTGGCCCT
TGGCGGARGT TCAGGARGGTGAGCAGAATGACARGTCCACAGAGGC TGCCGAGGAGGCTTATCARAAGGC TACGTCACTCGL TGAGGCGGAGCTTTCAGTCACTCATCCARTTCGACTTGGATTGGCeCT
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CARCTTCTCCGTCTTCTACTACGAGATTARAARTATGCCCGAGARGGCCTGTTCACTAGCCARAGCGGC TTTCGACGCGGCCATTGCAGAGGTGGACTCGATTARGGACGAGACGTACARGGACAGTACT
CARCTTCTCCGTCTTCTACTACGAGATTAAAARTATGCCCGAGARGGCCTGTTCACTAGCCARAGCGGC TTTCGACGCGGCCATTGCAGAGGTGGACTCGATTARGGACGAGACGTACARGGACAGTACT
CARCTTCTCCGTCTTCTACTACGAGATTAARARTATGCCCGAGARGGCCTGTTCACTAGCCARRGCGGC TTTCGACGCGGCCATTGCAGAGGTGGACTCGATTARGGACGAGACGTACARGGACAGTACT
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1 |
CTCATCATGCAGCTGCTGCGTGATAATCTGACGCTCTGGARCTCCGARTGTGAARRCTGACTCC

CTCATCATGCAGCTGCTGCGTGATAATCTGACGCTCTGGAACTCCGARTGTGARACTGACTCCGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTARCARAGCCCGARRGGARG
CTCATCATGCAGCTGCTGCGTGATARTCTGACGCTCTGGAACTCCGARTETGAARCTGACTEL , 4 av s s rrsnssrrnssrsrssssssrsnssrrrsssrrsssrrssrasssrrsssrssssnssss

Figura 9. Alineacién de la secuencia de la proteina 14-3-3 de T. solium y el

amplificado por medio de RT-PCR, se observa que solo hay un cambio de una

base G por C.
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13.3. Clonacion de la proteina 14-3-3 de Taenia solium

Para la clonacion se utilizé el vector pET23a. La transformacion bacteriana se
llevé a cabo utilizando células E. coli HST08 Stellar Competent Cells mediante
choque térmico y se plaguearon en caja de cultivo con agar y antibidticos, se
seleccionaron 3 clonas y se purificd el ADN recombinante. Se realiz6 una doble
restriccion con las enzimas BamH1 y Notl para observar la liberacion del inserto
que corresponde a la regién codificante de la proteina 14-3-3 (Fig. 10). El vector
recombinante se mandd a secuenciar y se confirmé la integridad de la secuencia
correspondiente al marco de lectura abierto que codifica para la proteina 14-3-3.

Se observo un cambio de base de una G por C (Fig. 11).

Pb

3000

2000

1000
«—— 748pb

Figura 10. Gel de Agarosa 1%. Carril 1: marcador de tamafio molecular, carril 2:
vector pET23a purificado, carril 3: vector pET23a mas inserto (14-3-3), carril 4:
vector pET23a después de la doble digestion con BamH1 y Notl, se observa la

liberacion del inserto en el tamafio esperado (748 pb).
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gcatgactgetepacagcaaatgeetcgcgeatccATOOCAGCTATTACTTCCTGGATTA

COGATAGTGGATGCAAGGATCATGCTTCCCTTGTT TCCATCGCTAAGT TGGCGGAGCAGG
COGATAGTGGATGCAAGGATCATGCTTCCCTTGTT TCCATCGCTAAGT TGGCGGAGCAGG

CTGAGCOCTACGAGGATATGECTGTCGC CATGAAGACCAT TGCCGAGATGOGCAATGAGT
CTGAGCOCTACGAGGATATGECTGTCGCCATGAAGACCAT TGCCGAGATGOGCAATGAGT

TTAACAACGAGGAGCOTAACCTATTATCCGTTGCOTACAAAAATETGETCOGAGCTCGTC
TTAACAACGAGGAGCOTAACCTATTATCCGTTGCGTACAAAAATEGTGETCOGAGCTCGTC

