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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria que afecta al sistema
nervioso central y es causada por la larva de Taenia solium, siendo una de las
principales parasitosis en el Per( debido a su alta prevalencia. La enolasa es una
enzima de la glucolisis y es multifuncional. Ha sido reportada a nivel de superficie
celular y en los productos de excrecion/secrecion de patégenos, incluyendo los
cestodos, como factor de invasion. En los platelmintos la glucolisis ocurre en el
tegumento por lo que el uso de la enolasa como blanco terapéutico o antigeno
inmunodiagndstico se justifica. El presente estudio se realiz6 con el fin de obtener
una enolasa recombinante de T. solium (rEnoTs), caracterizarla enziméaticamente,
determinar su inmunogenicidad y evaluarla como antigeno inmunodiagndstico de
NCC humana. El ensayo de actividad enzimatica de rEnoTs se realizé midiendo la
conversion de 2-PGA a PEP, hallandose su actividad enzimatica especifica (60
U/mg), su Viax (30 uM PEP/min) y su K, (0.091mM). Al inmunizar conejos con
rEnoTs, se determind que es inmunogénica al levantar anticuerpos especificos.
Por ultimo, se realizo el ensayo inmunodiagnéstico de NCC con sueros humanos,
encontrdndose que rEnoTs tiene alta sensibilidad (100%) y baja especificidad
(35%) en la poblacién peruana, al existir reaccion cruzada con individuos sanos.
Sin embargo, no se encontré reaccion cruzada con extranjeros sanos. En
conclusion, se obtuvo una enolasa recombinante de T. solium soluble, funcional e
inmunogénica. Sin embargo, rEnoTs es inespecifica para el inmunodiagndstico de

NCC en el Pert, pudiendo ser Util en otros escenarios.

Palabras Claves: neurocisticercosis, inmunoblot, antigenos recombinantes,

enolasa, caracterizacion enzimatica, Taenia solium.



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic disease that affects the central nervous
system, is caused by larval stage of Taenia solium and is one of the major
parasitosis in Peru because of its high prevalence. Enolase is a multifunctional
protein with primary role in the cytoplasmic glycolysis. It has recently been
reported as cell surface protein and in products of excretion/secretion of different
pathogens, including tapeworms, participating as a factor of invasion.
Additionally, in flatworms glycolysis occurs mainly in tegument so its use as
immunodiagnostic antigen or therapeutic target is justified. This study was
conducted in order to obtain a recombinant T. solium enolase (rEnoTs),
enzymatically characterize, determinate its immunogenicity and evaluate it for the
immunodiagnostic of human NCC. The enzyme activity assay of rEnoTs was
performed measuring the conversion of 2-PGA to PEP, determining its specific
enzyme activity (60 U/mg), Vmax (30 uM PEP/min) and K, (0.091 mM).
Immunized rabbits with rEnoTs lifted specific anti-rEnoTs, and then rEnoTs was
immunogenic. Finally, immunodiagnostic test of NCC was performed and it was
found that rEnoTs has high sensitivity (100%) but low specificity (35%) in the
Peruvian population, because there is cross-reaction with healthy individuals.
However, there was no cross reaction with healthy foreign individuals sera. In
conclusion, we obtained a soluble, functional and immunogenic recombinant
enolase from T. solium. However, rEnoTs is unspecific for immunodiagnostic of

NCC in Peru, but it may be useful in other scenarios.

Keywords: Neurocysticercosis, immunoblot, recombinant antigens, enolase,

enzyme characterization, T. solium.



I. INTRODUCCION

El estadio adulto de Taenia solium es el agente causal de la teniasis intestinal,
siendo el hombre el hospedero definitivo de este parasito. Para completar su ciclo
de vida T. solium requiere de un huésped intermediario, que por lo general es el
cerdo (Sus scrofa), el cual ingiere los huevos de la solitaria que son excretados en
las heces del enfermo de teniasis, y a continuacion se generan cisticercos en sus
organos Yy tejidos. EI humano al consumir carne de cerdo infestada con dichos

cisticercos desarrollara teniasis, cerrandose el ciclo (1).

La cisticercosis humana es una enfermedad parasitaria causada por la larva o
cisticerco (metacestodo) de T. solium. Se produce cuando la persona ingiere
accidentalmente alimentos contaminados con huevos de T. solium (excretados en
las heces de personas con teniasis) y a continuacién éstos pasan a través del
intestino hacia el torrente sanguineo, de donde se distribuyen a diferentes tejidos,
enquistandose y desarrollando vesiculas denominadas cisticercos dentro de los
cuales se encuentra invaginada la larva de T. solium (2). Dichos quistes pueden
alcanzar hasta 5 centimetros de didmetro, complicando la fisiologia del érgano
donde se encuentran. Cuando dichos cisticercos alcanzan el sistema nervioso
central (SNC) la enfermedad se denomina neurocisticercosis (NCC), la cual causa
convulsiones, migrafias y ataques de epilepsia en el hospedero, pudiendo incluso

ocasionarle la muerte (3).

El Perd es un pais endémico de la teniasis y cisticercosis, debido a su alta

prevalencia en toda la sierra del pais, costa norte y selva alta, por lo que su



diagnostico, tratamiento, control y prevencion son de gran relevancia para su

erradicacion (4).

El diagnostico definitivo de la neurocisticercosis es posible con la ayuda del
andlisis de imagenes (Tomografia o Resonancia Magnética), sin embargo el
acceso a ellos es restringido en los paises en vias de desarrollo por su costo
elevado. Entre otros métodos de diagnostico de neurocisticercosis se encuentran
las pruebas seroldgicas (deteccion de antigenos, ELISA y Western Blot), que son
técnicas confirmatorias, Rayos X (que detectan solo quistes calcificados) y las
manifestaciones clinicas, que no trascienden, puesto que los sintomas de los

pacientes con neurocisticercosis son comunes con otras patologias neuroldgicas

2).

Las pruebas seroldgicas nos brindan una alternativa econdémica de diagnostico con
alta especificidad y sensibilidad para los casos poliquisticos, sin embargo estas
pruebas fallan en los casos en que el paciente tiene un solo quiste, o éstos se
encuentran calcificados (5). Ante esta falencia surge la necesidad de una prueba
serologica mucho mas sensible para la deteccion de estos casos de

neurocisticercosis (6).

Los antigenos recombinantes han resultado ser utiles en el diagnostico y
prevencion de un gran numero de enfermedades infecto-parasitarias. La busqueda
de mejores antigenos parasitarios da lugar a una mejor respuesta inmune del
hospedero y por lo tanto una mejor proteccion (7). De esto se deduce que aquellos
antigenos parasitarios que tengan epitopes mas inmunogenicos seran los mejores

candidatos para pruebas diagnosticas que detectan anticuerpos antiparasitarios



producidos por el hospedero, siempre y cuando no se presente reaccion cruzada

con otros patogenos (8).

La enolasa ademas de ser una enzima crucial de la via glucolitica es una proteina
de superficie celular de muchos agentes patogénicos que se encuentra involucrada
en el mecanismo de invasion tisular al hospedero, por lo que se encuentra
expuesta al reconocimiento del sistema inmune de éste (9). Cabe resaltar que en
los Platelmintos la glucélisis ocurre principalmente a nivel de tegumento, por lo
que las enzimas involucradas en dicho proceso metabdlico, como la enolasa, son
abundantes en dicho tejido (10, 11). En consecuencia, su empleo como blanco
terapéutico y como antigeno vacunal o de inmunodiagnostico es prometedor para
una serie de enfermedades infecto-parasitarias (12), entre ellas la

neurocisticercosis humana.

A la luz que nuestro equipo de bioinformatica recientemente ha secuenciado el
genoma de T. solium y se ha anotado el gen de la enolasa, el propdsito del
presente trabajo fue obtener y caracterizar enzimaticamente a la enolasa
recombinante de T. solium y evaluar su potencial en el diagnéstico de

neurocisticercosis humana.

La importancia de esta investigacion radica en dos aspectos: i) Que es pionero en
la obtencion y caracterizacion enzimatica de la enolasa recombinante de Taenia
solium, cuyo conocimiento abre la posibilidad a multiples aplicaciones, como por
ejemplo la buasqueda de inhibidores especificos, utilizdndola como blanco
terapéutico de drogas antiparasitarias; y i) Que evalla la capacidad

inmunodiagnostica de la enolasa de T. solium, con el propdsito de obtener un



alternativa practica, reproducible y econOmica para la deteccion de casos de

neurocisticercosis, incluyendo aquellos de dificil diagndstico.

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Bioinformatica y

Biologia Molecular, LID, Universidad Peruana Cayetano Heredia.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema en el Pert con respecto a la cisticercosis radica en su alta prevalencia
en zonas endémicas de T. solium, que corresponden a toda la sierra, la costa norte
y la selva alta del pais (4). Es de notar que entre el 30 y 50 % de los casos de
epilepsia reportados para estas zonas se encuentra asociados con cuadros de
Neurocisticercosis, por lo que es de mucha importancia el control de esta

enfermedad, empezando por detectarla, con miras hacia su erradicacion (13).

