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La teniasis y la cisticercosis ocasionadas por Taenia solium prevalecen tanto en areas
urbanas como rurales, donde ambas se asocian a las précticas tradicionales de crianza de
cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas y bajas o pobres condiciones socio-
economicas. Son afecciones que afectan a millones de personas en las Américas y el
complejo teniasis/cisticercosis se encuentra enmarcado dentro de las enfermedades
tropicales desatendidas.

La cisticercosis se encuentra distribuida en Africa, Asia y Latinoamérica; en particular,
Meéxico y Brasil son los paises que informan las frecuencias mas elevadas. La contribucién
que tiene la cisticercosis humana en las tasas de morbi-mortalidad es resultado del
desarrollo del cisticerco en el sistema nervioso central (SNC), cuadro denominado
neurocisticercosis humana (NCH), que puede ser causa de discapacidad fisica y en
ocasiones de muerte.

El diagndstico de la NCH se realiza a través de métodos parasitologicos, una amplia
variedad de ensayos inmunologicos y la ayuda indispensable de las técnicas
imagenologicas.

Las herramientas disponibles para el inmunodiagndstico deben mejorarse; actualmente los
procedimientos estdn basados en la deteccion de anticuerpos y requieren del uso de
antigenos nativos, lo cual implica importantes limitaciones. Asimismo, con esta estrategia
no se puede discriminar entre contacto e infeccion, y existe una baja especificidad, debido a
la presencia de anticuerpos contra otras cestodiasis.

En este trabajo el objetivo se centr6 en trabajar con proteinas recombinantes para
incrementar la sensibilidad y especificidad del inmunodiagndstico de la NCH. Se utilizo la
informacion de los genomas, estudios proteémicos y el analisis tedrico de secuencias, para
producir un antigeno de secrecion de Taenia crassiceps (GP14) y desarrollar una quimera
(CHIM_OPT_3).

Para la evaluacion de las proteinas recombinantes se utilizaron bancos de sueros y liquidos
cefalorraquideos humanos, de poblacién abierta y de enfermos neurolégicos con
diagnostico imagenoldgico de masa ocupante cerebral (TAC/RMN). Las muestras
positivas, negativas y los controles, pertenecian a sujetos incluidos dentro de la definicion
de caso, procedentes de México y Argentina.

El inmunodiagnédstico (ELISA) de NCH basado en antigenos recombinantes en procariotas

presentd una performance diagnéstica, con sensibilidad y especificidad variable, que para
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GPl4rec fue de 92.9% y 97.2%, y para CHIM_OPT_3 fue de 85.7% y 88.9%,
respectivamente. Como parametros de desempefio, la razdén de verosimilitud positiva y
negativa, clasifican al método que utiliza GP14rec como excelente, mientras que en el caso
deCHIM_OPT _3, la clasificacion fue buena. Los indices de concordancia de resultados,
entre la técnica utilizada habitualmente, y la que utiliza proteinas GPl4rec y
CHIM_OPT_3, fue de 0.82 (I1C95%: 0.58-1.00; muy buena) y 0.65 (1C95%: 0.35-0.96;
buena), respectivamente.

Al utilizar el inmunodiagndstico lineal (LIA) como herramienta diagndstica, se observé
que todas las muestras evaluadas reaccionaron con uno, algunos o todos los antigenos
presentados, alcanzando asi el 100% de sensibilidad. Para su construccion se utilizaron dos
péptidos sintéticos (FG18111; Pepl) cuya secuencia es parte de la proteina de 14 kDa, la
proteina GP14rec y ConA (conjunto de glicoproteinas),

Al analizar, la reactividad de cada antigeno individualmente, se observan sensibilidades de
100% para GP1l4rec; FG18111, 84.62%; ConA, 76.92% y Pepl, 61.54%. Del total de
muestras negativas (n=9), el 33.3% (3/9) reaccion6 en forma débil con el antigeno ConA,
pero no asi con los otros antigenos, aumentando la tasa de falsos positivos. Como era de
esperar, las muestras de LCR maés reactivas fueron aquellas pertenecientes a los pacientes
con formas extra-parenquimatosas.

Disponer de un método de alta especificidad y sensibilidad para la deteccion de la NCH,
supone poder estimar con precision la magnitud de la transmision en areas endémicas y el
impacto que tienen las diferentes intervenciones dirigidas a la prevencion y al control.

Si bien los antigenos evaluados demostraron poder ser utilizados, y en el caso de GP14 ser
eficiente, para poder avizorar su futuro dentro del inmunodiagnostico es necesario realizar

mas pruebas para una completa evaluacion, y asi justificar su posible aplicacion.

Palabras Clave: CISTICERCOSIS; INMUNOENSAYO; ANTICUERPOS ANTI-
CISTICERCO;NEUROCISTICERCOSIS; OPTIMIZACION.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cestodos se encuentran entre los primeros agentes etioldgicos parasitarios identificados
en el ser humano y siguen aun hoy representando graves problemas de salud en muchos
paises’.

Sin duda, si hablamos de los platelmintos, la Taenia solium es una de las mas conocidas;
afecta el intestino humano, y en el interior ancla su escolex para generar el parasito adulto?.
La forma larvaria de T. solium, es el agente causal de la cisticercosis, enfermedad que
afecta drganos vitales y pueden persistir en estado latente durante décadas. La cisticercosis
se puede desarrollar en los musculos, la piel, los ojos y el sistema nervioso central.

La formacion de quistes en el sistema nervioso central de las personas se conoce como
neurocisticercosis humana (NCH), y puede producir cefaleas graves, ceguera, convulsiones,
epilepsia y muerte.

La NCH es una de las causas prevenibles de epilepsia mas frecuentes en el mundo; produce
el 30% de estos episodios en los paises donde esta parasitosis es endémica®. Por todo su
contexto, es definida por la organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una
“enfermedad olvidada™*.

La NCH afecta principalmente la salud y el sustento de las comunidades rurales de los
paises en desarrollo de Africa, Asia y América Latina®. En casi todo el mundo, la teniasis y
la cisticercosis son infecciones parasitarias comunes; se cree que existen entre 2 y 3
millones de personas con teniasis y 50 millones con cisticercos. Se estima que todos los
afios mueren aproximadamente 50.000 personas por alguna de sus complicaciones®.

En Argentina la cisticercosis no es una enfermedad endémica y su incidencia se considera
practicamente nula en la poblacién nativa. No obstante, la OMS cataloga desde hace afios al
pais como productor de transmisiones activas, pero con reportes de casos en forma
esporadica®.

La buena respuesta de los pacientes a las drogas antiparasitarias hace que sea
imprescindible disponer de un diagndstico rapido y preciso, para lograr contar, en forma
oportuna, con un tratamiento.

Las herramientas de inmunodiagnostico utilizadas estan basadas en la deteccion de
anticuerpos, y actualmente se utilizan antigenos nativos. La limitacion en esta estrategia es
la falta de produccion sistematica y controlada de esos antigenos®. Si bien los métodos

actuales tienen una sensibilidad aceptable, no son concluyentes para definir el caso por si
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solos, pues resultan poco especificos para distinguir entre los diferentes tipos de parasitos
emparentados genéticamente, que también pueden afectar al humano’. Por otro lado, la
deteccion de anticuerpos 1gG anti-cisticerco no permite distinguir entre contacto e
infeccion, y s6lo es altamente sensible y especifica para el diagnéstico de las formas graves
extra-parenquimatosas de NCH®.

La pregunta que debemos hacernos es si la produccion de antigenos recombinantes
favorece al diagndstico de caso de neurocisticercosis.

OBJETIVOS GENERAL

Con ayuda de los conocimientos generados a partir de la biologia molecular y expresando
de manera recombinante dos proteinas heterdlogas, se plantea evaluar la capacidad
antigenica de cada una de ellas, para ser utilizadas en el inmunodiagndstico de NCH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Producir las proteinas GP14rec y CHIM-OPT3 en forma recombinante.

2. Ensayar mediantes inmunoensayo dichas proteinas frente a sueros control.

3. Determinar por inmunoanalisis la reactividad de las proteinas recombinantes y
calcular el indice de concordancia de los resultados, comparado con la metodologia

utilizada habitualmente.



I. INTRODUCCION

La cisticercosis es una enfermedad parasitaria causada por el establecimiento de la fase
larvaria de T. solium, y figura entre las que con mayor gravedad y frecuencia afectan la
salud humana®®,

La neurocisticercosis humana (NCH) es una enfermedad potencialmente mortal, endémica
en la mayoria de los paises en vias de desarrollo de América Latina, Asia y Africa'! en los
cuales representa un gran problema de salud puablica, y que ademas, se encuentra en
aumento en el mundo desarrollado?. El fendmeno de la migracion humana ha contribuido a
que la cisticercosis se considere como una parasitosis reemergente en paises no endémicos,
como EEUU, Canada, Australia, Japdn, paises de Europa e incluso paises musulmanes®2,
La NCH es la causa mas frecuente de epilepsia en pacientes neurologicos®®, con algunos
factores de riesgo asociados a su presencia, como los escasos ingresos en los sectores
marginados; la produccion de cerdos en condiciones no tecnificadas; y el consumo de carne
sin inspeccion sanitaria, los cuales contribuyen a que esta parasitosis continle presente en
nuestro medio®*.

La prevalencia e incidencia real de la NCH es dificil de evaluar, ya que los sintomas son
muy heterogéneos, poco caracteristicos, y el diagnostico requiere de estudios neuro-

imagenoldgicos, que por lo general no estan disponibles para toda la poblacion en riesgo™®.

I.1. Taenia solium.

Taxonomia.

Linaje;

Eukaryota

Opisthokonta
Metazoa
Eumetazoa
Bilateria
Platyhelminthes
Cestoda
Eucestoda
Cyclophyllidea
Taeniidae

Taenia
http://www.uniprot.org/taxonomy/2759




En condiciones naturales, T. solium habita Unicamente en el intestino delgado del ser
humano. Su nombre comin “lombriz solitaria” alude a que en la mayor parte de los casos
se encuentra solo un gusano en cada portador; sin embargo, seria posible encontrar mas de
un adulto en el mismo paciente®.

El adulto esté constituido por un escélex o cabeza, que en su parte inferior se adelgaza para
formar un cuello, a partir del cual se generan los proglotides o segmentos®’. El conjunto de
proglotides unidos entre si, se denomina estrébilo, y puede alcanzar varios metros de largo.
Los proglétides més cercanos al cuello son los més jovenes e indiferenciados. A su vez, los
mas distantes estan totalmente diferenciados y contienen un gran numero de huevos
(~50.000 cada uno), por lo que se dice que se encuentran gravidos.

En el centro de ambos extremos se localizan segmentos con un grado variable de
diferenciacion, incluyendo proglotides maduros, diferenciados sexualmente, que no
contienen huevos.

Los proglétides gravidos, desprendidos espontaneamente por el gusano adulto, son
evacuados hacia el exterior con la materia fecal del huésped. La primera expulsion de
proglétides generalmente ocurre de dos a tres meses después de la infeccion.

Luego de la quimioterapia, en casos excepcionales, no se produce la expulsion del escolex,
y por lo tanto puede reaparecer la evacuacion de los proglétides aproximadamente a los 60
dias.

La sobrevida del adulto se estima de hasta 15 afios y, como otras especies del género, es un
gusano aplanado que normalmente mide entre 1.5 y 5 metros de longitud*®.

El escllex posee cuatro ventosas y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos
("escolex armado”). Esta estructura permite hacer un diagndstico de género y especie,
separandose de Taenia saginata, el otro cestode de importancia que afecta al hombre. Esta
Gltima no posee un rostelo y carece de una corona de ganchos (figura I).

Figura I. Diferencias entre escOlex de T. solium y T. saginata
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Para T. solium el nimero de ganchos rostelares puede variar entre 22 y 32, y su tamafio
entre 159 y 173 pm. Tanto las ventosas como el rostelo son estructuras de fijacion que
capacitan al parasito para mantenerse anclado en la pared del yeyuno (figura I1).

Figura Il. Ventosas y rostelo, estructuras de fijacion al epitelio intestinal.

Rostelo
£CON ganchos ="

Ventosa i Ak

Cuello /

Escolex de Toenio solium

El proceso de estrobilacién o produccion de proglotides ocurre en la region distal del
cuello. Los proglétides son segmentos independientes pero unidos entre si. Estan
recubiertos por un tegumento con microtricas en su superficie exterior, constituyendo un
tejido sincicial con funciones de secrecion y absorcion. El parénquima de los proglotides
inmaduros cuenta con abundantes fibras musculares lisas y bolsas de glucogeno, estructuras
que son menos aparentes conforme se van desarrollando los érganos genitales. El tejido
muscular explica los constantes movimientos de contraccion y relajacion que se observan
tanto en el cisticerco como en el gusano adulto vivo. La presencia de abundantes particulas
de glucdgeno distribuidas entre todas las estructuras, sugiere que la glucosa es la fuente de
energia mas importante para el cestodo.

Los proglotides inmaduros, cercanos al cuello, son de tamafio variable. Los proglotides
maduros, incluyendo los proglotides gravidos, generalmente miden de 7 a 12 mm de largo
por 5 a 6 mm de ancho.

Cada proglétide maduro es una unidad reproductora independiente, puesto que posee
6rganos genitales masculinos y femeninos. Los genitales masculinos se desarrollan primero
y estan constituidos por un gran namero de testiculos (275 a 575) que confluyen en un

ducto genital que a su vez desemboca por un costado del proglétide en el atrio genital. El
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proceso de espermatogénesis comprende meiosis y maduracién de espermatozoides
filiformes, con un solo axonema, alrededor del cual se encuentra el ndcleo enrollado en
forma helicoidal, y una capa de microtibulos helicoidales externos?®,

Los genitales femeninos estan constituidos por un ovario trilobulado situado en la base del
utero en el extremo posterior del proglotide. El ovario desemboca a través de la vagina en
el atrio genital. EI Utero en los proglétides gravidos muestra de siete a 13 ramas laterales
repletas de huevos. Cada una de las ramas puede presentar subramificaciones. EI namero de

ramas uterinas permite diferenciar morfoldgicamente a T. solium y T. saginata® (figura I11).

Figura I11. Diferencias entre proglétides de T. saginata y T. solium
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A-Taenia saginata; B- Taenia solium

Los huevos contenidos en las proglotides gravidas se encuentran en distintos grados de
maduracion; alrededor del 50% contienen oncosferas infecciosas totalmente desarrolladas.
Los huevos inmaduros pueden madurar fuera del huésped y permanecer viables e infectivos
por semanas en aguas negras, rios o pasturas.