GCTCATCGTGECGAATTATGTCTAGCAT TECCAAGAAGCAGGCTEGOTACCCCGITTGCCG
GCTCATCOTEOCEAATTATGTCTAGCAT TECCAAGAAGCAGGCTEGOTACCCCGCTTGCCG

ATCAGACGGACATTTATCT TAAGAAGGT GEAGEAAGAGCTEACCAAAATCTGCAACGATG
ATCAGACGOACATTTATCT TAAGAAGGT GEAGEAAGAGCTEACCAAAMATCTGCAACGATG

TTCTGECTCTTCTCTCGAAGAACCTAAT CACGRAGAAAATCOGTOCAGAAGCAAAAATTT
TTCTGECTCT TCTCTCGAAGAACCTAAT CACGOAGAAAATCOGTOCAGAAGCAAAAATTT

TCTACTACAAGATOATGEGTGAT TACTATCGCTACT TGOGIGGAAG T TCAGOAAGG TGAGT
TCTACTACAAGATOATGEGTGAT TACTATCGCTACT TGGOGGAAG T TCAGOAAGE TGAGT

AGAATEACAAGTCCACASAGOC TGCCEAGEAGGCT TAT CALAAAGGCTACGTCACTCGCTGE
AGAATEACAAGTCCACAGAGOCTGCCGAGEAGGCT TATCARAAAGGCTACGTCACTCGCTG

AGGCOEAGCT TTCAGTCACTCATCCAAT TCGACTTGGAT TG C g CTCAACTTCTCOGTCT
AGGCOEAGCT TTCAGTCACTCATCCAAT TCGACTTGGAT TG CcCTCAACTTCTCOGTCT

TCTACTACGAGATTAAARATATGCCCGAGAAGOCCTATTCACTAGCCAAAGCGECTTTCG
TCTACTACGAGATTAAARATATGCCCGAGAAGOCCTATTCACTAGCCAAAGCGRCTTTCG

ACOCOECCATTOCAGAGETEOACTCGAT TAAGGACGAGACETACAAGCACAGTACTCTCA
ACOCOECCATTOCAGAGETEOACTCGAT TAAGGACGAGACETACAAGEACAGTACTCTCA

TCATECAGCTECTECATEATAATCTGACGC TCTGEAACTCCGAATOTEAAAC TEACTCC -
TCATGCAGCTECTOCGTEATAATCTGACGC TCTGGAACTCCOAATOTGAAACTGACTC g

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de la proteina 14-3-3 de T. solium vy el

resultado de la secuenciacion del vector recombinante.
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13.4. Expresion de la proteina recombinante 14-3-3 de Taenia
solium

La induccion de la proteina recombinante 14-3-3 se llevd a cabo con IPTG 1mM,
se tomaron muestras a diferentes tiempos post-induccion. Se observo que a las 6
horas era el tiempo 6ptimo de expresion de la proteina. Esto se verific6 mediante
geles de poliacrilamida al 12% donde también se observé que la proteina estaba
en el peso molecular esperado (Fig. 12).

kDa

150

100
75

50

37

25

15

Figura 12. SDS-PAGE 12%. Carril 1: Marcador de peso molecular (kDa), carril 2:
sin IPTG, carril 3: 2 horas (Hrs) con IPTG, carril 4: 4 Hrs con IPTG, carril 5: 6 Hrs
con IPTG, carril 6: 24 Hrs con IPTG. Se observa el peso de la proteina 14-3-3 de
aproximadamente 30 kDa. Tincién de Plata
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13.5 Purificacion de la proteina recombinante 14-3-3 de Taenia
solium

Se realiz6 la purificacion por medio del sistema de cromatografia liquida
automatizado “AKTAT™FPLC” con el cual se obtuvieron distintas fracciones, las
cuales fueron evaluadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida para

identificar en que fracciones estaba la proteina purificada (Fig. 13).