El diagndstico de la neurocisticercosis se complica debido a que sus sintomas son
comunes con otras enfermedades neuroldgicas, por lo que es necesario relacionar
los antecedentes epidemioldgicos y clinicos, los hallazgos radiogréaficos y las
pruebas inmunoldgicas. En la actualidad con la Tomografia Axial Computarizada
(TAC) y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) han mejorado el diagnostico
de la neurocisticercosis; no obstante, el uso de esta prueba es limitado por su alto
costo, siendo de dificil acceso para las comunidades pobres, que basicamente son
las zonas endémicas de esta enfermedad en nuestro pais (14). En este sentido, las
pruebas seroldgicas han surgido como una alternativa viable y econdémica para la
deteccion de la cisticercosis, siendo la técnica de Inmunoblot la prueba de

inmunodiagndstico mas sensible para esta enfermedad (15).

El Inmunoblot del CDC (Center for Disease Control and Prevention) o EITB (por
sus siglas en inglés Enzyme-linked Immunoelectro Transfer Blot) es el ensayo de
inmunodiagndstico para cisticercosis mas comun y se basa en 7 bandas de Lectin-
Lentin glicoproteinas (LLGP) del cisticerco (16). Esta prueba tiene una alta

sensibilidad y especificidad (98 y 100%, respectivamente) cuando hay dos o mas



cisticercos instalados en el paciente; sin embargo, en casos de pacientes con un
unico quiste o quistes calcificados, la sensibilidad puede bajar hasta 50-80% (5,

17, 18) dificultando asi el diagndstico de esta enfermedad.

Aunque el LLGP-EITB es una excelente prueba inmunodiagndstica, el
procedimiento de purificacion de sus glicoproteinas, a partir de quistes recogidos
de cerdos infectados naturalmente, ha sido dificil de estandarizar entre
laboratorios. Ademas, esta fuente decrece con la erradicacion de la cisticercosis
(19). El uso de antigenos proteicos recombinantes o sintéticos proveen una
alternativa méas simple, reproducible y fiable para el inmunodiagnéstico de

neurocisticercosis (20).

Las proteinas de superficie celular, secretorias y/o excretorias que posean epitopes
inmunogénicos deben ser consideradas como potenciales antigenos de
inmunodiagnéstico de neurocisticercosis, ya que se encuentran altamente

expuestos al sistema inmune del hospedero (9).

La enolasa es una enzima del metabolismo celular y ademas es una proteina de
superficie celular que tiene antecedentes como candidato vacunal y de diagnostico
para otras enfermedades parasitarias (21, 12), por lo que su empleo en el

inmunodiagndstico de neurocisticercosis es tentador.

La falta de conocimiento de las caracteristicas bioquimicas de las enzimas de
relevancia en los patdgenos, y en este caso de T. solium, restringen las medidas
terapéuticas adecuadas para su tratamiento y/o erradicacion. Considerando que en
los Platelmintos, Phylum al que pertenece T. solium, la glucdlisis ocurre

principalmente a nivel de tegumento y es su principal via metabolica de



subsistencia (22), el conocimiento de las propiedades Yy caracteristicas
bioquimicas de las enzimas involucradas en dicho proceso, entre ellas la enolasa,
es de mucha importancia ya que abre paso a multiples aplicaciones, como la

inhibicion enzimatica por farmacos y/o anticuerpos especificos (23).

En consecuencia, se eligi6 a la enolasa de T. solium por ser una enzima
imprescindible para la supervivencia de este parasito y encontrarse expuesta al

sistema inmune del hospedero.



I1l. MARCO TEORICO

I11.1. BIOLOGIA DEL PARASITO

111.1.1. MORFOLOGIA

Las solitarias del genero Taenia (T. solium, T. saginata y T. saginata asiatica) son
gusanos planos de color blanco opaco, excepcionalmente largos y segmentados,
midiendo hasta 12 metros en el estadio adulto. La T. solium por lo general mide
entre 1.5 a 5 metros de longitud. La cabeza o escllex es el 6rgano de fijacion al
hospedero, posee cuatro ventosas y un rostelo que puede presentar una corona de
ganchos (T. solium), estar desnudo y hundido (T. saginata), o con tener ganchitos
rudimentarios (T. saginata asiatica). Cuando los ganchos estan presentes, éstos se
hallan organizados en dos hileras de 22 a 32 ganchos. El escolex tiene el tamafio
de la cabeza de un alfiler y es seguido por una regién pequefia y estable, el cuello,
a partir de la cual proliferan largas cadenas de segmentos o proglétidos, Ilamados
en conjunto estrébilo, por lo que éste tiene la forma de una cinta larga que puede
estar constituida por méas de un millar de proglétidos. El estrébilo continuamente
estd en crecimiento, de manera que en el extremo posterior de la tenia se
encuentran los proglétidos més grandes y antiguos. La caracteristica principal de
las solitarias es que carecen de tracto digestivo y mas bien el tegumento que las
rodea cumple la funcion de absorcion, digestion, proteccion y traccion. El
tegumento recubre a todo el gusano y su capa mas externa se encuentra formada

por microvellosidades cubiertas de glicocalix (24).

Los huevos son esféricos y miden entre 20 a 50 um. Tienen una apariencia radial

bajo la luz del microscopio ya que el embrién hexacanto se encuentra rodeado por



el embridforo, que es una envoltura constituida por bloques de proteinas del tipo
queratinas unidos entre si por un material cementante. Estudios ultraestructurales
han revelado que los huevos poseen varias capas y membranas que permiten la
supervivencia de la oncésfera en el medio exterior (25). La envoltura mas externa
es el vitelo, que es una capsula translucida al microscopio, constituido por un
grupo de células que forman un sincitio. La siguiente envoltura es el embrioforo,
que le da una estructura rigida y protege al embrion cuando los huevos estan en el
exterior, haciéndolos extremadamente resistentes y permitiéndoles soportar una
amplia gama de temperaturas ambientales. Finalmente se encuentra la membrana
oncosferal que rodea al embridn hexacanto. Cuando los huevos son liberados al
ambiente desde un hospedero definitivo, muchos de ellos se encuentran
totalmente desarrollados e infectivos, sin embargo otros pueden estar en diferentes
estadios de desarrollo y madurar fuera del huésped. Posteriormente cuando los
huevos son ingeridos por un hospedero intermediario, el material cementante que
une los bloques del embri6foro es susceptible a la digestién enzimatica, lo que

permite la liberacion de la oncosfera (24).

Una vez liberadas, las oncosferas microscopicas migran a través de la lamina
propia intestinal y se mantienen en la mucosa intestinal entre 15 a 48 horas luego
de ingeridos los huevos (26). Después de penetrar el intestino, el desarrollo post
oncosferal conlleva a la formacion de los cisticercos o metacestodos. El cisticerco
se desarrolla completamente entre 177 y 325 dias post infeccion, formandose a su
alrededor una capsula inflamatoria, la cual impide la evaginacion del escolex. Los
cisticercos estdn compuestos de dos camaras: la interior que contiene el escolex y

canal espiral, y el compartimiento exterior que la rodea y contiene el fluido



vesicular, que por lo general es menor a 0.5 ml. Una vez que un cisticerco vivo es
ingerido por el hospedero definitivo, lo primero que ocurre es la ampliacion del
poro vesicular que permite que el escolex y el cuello se reviertan hacia el exterior,
mientras que la pared y el fluido vesicular son desintegrados en el tracto digestivo
del hospedero. Tanto el tegumento como los sistemas nervioso y excretor del
cisticerco son similares a los descritos para la tenia adulta. En la cisticercosis el
metacestodo de T. solium puede establecerse en el sistema nervioso central, ojos,
musculo estriado y cardiaco, y en el tejido subcutaneo. Los cisticercos pueden
adquirir dos formas: la vesicular y la racemosa. La primera es la mas frecuente y
se presenta como quistes esféricos u ovales de 0.5 cm a 1.5 cm de diametro, de
color blanco traslucido o amarillento, en cuyo interior se encuentra el escélex
como un granulo sélido y excéntrico. La segunda forma es la racemosa,
circunscrita por una membrana delicada, en la cual se presentan multiples sacos
con formas de racimos de uvas. Es de mayor tamafio, llegando a medir hasta 20
cm de diametro y pudiendo contener hasta 60 ml de fluido. El cisticerco racemoso
es una larva degenerada de T. solium, que se puede desarrollar a partir de la forma

vesicular si el espacio donde se encuentra lo permite (2).

I11.1.2. CICLO DE VIDA

El ser humano se infecta de teniasis por T. solium al comer carne cruda o mal
cocido de cerdo (Sus scrofa), u otro hospedero intermediario, infectado con
cisticercosis. Una vez ingerido, la pared y fluido vesicular del cisticerco son
degradados por los jugos géstricos e intestinales del huésped, permitiendo la
evaginacion del escolex y su fijacion, mediante sus coronas de ganchos y

ventosas, en el tercio superior del intestino delgado. Estudios microscopicos en
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modelos animales han demostrado que las microvellosidades intestinales son
engullidas por las ventosas, mientras que los ganchos del rostelo quedan

enterrados en las criptas de Lieberkuhn de la mucosa intestinal (24).

El parésito adulto se desarrolla y empieza a liberar proglétidos gravidos entre 8 y
12 semanas luego de la infeccién inicial. Aunque la literatura nos dice que las
solitarias pueden vivir en el intestino humano hasta 25 afios, la practica revela que
las solitarias en promedio viven por un periodo de tiempo menor. Los proglétidos
son expulsados mediante las heces del huésped (en promedio entre 4 a 5) en una

frecuencia que puede ser diaria, inter diaria o solo dos veces por semana.