Los huevos son esféricos y miden 20-40 um, morfolégicamente similares a los de otras
especies de Taenia e idénticos a los de T. saginata, incluyendo la subespecie T. saginata
asiatica. Poseen varias envolturas, que posibilitan la supervivencia de la oncosfera en el
ambiente. La envoltura mas externa es el vitelo o capsula, constituida por un grupo de
células formando un sincicio. La siguiente envoltura es el embri6foro, formado por
pequefios blogues proteicos unidos entre si por un material cementante. Esta envoltura,
ademas de ser la mas importante en la proteccion de la oncosfera, confiere a los huevos su

apariencia estriada caracteristica. A su vez, el embriéforo es producido por una envoltura
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celular més profunda llamada célula embrioforal. Finalmente, la membrana oncosferal

rodea directamente al embrion hexacanto?® (figura V).

Figura IV. Representacion de un Huevo de Taenia spp.

Los proglotides gravidos contienen miles de huevos, de manera que la ingestion de un
proglétide o partes de éste puede dar lugar a varios cientos de cisticercos en el huésped
intermediario?.

Los cisticercos estan formados por una vesicula ovalada y translucida llena de liquido (de
0.5 a 2 cm de diametro mayor), con un pequefio escllex invaginado. Al igual que el
parasito adulto, el escOlex del cisticerco posee cuatro ventosas y un rostelo armado con

ganchos.
La superficie que presenta el cisticerco al huésped es un tegumento citoplasmico, sincicial y

contindo, en toda la cara externa de la pared vesicular (figura V).

Figura V. Esquema de un Cisticerco
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Los cestodos carecen de tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a
través de la superficie tegumental. En congruencia con su funcién de absorcion, la
superficie externa del tegumento aparece aumentada por proyecciones digitiformes
(microtricas)?.

Los cisticercos utilizan tanto rutas metabdlicas aerébicas como anaerdbicas dependiendo de
la disponibilidad de oxigeno en el medio y obtienen sus nutrientes por difusion facilitada a
través de la pared vesicular. Existen al menos dos transportadores de glucosa (TGTP1 y
TGTP2), el primero es abundante en estructuras de la pared vesicular del cisticerco, asi
como en el parasito adulto, y el segundo se localiza en la superficie tegumentaria del
cisticerco?2. El cisticerco también responde al estrés por temperatura sintetizando diversas
proteinas como HSP 80, HSP 70 y HSP 602, Esta ultima ha sido identificada en los
productos de excrecion-secrecion y es reconocida por los sueros de los pacientes con
neurocisticercosis?®.

A diferencia de los parasitos nematodos que poseen ldminas o cuticulas fibrosas, la
superficie del cisticerco en contacto con el huésped es una membrana plasmatica del
tegumento, la cual se esperaria fuera susceptible al dafio por los diversos mecanismos
defensivos del huésped, como son el complemento, las células efectoras, los compuestos
toxicos, etc. Sin embargo, a pesar de que el huésped desarrolla una respuesta inmunologica
especifica, la superficie del parasito no sufre dafio, al menos durante ciertos periodos.

Por debajo del tegumento se encuentran varias capas de tejido muscular liso y los llamados
citones subtegumentales. Estas células sintetizan activamente proteinas y otros
componentes que posteriormente son transportados hacia el tegumento a través de puentes
citoplasmicos?:. A mayor distancia de la superficie se encuentra una serie de conductos o
canales, aparentemente relacionados con células ciliadas, llamadas células flama, que
constituyen un sistema protonefridial. Este parasito produce unas concreciones minerales
denominadas corplsculos calcareos que se forman en el lumen de los ductos
protonefridiales, a diferencia de lo que se observa en otros cestodos. Debido a su
localizacion, dichos corpusculos participan en procesos de desintoxicacion. Todos los
elementos celulares por debajo del tegumento se distribuyen en forma poco organizada y
sincicial en medio de abundante tejido conectivo?.

En el SNC el cisticerco puede adquirir dos formas de presentacidn, la racemosa o

monovesicular que es grande, con una vesicula multilobulada, a menudo con forma de
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racimo de uvas. Donde el esclex en general no es visible, aunque en la mayor parte de los
casos, una revision macroscopica exhaustiva permite la identificacion del escélex o de sus
restos.

Y la forma celulosa, que es pequefa, esférica u ovalada, con una vesicula translicida a
través de la cual se puede observar el escolex. Ambas formas pueden coexistir en pacientes
con cisticercosis cerebral. Asimismo, se han descrito formas intermedias en las cuales se
observan principios de multilobulizacion?®.

Tanto las adaptaciones al parasitismo como el genoma, revelan que carece de muchos
sistemas biolégicos béasicos. Si se compara la estructura del gen de paramiosina de T.
solium, con genes de otras especies, se puede comprender la forma en que evoluciond
geneticamente?.

La era gendmica de T. solium comenzd en 1988, afio en que se comunicO la primera
caracterizacion de un gen de este parasito®.

En 2002 se publico completo el genoma mitocondrial de T. solium y a finales de 2004 la
Universidad Nacional Auténoma de México comenzd el proyecto para secuenciar el
genoma completo de este parasito.

Los resultados obtenidos establecieron que el genoma de este cestode es de un tamafio de
250-270 millones de nucledtidos, equivalente al 8% del tamafio del genoma humano. En el
proyecto se integraron secuencias mayores de 500 nucledtidos, donde un gran ndmero
correspondian a secuencias nuevas, y s6lo 18% de ellas tenian un homdlogo con genes

humanos?2,

1.2. Cisticercosis en el ser humano
La infeccion se produce por la ingestién de huevos de T. solium, propiciada por una
deficiente higiene personal, un incorrecto lavado de alimentos y falta de precaucion en el

manejo de las excretas humanas, pero por sobre todas las cosas, es el hombre teniasico

1a. http://www.nature.com/nature/journal/vaop/ncurrent/full/nature12031.html
el factor de riesgo mas importante para que esa persona u otros que se relacionen con esta,

desarrollen cisticercosis?®.
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El huevo, una vez en el tubo digestivo del huésped, activa el embrion hexacanto por medio
de la sefializacién que envian las enzimas proteoliticas y las sales biliares. Los embriones
activados penetran la pared intestinal del huésped, hasta alcanzar los capilares linfaticos y
sanguineos, quienes los distribuyen a una gran variedad de érganos y tejidos (figura VI).
Aungue se desconocen muchos eventos que ocurren después de la penetracion de los
embriones, si se sabe que requieren unas 10 semanas para convertirse en un cisticerco y que
este puede sobrevivir por varios afios en los tejidos del huésped intermediario?’.

Si bien el cerdo es el principal huésped intermediario de T. solium, algunas otras especies,
incluyendo al hombre, también pueden alojar los cisticercos. La presencia de cisticercos
con rostelo armado, que presumiblemente pertenecen a la especie T. solium, ha sido
comunicada en varias especies de mamiferos, incluyendo perros y gatos domésticos,

camellos, conejos, liebres, 0sos pardos, zorros, coaties, ratas y ratones?®.

Figura VI. Ciclo de vida de Taenia solium
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En el ser humano, los cisticercos se localizan con mayor frecuencia en los musculos
esqueléticos, sistema nervioso central (SNC), ojos, tejido graso subcutaneo y corazon?,
Cuando el cisticerco se localiza fuera del SNC, suele ser asintomético y es mas frecuente en
Africa y Asia, mientras que cuando se aloja en el SNC (forma que abunda en América
Latina), las manifestaciones clinicas dependen del numero de parésitos y de sus
localizaciones, asi como de la extension y severidad de la respuesta inflamatoria del
huésped.

La NCH es una entidad que se caracteriza por la enorme variabilidad de sus
manifestaciones clinicas y por su amplio espectro patoldgico.

Los estudios anatomopatolégicos han sido indispensables para comprender las variantes
clinicas y la historia natural de la enfermedad, aunque hoy estas interpretaciones son
realizadas por las modernas técnicas de neuroimagen®.

En el SNC los parasitos se pueden alojar en el espacio subaracnoideo, en los ventriculos
cerebrales, en el parénquima del encéfalo y en la médula espinal.

Esta variada distribucion también es un factor que participa en determinar la forma y
dimension de los parasitos: los ventriculares y los espacios subaracnoideos tienden a ser
mas grandes y frecuentemente multilobulados, mientras que los de la forma parenquimatosa
por lo general son vesiculas Unicas, ovoides o esféricas, mas o menos homogeéneas, de 0.5 a
1 cm de diametro.

En la forma parenquimatosa, las vesiculas se localizan en las zonas mas vascularizadas, la
sustancia gris cortical y los ndcleos subcorticales, aunque en ocasiones también hay
vesiculas en la sustancia blanca subcortical. Los hemisferios cerebrales son los mas
frecuentemente afectados; con menos frecuencia los cisticercos alcanzan el cerebelo, el
tallo cerebral y la médula espinal.

De la localizacién ventricular, las vesiculas parasitarias afectan el cuarto ventriculo con
mayor frecuencia. Cuando se localizan en el espacio subaracnoideo, las vesiculas pueden
hallarse diseminadas aisladamente o en forma racemosa; las primeras principalmente sobre
la convexidad de los hemisferios cerebrales, mientras que las racemosas tienden a formarse
en las cisternas subaracnoideas basales, operculares, cerebelo mesencefalica, en la cisterna

ambiens y en la cisterna magna.
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Aungue es indudable que la neuroimégen ha contribuido significativamente al diagnéstico
clinico de la NCH, el diagnostico definitivo se establece con seguridad siempre que haya
una identificacion del parasito®.

Si la muestra consiste en un quiste completo, se debe abrir la vesicula y extirpar la larva
que contiene; ésta es colocada sobre un portaobjetos y se procede a aplanar el material por
medio de otro portaobjeto, con el cual se ejerce presion firme. La presion se mantiene con
papel adhesivo enrollado sobre los extremos de ambos portaobjetos. Se hace el examen
microscdpico con un lente de pequefio aumento, que permita ver el estrébilo rudimentario y
el escélex conteniendo el rostelo con una corona de ganchos y con cuatro ventosas.

Cuando la muestra consiste solo de estructuras membranosas con o sin leptomeninges, se
requiere el estudio histolégico de la preparacién tefiida, para identificar la membrana del
parasito. Esta estructura se halla formada por tres capas, la mas externa, la cuticula,
sincicial, festoneada, en la que se pueden identificar vellosidades (microtricas), cubierta
internamente por una capa eosinofila, glicocalix, que la adhiere a la capa intermedia; en
ésta se aprecian elementos linfoides que se disponen en grupos o en hileras. La tercera
capa, la mas interna, capa reticular, es la mas prominente, laxa, en la que estructuras
fibrilares se entrelazan con canaliculos y corpusculos calcareos, redondos u ovales y, en
ocasiones, fragmentos polimorficos irregulares como si se tratase de material almacenado.
Esta descripcion que corresponde a un cisticerco viable, cambia cuando la membrana
procede de un quiste que ha evolucionado a etapas ulteriores. Si la larva del quiste quedd
incluida en la muestra, es necesario hacer cortes seriados para identificar el escélex, las
ventosas y la corona de ganchos.

En los paises en los que la NCH es endémica, el patdlogo esta familiarizado con la
identificacion del parasito o de alguna de sus estructuras, pero esto es mas complejo en el

caso del patélogo que enfrenta por primera vez el diagnostico de NCH.

1.2.1. Evolucion natural de los cisticercos

Tanto el material de autopsia, como el de biopsia, ofrecen la oportunidad de identificar y
clasificar las cuatro etapas evolutivas de los quistes, en su ciclo natural®*°,

Etapa vesicular: la membrana del metacestodo es delgada, friable, transparente, contiene

la larva invaginada, mide de 4 a 5 mm, que yace en un liquido transparente. El tejido
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contiguo muestra apenas ligera reaccion inflamatoria. Por lo general, este tipo de quiste no
esta adherido a las leptomeninges.

Etapa coloidal: el quiste se haya adherido y cominmente rodeado de cépsula conectiva
secundaria que lo engloba en el tejido donde se localiza. El contenido pierde fluidez,
adquiere aspecto lechoso, gelatinoso en consistencia; la larva se fragmenta facilmente, y es
granujiento al tacto. El estudio microscépico muestra que la membrana propia se halla
hialinizada al igual que la larva, con mineralizacion temprana.

Etapa nodular granular: el quiste ha reducido su tamafio, la membrana propia no se
identifica facilmente ya que se halla intimamente adherida a la cépsula colagena
secundaria, el contenido, ahora totalmente granujiento, impide la identificacion del escélex.
El estudio microscdpico con técnica tricrémica de Masson permite la identificacion, ya que
los remanentes de la membrana aparecen rojo brillante y el escolex en tinte azul por la
infiltracion de coladgeno. En el caso de cisticercos parenquimatosos, se aprecia abundante
infiltrado de polimorfonucleares en el interior de la vesicula y es dificil de identificar la
estructura propia del parasito.

Etapa nodular calcificada: solo se identifica un nddulo endurecido, totalmente
calcificado, reducido a menos de la mitad de su tamafio original, de coloracion blanquecina
al corte, con cépsula conectiva que la envuelve, gliosis astrocitaria y escasa reaccion
inflamatoria a su alrededor.

Toda presencia de un elemento extrafio al tejido nervioso genera reaccion inflamatoria,
cuya naturaleza e intensidad son variables ya que dependen de la etapa evolutiva en que se
halle el parasito, de su localizacion y de la respuesta inmunoldgica individual. El infiltrado
inflamatorio generalmente se compone de aglomeraciones multifocales de linfocitos,
plasmocitos y, en algunos casos, eosindfilos que se presentan sobre todo en la localizacion
subaracnoidea; el exudado inflamatorio tiende a rodear la membrana vesicular o infiltra la
capsula conectiva si esta presente.

La etapa coloidal es la que genera mayor reaccion inflamatoria®?; sin embargo, se debe
sefialar que en el caso de los cisticercos parenquimatosos, los linfocitos y células
plasmaticas generan también infiltrados perivasculares en el tejido nervioso adyacente al
parasito, e invaden la interface vesicula/tejido nervioso, para ulteriormente invadir, en

forma progresiva, la vesicula y su contenido, lo cual conduce a la muerte del parasito.
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La reaccidn inflamatoria en el tejido nervioso adyacente es muy intensa en ocasiones, y se
asocia con macrdfagos y formacion de células gigantes de cuerpo extrafio, asi como gliosis
astrocitaria. El conjunto de la reaccion inflamatoria de esta naturaleza, muestra el denso
infiltrado celular que impide distinguir lo que resta del parasito, y se extiende a la capsula
colagena secundaria y al tejido nervioso, que muestra, ademas, edema vasogénico de
intensidad variable.