150
75

50

37

25

Figura 13. SDS-PAGE 12%. Purificacion de la proteina recombinante 14-3-3.
Carril 1: marcador de peso molecular (kDa), carril 2: fraccion donde se encontraba
la proteina purificada, carril 3: fracciones donde no se purifico la proteina, carril 4:

muestra inicial. Tincion de plata.
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13.7. Evaluacion de la proteina recombinante
14-3-3 de Taenia solium en su capacidad
diagnostica mediante ensayos de ELISA

13.7.1. Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad
inmunodiagndstica de la proteina 14-3-3 de T. solium utilizando
muestras de sueros de cerdos cisticercosos y no cisticercosos.

Para los ensayos de ELISA se utilizaron 53 muestras de sueros de cerdos
infectados con cisticercos de T. solium y 13 muestras de sueros de cerdos sanos

(ambos confirmados por necropsia).

Los resultados muestran que la proteina 14-3-3 es capaz de diferenciar entre
cerdos infectados y sanos con una sensibilidad de 88.67% y una especificidad de
100% (Fig. 14). El punto de corte (0.4101) se establecié como el promedio de las
densidades o6pticas (D.O.) de los controles de sueros de cerdos sanos mas dos
desviaciones estandar. Ningun suero de cerdo sano esta por encima del punto de
corte, mientras que de los sueros de cerdos cisticercosos, solo 6 no son

reconocidos como positivos.

13.7.2. Ensayos de ELISA para evaluar la capacidad
inmunodiagnodstica de la proteina 14-3-3 de T. solium utilizando
muestras de sueros de pacientes con NCC negativa, NCC
activa, NCC inactiva y otros desérdenes neuroldgicos

En el caso de los ensayos de ELISA utilizando muestras de humanos, se utilizaron
muestras de suero y LCR. Se obtuvieron 51 muestras de suero con NCC activa,
14 sueros con NCC inactiva, 36 sueros con otros desordenes neurologicos (ODN),
26 muestras de LCR con NCC activa, 14 muestras de LCR con NCC inactiva y 29
muestras de LCR con ODN.

En la Tabla 4 se muestra la informacién que se obtuvo de cada uno de los

pacientes con los que se trabajo.
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En cuanto a los ensayos de ELISA, se observa que la proteina rTs14-3-3 fue
capaz de diferenciar entre sueros y LCR de pacientes con NCC inactiva, activa y
con otros desérdenes neuroldgicos. Se determin6é el punto de corte para las
muestras de suero (0.1303) (Fig. 15) y muestras de LCR (0.1148) (Fig.16).
Utilizando las muestras de suero se obtuvo una sensibilidad y especificidad de
76.47% y 100% respectivamente. De las 29 muestras de suero de pacientes con
ODN, 20 estan por encima del punto de corte (68.9%), y de las 14 muestras de
NCC inactiva 8 superan el punto de corte (57.14%). En cuanto a las muestras de
LCR se obtuvo una sensibilidad de 76.92% vy una especificidad de 100%, es de
llamar la atencion que solo una muestra de LCR de pacientes con otros
desdrdenes neuroldgicos esta por encima del punto de corte (3.44%), asi como 3
muestras de NCC inactiva superan el punto de corte (21.42%) a diferencia de lo

obtenido con suero.

Se realiz6 una prueba de Spearman para ver si habia correlaciébn entre los
resultados obtenidos con suero y LCR de pacientes con NCC activa, se obtuvo un
valor de 0.356 para el coeficiente de correlacion de Spearman y un valor de p=
0.074, lo cual indica que no hay una tendencia de correlacién entre los valores

obtenidos con suero y LCR de pacientes con NCC activa (Fig. 17).
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Figura 14. Gréfica de dispersion que muestra los valores de densidad Optica
(D.O.) de las pruebas de ELISA utilizando muestras de cerdos cisticercosos
(positivos) y no cisticercosos (negativos). La linea roja representa el punto de
corte = 0.4101 (promedio de D.O. de sueros negativos mas 2 desviaciones

estandar).
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Tabla 4. Muestras de suero y LCR de pacientes con NCC activa