Cuando los huevos liberados son ingeridos por los cerdos, o cualquier hospedero
intermediario adecuado, las enzimas digestivas y la bilis promueven la
disgregacién de los bloques del embriéforo y degradan la membrana oncosferal.
De esta manera la oncdsfera activada penetra la pared intestinal y luego es
transportada via los vasos sanguineos o linfaticos a distintos tejidos del animal
donde se desarrolla hasta convertirse en un cisticerco. Los cisticercos se
establecen principalmente en el musculo esquelético y cardiaco, tejido subcutaneo
y cerebro de los cerdos, en un lapso de aproximadamente 8 semanas. Estos
permanecen viables por lo menos un afio, cuando los cerdos por lo general son
llevados al matadero. En cerdos de mas edad se hacen evidentes procesos
inflamatorios alrededor de los cisticercos, apreciandose rara vez quistes
calcificados (24). El ciclo se completa cuando el hombre consume dicha carne

infectada con cisticercos viables (Figura 1).
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El cerdo (Sus scrofa) es el principal hospedero intermediario de T. solium, sin
embargo, existen otras especies que también pueden adquirir la cisticercosis,
incluyendo el ser humano. EI hombre adquiere la cisticercosis por malos habitos
de higiene, al consumir alimentos contaminados con materia fecal de un individuo
con teniasis que contengan huevos de T. solium (27). Se ha observado una alta
prevalencia de teniasis por T. solium entre pacientes con neurocisticercosis, lo que
indicaria que dichos portadores de solitarias constituyen una fuente potencial de

infeccion de cisticercosis, tanto para ellos mismos como para los que los rodean

(24).
Cisticercosis
Se transforman en La cisticercosis
cisticercos en los puede afectar a cualquier
© musculos organo, pero es mas comun

en los tejidos subcutaneos, s
en el cerebroy en los ojos.

Las larvas atraviesan

la pared intestinal

y llegan, através dela
sangre, ala musculatura

&

Huevos ingeridos por
los cerdos (o los humanos)

Las personas ingieren
los cisticercos al ingerir

carne cruda o poco cocinada
de los animales infestados

Teniasis

7
o Vi

El escolex se adhiere ala
pared del intestino delgado

©

Los adultos s;desarrollan
en el intestino delgado

Huevos o proglétidos gravidos
en las heces, que pasan al medio

Figura 1. Ciclo bioldgico de Taenia solium (Adaptado del CDC).
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Recientemente en Indonesia y china se han reportado casos de cisticercosis por T.
solium en perros, lo que constituiria una fuente importante de teniasis humana, ya
que en estas regiones se acostumbra a comer a dichos animales (24). Otras
especies de mamiferos donde se han reportado cisticercos con rostelo armado son

por ejemplo: gatos, camellos, liebres, osos pardos, zorros, ratas y ratones (28, 29).

111.1.3. GENOMICA

El genoma completo de dos especimenes de T. solium provenientes de Huancayo
(cisticerco) y Puno (proglétido), han sido secuenciados y anotados por EI Grupo
de Trabajo de la Cisticercosis en el Peru, conformado por personal de diversas
instituciones (La Universidad Peruana Cayetano Heredia, el NIH y el CDC). De
éste estudio se estimd que el genoma completo de T. solium consta de
aproximadamente 133 MB, con un contenido de GC de 42.54%, un total de 17,
746 genes predichos y cerca de 6, 200 genes anotados, 28 proteinas
transmembranas putativas y 273 proteinas secretorias, y un porcentaje del 87% al
93% de sus genes en sintenia con la de otros cestodos. Vale la pena mencionar
que dicho genoma resulto del ensamblaje hibrido de las secuencias de los estadios
larval y adulto de T. solium, provenientes de Huancayo y Puno, respectivamente,
es decir, de ejemplares peruanos. De esta manera, el genoma disponible de T.
solium se convierte en una herramienta invaluable para el mejoramiento del
diagndstico tanto de neurocisticercosis como teniasis, implementacion de la
vacunologia reversa, conocimiento de los factores de virulencia, desarrollo de
herramientas de genotipificacion (como los microsatélites) y disefio de drogas
basadas en el genoma. Por lo tanto, con el conocimiento del genoma de T. solium

las estrategias de control y prevencion de cisticercosis y teniasis progresaran, a la
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vez que se tendrd un mejor entendimiento la biologia celular y molecular de este

parésito (30).

Paralelamente, El consorcio del Genoma de T. solium, encabezado por la
Universidad Nacional Autonoma de México, ha secuenciado el genoma nuclear de
este parasito, mediante secuenciacion Illumina y pirosecuenciacion 454, y se

encuentra disponible en la base de datos “GeneDB” (http://www.genedb.org). Los

datos de la secuencia ensamblada por este grupo sugieren que el genoma de T.
solium es de unos 120 Mb, mostrando una gran cantidad de genes especializados
en rutas de detoxificacion, proteinas no canonicas de choque térmico y una gran

variedad de antigenos reconocidos (22).

Por otro lado, se encuentra el genoma de T. solium anotado por el Instituto de
Genomica de Beijing (2010) a partir de un aislado procedente de China,
secuenciado y ensamblado mediante una combinacion de las plataformas 454 e

lllumina, y disponible en la base de datos TGD (http://taenia.big.ac.cn/). El

ensamblaje final fue de aproximadamente 130 Mb, involucrando un total de 11

902 genes predichos y 8 404 proteinas con anotacion funcional (Figura 2).
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Figura 2. Categorizacion funcional de las proteinas de T. solium. Proporcion de

las 8 404 proteinas con anotacion funcional en diferentes categorias de “Gene

Ontology”. Tomado del Taenia Genome Database (http://taenia.big.ac.cn/).

[11.2. CISTICERCOSIS HUMANA

La cisticercosis humana es la enfermedad parasitaria causada por el cisticerco de
la Taenia solium. Tal infestacion puede ocurrir en diversos 6rganos y tejidos
como la piel, masculos, en los 0jos o en las visceras, pero tiende a manifestarse en
el sistema nervioso central (SNC), momento en el cual la enfermedad se
denomina neurocisticercosis, cuya sintomatologia es similar a otras enfermedades
neuroldgicas y crisis epilépticas, causando grandes dafios e incluso la muerte del
afectado (3). Esta enfermedad parasitaria tiene una alta prevalencia en paises en

vias de desarrollo de Africa, Asia y Latinoamérica (31).
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La heteroinfeccion es el mecanismo mas frecuente por el cual se adquiere la
cisticercosis, en la cual los huevos de un individuo parasitado, es decir con
teniasis, son ingeridos por otra persona. Ocasionalmente sucede la autoinfeccion,
que puede ser externa, en la cual los huevos o segmentos de proglétidos
eliminados por los individuos con teniasis son ingeridos por ellos mismos por
malos habitos de higiene. Finalmente, con menor frecuencia, ocurre la
autoinfeccion interna en donde los proglotidos de los individuos con teniasis son

regurgitados hacia el estbmago, con la consiguiente liberacion de las huevos (2).

111.2.1. PATOLOGIA Y PATOGENIA

Como ya se menciond esta enfermedad ocurre cuando las oncésferas penetran la
barrera intestinal del huésped, en este caso el ser humano, luego de lo cual se
distribuyen via el sistema circulatorio préacticamente a cualquier parte del
organismo, donde se enquistan y crecen hasta formar los cisticercos. Se ha
estimado que el periodo entre la llegada de los huevos al intestino y la
constitucién del cisticerco por lo general es de dos a tres meses. Los cisticercos
pueden permanecer viables por mucho tiempo, debido a que la maduracién de
oncosfera a cisticerco es irregular. Este ultimo aspecto se ha comprobado en
pacientes en los cuales han aparecido cisticercos en diferentes épocas pese a haber
tenido solo una infeccion. Esto hace suponer que existe un periodo de maduracion

latente de los cisticercos incluso en un mismo huésped (2).

Los cisticercos se pueden ubicar en muchas partes del cuerpo, pero en la mayoria
de los casos involucra el Sistema Nervioso Central (SNC). Luego de esta
localizacion le siguen en frecuencia el tejido subcutaneo, musculo esquelético y

cardiaco, y 0jos. EI nimero de cisticercos en un mismo individuo puede variar de
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muchos a unos pocos o inclusive solo uno (2). La cisticercosis humana se
desarrolla principalmente en el SNC (neurocisticercosis) debido a que es un lugar
inmunolégicamente privilegiado para la supervivencia del metacestodo. Una vez
que la oncosfera traspasa los capilares y se aloja en el SNC es protegido por la
Barrera Hemato — Encefalica (BHE) y se hace de dificil acceso para el sistema

inmune, favoreciendo su maduracion a cisticerco (32).