Una vez que los detritos del parasito han sido fagocitados, la respuesta inflamatoria se
reduce al igual que el edema y, eventualmente, queda sélo la gliosis. Un fendmeno similar
se observa en la mayoria de los parasitos de localizacion subaracnoidea, los que una vez
calcificados se desprenden facilmente de las leptomeninges engrosadas.

Es comun observar que las paredes vasculares, adyacentes a las vesiculas parasitarias en el
espacio subaracnoideo, muestran invasion del exudado inflamatorio, fendmeno de angeitis,
que es significativo en el caso de las arterias de pequefio calibre y las arteriolas, ya que
ambas tienden a engrosar sus paredes y reducir la luz vascular con la consecuente isquemia
tisular secundaria®.

Esto ocurre més frecuentemente cuando los parasitos se alojan en el valle silviano, con
oclusién de las ramas de la arteria cerebral media. Las arteriolas afectadas en los casos de

meningitis basal cisticercdsica desarrollan necrosis fibrinoide en los casos graves.

1.2.2. El sistema inmunoldgico

Tiene como funcion fundamental detectar, inactivar y destruir moléculas potencialmente
patdgenas propias o ajenas. La especificidad de la respuesta inmunoldgica subyace en la
proliferacion clonal selectiva linfocitaria y su posterior diferenciacion a células efectoras
tipo TH1 o TH2, con la subsiguiente produccion de citoquinas (IL2, IL12 e IFN vy, en el
caso de células TH1, o IL4, IL5, IL6, e IL13, en el caso TH2), y a células plasmaticas con
la consecuente produccion de inmunoglobulinas especificas®:.

Las propiedades de los antigenos tienen una participacion critica en el desencadenamiento y
el tipo de respuesta inmunoldgica especifica inducida®2. En la fase larvaria, el cisticerco
expresa un conjunto complejo de antigenos de origen proteico, glicoproteico y lipidico.
Esta heterogeneidad antigénica ha sido parcialmente descrita utilizando diferentes

metodologias, entre las que destaca la inmunoelectrotransferencia®3.
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Los habitantes de comunidades rurales con alta exposicion a T. solium, en comparacion con
personas provenientes de zonas de baja exposicion, presentan niveles de proliferacion
linfocitaria especifica y niveles de IgG especifica mas elevados®,

La NCH asintomatica calcificada, se distingue de las personas expuestas, por presentar una
respuesta proliferativa especifica con produccion de citoquinas predominantemente de tipo
TH2 (IL4, IL5, IL13 e 1L12) y niveles incrementados de 1gG4 especifica. En contraste, la
NCH sintomatica, con multiples cisticercos vesiculares o en estadios mixtos, presenta bajos
niveles de proliferacion linfocitaria especifica sin produccién de citoquinas. Esta depresion
de la respuesta celular no se debe al efecto de drogas cestocidas ni de inmunosupresores, es
factible que esta inmunodepresion especifica controle en cierta forma la extension del
fendmeno inflamatorio en el SNC, previniendo asi la entrada de linfocitos periféricos
activados®.

Con respecto a la respuesta inmunoldgica local, en el liquido cefalorraquideo de estos
pacientes se detectan niveles incrementados de IL5 e IL6, ambas citoquinas participan en
fendmenos inflamatorios en el SNC; adicionalmente, presentan niveles elevados de 1L10,
una citoquina inmunosupresora que probablemente participe en la regulacion del fendmeno
inflamatorio en este compartimiento®,

En contraste con la deprimida respuesta inmunologica celular periférica, se destaca la
presencia de elevados niveles de anticuerpos de las diferentes subclases de
inmunoglobulinas, lo que sefiala las diferencias en la modulacién de la respuesta
inmunoldgica celular y humoral asociada a esta parasitosis.

En la NCH sintomatica se presentan aumentadas las cuatro subclases de 1gG, mientras que
en la NCH asintomatica se detectan niveles muy inferiores de las diferentes subclases. Estas
diferencias en las cantidades de anticuerpos detectadas pueden reflejar la presencia de
parasitos vesiculares en la cisticercosis sintomatica, que activamente estimulan el sistema
inmunoldgico con la produccion de antigenos secretores y la liberacién de antigenos de
superficie, como consecuencia de su propio metabolismo. En contraste, la presencia de
lesiones calcificadas, situadas en el parénquima o en los surcos entre circunvoluciones,
probablemente resueltas desde meses o0 afios, se asocian a niveles de anticuerpos que
progresivamente disminuyen en ausencia de estimulos antigénicos.

Mientras que las observaciones mencionadas representan estudios descriptivos de los

principales elementos de la respuesta inmunoldgica que se han encontrado asociados a la
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presencia del pardsito, su relevancia en la capacidad de dafarlo ha sido poco explorada.
Entre los principales hallazgos respecto a los mecanismos efectores de dafio, se ha
demostrado que los anticuerpos son capaces de destruir a las oncosferas de T. solium a
través de la fijacion de complemento®, lo cual sefala la vulnerabilidad del parasito en las
fases tempranas de su desarrollo. Se han identificado anticuerpos dirigidos contra la
secuencia que codifica para el péptido protector denominado GK1, el cual induce la
produccion de anticuerpos, que afectan la viabilidad de los cisticercos para convertirse en
adulto®.

Existen ademas algunas evidencias que sugieren posibles estrategias de adaptacion del
parésito en un hospedero inmunocompetente. Entre ellas, la secrecion del antigeno B, capaz
de fijar el complemento en complejos solubles, una propiedad utilizada para prevenir el
dafio del parasito por fijacion de complemento sobre su superficie®”. Por otro lado, la
presencia de una gran cantidad de inmunoglobulinas en la superficie del parésito podria

enmascarar su presencia ante el sistema inmunologico®.

1.2.3. Presentacion Clinica de NCH.

El periodo de incubacidn, entre la infeccion y la aparicion de los sintomas, es muy variable,
y puede abarcar desde algunos meses hasta muchos afos.

La neurocisticercosis puede adoptar distintas formas clinicas segun la localizacion, el
numero y el estado bioldgico del parésito, el grado y tipo de inflamacion de los tejidos del
huésped y las estructuras neurales afectadas. La sintomatologia resultara de la combinacion
de estos diferentes parametros y casi cualquier sintoma relacionado con la afeccion del
sistema nervioso central podria presentarse®.

De esta forma, su diagnostico es generalmente imposible de realizar considerando
Unicamente los criterios clinicos, aunque ciertas manifestaciones dentro de la zona
endémica son orientadoras. Seguramente, en zonas endémicas, este diagnostico debe
siempre ser considerado frente a un paciente con epilepsia de inicio tardio (personas activas
econdémicamente) o frente a un paciente con hipertensién endocraneana.

En la gran mayoria de los casos el parasito se calcifica sin producir sintoma y por lo tanto
un gran nimero de casos de neurocisticercosis son asintomaticos*.

La teniasis, por su parte, se caracteriza por presentar sintomas leves e inespecificos. Puede

cursar con dolor abdominal, nduseas, diarrea o estrefiimiento, que aparecen entre 6 y 8
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semanas después de la ingestion de los cisticercos, una vez que el adulto se ha desarrollado
completamente.

Estos sintomas pueden permanecer hasta que el parasito muere después que el hospedador
ha sido tratado, de lo contrario, sin tratamiento el parasito puede vivir durante muchos afios.
En algunas regiones endémicas, particularmente en Asia, las personas infectadas pueden
presentar nédulos subcutaneos visibles o palpables.

En la neurocisticercosis las manifestaciones clinicas son: cefaleas cronicas, ceguera,
convulsiones (epilepsia si son recurrentes), hidrocefalia, meningitis, demencia y sintomas
causados por lesiones ocupantes de espacio en el sistema nervioso central.

Como ya se ha mencionado, los factores que participan en la heterogeneidad clinica
dependen entre otras cosas de la localizacion de los paréasitos (figura VI1), las cuales pueden
ser las siguientes:

Localizacion parenquimatosa: esta localizacion es de mejor prondstico, por la involucion
méas rapida de los parésitos y por las caracteristicas de la reaccion inflamatoria que
permanece localizada y se resuelve rapidamente en caso de quistes poco numerosos. Es la
forma mas observada en la poblacion pediatrica y en el continente asiatico*.

La sintomatologia mas habitual es la epilepsia de tipo parcial o tonico-clénica generalizada.
La NCH es la primera causa de epilepsia de inicio tardio en los paises endémicos*?. Otros
signos, como son las cefaleas de tipo vascular, signos de irritacion piramidal, movimientos
involuntarios, alteraciones extrapiramidales, alteraciones psiquiatricas, también han sido
descritos.

Las formas severas denominadas encefaliticas se caracterizan por la presencia de multiples
parasitos, asociados a una reaccion inflamatoria aguda.

Esta forma se traduce en un cuadro de hipertension endocraneana sin presencia de
hidrocefalia, alteraciones de la conciencia o epilepsia. Su prondstico es reservado®?.
Localizacion en el liquido cefalorraquideo (LCR): cuando el parasito llega al LCR,
probablemente por los plexos coroideos, su ubicacion serd determinada por las corrientes
de circulacion del LCR y por el tamafio que lleguen a adquirir. Algunos parasitos quedaran
atrapados en el sistema ventricular (particularmente en el 1V° ventriculo y en el acueducto
de Silvio), mientras que otros podran alcanzar el espacio subaracnoideo“C.

Espacio subaracnoideo: el parasito se localiza particularmente a nivel de las cisternas

basales, el valle silviano y los profundos surcos de la convexidad. Cuando se localizan en
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este Ultimo compartimiento, el cuadro generado es similar al de la localizacidn
parenquimatosa. En cambio, cuando alcanzan las cisternas de la base, el cuadro es severo,
consistente en una hipertension endocraneal asociada a hidrocefalia por bloqueo de la
circulacion del LCR con cefalea, nduseas, vomitos, edema de papila y alteraciones de la
conciencia. En esta localizacion, los cisticercos son frecuentemente maltiples, grandes y se
pueden asociar a una reaccion inflamatoria severa, generando una aracnoiditis intensa, que
puede derivar en fibrosis. En estos casos, los nervios craneales pueden ser afectados
traduciéndose en una disminucion de la agudeza visual, diplopia, ptosis, neuralgia del
trigémino, anomalias pupilares, etcétera. Han sido igualmente descritos diferentes cuadros
vasculares, en particular infartos lagunares y eventos vasculares cerebrales extendidos en
relacion con la oclusién de arterias cerebrales de gran calibre.

Sistema ventricular: la localizacién mas frecuente es en el cuarto ventriculo. El parasito
mismo Yy la reaccion inflamatoria generada por su presencia pueden ser la causa de un
cuadro de hipertension endocraneal progresiva por hidrocefalia.

Localizacion medular: esta localizacion es poco frecuente y se traduce en signos de
compresion medular con alteraciones motoras y sensitivas por debajo del sitio de la
lesion™3,

Otras variables que influyen sobre la intensidad de la respuesta inflamatoria son el género y
la edad del paciente. El cuadro de encefalitis se ve preferentemente en los nifios y en las
mujeres jovenes, y las mujeres desarrollan una reaccién inflamatoria méas severa que los
hombres. Asi como también, se evidencid el papel de la edad en la localizacion de los
parasitos. En los nifios los parasitos se localizan generalmente en el parénquima, mientras
que en los adultos, las localizaciones subaracnoideas y ventriculares son mas frecuentes.
Los factores genéticos tanto del paradsito como del hospedero podrian también estar
involucrados. Se ha demostrado que parasitos provenientes de diversas areas geograficas
difieren genéticamente*®. Se ha descrito igualmente que, al contrario de lo que pasa en

México, la localizacion subaracnoidea parece ser poco frecuente en Asia®.
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Figura VII. Representacion de la clinica y los factores asociados a la enfermedad
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1.2.4 Tratamiento de la neurocisticercosis

Puesto que la NCH se caracteriza clinicamente por su gran heterogeneidad, su tratamiento
debe ser individualizado tomando en cuenta la viabilidad, el nimero, la localizacién y el
tamafo de los parésitos, la intensidad de la reaccion inflamatoria asociada y el estado
clinico del paciente*®.

El tratamiento puede ser especifico con antiparasitarios, sintomatico o quirargico.

Tratamiento especifico

El albendazol es un imidazol utilizado para el tratamiento de la NCH por primera vez en
1987. Actla inhibiendo la captaciéon de la glucosa por la membrana parasitaria, lo que
provoca en el parasito una deplecion energética. Es bien absorbido por via oral y no tiene
metabolismo hepatico. No presenta efectos secundarios graves, siendo la alopecia uno de
los més llamativos. La administracion conjunta de dexametasona aumenta sus niveles
plasmaticos.

La dosis actualmente recomendada es de 15 mg/kg/dia durante una semana, cuando los

parasitos se localizan en el parénquima. Se demostrd6 que en caso de localizacién
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subaracnoidea o ventricular, una dosis de 30 mg/kg/dia durante una semana es mas
efectiva®.

En el comienzo del tratamiento puede producirse un aumento de la sintomatologia
neuroldgica debido a la reaccion inflamatoria que acompafia la destruccion del parasito.
Para controlar esta reaccion, que puede ser intensa, se recomienda la administracion
conjunta de corticoesteroides.

El praziquantel es una isoquinolina, que fue utilizada por primera vez en 1979. Actla
dafiando los tegumentos del parésito y produciendo una paréalisis espastica del escolex. Su
absorcion por via oral es buena y su metabolismo es hepatico, lo que puede provocar
interacciones con otros farmacos como la dexametasona, fenitoina o carbamazepina, que
pueden disminuir su nivel plasmatico al ser administrados en forma conjunta.
Clasicamente, la dosis recomendada es de 50 mg/kg/dia durante 15 dias, aunque se ha
demostrado que en el caso de la localizacion parenquimatosa del parésito, esquemas mas
cortos son igualmente eficientes®.

Estos dos tratamientos son muy eficientes en casos de paréasitos vesiculares con localizacion
parenquimatosa, tanto para matar a los parasitos como para disminuir la frecuencia de la
epilepsia. Diferentes estudios controlados revelaron una eficacia entre 80 y 90% con el
albendazol y entre 60 y 70% con el praziquantel*’. Por la ausencia de interacciones
medicamentosas, Su costo mas econdémico y su mejor penetracion en el espacio
subaracnoideo, el albendazol es generalmente preferido. Cuando los parésitos son
localizados en el sistema ventricular o en el espacio subaracnoideo, el albendazol ha sido
utilizado con éxito, aunque en estos casos su administracién debera ser individualizada en
funcion del cuadro clinico, del tamafio de los parésitos y de la intensidad de la reaccion
inflamatoria, y asociada con corticoesteroides.