Muestra Sexo D.O. D.O. LCR Celularidad # parasitos Localizacion
sueros
1 M 0.0880 0.3100 256 Multiples Subaracnoideo
2 M 0.1231 0.3012 341 Multiples Mixto
3 M 0.1003 0.1093 23 Multiples Mixto
4 M 0.1826 0.0947 5 Multiples Mixto
5 M 0.1084 0.3287 149 Multiples Mixto
6 M 0.6178 0.1652 32 Multiples Subaracnoideo
7 M 0.1127 0.1216 0 Multiples Subaracnoideo
8 F 0.5475 3.0296 154 Multiples Mixto
9 F 0.1729 0.1011 86 Multiples Subaracnoideo
12 M 0.3281 0.7174 6 Multiples Mixto
614 F 0.2022 0.1607 Multiples Subaracnoideo
646 M 0.3405 0.1470 Multiples Subaracnoideo
685 M 0.1714 0.1226 12 Multiples Intraventricular
698 F 0.1887 0.1837 Multiples Subaracnoideo
700 F 0.1661 2.1999 36 Multiples Subaracnoideo
705 M 0.2297 0.1080 15 Multiples Subaracnoideo
712 F 0.1421 2.6694 154 Multiples Intraventricular
719 M 1.2364 0.3991 Multiples Intraventricular
720 M 0.1477 0.3051 341 Multiples Parénquimay
Subaracnoideo
743 M 0.5340 0.2503 Multiples Subaracnoideo
747 M 0.1293 0.1051 39 Multiples Parénquimay
Subaracnoideo
752 F 0.1601 0.0446 0 Multiples Parénquima
792 F 0.7444 1.3527 341 Multiples Subaracnoideo
797 0.5436 2.3671 101 Multiples Parénquimay
Subaracnoideo
648 F 0.6654 1.0468 Multiples Subaracnoideo
706 M 0.4155 0.8844 Multiples Parénquimay

Subaracnoideo

La tabla 4 continua en la siguiente pagina

45



Tabla 4. Muestras de sueros y LCR de pacientes con NCC activa

Muestra D.O. D.O. Celularidad # parasitos Localizacién
suero LCR
10 0.3667 Multiples Mixto
11 0.1468 Multiples Mixto
1.1 0.1168 Multiples Mixto
2.1 0.9754 Multiples Mixto
3.1 0.1660 Multiples Mixto
4.1 0.2951 Multiples Subaracnoideo
51 0.1775 Multiples Mixto
6.1 0.1103 Multiples Mixto
7.1 0.1475 Multiples Mixto
8.1 0.1238 Multiples Mixto
713 0.3503 Multiples Subaracnoideo
688 0.1444 Multiples Subaracnoideo y
ventriculos

1 0.2320
2J 0.1222
3J 0.3370
4] 0.1293
5J 0.2214
6J 0.2155
7J 0.1550
8J 0.1741
9J 0.3655
10J 0.1765
11J 0.2979
12J 0.2519
13J 0.1195

Tabla 4. Informacion de las muestras utilizadas para los ensayos de ELISA. Se
muestra la densidad Optica para cada una de las muestras de suero y LCR, asi
como la celularidad, carga parasitaria y localizacion en el SNC. Los espacios en
blanco se deben a que no se tenia la informacion completa del paciente.
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Figura 15. Gréfica de dispersién que muestra los valores de densidad Optica de
las pruebas de ELISA utilizando muestras de suero de personas sanas, pacientes
con NCC activa, NCC inactiva y con otros desdrdenes neuroldgicos. La linea roja
representa el punto de corte (promedio de D.O. de control negativo mas 2

desviaciones estandar)
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Densidad Optica 450nm
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Figura 16. Grafica de dispersion que muestra los valores de densidad 6ptica de
las pruebas de ELISA utilizando muestras de LCR de pacientes con NCC activa,
NCC inactiva y con otros desordenes neuroldgicos. La linea roja representa el
punto de corte (promedio de D.O. de control negativo mas 2 desviaciones

estandar)
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Correlaciones

Suero LCR
Rho de Spearman  Suero  Coeficiente de correlacion 1.000 356
Sig. (bilateral) ) 074
M 26 26
LCR Coeficiente de correlacion 356 1.000
Sig. (bilateral) 074 .
N 26 26

Figura 17. Se realiz6 una prueba de Spearman para conocer el grado de
correlacion de los resultados obtenidos utilizando sueros y LCR de pacientes con
NCC activa. Se obtuvo un valor de correlacion de 0.356 y p=0.074, lo que indica

que no existe ninguna correlacion entre los resultados obtenidos.