En el SNC se puede desarrollar neurocisticercosis en cualquiera de sus
estructuras. La localizacién mas frecuente es en el parénquima de los hemisferios
cerebrales, seguido de las cavidades ventriculares y cisternales, espacio sub-
aracnoideo, las meninges y la médula. La cisticercosis maltiple es mas comin que
la Gnica y se han reportado quistes gigantes Unicos de 5 cm de diametro o més. La
neurocisticercosis en el parénquima cerebral es la mas comun, y en este caso los
cisticercos adoptan la forma vesicular, siendo quistes Unicos ovoides o esféricos y
homogéneos de 0.5 a 1 cm de didametro. En la neurocisticercosis parenquimatosa,
los cisticercos se ubican en las zonas mas vascularizadas. Los hemisferios
cerebrales son cominmente afectados por este tipo de neurocisticercosis, siendo el
cerebelo, el tallo cerebral y la médula espinal afligidos con menor frecuencia. La
forma racemosa prefiere las cavidades, ventriculos y cisternas, en las cuales puede
adquirir distintas formas y tamafios. En la localizacion ventricular de la
neurocisticercosis el 1V ventriculo es el afectado con mayor frecuencia. Cuando se
ubican en el espacio subaracnoideo, los cisticercos pueden adquirir la forma
racemosa (con mayor frecuencia) o vesicular (raro), produciéndose una meningitis

por cisticercosis lo cual puede afectar a los pares craneanos y obstruir el paso del
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Liquido Céfalo — Raquideo (LCR). Por ultimo, la médula espinal puede verse

afectada por cisticercos vesiculares, pero es poco comun (27).

Cuando los cisticercos mueren, ya sea naturalmente o por tratamiento, se produce
una reaccién inmunoldgica con exudado alrededor de estos que desencadenan
inflamacion que puede obstruir los canales de LCR, causar hipertension craneana
e hidrocefalia y en algunos casos lesionar los pares craneanos. Se ha detectado la
presencia de una forma de neurocisticercosis miliar, la cual consiste en maltiples
cisticercos pequefios en el parénquima cerebral, que produce encefalitis. Es
posible que mediante la escanografia (TAC) no se pueda detectar los quistes

debido a la gran inflamacion presente (2).

Por otro lado se ha estimado que en la neurocisticercosis la mitad los cisticercos
se ubican en el parénquima, una cuarta parte en los ventriculos y solo un 5% en la
médula espinal. Alrededor de los cisticercos vivos se presenta una capsula fibrosa,
con excepcion de los cisticercos ubicados en el cerebro y ojos, que es facilmente
desprendible. Durante su vida los cisticercos presentan mecanismos de adaptacion
al huésped, que los pueden mantener vivos hasta 20 afios, y con poca reaccion
inflamatoria periquistica. Cuando mueren se degeneran hacia una masa amorfa
coloidal, rodeada por células inmunes de varios linajes, como linfocitos,
eosinofilos, histiocitos y células gigantes, formandose un granuloma que se
fibrosa y termina por calcificarse. Dado que el promedio de vida de los cisticercos
es variable, es posible encontrar en un mismo individuo, cisticercos vivos, en

deterioro y muertos (2).
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111.2.2. EPIDEMIOLOGIA

La cisticercosis es una de las enfermedades tropicales desantendidas del mundo,
predominante en los paises en vias de desarrollo y producto de la contaminacion
por materia fecal. Es la principal causa de epilepsia tardia en los paises endémicos
de T. solium, en donde la prevalencia de esta enfermedad es el triple que en los
paises desarrollados. Entre los factores que contribuyen a la presencia de la
cisticercosis se encuentran la contaminacién del suelo por excretas humanas (que
luego seran consumidas por los cerdos), un mal saneamiento ambiental y malos

habitos de higiene personal (2).

La distribucién global de la teniasis y cisticercosis humana causadas por T. solium
incluye regiones endémicas como America Latina, el Sur y el Sur-Este de Asia, y

el Africa Subsahariana (Figura 3).

0000

Endémico (ciclo completo de vida)

Casos importados /
Datos no disponibles

Figura 3. Distribucion global de la cisticercosis humana, 2011 (Adaptado de
WHO 2013 [33])
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Se estima que mas de 50 millones de personas en el mundo sufren de cisticercosis,
causando 50 000 muertes por afio (24). Entre las personas con epilepsia de los
paises endémicos, se ha estimado que un 29% de ellos tienen cisticercosis.
Asimismo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha calculado que
alrededor del mundo 50 millones de personas tienen epilepsia, de las cuales un
tercio de todos los casos ocurren donde la infeccion por T. solium es endémica
(Tabla 1) (33). En algunos paises de América Latina y Africa la frecuencia de
epilepsia, es del 3% de los cuales entre el 25 y 40% tienen evidencia de

cisticercosis (34).

Tabla 1. Numero estimado de casos de cisticercosis y casos de epilepsia asociados

a neurocisticercosis por area geografica*.

Area No. De casos de No. De casos de epilepsia activa
cisticercosis humana asociada con neurocisticercosis

Africa Datos no disponibles 0.31 - 4.6 millones

China 3 - 6 millones Datos no disponibles

India Datos no disponibles > 1 millén

América Latina 11 - 29 millones 0.45 - 1.35 millones

*Adaptada de WHO (33).

La neurocisticercosis (NCC) puede llegar a ser fatal y ha sido reportada como
causa de muerte en Brasil, Camerun, México y los Estados Unidos. La proporcion
anual de muertes causada por epilepsias asociadas con neurocisticercosis ha sido

estimada en 6.9% de los casos incidentes en Camerdn y 0.5% en México (33).

En un estudio de 1, 336 autopsias de casos de neurocisticercosis en América
Latina, se encontré que el 53% de los casos presentaron sintomas neurolégicos,

mientras que el resto fue asintomatico. EI 76% de los casos estuvieron entre los 10
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y 50 afios de edad. Se encontrd que la mayoria procedia de zonas rurales EI 18%

de los casos tenia un antecedente de teniasis (35).

En el caso de Peru se han llevado a cabo estudios seroepidemioldgicos mediante
el EITB en grupos poblacionales definidos, encontrandose seroprevalencias
basales de entre 10 y 20% en la poblacion general, con valores de dos a tres veces
mas altos en grupos de individuos con epilepsia de las mismas poblaciones (36,
37). En base a los estudios de seroprevalencia el “Grupo de Cisticercosis del
Pert” ha determinado que las zonas mas endémicas del Pert para NCC
corresponden a toda la sierra, la costa norte y la selva alta (Figura 4) (4).
Asimismo, este grupo encontré que en la costa norte y la selva alta la tasa de
migracion andina es elevada. La NCC est4 presente con menor frecuencia en el
resto del pais, con lquitos aparentemente libre de la enfermedad debido a su

aislamiento geografico del resto de departamentos (4).

No existen muchos datos sobre la prevalencia e incidencia de la epilepsia en el
Per(, no obstante, los datos de prevalencia (15/1000) e incidencia (entre 90 y
150/100 000) en Tumbes son de dos a tres veces mayor respecto a los de USA 'y
Europa. En el 2005, los datos de los estudios realizados en Tumbes determinaron
qgue la NCC contribuye en un 30% de las epilepsias en este departamento.
Asimismo, los estudios seroldgicos o radiolégicos de personas epilépticas de otras
zonas endémicas del Per( se encuentran asociados entre un 30 y 50% con casos de
NCC (4). Se han estimado en 400, 000 los casos de NCC sintomatica para
Latinoamérica y en 31, 000 para Per( (38). Por otro lado, Rajkotia et al. (39)

estimaron que el tratamiento de la NCC consume el 54% de un salario minimo
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anual, durante el primer afo, ademas de causar una pérdida de 44.5 horas de

actividad productiva por mes.

Figura 4. Principales areas endémicas de cisticercosis en el Peru (4).

111.2.3. DIAGNOSTICO

El diagnostico clinico de la neurocisticercosis se complica debido a la
heterogeneidad de la sintomatologia neurolégica. Sin embargo, en situaciones en
las que el paciente proviene de una zona endémica y presenta sintomas como
epilepsia tardia, hipertension endocraneana, meningitis cronica, etc., debe de
considerarse como un caso potencial neurocisticercosis, por lo que se tendra que
diferenciar con tumor cerebral, obstruccion ventricular o cualquier otra patologia
de comprension cerebral (2). En este sentido, los estudios paraclinicos, en
particular los radioldgicos, son el soporte esencial para el diagnostico de esta
enfermedad. Debido a la carencia de tales herramientas de diagndstico en muchas

zonas endémicas, se estima que existe una subestimacion global de esta
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parasitosis. Entre las principales herramientas de diagnostico de neurocisticercosis

encontramos a las siguientes:

111.2.3.1. Diagndstico Radioldgico

La radiografia simple, mielografia, ventriculografia y arteriografia fueron Gtiles en
el pasado. En la actualidad, estos procedimientos han dejado de ser utilizados
debido a sus limitaciones y por marcada invasividad, con excepcion de la
radiografia simple para la demostracion de calcificaciones por cisticercosis. Hoy
en dia el diagnostico radiologico de la neurocisticercosis, que constituye el
estdndar de oro, descansa en la tomografia axial computarizada (TAC) y la
resonancia magnética que permiten visualizar la localizacion, el numero y el

estadio de los parésitos (27).

Tomografia Axial Computarizada (TAC)

La TAC es el método mas utilizado en la actualidad y permite detectar los
pardsitos en sus diferentes estadios. La clasificacion radioldgica de la
neurocisticercosis mediante este método es variada, siendo las imagenes

principales (2):

1. Quistes parengquimatosos vivos: Las imagenes son menos densas, unicas o
maultiples, de varios milimetros de didmetro y raramente de unos cuantos
centimetros, que no toman el medio de contraste, por lo que se presentan
COMO zonas oscuras, y a veces muestran al escélex como un punto de
mayor densidad.