La utilizacion de estos farmacos esta formalmente contraindicada en casos de encefalitis.
En efecto, su administracion podria aumentar la reaccion inflamatoria y agravar el cuadro
clinico. No deben utilizarse en caso de cisticerco calcificado (muerto) y su empleo en los
casos coloidales es controvertido. Ciertos autores consideran que cuando el parasito ya esta
en fase de degeneracion, no es necesario administrar las drogas, mientras que otros plantean
que su administracion reduce el riesgo de epilepsia secundaria“®.

En los nifios, su administracion ha sido controversial en esta poblacidn; es frecuente que los

parasitos estén en fase degenerativa al momento del diagndstico.
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Se recomienda que el tratamiento cestocida sea prescrito después de la obtencion de una
tomografia 0, mejor, de una resonancia magnética que confirme el caso, localizacion y
estado del parésito. En el caso de la localizacién subaracnoidea o ventricular, el monitoreo
del recuento celular en el LCR, antes y después del tratamiento, es igualmente
recomendado como medicion de la inflamacion secundaria a la muerte del parasito®.

Se debe determinar la respuesta al tratamiento mediante la realizacion de una TAC o de una
RMN tres meses después. En caso de no haber respuesta o de aparicién de nuevas lesiones,

se recomienda la administracion de un segundo ciclo.

I1. El diagndstico de la Cisticercosis

Para el diagndstico de la cisticercosis se pueden utilizar parametros bioquimicos o realizar
estudios parasitologicos, imagenologicos y una amplia variedad de ensayos
inmunoldgicos®.

Desde hace bastante tiempo se vienen utilizando los denominados criterios diagnosticos y
grados de certeza diagndstica de neurocisticercosis de Del Brutto et al.??, los cuales constan
de:

1. Criterios absolutos

Demostracion histoldgica del parasito en material de biopsia de lesion cerebral o espinal.
Presencia de lesiones quisticas con escolex en TC o0 RM

Visualizacion directa del parasito por oftalmoscopia

2. Criterios mayores

Lesiones altamente sugestivas de NCC en estudios de neuroimagenes?

Inmunoblot positivo para deteccidn de anticuerpos anticisticerco en sangre

Resolucion de lesiones quisticas con albendazol o praziquantel

Resolucion espontanea de lesiones anulares hipercaptantes tnicas®

3. Criterios menores

Lesiones compatibles con NCC en estudios de neuroimagenes®

Manifestaciones clinicas sugestivas de neurocisticercosis®

ELISA positivo para deteccion de anticuerpos o antigenos de cisticerco en LCR

Presencia de cisticercosis fuera del sistema nervioso®

4. Criterios epidemiolégicos

Existencia de un contacto doméstico infectado con T. solium
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Individuos que residan o provengan de areas endémicas

Historia de viajes frecuentes hacia areas endémicas

Grados de certeza diagnostica’

Diagnostico definitivo:

Presencia de un criterio absoluto

Presencia de dos criterios mayores mas uno menor y uno epidemioldgico
Diagnostico probable:

Presencia de un criterio mayor mas dos menores

Presencia de un criterio mayor mas uno menor y uno epidemiolégico

Presencia de tres criterios menores mas uno epidemioldgico

a) Presencia en TC o RM de lesiones quisticas sin escélex, lesiones hipercaptanteso calcificaciones. b)
Presencia en TC o RM de lesiones anulares Unicas de menos de 20 mm de diametro en pacientes con crisis,
examen neuroldgico normal y sin evidencia de otra enfermedad activa. c) Presencia en TC o RM de
hidrocefalia o captacion anormal del contraste en leptomeninges basales o mielogramas mostrando defectos
de llenado en la columna de material de contraste. d) Crisis convulsivas, signos de focalizacion, hipertension
endocraneal o deterioro cognitivo. e. Demostracion histoldgica de cisticercos subcutaneos o musculares,
evidencia en rayos X de calcificaciones en tejidos blandos o visualizacién directa de cisticercos en camara
anterior del ojo. f) La presencia de dos tipos de lesiones altamente sugestivas de NCH en estudios de
neuroimagen debe ser considerada como dos criterios mayores distintos. Los resultados positivos en dos
pruebas inmunolégicas distintas deben ser considerados como un solo criterio (mayor o menor, dependiendo
del caso).

NCH: neuracisticercosis; RM: resonancia magnética; TC: tomografia computarizada.

2a. O. H. Del Brutto. Neurocisticercosis: actualizacion en diagndstico y tratamiento. Neurologia 2005; 20(8): 412-418
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En la actualidad se estan utilizando los nuevos criterios diagndsticos de neurocisticercosis
asintomatica propuestos por Carpio et. al.® los cuales demostraron ser confiables y validos
no sélo para el diagnostico de NCH en parénquima, sino también para el diagndstico de

casos extraparenquimatosos.

Los criterios utilizados son:

Neurocisticercosis parenquimatosa

A- Neurocisticercosis parenquimatosa definitiva®, uno de los siguientes:

1. Quiste parenquimatoso con diagnéstico patolégico

2. Quistes parenquimatosos activos unicos o multiples, con al menos un quiste con escélex
enTCoRM

3. Mdltiples vesiculas parenquimatosas sin escolex asociadas con al menos uno de los
siguientes:

a. Convulsiones: tonico-clonicas focales o generalizadas

b. Prueba inmunologica positiva en suero o LCR (ELISA, EITB)

4. Cualquier combinacién del cisticerco parenquimatoso en diferentes estadios evolutivos:

vesicular con o sin escolex, degenerativo (coloidal o nodular) y calcificado

B. Probable neurocisticercosis parenquimatosa, una de las siguientes:

1. Calcificacion o vesicula parenquimatosa unica (sin escélex) o quiste (s) en degeneracion,
estableciendo diagnosticos diferenciales con otras etiologias, asociadas con al menos dos de
los siguientes:

a. Convulsiones: tonico-clonicas focales o generalizadas

b. Localizacion de quistes subcutaneos o musculares confirmada por biopsia

c. Prueba inmunolo6gica positiva en suero o LCR (ELISA, EITB)

d. Rayos X simples que muestran calcificaciones en "forma de cigarro™

e. Persona gue vive o ha vivido o ha viajado con frecuencia a paises endémicos

2. Multiples calcificaciones parenquimatosas en una persona que vive o ha vivido o ha
viajado con frecuencia a paises endémicos y en los que el estado clinico excluye otras

etiologias de calcificaciones.

Neurocisticercosis extraparenquimatosa (intraventricular / subaracnéidea basal)
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C. Neurocisticercosis extraparenquimatosa definitiva, una de las siguientes:

1. Quiste extraparenquimatoso con diagnostico patolégico

2. Uno o méas quistes extraparenquimatosos en secuencias especiales de resonancia
magnética con escolex en al menos uno de ellos

3. Uno o méas quistes extraparenquimatosos en secuencias especiales de resonancia
magnética sin escolex asociados con al menos dos de los siguientes:

a. Hidrocefalia

b. LCR inflamatorio

c. Prueba inmunoldgica de LCR positiva (ELISA, EITB)

d. Presencia de calcificaciones Unicas o multiples o de un quiste vesicular o degenerativo

parenquimatoso

D. Neurocisticercosis parenquimatosa y extraparenquimatosa definitiva
Combinacion de los criterios parenquimatosos definitivos y extraparenquimatosos

definitivos anteriores.

a. Los parésitos ubicados en el espacio subaracnoideo de la convexidad se incluyen con los parasitos
parenquimatosos.
Tomografia computarizada (TC); Imégenes de resonancia magnética (RM); Liquido cefalorraquideo (LCR);

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA); Inmunoelectrotransferencia ligada a enzima (EITB).

3a. Carpio, A., Fleury, A., Romo, M. L., Abraham, R., Fandifio, J., Durén, J. C., Cérdenas, G., Moncayo, J., Leite
Rodrigues, C., San-Juan, D., Serrano-Duefias, M., Takayanagui, O., & Sander, J. W. (2016). New diagnostic criteria for
neurocysticercosis: Reliability and validity. Annals of neurology, 80(3): 434-442. https://doi.org/10.1002/ana.24732
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I1.1. Biometria hematica
S6lo un porcentaje de los pacientes presentan hipereosinofilia, por consiguiente, este
parametro estara ausente en la mayoria de los pacientes y no puede utilizarse como un dato

clave en el diagnostico.

I1.2. Examen coproparasitologico

La presencia de huevos de Taenia spp. en estudios parasitoldgicos de materia fecal, en
pacientes con NCH, es poco frecuente. No obstante, la demostracion de huevos en el
examen de heces, indica la ocurrencia de una infeccion por parasitos de ese género.

El diagnostico de especie se debe hacer mediante la busqueda y la identificacion de

proglotides o el escolex.

11.3. Examen citoquimico del LCR

Este estudio apoya el diagnostico de neurocisticercosis si muestra pleocitosis linfocitaria,
hiperproteinorraquia e hipoglucorraquia. Pero, estos hallazgos no son especificos de la
cisticercosis 'y pueden aparecer en otros tipos de meningitis cronicas. Una
hiperproteinorraquia con células normales se ve frecuentemente en caso de fibrosis. EI LCR
puede ser completamente normal, en particular cuando el parasito se encuentra localizado

en parénquima.

I1.4. Diagnostico parasitologico

El diagndstico parasitologico requiere la demostracion del parasito, y en este caso se realiza
generalmente en autopsias (post-mortem) o en biopsias del paciente®?. En las formas
extracerebrales, los cisticercos son visualizados mediante examen oftalmolégico, dentro del
globo ocular. En los musculos esqueléticos o tejido subcutaneo se les puede identificar por
palpacién y posterior biopsia de los nodulos, lo cual permitird diferenciarlos de aquellos

producidos por otras enfermedades.

I1.5. Diagnostico por imagenes
Las técnicas de neuroimagen, tales como Tomografia Axial Computarizada (TAC) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), son Utiles para el diagnostico, porque proveen

evidencia objetiva del namero y topografia de las lesiones, su estado de evolucién y el
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grado de reaccion inflamatoria del hospedador contra el parasito®. Sin embargo, la
infeccion puede pasar desapercibida cuando el nimero de cisticercos es bajo o las iméagenes
no son concluyentes.

Es imprescindible hacer el diagndstico diferencial con otras enfermedades infecciosas y con
neoplasias del SNC. Por otro lado, estas técnicas, aunque son de amplio uso en las zonas
urbanas, son muy costosas y de dificil acceso en la mayoria de las areas donde la
cisticercosis es endémica®!. Debido a esta caracteristica, existe un subdiagnostico de esta
parasitosis, dada la escasez de medios diagnosticos.

Diagnostico radioldgico: Varios procedimientos han sido utilizados para el diagnéstico
radiolégico de la neurocisticercosis. Antes de la difusion de los instrumentos radioldgicos
modernos (tomografia computarizada y resonancia magnética), se utilizaba la radiografia
simple del craneo, la neumoencefalografia, la ventriculografia, la angiografia y la
mielografia. Aparte de la radiografia simple, los procedimientos demasiado invasivos, son
ahora poco utilizados. La radiografia aun tiene interés cuando en ocasiones muestra
imagenes hiperdensas que, cuando son redondeadas y miden entre 3 y 6 mm de diametro,
sugieren parasitos calcificados. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de este estudio
es baja. En particular, las calcificaciones fisioldgicas (glandula pineal, plexos coroideos) u
otras calcificaciones patoldgicas (granulomas por tuberculosis, oligodendrogliomas,
craneofaringiomas) pueden semejar cisticercos calcificados. Asimismo, estudios de
autopsias confirmaron que la radiografia simple no detecta todas las calcificaciones. En la
actualidad, el estudio radiologico de la NCH debe complementarse con la tomografia
computarizada y la resonancia magnética, que permiten visualizar la localizacion, el
namero y el estadio evolutivo de los parasitos.

Tomografia computarizada (TAC): El aspecto del parasito en la TAC depende de la etapa
en la cual se encuentre®,

En la etapa vesicular, el parasito aparece como una imagen hipodensa, redonda, de tamafio
variable en funcién de su localizacion (de 0.5 cm en el parénquima hasta 6 cm o0 mas en el
espacio subaracnoideo de la base). Puede existir edema alrededor y puede ocasionar un
efecto de masa que deforma o desplaza las estructuras vecinas. Cuando empieza a
degenerar (etapa coloidal), el liquido vesicular es menos hipodenso y al administrar el
medio de contraste, hay toma de contraste en forma de anillo periférico, un signo de la

reaccion inflamatoria alrededor del parasito. La etapa granular se ve como una
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hiperdensidad que toma el medio de contraste antes de calcificarse. En la hidrocefalia se
observa un aumento global del tamafio ventricular y en la encefalitis un marcado edema
generalizado con ventriculos pequefios, asociado a tomas de contraste diseminada en el
parénquima.

En las diferentes complicaciones que se pueden observar en la cisticercosis, la tomografia
simple juega un papel importante en la deteccién y seguimiento posquirdrgico de la
hidrocefalia.

La cisternografia por tomografia ayuda a detectar lesiones vesiculares en la unién craneo-
cervical y fosa posterior mediante el uso de medios de contraste yodados no i6nicos.

Hay que destacar que es frecuente la presencia conjunta de parasitos en diferentes etapas;
no se sabe si corresponden a diferentes infecciones en un mismo paciente infectado varias

veces, 0 si corresponden a una diferencia en la velocidad de degeneracion entre parasitos.

Resonancia magnética nuclear (RMN): La resonancia magnética es el estudio méas sensible
para el diagndstico de las formas vesiculares y coloidales. Las principales ventajas de la
RMN sobre la TAC son, una mejor definicion de la fosa posterior, de la base del craneo y
de los ventriculos, asi como una mayor capacidad para precisar la localizacion
subaracnoidea o parenquimatosa de los quistes localizados en la convexidad. Otra ventaja
es que, contrariamente a la TAC, mediante este procedimiento el paciente no recibira
radiaciones. Su problema radica en el diagnostico de la forma calcificada que es dificil de
discernir en este estudio a diferencia de lo que sucede en la tomografia.

Los parasitos en estadio vesicular aparecen como imagenes redondeadas hipointensas en T1
e hiperintensas en T2, bien delimitadas del parénguima adyacente. En el espacio
subaracnoideo de las cisternas de la base del craneo, es a veces dificil reconocer los quistes
que tienen la misma densidad que el LCR. En estos casos, algunos signos indirectos
permiten a veces el diagndstico, como por ejemplo, asimetria de la cisterna con
ensanchamiento de un lado. Cuando pasa al estadio coloidal, el parasito aparecerd como
menos hipointenso, con un edema alrededor y con la administracion de gadolinio se
observa una toma de contraste periférica en anillo periférico hiperintenso. Las diferencias
entre las fases vesiculares y coloidales se observan mas precisamente en las secuencias de

densidad de protones y con el FLAIR (fluid attenuation in version recovery). Las formas
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vesiculares quisticas son hipointensas en T1 y en el FLAIR, mientras que las coloidales
tienen un incremento marcado en la intensidad de su sefial en la secuencia de FLAIR®,

La cisternografia mediante resonancia magnética ha mostrado ser muy sensible para
detectar lesiones del cuarto ventriculo, de las cisternas de la fosa posterior y del espacio
subaracnoideo del conducto raquideo®’.