Previamente en nuestro equipo de investigacion se evalu6é la capacidad
diagnéstica de las proteinas recombinantes Anexina B1 y Cinasa dependiente de
AMPc, utilizando muestras de sueros de cerdos %°. Los resultados obtenidos en el
anterior trabajo se compararon con los obtenidos en presente trabajo con la
proteina 14-3-3 de T. solium (Tabla 6)
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Tabla 6. Reconocimiento por parte de las distintas proteinas recombinantes

de T. solium

Muestras Anexina B1 Cinasa dependiente de 14-3-3
AMPC
Sueros de cerdos
o 37% (16/43) 26% (11/43) 88.6% (47/53)
cisticercosos
Sueros de cerdos no
o 2.3% (1/44) 4.6% (2/44) 0% (0/13)
cisticercosos
Sueros de humanos
58% (15/26) 35% (9/26) 76.9% (20/26)
con NCC
Sueros de humanos
6% (1/16) 0% (0/16) 0% (0/19)

sanos

Tabla 6. Se comparé el porcentaje de reconocimiento de las distintas proteinas
recombinantes evaluadas en nuestro grupo de trabajo. Se observa que la proteina
recombinante 14-3-3 presenta un mejor reconocimiento de los sueros de cerdos

cisticercosos y humanos con NCC.
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14. Discusion

La fase larvaria de T. solium es la causante de la cisticercosis porcina y humana,
en este ultimo, cuando se localiza en el SNC causa la neurocisticercosis. En el
cerdo, la cisticercosis se diagnostica mediante el método de inspeccion lingual, el
cual es un método poco sensible, permitiendo identificar menos de la mitad de
cerdos infectados. En el caso del humano, el diagndéstico de la NCC se basa en
técnicas de neuroimagen apoyados en la clinica del paciente, sin embargo, estas
técnicas no estan al alcance de todos los pacientes, ademas la NCC presenta un
cuadro clinico muy heterogéneo lo que dificulta aiin méas el diagnéstico. 3872100
Debido a las dificultades mencionadas, se han desarrollado nuevas estrategias
para mejorar el diagndstico; apoyado en herramientas inmunoldgicas, se ha
propuesto el uso de proteinas recombinantes como antigenos en busqueda de

anticuerpos, ya sea en suero o LCR. 50:51.53,64-66

En el presente trabajo se evalud la capacidad inmunodiagnéstica de la proteina
recombinante 14-3-3 (rTs14-3-3) del cisticerco de Taenia solium. Esta proteina fue
seleccionada considerando que en un estudio piloto se demostré6 que era
reconocida de manera especifica los sueros de cerdos infectados con cisticercos
de T. solium y no a los sueros de cerdos infectados con otros parasitos’ .
Adicionalmente, Santibafiez et al. reportaron la expresion de dicha proteina en

toda la superficie de la oncosfera activada de T. solium. %

Se realiz6 un estudio bioinformético sobre las proteinas 14-3-3; buscando en el
genoma de T. solium encontrando que habian otras 3 proteinas homélogas a la
reportada en nuestro grupo de trabajo " . Las secuencias de aminoacidos de
dichas proteinas fueron alineadas observando que conservan las secuencias
caracteristicas de la familia de proteinas 14-3-3. La identidad entre ellas fue en
promedio de 55% (Fig. 8).