2. Quistes en involucion: Son similares al anterior pero presentan en la

periferia una zona de mayor densidad que toma el medio de contraste, a
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veces en forma anular, correspondiente a la inflamacion periquistica. Este
estado llamado también forma granulomatosa, corresponde a quistes en
proceso degenerativo, es decir, en etapa coloidal avanzada o etapa
granular.

3. Calcificaciones: Pueden corresponder a parasitos que han sido
recientemente destruidos, por lo que en la vecindad se presenta una
reaccion inflamatoria; o parasitos destruidos con anterioridad (solo la
calcificacion).

4. Forma encefélica aguda: Por lo general se encuentra en nifios con
multiples quistes, dando origen a inflamacion cerebral con hipertension
intracraneana y ventriculos colapsados. Se pueden observar a los quistes
de forma nodular.

5. Quistes intraventriculares: En este caso se observan claramente, como
zonas ovoides oscuras, cuando se usa medio de contraste yodado
intraventricular.

6. Formas meningeas y formas con hidrocefalia: Puede demostrarse que hay
toma del medio de contraste en las meninges o presentarte hidrocefalia
como consecuencia frecuente de neurocisticercosis, y sintomatologia

cronica.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Este método diagnostico es utilizado con menor frecuencia que la TAC, pero
reconoce mejor la inflamacion perilesional. Asimismo, sirve para una mejor

deteccidn de los quistes intraventriculares o cerebelosos y las formas racemosas.
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Ademas la RMN permite ver en calidad superior al escolex dentro del cisticerco.

Sin embargo, la RMN no es apropiada para identificar las calcificaciones (2).

111.2.3.2. Inmunodiagnostico

Los primeros métodos de inmunodiagnostico de neurocisticercosis utilizaban la
fijacion del complemento para medir anticuerpos en el LCR, la
inmunoelectroforesis, la hemaglutinacion pasiva y la doble inmunodifusién (27).
Con el tiempo estos métodos fueron reemplazados por una serie de pruebas, entre

las que destacan el Inmunoblot y el ELISA, que se mencionan a continuacion:

Inmunoblot

Llamado técnicamente EITB (por su acrénimo en inglés Enzyme-linked
Immunoelectro-Transfer Blot) o “Western Blot”. Actualmente es el inmunoensayo
mas robusto para el diagnostico de neurocisticercosis (NCC). Diferentes tipos de
antigenos de T. solium han sido probados mediante esta técnica a lo largo de los
afios, presentandose resultados variados, sin embargo las glicoproteinas de union a
Lentin Lectin (LLGP del inglés lentil lectin-bound glycoprotein) han sido las que
han obtenido mejor sensibilidad y especificidad (16), por lo que la prueba de
LLGP-EITB es considerada como la referencia seroldgica estandar para el

diagnostico de NCC.

El LLGP-EITB es el método de Inmunoblot que detecta anticuerpos dirigidos
hacia una 0 mas de las 7 glicoproteinas, provenientes de extractos de cisticercos
de T. solium, que han sido transferidas hacia tiras de nitrocelulosa previa
electroforesis. En pacientes con lesiones multiples intracraneales la sensibilidad

llega a ser del 95% vy la especificidad 100%, usando suero sanguineo o LCR. Sin
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embargo, cuando el paciente presenta un quiste Unico o quistes calcificados la
sensibilidad disminuye hasta un rango que va del 50 al 80%. En cualquier caso la
especificidad del LLGP-EITB notablemente se mantiene en 100%, presentandose
solo casos anecddticos de falsos positivos (20). Es importante mencionar que un
resultado positivo mediante esta prueba no significa NCC activa ya que los
anticuerpos pueden persistir por afios luego de la muerte del paréasito, asimismo
puede indicar cisticercosis no neuroldgica, teniasis 0 exposicion previa al parasito

(27, 6).

Si bien el LLGP-EITB es un método excelente, no es tan facil la purificaciéon de
sus antigenos ya que se requieren cisticercos de cerdos infectados naturalmente,
ademas de una estandarizacion del sistema del gel de poliacrilamida para una
correcta separacion en la electroforesis. Por este motivo en los Gltimos afios se han
buscado métodos alternativos como la utilizacion de fracciones proteicas de fluido
de cisticercos (40) o la produccion de antigenos recombinantes que puedan ser de
utilidad para el diagnéstico de NCC. En este ultimo caso destaca el trabajo de Noh
et al (20) que realizaron un inmunoblot utilizando dos proteinas recombinantes
(rGP50 y rT24H) y un péptido sintético (TsRS1) del grupo de las LLGP,
consiguiendo resultados similares al LLGP-EITB, 99% de sensibilidad y 99% de
especificidad, pero con la ventaja de tener una fuente antigenica mucho mas
accesible. Sin embargo no se pudo mejorar la sensibilidad de la deteccion de

pacientes con quiste Unico.

Por otro lado el inmunoblot se ha realizado utilizando otros fluidos corporales
como la saliva y la orina, buscando anticuerpos reactivos contra los antigenos del

cisticerco. Estos métodos tienen la ventaja de ser menos invasivos y de facil
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obtencion y son de gran utilidad para llevar a cabo estudios epidemioldgicos en
zonas endémicas de T. solium. Sin embargo, tienen el inconveniente de poseer
menos sensibilidad y especificidad que los métodos que utilizan suero o LCR,

decayendo aln mas estos valores cuando se presenta un quiste unico (6).

ELISA

La técnica ELISA (del inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay o “ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas”) es la mds frecuentemente utilizada
debido a la facilidad en la preparacion de sus antigenos. Su formato de desarrollo
es mas simple y menos costoso que el EITB, por lo que puede realizarse en la
mayoria de laboratorios. EI ELISA es una prueba cuantitativa que puede ser
utilizada en diversos estudios con gran rendimiento y es mas objetiva que el EITB
ya que no depende de la interpretacion personal para determinar los casos

positivos de la enfermedad (40).

En los ultimos afios se han evaluado muchos antigenos con la prueba de ELISA
para evaluar su eficacia en el diagndstico de cisticercosis y NCC. Con el tiempo
las proteinas antigénicas utilizadas en este ensayo han ido sofisticandose; de modo
que han evolucionado desde extractos crudos de cisticercos y fracciones

purificadas de éstos hasta proteinas recombinantes y péptidos sintéticos.

En el caso del diagnostico de NCC se considera que el ensayo de EITB es méas
sensible y especifico que el ELISA. Sin embargo, estudios recientes han reportado
una alta sensibilidad y especificidad del ELISA comparables al EITB. En este
sentido Zimic y su grupo estandarizaron un ELISA basado en una fraccion

proteica de 53/25 kD, con actividad Catepsina, parcialmente purificada a partir de
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fluido quistico de T. solium, encontrando una sensibilidad del 98% en pacientes
con multiples cisticercos parenquimales y 84% en pacientes con quiste unico,
mientras que la especificidad fue del 92.7% (40). Por su parte, Lee y compafiia
mediante la utilizacion de antigenos recombinantes y sintéticos, pudo conseguir
hasta 96.3% de sensibilidad y 98,6% de especificidad en pacientes con 2 0 mas

quistes viables (19).

Dot-ELISA

Llamado también ELISA de punto, es una modificacion de la técnica de ELISA
en la cual se usan tiras de membrana de nitrocelulosa en lugar de placas de
poliestireno, haciendo al proceso mas sencillo y econémico. La lectura se realiza
de manera visual, donde el cambio de color indica la reaccion positiva. La
aplicacion de este método es ideal para hacer tamizaje diagndstico en zonas
endémicas. Este método se ha empleado para determinar cisticercosis humana a
partir de antigenos provenientes de extracto de cisticerco de T. solium, hallandose
una sensibilidad del 80.7% y una especificidad de 92.4% (41). Recientemente,
Pifia et al. (42) utilizaron la fraccion proteica de 53/25 kD con actividad Catepsina
de fluido quistico de T. solium para la evaluacion del Dot-ELISA en el
diagnostico de NCC, encontrando una sensibilidad del 94.4% al 100% en
individuos con quistes extraparengquimatosos, una sensibilidad de 74.6% al 80%
en individuos con quistes parenquimatosos multiples y una sensibilidad del 29%
al 45% en individuos con quiste Unico; mientras que la especificidad estuvo entre

el 99% al 100%, presentando muy poca reaccién cruzada con otras parasitosis.
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Antigenos de suero, LCR y orina

Los antigenos producidos por el parésito vivo pueden ser detectados por medio de
técnicas inmunoenzimaticas de captura, utilizando para ello anticuerpos
monoclonales o policlonales. Este método tiene la ventaja de detectar cisticercosis
activa, a diferencia de los ensayos de deteccion de anticuerpos que muchas veces
pueden ser positivos en cisticercosis inactiva (parasitos muertos por tratamiento o
calcificados). Cuando se usé el suero humano como fuente de antigenos y ademas
anticuerpos monoclonales contra el antigeno de secrecién HP10 en un ensayo de
ELISA, se determind un 85% de sensibilidad y 92% de especificidad para casos
de NCC, pero mostrando mejor relacion entre la existencia de parasitos vivos y las

imagenes por TAC (43).