11.6. Diagnostico inmunoldgico

Las técnicas de inmunodiagndstico incluyen la deteccion de antigenos circulantes del
parésito y de anticuerpos anti-cisticerco, tanto en suero como en liquido cefalorraquideo, y
resultan de gran utilidad para el diagnostico de esta parasitosis®*.

La identificacion de anticuerpos y antigenos especificos se usa para apoyar la presuncion
clinica, epidemiologica e imagenoldgica de NCH, aunque su especificidad y sensibilidad
son limitadas.

Los métodos basados en la deteccion de anticuerpos han sido los mas empleados y
extensamente evaluados. La deteccion de anticuerpos puede realizarse utilizando diferentes
metodologias, entre las que destacan la deteccion de anticuerpos mediante el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y la inmunoelectrotransferencia ligada a
enzimas (EITB). Los ensayos de ELISA para la deteccion de anticuerpos disponibles se
basan en el uso de antigenos nativos de cisticercos, muchos de los cuales son compartidos
por diferentes cestodos y son reconocidos tanto por individuos que s6lo han estado en
contacto con el parasito sin infectarse, como por aquellos que si lo han hecho®. Las
mencionadas caracteristicas de los ensayos disponibles limitan su uso para el
inmunodiagndstico de NCH.

Al comparar ensayos de diagnéstico como ELISA, EITB, deteccion de antigenos HP10
mediante ELISA, y la deteccion del ADN del parasito mediante la amplificacion por PCR,
esta Ultima reveld una elevada sensibilidad (95.9%) y una especificidad variable (80% o
100%). Por su parte, la sensibilidad de deteccion de anticuerpos por ELISA y EITB, no
fueron significativamente diferentes, y el antigeno HP10 fue detectado principalmente
cuando los cisticercos se encontraban en localizaciones extraparenquimatosas.

Hasta el momento, se han desarrollado varios ensayos para la deteccion de antigenos
circulantes, tanto en suero como en LCR, pero los mejores son los basados en el uso de

anticuerpos monoclonales.
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En cuanto a la deteccién de anticuerpos contra el parasito se han desarrollado varios
ensayos en suero, saliva y LCR, empleando diferentes técnicas. Es importante destacar que
la deteccion de anticuerpos indica exposicion al parasito y no necesariamente una infeccion
activa, ya que los anticuerpos pueden persistir por mucho tiempo después que el parasito ha
sido eliminado, bien por el sistema inmune o por tratamiento. En zonas endémicas, mas del
10% de la poblacion puede tener anticuerpos anti-T.solium y no reflejar la verdadera
prevalencia de la cisticercosis®?.

Con las técnicas actuales existen resultados falsos positivos, cuando se evalla en suero, ya
sea por reacciones cruzadas con otros helmintos®, por presencia de cisticercosis no
neurolégica, por otras teniasis, 0 por contacto previo con el parasito pero sin infeccion?’. El
inmunodiagndstico en suero y LCR, produce falsos negativos, sobre todo en casos de

lesiones calcificadas, de localizacion parenquimatosa o cuando existen quistes Unicos.

11.6.1 Diagnostico inmuno-molecular

Aunque se han realizado multiples estudios sobre antigenos especificos para el diagnostico
de la enfermedad, la purificacion de éstos requiere gran cantidad de material parasitario,
equipos sofisticados y técnicas laboriosas, por lo que se ha recurrido a la tecnologia del
ADN recombinante para la clonacion de genes de las moléculas de interés diagnostico.

La utilizacion de los antigenos recombinantes, o péptidos derivados de sus secuencias,
obtenidos a partir de genes de T. solium y otros cestodes, podria solventar las limitaciones

actuales del diagndstico serolégico de la enfermedad.

Antigenos recombinantes

Existen una infinidad de proteinas recombinantes que fueron expresadas, con posterior
purificacion de los productos de expresion correspondientes; los mismos han sido
evaluados en su capacidad de poder discernir entre enfermos y sanos. Por ejemplo, en 2017
un grupo trabajo con tres proteinas recombinantes. En ese caso los tres antigenos mostraron
una alta sensibilidad en WB en casos de NCH activa con dos 0 mas quistes viables, y baja
sensibilidad para casos con un solo quiste viable o lesiones calcificadas y NCH inactivo®®.
La familia de las cisteina proteasas tiene importantes propiedades inmunodiagnosticas.
Estas proteasas se expresan como zimdgenos que contienen un péptido sefial, un propéptido

y un dominio activo. La posterior escision catalitica del propéptido convierte estos
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zimdgenos en enzimas. Con el uso de herramientas bioinformaticas, se identifico un
dominio activo de una cisteina proteasa similar a la catepsina L (TsolCL) en el genoma de
T. solium. TsolCL fue capaz de distinguir los anticuerpos 1gG circulantes, mostrando una
sensibilidad y especificidad moderada del 83,33%, aproximadamente>®.

Morillo etal., caracterizd y evalué por técnicas moleculares, a tres nuevos antigenos
recombinantes (TsF78, TsP43 y TsC28). Las proteinas purificadas se evaluaron en ELISA
usando TsF78 (filamina), TsP43 (peroxidasa) y TsC28, donde la sensibilidad y
especificidad es muy buena, y se podrian usar en el diagnostico de cisticercosis®’.

Solis et al. utiliz6 la informacion sobre la clonacién y expresion de la paramiosina y
fragmentos truncados de ésta, que permitieron estudiar el valor diagnéstico de la misma y
hacia cual regién de la proteina se dirigia la respuesta inmune del hospedador,
desarrollando asi una vacuna®®.

Las sensibilidades y especificidades de T24H, GP50 y Tsl8varl QuickELISA fueron
alentadoras respecto de los casos que es posible detectar. Son métodos cuantitativos
sencillos y rapidos para detectar anticuerpos especificos para antigenos de T. solium®°.
Otros desarrollos utilizan antigenos recombinantes y sintéticos procedentes de T24H, GP50
y Ts18varl, glicoproteinas purificados con lentil lectina (LLGP) a partir de cisticerco de T.
solium; las sensibilidades y especificidades fueron buenos para detectar casos con quistes
multiples viables. Entre los tres ensayos, T24H funcioné mejor®°.

Revisando la literatura, se puede ver distintas caracterizaciones a partir de genotecas de
expresion del metacestodes de T. solium, con al menos 8 genes que expresan distintas
proteinas y a partir de las cuales se analizd la sensibilidad y especificidad para el
inmunodiagndstico de la neurocisticercosis, arrojando resultados variables®!6263,

La utilizacion de péptidos sintéticos derivados de antigenos previamente caracterizados
evitaria la necesidad de purificacion de los antigenos recombinantes y podria asegurar la
reproducibilidad de los ensayos.

Mirando hacia atrds encontramos, tres péptidos sintéticos, GK1, GK2 y GK3, derivados de
la secuencia del clon KETc7, gen obtenido de una genoteca de expresion de metacestodes
de T. crassiceps; dichos péptidos fueron evaluados con sueros de pacientes con
cisticercosis, y aunque la sensibilidad no fue muy alta, si se aprecié cierta respuesta

humoral frente a los péptidos. Manoutcharian et al. reportd la utilizacion de otros péptidos
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sintéticos (KETcl, KETcl12, KETc410 y KETc413) y propuso un sistema de diagndstico
basado en la utilizacién combinada de los péptidos citados®.

Por otro lado, con la familia de moléculas de 8 kDa, provenientes de metacestodes de T.
solium, se sintetizaron nueve péptidos y se utilizaron en ELISA en el inmunodiagndstico de
la enfermedad. Uno de estos péptidos (TsSRS1) mostré excelente sensibilidad y
especificidad cuando fue sometido a una bateria de sueros de pacientes con la enfermedad,
enfermedades heterdlogas e individuos sanos®.

Cinco péptidos sintéticos (HP6-3, Ts45W-1, Ts45W-5, Ts45S-10, TEG-1), derivados de
moléculas protectoras de oncosferas de T. saginata, fueron analizados por ELISA con LCR
de individuos con cisticercosis, obteniendo buena sensibilidad y especificidad®®. Estos
mismos péptidos fueron estudiados con sueros de individuos con cisticercosis en diferentes
zonas geograficas de Venezuela, repitiendo los resultados pero apreciandose un
reconocimiento diferencial de algunos péptidos en las distintas zonas, por lo que se sugiere

el uso de un coctel de péptidos®’.

I1.7. Sistemas de expresion
En general, un sistema de expresion consiste en un conjunto de elementos genéticos
configurados de manera Optima para controlar la transcripcién y traduccion de las

secuencias a expresar.

Sistemas de expresion en Escherichia coli

Dentro de los sistemas procariotas, uno de los modelos de expresion mas utilizados es
Escherichia coli. El éxito se basa principalmente en; i) la facilidad de manipulacion del
DNA,; ii) el elevado nimero de mutantes y vectores de expresion disponibles; iii) el amplio
conocimiento de la fisiologia de la célula, que permite alcanzar densidades celulares
elevadas con un medio de cultivo econémico; y iv) el conocimiento del efecto de la
sobreexpresion de proteinas sobre la bacteria.

Sin embargo, presenta ciertos inconvenientes en la sintesis de proteinas recombinantes: i)
no lleva a cabo procesamientos post-traduccionales propios de células eucariotas, como es
el caso de la glicosilacion y fosforilacién, lo cual afecta a la estructura, estabilidad,
solubilidad y actividad biolégica de la proteina producida; ii) carece de chaperonas

eucariotas (proteinas de plegamiento) adecuadas para permitir un plegamiento correcto de
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las proteinas recombinantes del parasito; iii) y no forma puentes disulfuro en el citoplasma,
salvo en ciertas cepas mutantes®®,

Para producir proteinas recombinantes en E. coli es necesario que las células dispongan de
un mecanismo capaz de procesar la informacidn genética que codifica para la proteina de
interés, y permitir asi producir grandes cantidades de dicha proteina.

Los sistemas de expresion en E. coli estan constituidos por dos componentes: una bacteria
huésped y un vector de expresion que posee los elementos génicos necesarios para realizar
los procesos de transcripcién y traduccion en dicha bacteria. Respecto al vector de
expresion es preciso tener en cuenta varios criterios con el fin de obtener una expresion
eficiente: el origen de replicacion, que influye en el nlmero maximo de copias del vector de
expresion por cada célula, las caracteristicas de las secuencias de inicio y final de la
transcripcion, entre las que se incluyen los promotores y terminadores, las sefiales de
comienzo de la traduccion, como son el coddn de inicio de la traduccion y los sitios de
union al ribosoma, la localizacion subcelular de la proteina que se va a expresar (citoplasma
o periplasma) y el control de la segregacion plasmidica.

En la segregacion plasmidica es de gran importancia el mecanismo de retencion del vector
en la célula. Para evitar el inconveniente de la segregacion se coexpresa en el vector un gen
codificante para la resistencia a un marcador de seleccidn, generalmente un antibiético, de
manera que unicamente las células que posean en su interior el vector sean capaces de
propagarse en un medio de cultivo que contenga el marcador de seleccion. Otro mecanismo
que previene la pérdida del vector y evita el uso de antibidticos es la inclusion en el vector
de regiones cromosomicas que complementen la auxotrofia de una determinada cepa
bacteriana®®, es decir, Unicamente las células que contienen el vector seran capaces de
crecer en un medio de cultivo que carece del compuesto para el que la cepa es auxotrofa.

La cepa de E. coli mas utilizada en los sistemas de expresion es la BL21, debido a que es
defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en la degradacion de proteinas. En
funcion del sistema de expresion empleado, la cepa puede contener el modulo regulador de
la expresion integrado en el cromosoma. En el caso concreto de los sistemas de expresion
pET (Novagen) y pRSET (Invitrogen) la cepa de expresion contiene el ADN del
bacteriofago DE3 integrado en el cromosoma. Este bacteriéfago contiene a su vez el gen
codificante de la T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5 cuya actividad se
induce por medio de la adicion del inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido) u
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otro galactosido (p. ej. lactosa). En este sistema, el vector de expresion pET, utilizado para
la expresion de la secuencia codificante de la proteina de interés, incorpora una region
promotora reconocida por la T7 RNA polimerasa, de manera que tras la adicion de IPTG, la
T7 RNA polimerasa expresada desde el cromosoma bacteriano inicia la expresion de la
proteina a partir del vector.

En el caso de los sistemas pGEX (GE Healthcare), pQE (QIAGEN), pTrc (Invitrogen),
pBAD (Invitrogen) la expresion de las proteinas recombinantes no esta supeditada a la
presencia de un modulo regulador integrado en el cromosoma de la bacteria. En estos casos,
los elementos reguladores del promotor para la expresion de proteinas recombinantes estan
incluidos en el vector, por lo que el mismo vector puede emplearse en combinaciéon con

diferentes cepas.

I1l. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevO a cabo en el Laboratorio de Enteroparasitos, Departamento de
Parasitologia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. Malbran”, y en el Laboratorio de
Expresion y Plegado de Proteinas, Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad
Nacional de Quilmes. Ademas, se contd con la colaboracion del Laboratorio de la Dra.
Edda Sciutto del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Departamento de Inmunologia,
Universidad Nacional Auténoma de México; y el Laboratorio de la Dra. Regina H.
Saramago Peralta del Departamento de Patologia, Facultad de Medicina, Universidad
Federal Fluminense.

Las muestras de sueros humanos utilizadas en este trabajo fueron remitidas segun los
estandares para investigacion en sujetos captados como casos clinicos. Todas las muestras
estuvieron dispuestas en forma de seroteca, aleatorizadas y en doble ciego, disefiada con
numeracion e indicacion de la patologia o negativo, segln correspondiera, sin
individualizar de ningln modo a las personas. Las muestras se mantuvieron almacenadas a
-20°C hasta el momento de ser procesadas.

En el transcurso de este trabajo se empled una proteina seleccionada por su probada
antigenicidad, una glicoproteina de 14kDa,denominada“GP14"°, antigeno de cisticercos de
T. crassiceps (Tc); la secuencia codificante fue aportada por el laboratorio de la

Universidad Federal Fluminense. Y por otro lado se dispuso de una quimera
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(CHIM_OPT_3) disefiada a partir del genoma de los cestodes. Para producir en forma
heterdloga las proteinas de interés, se emplearon sistemas de clonado y expresion, entre

ellos uno procariota (E. coli).