Adicionalmente se alinearon las secuencias de las proteinas 14-3-3 de T. solium y
las secuencias de proteinas 14-3-3 homologas presentes en otros parasitos como

E. granulosus, E. multilocularis y T. crassiceps, se observa que se agrupan por
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isoformas y que entre isoformas presentan una gran identidad; sin embargo, esto
no seria un gran problema para el uso de la proteina rTs14-3-3 para el diagndstico
de la NCC ya que T. crassiceps no infecta humanos y la prevalencia de E.
granulosus y E. multilocularis en México es practicamente nula, 19219 en cuanto a
el diagnostico en cerdos se ha reportado que la proteina 14-3-3 no da reaccion
cruzada con sueros de cerdos infectados con Echinococcus spp, T. saginata ,

Ascaris spp y T. hydatigena. 7

La capacidad inmunodiagnoéstica de la proteina rTs14-3-3 se evalué mediante la
técnica de ELISA. Los resultados obtenidos muestran que la proteina rTs14-3-3 es
capaz de diferenciar entre sueros de cerdos cisticercosos y no cisticercosos, asi
como de entre sueros y LCR de humanos con NCC activa, inactiva y con otros

desérdenes neurolégicos como se observo en las figuras 19-21.

En el caso de los sueros de cerdos, el punto de corte (0.4101) se obtuvo como el
promedio de la densidad Optica de los sueros de cerdos sanos mas dos
desviaciones estandar. El alto valor del punto de corte obtenido podria resultar de
gue los cerdos no cisticercosos incluidos en el estudio, provenian de medio rural y
pudieron haber estado en contacto con el parasito. Asi mismo, de los 53 sueros de
cerdos cisticercosos, 6 no presentaron anticuerpos contra la proteina proteina
rTs14-3-31. El estado inmunolégico y nutricional de los cerdos, la carga
parasitaria y lugar de infeccién podrian explicar la ausencia de anticuerpos. Es
también factible que no la proteina no sea inmunogénica para todos los cerdos

infectados.

En el caso de pacientes con NCC, se evaluaron muestras de suero y LCR. Al igual
gue en los casos de cisticercosis porcina, también se observo una heterogeneidad
inmunoldgica en los pacientes con NCC, para el punto de corte de los sueros se
utilizaron los sueros de control negativo (personas sanas) (corte= 0.1303) y en el
caso de LCR se utilizaron las muestras de pacientes con otros desoérdenes
neuroldgicos (corte=0.1148). En el caso de los sueros, ninguna de las muestras de
pacientes sanos pasaron el punto de corte, mientras que de las muestras de NCC

activa 12 sueros no fueron reconocidos como positivos y de las 29 muestras de
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suero de pacientes con ODN, 20 estan por encima del punto de corte. En cambio
con las muestras de LCR se obtuvo una sensibilidad de 76.92% y una
especificidad de 100%.

Estos resultados pueden deberse a la heterogeneidad de la enfermedad misma, lo
gue nos llevé a analizar la base de datos para ver qué caracteristicas compartian
tanto los sueros como el LCR de los pacientes con NCC activa que no fueron
reconocidos como positivos. Las muestras presentaron caracteristicas como la
presencia de multiples parasitos y localizacion en parénquima y espacio
subaracnoideo, es decir, presentaban caracteristicas que no permitieron
agruparlas y ver algun patrén del por qué no hubo reconocimiento. Analizando la
base de datos, se encontr6 que las muestras de LCR que mayor absorbancia
presentaban eran aquellas que presentaban una mayor celularidad (mayor a 0.5

se considera un liguido inflamatorio). 14

Asi mismo, en el presente trabajo no se observo relacion alguna en cuanto a que
el reconocimiento de sueros y LCR de humanos con NCC estuviera afectado por
la carga parasitaria o la localizacion, ya que observamos que hubo muestras no
reconocidas como positivos y que presentaron multiples parasitos en parénquima
y espacio subaracnoideo al igual que las muestras que si fueron reconocidas

como positivas y que compartian las mismas caracteristicas.