En la busqueda de fuentes menos invasivas para la toma de antigenos se ha usado
a la orina en vez del suero de la sangre y LCR, que da positiva en el 92% de los
pacientes con quistes viables y 62.5% cuando tienen un solo quiste, mientras que

no se detectaron antigenos cuando los quistes estaban calcificados (44).

Consideraciones en el inmunodiagndstico

Es importante mencionar que las pruebas de inmunodiagndstico se ven afectadas
por factores biologicos tanto del hospedero (Género, Edad, Genética, Estado de
inmunoldgico y de salud) como del parésito (cepa, invasividad, viabilidad y

patogenicidad) (6).

Por otro lado, cabe resaltar que la obtencion de una ensayo sensible y especifico al
100% para el diagnostico de la NCC, inclusive asociado a quiste Unico, seria de

gran valor, principalmente por la reduccién de costos en los estudios
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seroepidemioldgicos y para el diagnéstico fehaciente de casos provenientes de

zonas en las cuales las TAC y Resonancia Magnética son de dificil acceso (27).

111.2.3.3. Otros examenes

En este caso no son patognomonicos para la neurocisticercosis, pero sin embargo
brindan informacién importante para orientar el diagndstico. Entre los principales

Se encuentran:

1. Biometria Hematica: Se presenta hipereosinofilia, entre el 6 y el 35% de
los casos, aungue esta caracteristica estd ausente en la mayoria de los
pacientes.

2. Examen coproparasitoscopico: La presencia de huevos de T. solium en
pacientes con neurocisticercosis es poco frecuente, sin embargo se ha
reportado hasta un 27% de casos positivos de cisticercosis en individuos
con teniasis (27). La presencia de huevos o segmentos de proglétidos en
las heces, ya sea por hisopado rectal o tamizaje de heces demuestra la
infeccion por el pardsito adulto de Taenia sin embargo no permite
diferenciar entre T. solium y T. saginata, para cuyo caso se debe de buscar
proglotidos enteros para determinar la especie por inspeccién histologica.
Vale la pena mencionar que este examen es de mucha importancia ya que
la presencia del parasito adulto es un riesgo potencial para el paciente y
sus convivientes cercanos de desarrollar cisticercosis si es que ya no la
padecen.

3. Prueba de PCR anidada: Mediante la amplificacion del gen Tso31 por

PCR anidado se puede diferenciar entre teniasis por T. solium y por T.
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saginata, siendo lo mas resaltante de este método que se puede trabajar
directamente con muestras fecales para hacer la amplificacion. Esta
prueba ha resultado bastante Gtil en zonas endémicas para diagnosticar
teniasis intestinal por T. solium, y por lo tanto tratar a estos pacientes y
prevenir la cisticercosis. Esta prueba mostro una sensibilidad del 97% y
una especificidad del 100% (45).

Estudio de LCR: El estudio citoquimico del LCR es importante ya que en
el caso de neurocisticercosis usualmente revela aumento de proteinas,
disminucion de glucosa, por lo general debajo del 40% y aumento de
células, especialmente linfocitos y eosinofilos. Si los eosindfilos llegan al
20% o mas, la sospecha de neurocisticercosis se incrementa. Estas cifras
aumentan en el LCR cuando los parasitos mueren, ya sea espontaneamente
0 por tratamiento, por lo que se le ha dado el nombre de sindrome del LCR
().

Cisticercos en localizaciones distintas al SNC: La presencia de nodulos
subcutaneos indoloros y no inflamados de 5 mm a 10 mm de didmetro es
un indicio de esta parasitosis y se comprueba por biopsia. Si ademas de
estos nodulos, se presentan teniasis intestinal o sintomas neurolégicos, la
sospecha clinica de neurocisticercosis debe de ser mayor. Cuando ya se
han calcificado los cisticercos en las formas musculares o subcutaneas
antiguas, la radiografia simple permite el diagnostico. En Asia es mas
frecuente encontrar las formas musculares y subcutaneas que en América
Latina. Cuando la localizacion es ocular, el fondo de ojo permite la

deteccion de estos parasitos. No obstante, en los casos donde hay opacidad
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ocular, la ecografia, la TAC y resonancia magnética son el método de

eleccion (2).

111.3. ANTIGENOS RECOMBINANTES EN EL INMUNODIAGNOTICO DE
NEUROCISTICERCOSIS HUMANA

Los antigenos recombinantes pueden ser proteinas completas, polipéptidos u
oligopéptidos producidos a partir de ADN recombinante. Tales moléculas pueden
producirse en de diversas fuentes celulares como bacterias, levaduras, células de
insecto o cultivos celulares. Las principales utilidades de los antigenos
recombinantes, dada su naturaleza de ser reconocidos por el sistema inmune, son
la vacunacion y el inmunodiagndstico de distintas enfermedades (46). La
vacunacion mediante antigenos recombinantes ha sido utilizada para combatir la
infeccion por T. solium, ejemplo de ello lo podemos encontrar en las vacunas
recombinantes TSOL18 (47) y S3Pvac (48) evaluadas ampliamente contra la
cisticercosis porcina. Por otro lado, en los Ultimos afios muchos grupos han
invertido gran esfuerzo en producir antigenos recombinantes adecuados para el
inmunodiagndstico de NCC, ya que estos tienen la ventaja de producir resultados
similares dentro y entre los laboratorios (reproducibilidad) y evitan la necesidad
de purificar antigenos de cisticercos (6). Los principales antigenos recombinantes
que han demostrado ser dtiles para el inmunodiagnéstico de NCC son los del
complejo LLGP (19, 20), sin embargo no son infalibles. En este sentido la
busqueda de mejores antigenos recombinantes aun continda. Recientemente,
diversos estudios han demostrado que la enolasa es una proteina inmunogénica
debido a su capacidad de brindar proteccion a animales inmunizados con ella ante

diversas enfermedades (12). Adicionalmente, diferentes estudios de enolasas

32



recombinantes de cestodos cercanos a T. solium (E. granulosus y Taenia asiatica)

han puesto de manifiesto su utilidad inmunodiagnostica (49, 9, 50).
I11.4. ENOLASA

111.4.1. DEFINICION

La enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa, EC 4.2.1.11) es una enzima que
cataliza la deshidratacién del 2-Fosfo-D-glicerato (PGA) a Fosfoenolpiruvato
(PEP) durante glucolisis, y se encarga de la reaccion inversa en la
gluconeogénesis. La enolasa es una metaloenzima puesto que su actividad
catalitica es dependiente de cationes metalicos divalentes que actlan como
cofactores, siendo el Mg*? el cofactor por excelencia. Por ser la enzima que
participa en el penultimo paso de la via glucolitica, la enolasa se encuentra
ampliamente distribuida en todos los organismos consumidores de glucosa. (51,

52).

111.4.2. PROPIEDADES Y DISTRIBUCION

La enolasa es una de las proteinas mas abundantemente expresadas en el citosol
de muchos organismos, y ademas se expresa a nivel de superficie celular (53). Su
distribucion es universal en los tres dominios (Archaea, Bacteria y Eucarya),
habiendo sido identificada y caracterizada en una serie de organismos que van
desde bacterias Gram positivas hasta vertebrados superiores como el humano. La
mayoria de organismos inferiores como las arqueas y bacterias solo poseen un gen
de la enolasa, en tanto que en las levaduras y otros organismos superiores se
manifiestan isoformas (12). En los vertebrados la enolasa se manifiesta en tres

isoenzimas: a-enolasa, identificada en una variedad de tejidos incluyendo el
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higado; B-enolasa, que se expresa principalmente en el tejido muscular; y y-
enolasa, que se encuentra a nivel de tejido neuronal y neuroendocrino (54). Dichas
enolasas estan constituidas de dos subunidades que constituyen un dimero cuyo
peso molecular varia entre 82 a 100 kD (57), mientras que en algunas eubacterias
(Bacillus subtilis, Thermotoga maritima y Streptococcus pneumoniae) se han
identificado enolasas octaméricas (55). En los mamiferos como los humanos
existen tres loci independientes, a, B y v, que codifican las tres isoenzimas de la
enolasa (56). Varios estudios han identificado diferentes homodimeros y
heterodimeros, aa, aff, BB, ay y yy de la enolasa expresados a nivel de tejido
nervioso a excepcion de Py. Interesantemente otros investigadores han reportado
un switch genético en la expresion del tipo de enolasa en el masculo cardiaco y
esquelético durante el desarrollo embrionario de ratas, de manera que en el feto la
isoenzima predominante es la aa, pero conforme el desarrollo progresa esta se va
reemplazando por los tipos afy y BB en el mtsculo cardiaco adulto y por el isotipo
Bp en el musculo adulto. Por otro lado la enolasa tipo oo se expresa en la mayoria

de tejidos, que incluye higado, baso, cerebro, tejido adiposo y rifion (57).

Pancholi et al. (57) comparo las secuencias aminoacidicas de 39 enolasas de
distintos organismos (eubacterias, protistas, fungis, vegetales y animales),
encontrando entre 40 a 90% de identidad entre dos enolasas de distintas especies,
lo que determiné un alto grado de conservacion en todos organismos analizados

(Figura 5).
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4 Bacillus-subtilis. PRO

| 7 Neisseriae.PRO
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‘__EI 9 helicobacter.PRO

5 E.coli.PRO
10 borrelia.PRO
8 campylobacter.PRO
14 chlamydia.PRO
I: 12 mycoplasma.PRO
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11 myco.tuberculosis. PRO
17 Trichomonas.PRO
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38 yeast eno2. PRO
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30 candida.PRO

29 aspergillus.PRO
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15 mastigoamoeba.PRO
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32 arabidopsis.PRQ
H: 21 drosophila.PRO
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L

34 human-gamma.PRO
33 human-beta.PRO
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L

37 tau-crysiallin PRO

25 alligator. PRO

24 python.PRO

27 rat-alpha.PRO

35 human-alpha.PRO

36 Myc-binding protein. PRO

204.7
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Figura 5. Arbol filogenético de 39 especies de enolasas (57).