Criterios de inclusion para muestras consideradas Positivas: Caso humano con enfermedad
clinica nerviosa u otra localizacion compatible de NCH, con nexo epidemioldgico e
imagenes compatibles o visualizacion del parasito (definicion de caso).

Criterios de inclusion para muestras consideradas Negativas: Muestras sin un nexo
epidemioldgico fuerte, sin antecedentes familiares o propios de convulsiones, que no
presente ningln sintoma de los caracterizados con la enfermedad. Serologia previa contra

cisticerco negativa.

I11.1 Obtencion de la proteina GP14 a partir de cisticercos de Tc.

La Proteina, que corresponde a un antigeno de cisticercos de Tc, fue preparada de estadios
larvales de ratones hembra BALB/c infectados. Los parasitos se aislaron desde la cavidad
peritoneal de los ratones, se lavaron con solucion buffer fosfato salina (PBS, 0.075 M
Na2HPO4, 0.0025 M NaH2P0O4, 0.14 M NaCl, pH 7.2) y fueron almacenados congelados(-
20°C). Para obtener el antigeno del fluido vesicular de Tc (VF-Tc), se homogeneizaron los
parasitos intactos en cinco volimenes de PBS y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 60
minutos a 4°C. El sobrenadante fue sonicado a 20 kHz, 1 mA durante cuatro periodos de 60
segundos cada uno, siempre dentro de un bafio de hielo, seguido de centrifugacion. Se
agregaron inhibidores de proteasa: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e iodoacetamida
(Sigma) a una concentracion final de 0,25 mM.

Las fracciones purificadas del VF-Tc fueron identificadas mediante SDS-PAGE, como se
describe en Peralta et al. 2002.Se utilizaron aproximadamente 14,0 mg de antigeno Tc en
una columna de gel de acrilamida, las fracciones se recogieron y analizaron por SDS-PAGE
seguido por tincion de plata. La fraccion que contiene la proteina de interés se concentraron
al vacio (RapidVap evaporation System, Labconco, Fisher Scientific, NJ). La concentracién
de proteina se determind con el kit BCATM Protein Assay (Pierce, Rockford, IL). Luego se
sensibilizd con esa fraccion una placa de ELISA, para probar su posible utilizacién en el

inmunodiagndstico.
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Una vez comprobada la antigenicidad y luego de determinada la secuencia codificante, la
misma se envid a la empresa GenScript para el disefio de su expresion en un sistema
procariota. La secuencia codificante de GP14 fue obtenida mediante el empleo de varias
técnicas aplicadas sobre la proteina nativa aislada, entre ellas, secuenciacién N-terminal, y
mapeo peptidico a través de digestion triptica y analisis por espectrometria de masas
(MALDI-TOF MS vy espectro MS/MS), seguido de una busqueda en bancos de datos, de
secuencias gendmicas de alta homologia (ORFs) en T. crassiceps.

111.1.2 Transformacion de células de E. coli BL21(DES3).

El pre-cultivo de bacterias se prepar6 inoculando 2 mL de medio LB con una provision de
bacterias E. coli BL21 (DE3), e incubando a 37 °C y 220 rpm durante 16 horas. Este
precultivo se agregd sobre 200 mL de medio LB fresco y se incubo6 a 37 °C y 220 rpm hasta
DO600 = 0.5. Entonces, el cultivo se transfirid a un tubo de centrifuga estéril, se dejo
reposar en hielo durante diez minutos y se centrifugé a 5000 x g (rotor JA-14, Beckman,
EEUU) durante otros diez minutos a 4 °C. El sobrenadante se descartd y la biomasa se
resuspendio suavemente en 200 mL de glicerol 10% v/v, en bafio de hielo. Esta suspension
se centrifugo y se repitio sucesivamente el paso anterior resuspendiendo en 100, 50, 25 y
finalmente en 0.4 mL de glicerol 10% v/v. La suspension final se fracciono en alicuotas de
80 uL que luego se almacenaron a -80 °C. Para transformar las bacterias se electroporaron
80 uL de bacterias competentes (descongeladas a 4 °C) con 0,01pg del plasmido pET
correspondiente (obtenido de E. coli JM109 transformada con el mismo). La celda de
electroporacion (0.2 cm) se enfrié en hielo y el electroporador (Bio-Rad) se programé a 2.5
kV. Las bacterias transformadas se incubaron en 1 mL de medio de cultivo durante 1 hora a
37 °C y 220 rpm y luego se sembraron en una placa de Petri con medio LB agar (peptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, agar 15 g/L) conteniendo kanamicina 50
pg/mL. Algunas de las colonias generadas se reincubaron en el mismo medio liquido y
condiciones; una alicuota del cultivo resultante fue suplementado con glicerol al 10% v/v, y

se conservé a -80 °C.

111.1.3 Expresion de GP14 en E. coli BL21(DE3) fusionada con 6xHis y purificacidn en

columna de niquel.
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Como precultivo se inocularon 20 mL de LB liquido con kanamicina50 pg/mL, con 1 mL
de cultivo (en el mismo medio con antibidtico) proveniente de la siembra de varias colonias
de la cepa E. coli transformada con el plasmido pET24a-GP14, y se incubd durante la
noche a 37°C con agitacion. El precultivo fue inoculado en 2 L de medio LB con
antibiético (erlenmeyer de 4 L) y el mismo se creci6 a 37°C con agitacion vigorosa (300
RPM), hasta alcanzar una DO600 de 0,5 a 0,7. Se separd 1 ml de la muestra antes de la
induccion para el "control celular no inducido”. La expresion de GP14rec fue inducida
afiadiendo IPTG a una concentracion final de 0,5 mM, durante la noche a 20°C en
agitacion. Se recolecté una alicuota para el "control celular inducido”. Las células
bacterianas fueron cosechadas por centrifugacién (5000 x g, 10 min) y se resuspendieron
en 50 mL de tampon de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0). Las celulas
fueron pretratadas con lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml, incubandolas en
hielo durante 30 minutos (50 mg de lisozima en polvo). Se realiz6 la sonicacion del
material a una amplitud del 40%, durante 10 ciclos de 15 segundos con un intervalo de 1
min entre ciclos. Se recolectd una alicuota para "control celular después del sonicado™. Se
centrifugo el lisado a 10000 xg a 4°C durante 30 min. Se separo el sobrenadante (extracto
A - proteinas solubles) y se lo mantuvo en hielo. Se resuspendio el sedimento celularen 20
mL de tampon de lisis (extracto B - proteinas insolubles). Se agregd coctel de inhibidor de
proteasa con una concentracion final de 0.5 pg/mL. Alicuotas de los extractos de E. coli se
analizaron por electroforesis (SDS-PAGE); las proteinas fueron solubilizadas con solucion
de Tris-HCI 0,01 M pH 6,8, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 5% vy glicerol 10%, a 100°C
durante 5 minutos y se separaron electroforeticamente en gel de poliacrilamida al 10%. Las
proteinas fueron tefiidas con azul de Coomassie.

La purificacion de GP14rec (extracto A) se realizo fijando las proteinas solubilizadas a una
columna de Ni-NTA siguiendo el protocolo de Promega. Como tampon para equilibrar la
matriz y realizar la siembra, los lavados y la corrida, se usd fosfato/NaCl (ver mas arriba)
con imidazol 10 mM. La elusion de la proteina se realizé con un gradiente de imidazol de
100mM a 500mM.

111.2 Construccion de la quimera “CHIM_OPT_3”.
El flujo de trabajo bioinformatico para la prediccion racional de posibles candidatos

peptidicos, que pudieran ser utilizados en el diagnédstico seroldgico de cisticercosis fue:
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Primero, una prediccion del secretoma tedrico compartido por los tres cestodes mas
importantes (T. solium, T. saginata, Echinococcus granulosus), a partir de sus proteomas
completos informados. Luego, a través de la inmunoinformatica, se identificaron proteinas
dentro del secretoma compartido que mostraban altas puntuaciones de antigenicidad y
portaban epitopes de células T capaces de unirse a la mayoria de los alelos MHC-II
humanos.

En segundo lugar, en dichas proteinas se observaron epitopes de células B lineales sin o con
minimas modificaciones postraduccionales, y fueron mapeadas en estructuras modeladas en
3D para visualizar sus accesibilidades de anticuerpos.

La sintesis fue realizada por la compafiia GeneScript, encargada de la traduccién reversa y
de generar los sitios de clonado a partir de la secuencia de aminoécidos enviada.

111.2.1 Expresion de CHIM_OPT _3en E. coli BL21 (DE3).

Para expresar la proteina, las bacterias fueron transformadas con el plasmido derivado del
vector pET23a(+) conteniendo subclonada la secuencia optimizada de la quimera, entre los
sitios EcoRI y HindlIll. La seleccién de un clon adecuado fue realizada mediante ensayos de
expresion a pequefia escala. Para esto fueron realizados pre-cultivos liquidos de células E.
coli BL21 (DE3) transformadas (1 mL de LB-kanamicina) e incubados a 37 °C y 220 rpm
durante 16 horas. 3 mL de medio de cultivo LB-kanamicina 50 pug/ml fueron inoculados
con los pre-cultivos, e incubados a 37 °C y 220 rpm hasta alcanzar una DO600 ~ 1.0. El
control de pre-induccion consistié en una alicuota de 1 mL del cultivo tomada antes de
realizar la induccion y almacenada a -20 °C. La induccion fue realizada agregando IPTG 1
mM e incubando a 37 °C por 3 horas a 200 rpm. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacién (5000 x g, 10 min) y la biomasa fue resuspendida en buffer LC (Tris-HCI 50
mM, pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA 1mM). La ruptura celular fue realizada con sonicador
(Sonic Dismembrator 60, modelo F6, Fisher Scientific), aplicando 3 pulsos de 1 minuto y
manteniendo las muestras en hielo. El perfil de expresion fue analizado mediante SDS-
PAGE en geles de 10% p/v de acrilamida. Una vez obtenido el clon adecuado, una
provision de bacterias fue almacenada a -80 °C con el agregado de 15% glicerol.

La expresion de CHIM_OPT _3 a gran escala se realizé inoculando un pre-cultivo de 100
mL de LB-kanamicina con una alicuota de la provision de bacterias almacenada a -80 °C.

El pre-cultivo se incubd durante 12 horas a 30 °C y 150 rpm y luego se utilizaron alicuotas
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de 50 mL para inocular 2 erlenmeyers con un litro de medio LB-kanamicina. Los cultivos
se incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO600 =~ 1.0 (aprox. 2 horas). La
expresion de CHIM_OPT _3 se indujo con el agregado de lactosa solida 1% p/v y después
de 3 horas de induccion, las bacterias se cosecharon por centrifugacion (5000 x g, 15 min, 4
°C). La biomasa obtenida se pesé y almacené a -20 °C.

111.2.2 Obtencidén de cuerpos de inclusion de CHIM_OPT _3.

Las bacterias se resuspendieron en 10 mL de buffer LC (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl
100 mM, EDTA 1mM) por cada 5 g de biomasa, y se realizd la ruptura celular aplicando
una presién de 1000 psi (French Pressure Cell Press, Thermo IEC, Needham Heights, MA,
USA). El lisado obtenido se centrifugd (12000 x g, 4 °C, 15 min) y se descart6 el
sobrenadante (rotulado “SN 17). El sedimento se resuspendi6 en la mitad del volumen de
buffer LC usado en el primer paso y se agregaron lisozima 0.2 mg/mL, DNAsa 0.01 mg/mL
y MgClI2 10 mM. Esta suspension se incubo durante 30 min a 37 °C, se centrifugo (12000 x
g, 4 °C, 15 min) y se conservo la fraccion insoluble (se descarto6 el sobrenadante 2, “SN 27).
Este tratamiento con lisozima y DNAsa se repitio una vez (generando un “SN 3”) y luego el
sedimento se resuspendié en buffer LC conteniendo Tritobn ®X100 0.5% v/v. Esta
suspension se incub6 diez minutos a temperatura ambiente con agitacion y se centrifugd
(12000 % g, 4 °C, 15 min, SN 4). Finalmente la fraccion insoluble se lavd tres veces con
agua desionizada seguido de centrifugacion (“SNs 5, 6 y 77), y los cuerpos de inclusion

(CI) se almacenaron a -20 °C.

111.2.3 Purificacion de CHIM_OPT _3.

Los CI se disolvieron en 6 mL de buffer A (acetato de sodio 25 mM, pH 5.2, urea 8M,
glicina 10 mM) a 37 °C, con agitacion suave, durante 1 hora. Luego se centrifugd (12000 x
g, 4 °C, 15 min) y se conservd la fraccion soluble (rotulada como “siembra”). La
purificacion de CHIM_OPT _3 se realizd mediante cromatografia de intercambio ionico. La
matriz SP Sepharose de flujo rapido (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) se acondiciond
de acuerdo a las instrucciones del fabricante y luego se equilibré con el buffer A. La
fraccion soluble de los cuerpos de inclusion se sembré en la matriz y luego la columna se
eluyo con un gradiente escalonado de NaCl en fracciones de 1 mL (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0.5;

1y 2 M). El contenido de proteina en cada fraccion se determiné por medicién de la
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absorbancia a 280 nm y el perfil proteico se analiz6 mediante SDS PAGE. Todas las
fracciones que contenian la proteina de interés fueron combinadas para obtener una Unica
muestra homogénea (fracciones entre 0.2 y 0.5 M NaCl), y se la almacend a 20°C. Una
alicuota de esta muestra se dializé contra buffer B (fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0) a 4 °C,
utilizando una membrana de 10 kDa de corte (Pierce, Rockford, U.S.A.),realizando 3
cambios de 1 litro de buffer B de 5, 5 y 12 horas de didlisis cada uno. Finalmente, la
proteina se concentré empleando un concentrador Vivaspin de 10 kDa de corte.

I11.3 Ensayos de inmunodiagnostico
El tipo de ensayo elegido para evaluar el potencial diagnéstico de las proteinas heterdlogas
producidas en esta tesis fue el inmunodiagnostico por ELISA, aunque también se prob6 el

Inmunoensayo lineal (LIA).