En cuanto a las muestras de pacientes con NCC inactiva, solo 3 muestras de LCR
estan por encima del punto de corte, mientras que 7 muestras de suero si pasan
dicho corte. Este resultado puede explicarse porque, como se ha mencionado, los
anticuerpos persisten como anticuerpos memoria y debido a que hay mayor
concentracion de anticuerpos en suero que en LCR, nos da mayor densidad optica
en las muestras de suero. 195196 Utilizando las muestras de pacientes con otros
desdrdenes neurologicos, solo una muestra de LCR esta por encima del punto de
corte, el diagnostico para dicho paciente fue de neuromielitis Optica, mientras que
20 muestras de sueros de pacientes con otros desérdenes estan por encima del
punto de corte. Esto es de gran relevancia ya que se utilizaron algunas muestras

pareadas y con el uso de LCR se observa una considerable ventaja para

53



discriminar entre los que presentan NCC u ODN ya que pacientes que con suero
resultaban como positivos a NCC, con el LCR se catalogaban como negativos. Es
decir, el uso del LCR permite una mejor diferenciacién entre pacientes con NCC y

otros desordenes neuroldgicos a diferencia de lo observado con suero.

Se han reportado trabajos en los cuales se menciona que generalmente se
obtendra una reaccion cruzada cuando la técnica de inmunodiagnéstico se aplica
a un grupo grande y heterogéneo de pacientes con distintos desordenes
neurolégicos y que sean originarios de un area endémica de cisticercosis. 107198 ya
que se puede presentar el fendmeno de difusion de epitopes o “epitope
spreading”, el cual menciona que una respuesta inmune tipica contra una proteina
suele centrarse en uno o dos epitopes dentro de esa proteina, que se denominan
epitopes dominantes. La difusion de epitopes se define como la diversificacion de
la especificidad del epitope de la respuesta inicial a los epitopes subdominantes
de la proteina o auto-epitopes, es decir, los anticuerpos se uniran a epitopes
subdominantes y no sélo al dominante; este fendmeno se observa frecuentemente
en enfermedades autoinmunes o con procesos inflamatorios crénicos. 199-111
Teniendo en cuenta lo anterior, las muestras de sueros y LCR de personas con
otros desordenes neurolégicos que evaluamos en este trabajo provienen de
pacientes con enfermedades autoinmunes como esclerosis mdltiple o que
presentan un proceso de inflamacion crénica como neuromielitis 6ptica, por lo cual
generan anticuerpos dirigidos a diversos epitopes que pueden reconocer regiones

de la proteina rTs 14-3-3.

También se realizé una prueba de Spearman para ver si existia algun grado de
correlacion entre las muestras de suero y LCR que fueron positivas, encontramos
un coeficiente de correlacion (R) de 0.356 y p=0.074, lo que indica que no existe
ninguna correlacion entre los resultados obtenidos, es decir, si aumenta la
absorbancia obtenida con LCR no necesariamente debe aumentar o disminuir la
de los sueros, ya que se comportan como variables independientes. Sin embargo,
esto puede deberse a que nuestro nimero de muestras es pequefio y por lo tanto

no tiende a distribuirse de manera normal, por lo que lo ideal seria obtener un
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mayor numero de muestras y repetir el estadistico para observar su

comportamiento.

Cabe mencionar que tanto el reconocimiento por parte de sueros de cerdos como
suero y LCR de humanos se puede ver afectado debido a que la proteina utilizada
en este trabajo se clond y expres6 en un sistema bacteriano el cual no permite las
modificaciones postraduccionales, las cuales pueden tener un papel importante
para el reconocimiento por parte de los anticuerpos de los hospederos, por lo cual
seria interesante expresar esta proteina en algun sistema donde si se puedan
llevar a cabo estas modificaciones para ver si mejoran la sensibilidad vy

especificidad.