111.4.3. IONES METALICOS EN LA ACTIVACION DE LA ENOLASA

Se han identificado seis iones metalicos divalentes capaces de activar a la enolasa,
estos son: Magnesio, Manganeso, Zinc, Cadmio, Cobalto y Niquel. Aunque el
Magnesio es el ion activador por naturaleza, la union de la enolasa con éste es
mucho mas debil que con el Zinc (58). En este sentido, la enolasa califica como
un complejo enzimatico activado por iones metalicos, mas que como una tipica
metaloenzima en donde el metal esta fuertemente unido. El rol del Mg en la

activacion de la enolasa es doble puesto que tiene dos sitios de union a la enzima
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que contribuyen con la catélisis. EI primero de ellos es el llamado conformacional,
ya que al unirsele el Mg*? induce cambios conformacionales en sitio activo y
permite la unién del sustrato (Metaloenzima). Una vez unido el sustrato
firmemente, el otro ion Mg*? ingresa al segundo sitio de unién, denominado
catalitico, que es un componente necesario para la catalisis enzimatica. La fuerza
de activacion relativa de los iones metalicos en la enolasa va en el siguiente orden:
Mg®* > Zn?* > Mn?" > Fe (I1)** > Cd®* > Co?" y otros iones metélicos divalentes.
Es de notar que la fuerza de union del ion metalico al sitio catalitico es siempre

mas débil que al sitio conformacional (59).

111.4.4. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Los estudios de finales de los 80s definieron la estructura cristalina de la enolasa
de levadura mediante rayos X, confirmando que la a-enolasa estd compuesta de
dos subunidades en contacto y dispuestas en forma antiparalela. La interaccion
entre las subunidades se da entre el N-terminal de una subunidad con el C-
terminal de la otra, de manera que el Glu20 forma un par iénico con la Arg414

(Figura 6).
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Figura 6. Subunidades de la enolasa o de levadura (IONE.pdb en UCSF

Chimera), mostrando sus dominios N-terminal y C-terminal y la interaccion

i6nica entre sus residuos Glu™ y Arg*#.

Cada subunidad esta conformada por un dominio N-terminal pequefio y uno C-
terminal grande. EI domino N-terminal a su vez esta constituido de tres hojas-f y
cuatro hélices-a (topologia B3ay4). EI dominio C-terminal comienza con dos hojas-
B, seguido de dos hélices-o y termina con un barril compuesto de hojas-f y
hélices-a alternadas, dispuestas de modo que las hélices-a rodean a las hojas-p
[topologia Bapa(Pa)s]. De este modo la enzima adquiere una estructura globular y
compacta, como resultado de las interacciones hidrofébicas significativas entre
estos dos dominios (60). Los residuos del sitio catalitico y alrededores son
conservados, lo que indicaria que el plegamiento basico de todas las enolasas es

estructuralmente el mismao.
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111.4.5. MECANISMO DE CATALISIS

En base a los estudios cristalograficos han sido propuestos varios mecanismos
cataliticos de la enolasa. En principio, la enolasa cataliza la eliminacion del grupo
OH- del C3 de un intermediario enolato (carbanion) creado a partir de la remocion
de un proton del C2 del 2-PGA por una base en el sitio activo de la enolasa de una
manera secuencial (61). Los estudios cinéticos junto con los cristalograficos han
determinado que los grupos responsables de la mecéanica de este proceso general
de catéalisis acido-base son aquellos localizados en la superficie opuesta al sitio
activo (localizado en una cavidad del extremo C-terminal). Se ha establecido que
una mutacion en cualquiera de los residuos Glul68, Glu211, Lys345 o Lys396,
conlleva a una reduccion de 105 veces la actividad catalitica de la enolasa. Por lo
tanto, estos aminoacidos son imprescindibles en la catalisis enzimatica. Asimismo
la His159 es un residuo crucial en el sitio activo, puesto que la mutacion
His159Ala solo retiene el 0.01% de la actividad de la enolasa, fallando en la
ionizacion del C2 del PGA, en consecuencia la His159 sirve como una base
catalitica en la reaccion enzimatica (Figura 7). Otro detalle importante es el cierre
del sitio activo. Cuando el PGA se une a la enolasa-a interacttia con GInl67,
Lys396 y los dos cationes Mg®*, como resultado el grupo carboxilo desprotonado
del PGA es rotado y neutralizado. Un movimiento extenso del loop Ser36-His43
(*°Ser-Gly-Ala-Ser-Thr-Gly-Val-His*®) y un pequefio movimiento de los loops
Ser158-Glyl162 y Asp255-Asn256 permiten la coordinacion del carbonilo del
PGA y la cadena hidroxilo lateral de la Ser39 con el Mg catalitico. Este

movimiento cerraria el sitio activo (57).
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Luego de esto los loops Val153-Phel69 and Ser250-Gly277 se mueven juntos,
permitiendo que la His159 done un proton al grupo fosforilo del PGA.
Posteriormente la interaccion del fosforilo protonado del PGA con la Arg374
(loop G) y el Mg**catalitico resultan en la sobreneutralizacién de la carga negativa
del fosforilo y por lo tanto el pK,; de C2 del PGA disminuye hasta un rango
fisiolégico (considerando que el valor pK, del proton de C2 del PGA libre esta
alrededor de 30). EI movimiento de la Lys345 de la hebra 6 cerca de la Arg374
(loop G) promueve la disminucion del pK; de su grupo e-amonio, haciendo que
este pierda un proton y acepte otro proveniente del C2 del PGA. Finalmente, el
proton compartido por los carboxilatos del Glu168 y Glu211 forma un puente de
hidrogeno con el grupo hidroxilo de C3 del PGA. Este proton luego es transferido

del carboxilato hacia el hidroxilo, produciéndose H,O y PEP (Figura 8).

Lys 396

Figura 7. Modelo de barras y esferas de los principales residuos del sitio activo de
la enolasa o de levadura, el PGA y los Mg®* (LONE.pdb) utilizando el programa
Swiss-PdbViewer 4.1.0.
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En la reaccion inversa el agua retenida por los residuos Glu168, Glu211 e His373
(este ultimo colabora con la unién al Hidrégeno), es desprotonada por uno de los
carboxilatos y el OH- resultante luego se une al C3. Al mismo tiempo el proton de
la e-amonio de la Lys345 se afiade al C2, lo que resulta en la eliminacion del

enlace doble entre el C2 'y C3y por lo tanto la formacion del PGA (57, 62).

2-Fosfoglicerato (PGA) Carbanién Fosfoenolpiruvato (PEP)
Enoll O\ Q
nolasa 0
\\ on Enolasa ~ \p<OH \\p/OH
P Mg / o H,0 N
2*Mg N NS N o / 1%
/ o e 0 . 5 o )
) 408 — AN\_/ T —d
\\C_C/_CH Mgt S\ AR E—Cy
Mot o/ NN\ / "0 e 0—H o// ox,
0 b O—H Enolasa TH3 HTY
Enolasa NHZ i-I—O (I:H2 |
éH‘ | CH, c=—o
' = SH |
CH, | {2
| CH,
<I:H2 CH, CH, |
CH, | CH,
CH, Enolasa.Lys '

» Glu?""-Enolasa
Enolasa **-Lys Glu?"'-Enolasa

Figura 8. Mecanismo catalitico de la enolasa en modo escalonado (modificado de

Nguyen y Thompson [63]).

El fluoruro es un competidor ampliamente conocido del sustrato de la enolasa. El
fluoruro forma un complejo con el Mg®* y HPO,?, que se une al sitio activo en
lugar del 2-PGA. En tal sentido, el consumo de agua fluorada inhibe la actividad
de la enolasa en las bacterias orales, interrumpiendo su via glucolitica, y por tanto,
su funcionamiento metabolico normal, previniendo la formacion de caries dental

(64).
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111.4.6. PROPIEDADES CATALITICAS

Las propiedades cataliticas de la enolasa han resultado ser variables para distintos
organismos estudiados. Si consideramos la constante de Michaelis, K, que mide
en un buen nimero de casos la afinidad de la enzima (E) por su sustrato (S) (65),
en este caso de la enolasa por el 2-PGA, vamos a notar que ésta varia en un rango
que va de 0.03 a 7.5 mM, cuyos valores extremos corresponden al K., de la a-
enolasa humana (56) y al K, de enolasa de Streptococcus neumoniae (55),
respectivamente. Es de notar que el valor de Ky, para una determinada enzima
puede variar ampliamente dependiendo de las condiciones de aislamiento o

purificacién, el organismo, el isotipo y el sistema de ensayo (66).