ELISA

Para la realizacion de este ensayo, se sensibilizaron placas de ELISA de alto pegado, de 96
pozos (Marca: Grener cat # 655061), con la proteina recombinante; para ello, los pozos se
incubaron con la respectiva proteina en buffer carbonato 0.2 M, pH= 9.6 (0.2MNa2CO3,
0.2M NaHCO3) a una concentracion entre 0,1 ug/mL a 50 ug/mL (100 ul/pozo) a 37°C por
1 hora y toda la noche a 4°C, lavandose luego 4 veces con solucion de PBS-Tween 20 al
0.3%. Finalmente, los pozos se bloguearon con PBS-BSA 1%/Tween 20 0.3%, (100
ul/pozo), incubandose 40 min. a 37°C y lavandose 4 veces con solucion de PBS-Tween20
al 0.3%.

Para la realizacion del ensayo, se agregaron 100 ul/pozo del suero diluido (entre 1/32 y
1/1024) en PBS-BSA 1%/Tween 03%, y se incubd por 30 min a37°C.

Luego se lavd 4 veces con solucion de PBS-Tween al 0.3%, y se adiciona el conjugado
anti-lgG humana de cabra (H+L) HRP en PBS-BSA 1%/Tween 20 0.3% (100 ul/pozo),
incubando durante 1 hora a 37°C.

A continuacién se lavo 4 veces con solucién PBS-Tween 20 al 0.3% Yy se colocaron 100
ul/pozo del sustrato TMB (Tetrametilbencidina Marca Zymed, No. cat: 00-2023),
incubandose durante 20 min. a temperatura ambiente. Para detener la reaccion se agregaron

100 ul/pozo de H.SO4. Finalmente se registrd la DO a 450 nm.
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Optimizacion del ELISA

El método usado para el ajuste de condiciones fue Chessboard Checkboard que se ejecut6
sobre un soporte sélido de polivinilo con pocillos de fondo plano.

Este procedimiento involucra una serie de pasos, vinculados especialmente a cambiar cada
una de las variables del ensayo (concentracién de conjugado, suero, antigeno, etc.), para asi
obtener las mejores condiciones para la prueba.

Titule: Titulacion de Microplaca
Pardmetra & Calibrar
Parametra Fijo:
|Parametros Méviles
1%4c, en Orden Decreclents 1 - - . — - . = 12
A G o 7 2> & 2> 2 4 >
Antla-nu en Orden Descendente HJC-
Operador; Protecel N*
Responsable: Codige: Plastillia MN=1
Ac.1" lLote N® |[PES
Ac.2° [Lote N®
Dilugian |Lote M”
Conjugade Buffer Carb/Bicar}
Dilueian Lote N®
Lote MN" cramagina
MF/LoteN® Lote N®
Dilucion del AG 0,1 0,1 1 1 10 10 0,1 0,1 1 1 10| 10
Dilucion del CP 1 2
1732 A
1/64 B
1128 c
17256 D
1512 E
11024 F
172048 G
% /A H
I Dilucién de conjugado 1710 0D A 720 ik

Disefio: Marcelo Rodriguez; Lucia Irazu. Dto. De Parasitologia INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran”

Inmunoensayo lineal (LIA)

Al mismo tiempo que el ELISA, se evaluaron un conjunto de candidatos, utilizando un
procedimiento de inmunoensayo lineal (LIA).

La sensibilizacion de la membrana se realiza con un conjunto de glicoproteinas purificadas
en columna de ConA (ConA2); 2 péptidos sintéticos del epitope de una proteina de 14 kDa
(Pepl y FG18111)" y la proteinas recombinantes (GP14rec) de 14 kDa. Se incluyé una
IgG humana para controlar la reaccion con el conjugado. El procedimiento se realizo en el

Departamento de Patologia, Facultad de Medicina de la Universidad Federal Fluminense.
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Para la realizacion del inmunoensayo se cortd un trozo de membrana de Nitrocelulosa
(0,2um) en un retén de 7,5 X 10 cm y se la hidratdé con agua destilada por 5 min y con
tampon carbonato / bicarbonato 0.2M, pH 9,6 por 10 min. Para llevar a cabo el inmunoblot
se empleo el sistema Miniblotter. Las membranas se sensibilizaron con los antigenos (20
ug/ml) durante 30 minutos en agitador horizontal u orbital (se incluy6é una IgG humana
normal como control de reaccion con el conjugado). Luego se lavaron los canales del
Miniblotter con 40 mL de tampdn PBS / Tween 20 0,2% por canal. A continuacion se retiro
la membrana del Minibotter y se lavé 3 veces con PBS / Tween 20 0,2%, secandose para
guardar o bloquear. El blogueo se realiz6 con PBS / Tween 20 0,2% + 5% de leche
desnatada, por 1 hora bajo agitacion. Las membranas se guardaron secas entre papel de
filtro. Para la realizacion del ensayo de unidn a anticuerpos, las membranas se cortaron en
tiras (3 mm) y se enfrentaron con diferentes muestras de suero. Las tiras se colocaron en
placas propias y después de hidratadas con el tampdon PBS / Tween 20 0,2%, se afiadio 0,7
mL del suero diluido 1/100 en PBS / Tween 200,2% / LD 5%, y se incubo por 1 hora con
agitacion a temperatura ambiente. Luego se lavd 3 veces con el tampon, y se afiadio 0,7 mL
del conjugado anti-lgG humano-peroxidasa en la dilucién de 1/6000 en PBS / Tween 0,2%
/ LD 5%. Nuevamente se lavd 3 veces con el tampén y 1 vez con agua destilada.
Finalmente se agregd 0,7 mL del sustrato TMB a Blot y se incub6 con agitacion por 20

min, lavando 3 veces con agua destilada para parar la reaccion.

Secuencia utilizada para preparar el DNA sintético’.

Proteina de 14 kDa de Tc:
MRASIFLALAILVITVVAAPTDDKGQEDLKKKMMKQLGEVRRFFREDPLGQKIIDQ
FQEMISIAKAIRXRIRKRLGEYLKGLENE

Péptidos sintetizados:
>Pepl: GP14-Ag1-80%, 50 aa, 15-19 mg,
APTDDKGPEDLKKKMMKQLGEVRRFFREDPLGQKIIDHFQETVSICKAIR

>FG18111: GP14-Ag2-80%, 44 aa, 15-19 mg, >80%
RFFREDPLGQKIIDHFQETVSICKAIRERIRKRLGEYLKGLENE
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I11.4 Tamafo de la muestra

ELISA: Se procesaron un total de 23 sueros con CHIM_OPT_3 y 64 con GP1l4rec, tanto
muestras positivas como negativas; los controles fueron aportados por el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Departamento de Inmunologia, Universidad Nacional
Auténoma de México.

Para evaluar la correlacion de resultados, cada uno de los antigenos fue dispuesto en placas
y evaluado contra muestras obtenidas como casos clinicos, tanto en el laboratorio, como en
el Instituto de Investigaciones Biomédicas. Las mismas, previamente fueron resueltas con
el antigeno que actualmente se utiliza en el INEI-ANLIS “Dr. Carlos G Malbran”, el fluido

vesicular de T. solium (13 positivas y 10 negativas).

LIA: Se utilizaron 26 sueros: 17 con NCH (9 de localizacion extra parenquimatosa y 8 en
parenquima); 6 sin NCH y 3 pool de sueros controles positivos. 12 LCR: 8 con NCH (5 de
localizacion extra parenquimatosa y 3 en parénquima); 3 sin NCH y 1 pool de LCR
positivos. Estas muestras provenian de poblacion abierta y de enfermos neuroldgicos con
diagnostico por imagen (TAC/RMN).

IV. RESULTADOS

IV.1 Disefio de la Quimera CHIM_OPT _3.

La quimera se disefi0 a partir de 3 epitopes antigénicos lineales, sin homologia con Homo
sapiens y E. granulosus, y una vez ensamblada se envié a sintetizar (tabla 1).

La sintesis fue realizada por la compafia GeneScript, encargada de la traduccidn reversa y
de generar los sitios de clonado a partir de la secuencia de aminoécidos enviada.

Los pasos utilizados para la construccion del plasmido de expresion fueron un primer
clonado en pUC57 y posteriormente el subclonado en pET23a(+), entre los sitios de

restriccion EcoRI y HindllI.
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Tabla 1. Disefio de la quimera a partir de 3 epitopes antigénicos lineales.

Nombre| Proteina | Secuencias (ID)| Secuencia | Epitope mas region | Region utilizada en la quimera
epitope circundante
Secreted
antigen T. CADA48845
EP1 |[solium8B1 CAD44555 |DDDKGQEDL | VAVPDDDKGQEDLKKK | VITVWAVPADDKGQEDLKKKMMKH
[Taenia AAM82156
solium]
8kDa
diagnostic PO
: AAD51765
antigen T. ONI47
EP2 |[soliumRS1 AI\(A?M00211 EETKPED VSAEETKPEDVVKNI |VFVVAVSAEETKPEDVVKNIKKGME
variant 1
[Taenia DQ865072
solium]
Glucoprotein Q7YW44
EP5 [Taenia AAMO00212 WNETAPE |QLAKDWNETAPEARCK | KQIAQLAKDWNETAPEARCKVRTL
solium] BAB18643

>SEQUENCE CHIM ITM DETAILS QUOTE 1076422
RRRRRRRRRRRRRRRVFVVAVSAEETKPEDVVKNIKKGMERRRRRRRRRRRRRRR
KQIAQLAKDWNETAPEARCKVRTLRRRRRRRRRRRRRRRVITVVAVPADDKGQE
DLKKKMMKHRRRRRRRRRRRRRRR

Control de andlisis de la construccidn: Sintesis item> 1 Gen:
Gen: chim_opt_3, longitud: 412 pb, adicional 5 'secuencia: GAATTC, adicional secuencia

3 nombre AAGCTT, Vector: preparacion de pUC57, plasmido: Entrega estandar: 4 ug

Secuencia de ADN:
GAATTCCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTGTTT
TCGTTGTTGCGGTTTCTGCGGAAGAAACCAAACCGGAAGACGTTGTTAAAAAC
ATCAAAAAAGGTATGGAACGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGT
CGTCGTCGTAAACAGATCGCGCAGCTGGCGAAAGACTGGAACGAAACCGCGCC
GGAAGCGCGTTGCAAAGTTCGTACCCTGCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCG
TCGTCGTCGTCGTCGTCGTGTTATCACCGTTGTTGCGGTTCCGGCGGACGACAA
AGGTCAGGAAGACCTGAAAAAAAAAATGATGAAACACCGTCGTCGTCGTCGTC
GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGTCAAGCTT
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Se puede observar en la secuencia nucleotidica de CHIM_OPT _3 (arriba), disefiada por la
empresa encargada de su construccion, que se agregaron los sitios de clonado EcoRI (en
verde) y Hindlll (en rojo); y una base extra (citosina, en celeste), con el fin de dar una
mejor performance a la expresion de la proteina. Sin embargo, este cambio produjo un
corrimiento del marco de lectura en el extremo 3’ del gen, dando lugar al agregado de 18
aminoécidos extra al extremo N-terminal de la proteina expresada (ver abajo secuencia
expresada, en azul, que incluye la traduccion del sitio Hindlll).Asimismo, se agregan 16
residuos méas (en marron) en el extermo N-terminal de la quimera, que corresponden a 14
residuos por la traduccién de una porcion de la secuencia del sitio de maltiple clonado del
vector pET23a(+), y dos residuos mas por la traduccion del sitio EcoRI. Estos cambios
aparentemente otorgan cierta caracteristica de inestabilidad a la proteina, segin se

desprende del analisis de su secuencia primaria.

Secuencia expresada:
MASMTGGQQMGRGSEFRRRRRRRRRRRRRRRVFVVAVSAEETKPEDVVKNIKKG
MERRRRRRRRRRRRRRRKQIAQLAKDWNETAPEARCKVRTLRRRRRRRRRRRRR
RRVITVVAVPADDKGQEDLKKKMMKHRRRRRRRRRRRRRRRQACGRTRAPPPPP
LRSGC

Ndmero de aminoacidos: 167
Peso molecular: 21036.8

pl tedrico: 12,46
Composicion de aminoacidos:

Ala (A) 11 6,6%

Arg (R) 66 39,5%

Asn (N) 2 1,2%

Asp (D) 5 3,0%

Cys (C) 3 1,8%

GIn (Q) 6 3,6%

Glu (E) 84,8%

Gly (G) 8 4,8%

Su (H) 10,6%

lle () 31,8%

Leu (L) 4 2,4%

Lys (K) 12 7,2%

Met (M) 6 3,6%

Phe (F) 2 1,2%

Pro (P) 8 4,8%

Ser (S) 4 2.4%

Thr (T) 6 3,6%

Trp (W) 1 0,6%

Tyr (Y) 0 0,0%

Val (V) 11 6,6%

Numero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 13

Numero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 78
Composicién atémica:

Carbono C 862

El hidrégeno H 1556
El nitrégeno N 388
El oxigeno O 212

Elazufre S 9

Formula: C862H1556N 388021259
NuUmero total de dtomos: 3027
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Los coeficientes de extincion son en unidades de M-1 cm-1, a 280 nm medido en agua.

Ext. Coeficiente: 5625

ABS 0,1% (=1 g/ I) 0.267, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman
cistinas.

Ext. Coeficiente: 5500

Abs 0,1% (= 1 g / I) se reducen 0.261, suponiendo que todos los residuos de Cys son
reducidos.

Vida media estimada: El extremo N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

La vida media estimada es:

30 horas (reticulocitos de mamifero, in vitro).

> 20 horas (levaduras, in vivo).

> 10 horas (E. coli, in vivo).

indice alifatico: 42.04

Gran promedio de hidropaticidad: -1.950

indice de inestabilidad: El indice de inestabilidad (11) se calcula: 232,44.

IV.2 Produccién de la Quimera CHIM_OPT _3.

La expresion de CHIM_OPT _3, inducida con el agregado de lactosa solida 1% p/v, mostro
mediante SDS PAGE una banda proteica que migra entre el marcador de 17 kDa y el de 26
kDa, en la muestra correspondiente a la fraccion insoluble del extracto celular (calle

Pe/l;pellet cultivo inducido).

Figura VIII. Produccion de la quimera CHIM_OPT _3 en E. coli.
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MASMTGGQOMGRGSEFRRRRRRRRRRRRRRRVEFVVAVSAEETKPEDVVKNIKKGMERRRRRRRRRRRRRRRK
QIAQLAKDWNETAPEARCKVRTLRRRRRRRRRRRRRRRVITVVAVPADDKGQEDLKKKMMKHRRRRRRRRRRR
RRRRQACGRTRAPPPPPLRSGC

El grado de pureza de CHIM_OPT _3 obtenida a partir de los cuerpos de inclusién y

purificada mediante columna SP Sepharose FF se analizé por SDS PAGE.
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Figura IX. SDS-PAGE fracciones purificadas CHIM_OPT_3 mediante SP Sepharose FF.
Calle 1, marcadores de peso molecular (66, 44, 32 y 17 kDa). Calles 2 y 3 fracciones

eluidas con 0.25 y 0.5 M NaCl, respectivamente.
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IVV.3 Disefio y produccion de la proteina GP14 de T. crassiceps.
En el caso de la proteina de 14 kDa de Tc, la secuencia codificante fue optimizada por la

empresa GenScript para la expresion en un sistema procariota (figura X).