En nuestro grupo de investigacion se ha trabajado con otras proteinas
recombinantes y sus péptidos para el inmunodiagndstico de cisticercosis porcina y
humana, se utilizaron las proteinas Anexina B1 y Cinasa dependiente de AMP
ciclico ®° las cuales previamente habian sido identificadas y propuestas como
posibles blancos para el inmunodiagnéstico de cisticercosis. 7® En dicho estudio
previo se utilizaron muestras de sueros de cerdos cisticercosos no cisticercosos y
de sueros de cerdos con otras parasitosis, se probaron con péptidos de anexina
B1 de los cuales el mejor de los péptidos reconocié el 37% de los sueros de
cerdos positivos. Al utilizar la proteina recombinante Anexina Bl el 36% de los

sueros de cerdos positivos fueron reconocidos como tal.

También se evaluaron 5 péptidos de la proteina cinasa dependiente de AMPc e
igualmente el mejor péptido reconocio solo el 37% de los sueros, mientras que con
la proteina recombinante Cinasa dependiente de AMPc sélo hubo un
reconocimiento del 26%. % Mientras que con los sueros de cerdos no cisticercosos
los péptidos de ambas proteinas permitieron discriminar en promedio un 95% de

las muestras.

Recientemente se public6 un trabajo en el cual utilizaban la proteina Cinasa
dependiente de AMPc para el diagnéstico de cisticercosis porcina, utilizaron 50
cerdos que infectaron con 3000 huevos de T. solium, los autores reportan una
sensibilidad de 93.88% y unas especificidad de 96.40%. 12 A diferencia de los
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resultados obtenidos con los péptidos y proteinas recombinantes (Anexina Bl y
Cinasa dependiente de AMPc) con la proteina rTs 14-3-3 se obtuvo una
sensibilidad del 88.67% y una especificidad de 100%, lo cual sugiere que la rTs

14-3-3 puede ser un gran candidato para el inmunodiagndstico.

También se evalué la capacidad diagndstica de las proteinas Anexina B1 y Cinasa
dependiente de AMPc utilizando muestras de sueros de humanos sanos, con NCC
activa y con otros desordenes neuroldgicos. La Anexina Bl presento un
reconocimiento del 58 % de los sueros con NCC y 94% de los sueros de pacientes
sanos; mientras que la Cinasa dependiente de AMPc reconocié un 35% los sueros
positivos y un 100% de los sueros negativos. % Nuestros resultados utilizando la
proteina rTs14-3-3 muestran una mayor sensibilidad y especificidad /76.92% vy
100% respectivamente) utilizando sueros, mientras que utilizando muestras de
LCR se obtuvo una sensibilidad de 69.23% y una especificidad de 100%.

Cabe resaltar que a diferencia de los trabajos publicados °°112 en el presente
trabajo obtenemos un 100% en cuanto a la discriminacién entre los sueros de
cerdos negativos, sueros de humano sanos y LCR de pacientes con NCC, lo que
resulta de gran importancia ya que nos permitiria catalogar y diagnosticar a los

pacientes negativos como tal.

Los resultados generados a partir de este trabajo aportan informacion relevante en
cuanto al diagndstico de la cisticercosis porcina y humana, ya que la proteina rTs
14-3-3 podria ayudar a la optimizacién del diagnéstico, asi como ser util para el
seguimiento de pacientes tratados por NCC y estudios de seroprevalencia.
También se observo que al utilizar la rTs 14-3-3 con LCR de pacientes con otros
desérdenes neuroldgicos no se presentd ninguna reaccion cruzada a diferencia de

lo que se obtiene al utilizar sueros, esto resultaria muy util en el diagndstico.

Es factible que la combinacion de antigenos recombinantes logre aumentar la
capacidad predictiva de ensayos inmunodiagnosticos. Este trabajo contribuye a

este objetivo.
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Conclusiones

e La proteina 14-3-3 de T. solium contiene epitopos que son reconocidos por
sueros y LCR de pacientes con NCC activa, y por sueros de cerdos

cisticercosos
e Se clong, expreso y purificod la proteina recombinante 14-3-3 de T. solium.
e Al evaluar la proteina recombinate 14-3-3 de T. solium con LCR de

pacientes con otros desérdenes neurolégicos, no se presenta reaccion

cruzada como si sucede al utilizar muestras de suero.
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