Figura X: Alineamiento de las secuencias codificantes de la proteina de 14 kDa de T.

crassiceps original y sintética.

Sintética 7 ATGCGTGCGTCCATTTTTCTGGCTCTGGCTATTCTGGTGATTACGGTGGTTGCCGCCCCG
Original 7 ATGAGGGCATCCATCTTTCTCGCTCTTGCCATTCTCGTTATTACCGTTGTCGCTGCCCCT

Sintética 67 ACCGATGACAAAGGCCCGGAAGACCTGAAAAAGAAAATGATGAAACAGCTGGGCGAAGTG

Original 67 ACCGATGATAAGGGACCTGAGGATCTGAAGAAGAAAATGATGAAGCAATTGGGTGAGGTG
Sintética 127 CGTCGCTTTTTCCGTGAAGATCCGCTGGGTCAGAAAATTATCGACCATTTTCAAGAAACC
Original 127 CGTCGCTTCTTCAGGGAGGATCCTCTGGGCCAGAAGATTATTGACCATTTCCAAGAGACG
Sintética 187 GTTAGCATTTGCAAAGCGATCCGTGAACGCATCCGTAAACGCCTGGGTGAATATCTGAAA
Original 187 GTCTCTATCTGCAAGGCCATCAGAGAGCGGATAAGAAAACGCCTTGGAGAATACCTAAAG

Secuencia Primaria de la Proteina de 14 kDa de Tc (GP14):
MRASIFLALAILVITVVAAPTDDKGQEDLKKKMMKQLGEVRRFFREDPLGQKIIDQ
FQEMISIAKAIRXRIRKRLGEYLKGLENE
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La secuencia de ADN optimizada se insert6 en el plasmido de expresion pET 24a (+) y se
recibié lista para la expresion en E. coli [pET24a (+)-Tcra]. El plasmido de expresion y la
cepa de E. coli fueron proporcionados por la Dra. Regina Saramago Peralta, Universidad
Federal Fluminense (Brasil). Los experimentos de clonacidn y expresién se llevaron a cabo
en esa universidad y se continu6 en el laboratorio de Expresién y Plegado de proteinas de la
Universidad Nacional de Quilmes, Argentina.

La produccion de GPl4rec fue inducida en cultivos de E. coli (Figura XI). A partir de
extractos celulares solubles de dichos cultivos, la proteina fue purificada mediante columna
de Ni-NTA, observandose su elucién entre 100mM y 300mM de imidazol. Posteriormente,
el imidazol se elimind mediante dialisis con PBS, pH 7,2 (ver Materiales y Métodos).

Figura XI: SDS-PAGE de los extractos celulares de E. coli conteniendo el plasmido

pET24a (+)-Tcra. Calle 1, cultivo inducido; calle 2, cultivo sin inducir.

12

IV.4 ELISA CHIM_OPT _3.

Optimizacion y Analisis:

Con el método Chessboard Checkboard, las condiciones seleccionadas fueron:

Cantidad de antigeno por pocillo: 0,1 ug/mL

Dilucion de Muestra: 1/64

Dilucion de Conjugado: 1/8.000

Del total de muestras procesadas (n=23), 14 (60.87%) consideradas positivas y 9 (39.13%)
negativas; en un 85.7% (12) de las muestras la proteina recombinante pudo discriminar
efectivamente a los pacientes afectados, entre aquellos que efectivamente presentaban la

alteracion (tabla 2).
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La concordancia entre el método utilizado habitualmente y el método en estudio se muestra

en la tabla 3.

Tabla 2. Evaluacion del desempefio del método ELISA CHIM_OPT _3.

Resultado de la prueba de referencia

(Imagenes)

Positiva
Resultado de la prueba Positiva 12
diagnéstica a evaluar Negativa 2
14

Negativa
1
8
9

13
10

Valor 1C (95%)

Sensibilidad (%) 85,71 63,81 - 100,00
Especificidad (%) 88,89 62,80 - 100,00

indice de validez (%) 86,96 71,02 - 100,00

92,31 73,98 - 100,00
80,00 50,21 - 100,00
Prevalencia (%) 60,87 38,75 - 82,99

indice de Youden 0,75 0,47 -1,02

Razon de verosimilitud + 7,71 1,20 - 49,56
Razon de verosimilitud - 0,16 0,04 -0,59

Valor predictivo + (%)

Valor predictivo - (%)

Tabla 3. Concordancia entre los resultados de dos métodos.

Método de Rutina

POSITIVO
Método
en POSITIVO 10
Estudio NEGATIVO 3

Acuerdo observado:
Acuerdo esperado:

Kappa EE  1C (95,0%)

NEGATIVO

0,8261
0,4972

1
9

0,6541 0,1549

0,3506-0,9577
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IV.5 ELISA GP14rec.

Con el método Chesshoard Checkboard, las condiciones seleccionadas fueron:

Cantidad de antigeno por pocillo: 0,5 ug/mL

Dilucién de Muestra: 1/128
Dilucién de Conjugado: 1/20.000

Se procesaron un total de 64 muestras, 28 positivas y 36 negativas; en un 92.9% (26) de las

muestras la proteina recombinante pudo discriminar de forma eficiente a los pacientes que

efectivamente presentan la alteracion. La tasa de falsos negativos es muy baja y los valores

predictivos calculados logran ubicar al método en una muy buena performance (tabla 3). La

concordancia entre el método utilizado habitualmente y el método en estudio se muestra en

la tabla 5.

Tabla 4. Evaluacion del desempefio del método ELISA GP14rec.

Resultado de la prueba de referencia

(Imégenes)
Positiva Negativa
Resultado de la prueba Positiva 26 1 27
diagnéstica a evaluar Negativa , . .
28 36
Valor IC (95%)

Sensibilidad (%) 92,86 81,53 100,00
Especificidad (%) 97,22 90,47 100,00
indice de validez (%) 95,31 89,35 100,00
Valor predictivo + (%) 96,30 87,32 100,00
Valor predictivo - (%) 94,59 85,96 100,00
Prevalencia (%) 43,75 30,82 56,68
indice de Youden 0,90 0,79 1,01
Razon de verosimilitud + 33,43 4,83 231,53
Razon de verosimilitud - 0,07 0,02 0,28
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Tabla 5. Concordancia entre los resultados de dos métodos.

Método de Rutina

POSITIVO NEGATIVO

Megr‘]’do POSITIVO 13 2
Estudio NEGATIVO 0 8
Acuerdo observado: 0,9130
Acuerdo esperado:  0,5198
Kappa EE IC (95,0%)
0,8189 0,1203 0,5830 - 1,0000

IV.6 Inmunoensayo lineal (LIA)

Al analizar los pooles de muestras positivas para NCH se aprecia que fueron detectados por
LIA, reaccionando con uno o todos los antigenos y presentando asi un 100% de
sensibilidad. EI control interno agregado se observa tanto en positivos como en negativos
(figura XI1I)

Al analizar la reactividad de cada antigeno por separado se obtuvieron sensibilidades
variables tales como: GP14rec, 100%; FG18111, 90%. ConA, 85%; y Pepl, 50%. De las
muestras negativas (n=9), 3 reaccionaron en forma débil con el antigeno ConA2. Como era
de esperar, las muestras de LCR mas reactivas fueron las de los pacientes con forma extra

parenquimatosa de la NCH (figura XIII).
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V. DISCUSION

Aunque las mejoras en el diagnostico contribuyen significativamente en la clasificacion de
caso, aun hoy el binomio teniasis/cisticercosis continda siendo un problema de salud
publica.

Si bien la Argentina se encuentra considerada por la OMS como un pais productor de casos
activos de cisticercosis y con transmision en forma esporadica, los datos de la bibliografia,
escasos por cierto, nos muestran que en la provincia de Jujuy, en un hospital, se demostro
una reactividad seroldgica para cisticercosis en el 42.32% (91/215) de los casos’.

Por lo tanto, estos datos nos instan a disponer de métodos con alta especificidad y
sensibilidad para la deteccion de la enfermedad, y de esa manera poder estimar con
precision la magnitud de la transmisién de la cisticercosis en areas hoy no consideradas
endémicas, y monitorear el impacto de diferentes intervenciones dirigidas para su
prevencion.

Durante afios la mayoria de los ensayos para la deteccion de anticuerpos han utilizado como
antigeno extractos crudos o fluido vesicular del parasito®; estas pruebas carecen de la
adecuada sensibilidad y especificidad, no permiten diferenciar si es contacto con el parasito
o0 enfermedad, y se ha demostrado reactividad cruzada con otras parasitosis, como
hidatidosis™.

Debido a la dificultad en la obtencion de material parasitario especifico y la variabilidad
gue muestran de un lote a otro, es que se ha recurrido al empleo de antigenos heter6logos.
Asi, se han utilizado en el diagndstico de cisticercosis humana, antigenos de T. saginata’?,
T. crassiceps”™ y T. hydatigena, que pueden sustituir a los de T. solium en la deteccion
serologica de cisticercosis.

En nuestro caso, la proteina recombinante GP14, se aislé de T. crassiceps, y como se ha
demostrado, presenta pardmetros de sensibilidad y especificidad muy buenos. Por la
evidencia demostrada en diferentes trabajos y teniendo en cuenta nuestro propios datos, se
puede inferir que el uso de antigenos recombinantes y péptidos sintéticos podria ser
ventajoso en el inmunodiagndstico de cisticercosis.

Las glicoproteinas han sido sefialadas como antigenos especificos en cisticercosis; al
respecto Tsang et al. logrd purificar por cromatografia de afinidad con lectina de lenteja,
siete glicoproteinas (GP13, GP14, GP18, GP21, GP24, GP39-42, GP50) de metacestodes

de T. solium, que ostentaban pardmetros de sensibilidad y especificidad excelentes,
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empledndolas en la técnica de EITB. Dicho ensayo fue reconocido por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) como el método inmunoldgico de eleccion para el
inmunodiagndstico de neurocisticercosis’™. Con el tiempo, diversos estudios demostraron
que el EITB no mantenia esos niveles altos de sensibilidad y especificidad, y que su
performance era parecida a la del ELISA que utiliza como antigeno fluido vesicular de T.
solium o T. crassiceps.

Los antigenos de excrecion/secrecion (E/S) de cisticercos de T. solium también han sido
evaluados en el diagndstico de la enfermedad, obteniendo buenos resultados’’. Antigenos
de E/S de 14 y 18 kDa, son reconocidos por sueros de pacientes con cisticercosis, y un
anticuerpo monoclonal anti-E/S es capaz de detectar estos antigenos en LCR de pacientes
con cisticercosis’®. Ademas los antigenos E/S han mostrado tener la capacidad de
discriminar entre cisticercosis activa e inactiva’®.

Otros estudios con glicoproteinas y un antigeno quimérico recombinante (RecTs)
obtuvieron también buenos resultados, aunque fueron evaluadas en muestras de sueros de
cerdos Unicamente’.

En nuestro caso, la proteina quimérica se pudo analizar contra un panel de sueros control,
obteniendo una performance diagnostica perfectible. Tambien tuvimos problemas para
expresarla, atribuido a la falta de estabilidad de la proteina obtenida. Asimismo, es
importante tener presente el factor de la pureza de la proteina, y en este contexto seria
necesario evaluar otros métodos de purificacion alternativos al de los cuerpos de inclusion,
procedimiento con varios pasos y multiples variables muy dificiles de controlar. Asimismo,
seria interesante realizar nuevos protocolos para la produccion de proteinas recombinantes
en otros sistemas de expresion.

En cuanto al LIA, para este contribuya al diagndstico de caso y sea una mejora de la
metodologia disponible en estudios seroepidemiologicos de cisticercosis, es necesario
seleccionar muy bien los candidatos a incluir en la tira reactiva.

Es imprescindible hacer los esfuerzos necesarios para lograr utilizar antigenos
recombinantes como herramienta diagnodstica de la NCH; esto reduciria los costos, daria
mayor disponibilidad de antigenos, y méas accesibilidad al diagnostico.

El inmunodiagndstico de cisticercosis basado en antigenos recombinantes ha demostrado
resultados prometedores, aunque para poder incluirlos dentro del diagnéstico es necesario

hacer mayor cantidad de estudios y una completa evaluacion de estas nuevas herramientas.
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V1. CONCLUSIONES

El diagndstico de la cisticercosis por T. solium es una practica importante para el control y
la eliminacion del complejo teniasis-cisticercosis.

Como ya se demostro en otros estudios, los antigenos recombinantes se pueden aplicar para
el desarrollo de pruebas serolégicas, que serian Gtiles en distintos tipos de estudios de
NCH.

En nuestros ensayos, las proteinas recombinantes producidas y evaluadas por el método de
ELISA demostraron para la quimera CHIM_OPT_3 una sensibilidad de 85.7% (1C95%:
81.41-89.98) y una especificidad de 88.9% (IC95%: 84.45-93.34); mientras que para la
proteinaGP14rec los niveles de sensibilidad llegaron al 92,9% (1C95%: 88.25-97.54) y la
especificidad fue del 97,2% (1C95%: 92.3-100). La potencia global de ambos test,
indicador que mide el porcentaje de aciertos totales, tanto detectando pacientes enfermos
como sanos, estuvo por encima del 80%, y en el caso de GP14rec llego a superar la barrera
del 90%, lo cual es muy prometedor. En términos de desempefio de cada método, el calculo
de la razdn de verosimilitud (RV), permite clasificar al método que utiliza GP14rec como
excelente (RV+ =33.18 y RV- =0.07) y bueno en el caso de que utiliza CHIM_OPT_3
(RV+=7.72 y RV- =0.16).

La concordancia entre los resultados obtenidos usando el antigeno habitualmente utilizado
y los resultantes de la evaluacion del método con antigenos recombinantes establecio para
el caso de GP14rec una muy buena concordancia (k=0.81) y en el caso de CHIM_OPT _3 la
concordancia fue buena (k=0.65).

En este trabajo también se realizd la técnica de LIA, destacada por la ventaja de utilizar en
una misma tira de reaccion, diversos antigenos. La técnica permitid evaluar péptidos
sintéticos, y si bien estos no eran parte del objetivo del trabajo, se pudo observar que la
performance por si solos no era buena. Sin embargo, cuando se evalla la tira en su

conjunto, los datos se vuelven excelentes en cuanto a sensibilidad (S=100%).
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