Adicionalmente, otros pardmetros cinéticos como la actividad enzimatica
especifica (A.E), 1a Vimax Y l1a Keat pueden brindar informacion importante sobre la
actividad enzimética de la enolasa. Sin embargo, la Viyax (UM PEP/min) de por si
no genera informacién trascendental puesto que es una variable dependiente de la
concentracion enzimatica y del volumen de la reaccion. En tal sentido el calculo
de la actividad enzimatica especifica tiene mas significado puesto que calcula el

namero de unidades enzimaticas por mg de enzima (U/mg) (67).

La constante catalitica kcr 0 nimero de recambio es equivalente al nimero de
moléculas de sustrato convertidas a producto (P) por unidad de tiempo y a cargo
de una sola molécula de enzima, cuando la enzima esta saturada por el sustrato. Se
han reportado distintos valores de k. para enolasas de diferentes organismos: 13
200 min™* para E. coli, 17 600 min™ para S. cerevisiae, 8 000 min™ para conejo, 7
900 min™ para rata (68), 4 200 min™ para Candida albicans (69) y 4 766 min™

para Trypanosoma cruzi (70).
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Los parametros ket Y Km nos permiten evaluar la eficiencia catalitica de las
enzimas mediante que el cociente K/Kn. Este pardmetro es conocido como la
constante de especificidad y es la constante de velocidad para la conversion E + S
a E + P. Existe un limite superior de Kc./Kn, impuesto por la velocidad a la que E
y S pueden difundir conjuntamente en una solucion acuosa. Este limite controlado
por difusién se encuentra entre 10% y 10° M™s™. Se dice que las enzimas que
tienen un valor de Kq/Kny cercano a este limite han alcanzado la perfeccion

catalitica (67).

Por otro lado el pH y la concentracién de Mg®* son otras variables sumamente
importantes en la cinética enzimética, puesto que experimentalmente se tienen que
encontrar el pH y la [Mg®*] 6ptimos de la enzima, en donde se produzca su
maximo rendimiento. En la Tabla 2 se muestran las principales caracteristicas

cinéticas de diferentes enolasas provenientes de especies representativas.

111.4.7. MULTIFUNCIONALIDAD

Ademas de su papel trascendental durante la glucdlisis, realizado en el citosol, la
enolasa ha sido reportada como una enzima multifuncional. Entre sus multiples
funciones resaltan su papel como proteina estructural t-cristalino de los lentes de
los vertebrados; proteina de unién al protooncogen c-Myc 0 MBP-1 (acronimo del
inglés Myc Binding Protein), en este caso funciona como regulador negativo de la
expresion de c-myc; proteina de estrés hipdxico o HAPs (acrénimo del inglés
Hypoxia Associated Protein); proteina de Shock térmico o HSP48 (acrénimo del
inglés Heat Shock Protein); proteina receptora de plasmindgeno; y proteina de

organizacion sitio-especifico de tbulos y centrosomas (57). En la Tabla 3 se hace
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un resumen de la diversidad funcional de la enolasa, su rol en las enfermedades

microbianas y su papel en la autoinmunidad.

Por otro lado, se ha encontrado que la enolasa ademés de expresarse en el citosol
(catélisis) y en el nucleo (MBP-1) también lo hace a nivel de superficie celular, lo
que facilitaria su funcion receptora del plasmindgeno circulante en el medio
extracelular (71). Esta union es mediada por la interaccion entre los motivos de
Lisina internos o del extremo C-terminal de la enolasa con cualquiera de los
dominios Kringle del plasmindgeno (72). El plasmindgeno mediante sus
activadores (o plasminogen activators PA) se convierte a su forma activa, la
plasmina, que es una potente Serino-proteasa involucrada en la degradacion de las

redes de fibrina y de la matriz extracelular (12).

Se ha demostrado que en la superficie celular la interaccion entre la enolasa y el
plasmindgeno mejora la activacion de este ultimo a plasmina por los activadores
de plasmindgeno, concentra la actividad proteasa de la plasmina pericelularmente,
y protege a la plasmina de la inhibicion por la a2-antiplasmina (73). De esta
manera la enolasa superficial integrada al plasminégeno/plasmina se convierte en
un importante factor de invasion patogénico, ya que se promueve la degradacién
de la matriz extracelular que protege los tejidos del hospedero, y por lo tanto se
facilita la penetracién del patdgeno. Este mecanismo es comin en varios
organismos patogénicos, entre los que destacan: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Candida albicans y Leishmania mexicana (21, 74, 55,

72,75, 76, 77).
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Tabla 2. Caracteristicas cinéticas de enolasas de distintos organismos*. Modificado de Domingo (70).

Organismo Isoenzimas P. M (kDa) A.E (U/mg) I(EnlquZ)PGA EFRAI;EP pH 6ptimo
Trypanosoma brucei 46.5 (m, r) 63 (r) 54 (r) 244 (r) 7.7
Trypanosoma cruzi 50 (m) 182.1 (n) 55 (n) 147 (n) 8-85
Homo sapien sapiens aa, of, BB, ay,yy  44-46 (m); 95 (n, d) 80 - 84 30 670 6.8-6.9
Saccharomyces cerevisiae 44 (m); 88 (n, d) 65 - 600 57 - 150 264 75-7.7
Gallus gallus Cerebro 51 - 52 (m) 82.8 29 6.8-7.1
Mdusculo 100 (n, d) 92.3 - 250 38-70
Rattus rattus Cerebro | 49 (m) 87 57 150 7.5
Cerebro 11 46 (m) 51 36 140 7.5
Oryctolagus cuniculus musculo 31 16.2 238
Cyprinus carpio musculo 49 (m); 93 (n, d) 88 313 760 6.8
Sus scrofa 45 (m); 90 (n, d) 67.8 330 900 6.8
Candida albicans 46 (m) 35 950 6.8
Thermotoga maritima 48 (m); 345 (n, 0) 250 70 7.0-8.0
Ricinus communis Citosol 47.9 (m) 252 61 7200 7.5
Plastidio 197 25 2600 7.5
Escherichia coli 46 (m); 90 (n, d) 158 1000 8.1
Clostridium difficile Citosol 50 (m); 338 (n, 0) 450-890 3000 7.6
Plasmodium falciparum 50 (m, r) 30 41 250 7.4-7.6
Streptococcus neumoniae a-enolasa 370 (r, 0) 111 7500 7.5
Streptococcus rattus 46 (n) 980 4350 7
Clonorchis sinensis 49.6 (m, 1) 36.5 45 7.5
Schistosoma japonicum 50 (m, 1) 35.8 1990 530 6.5-7.0

* P.M, peso molecular; A.E, actividad enzimatica especifica; m, monomero; d, dimero; o, octdmero; r, recombinante; n, nativo.
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Tabla 3. Diferentes funciones de la Enolasa*

Diversidad Funcional

t-cristalino

Receptor de unién a plasminégeno

Proteina de unién a Myc

Proteina de estrés hipoxico

Proteina de Choque Térmico

Organizador sitio-especifico de Centrosoma

Rol en enfermedades microbianas

Receptor de unidén a plasminégeno en grupo A de
Estreptococos/Neumococos

Antigeno inmunodominante de Candida albicans,
candidiasis invasiva

Respuesta IgE especifica a enolasa para Candida
albicans y Aspergillus

Mediador de caries dental en S. Intermedius y S.
mutans

Formacion de tumor, metastasis (a través de la
unién a plasmindgeno), marcador tumoral

Enfermedades bacterianas
Enfermedades flngicas
Alergias fungicas
Enfermedades dentales

Céncer /neuroldgicas

Autoinmunidad

Anticuerpo anti-centrosoma

Anticuerpos citoplasmaticos anti neutrofilos (ANCAS)
Vasculitis

Lupus Eritematoso Sistémico

Nefritis

Colitis ulcerosa

Enfermedad de Crohn

Colangitis esclerosante primaria

Cirrosis biliar

Hepatitis autoinmune

Lupus Eritematoso discoide

Retinopatia asociada al cancer (apoptosis)
Endometriosis

Fiebre reumética aguda

Trastorno neuroldgico post-estreptocdcica / compulsivo obsesivo

* Adaptado de Pancholi (57)

111.4.8. ENOLASA SUPERFICIAL EN HELMINTOS

En el caso de los helmintos la enolasa ha sido reportada a nivel de tegumento
donde interacciona con su entorno. En nematodos Jolodar et al. (78) reportan la
enolasa del parasito Onchocerca volvulus a nivel de tegumento con propiedades
de unién a plasminogeno, lo que facilitaria la migracion de las larvas a través de

los tejidos del hospedero. Por su parte Nakada et al. (79) determina la expresion
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de la enolasa en los tres estadios de desarrollo de Trichinella Spiralis, a nivel

muscular, ademés de obtenerla de manera recombinante y funcional en E. coli.

Con respecto a las investigaciones llevadas a cabo en los Platelmintos o gusanos
planos se ha encontrado que en trematodos la enolasa se une especificamente al
plasmindgeno, en el caso de Fasciola hepatica se halla en los productos de
excrecion y secrecion (10), en Schistosoma Bovis la enolasa, ademéas, mejora la
activacion del plasmindgeno hacia plasmina (80) y ratones vacunados con enolasa
recombinante de S. Japonicum, adquieren resistencia a Esquistosomiasis (66). En
los cestodos, Du et al. (49) caracterizaron la enolasa recombinante de Taenia
asiatica determinando que ésta reaccionaba con suero de humanos y cerdos
infectados con este parasito en un ensayo de Western Blot, y ademas
determinaron por inmunofluorescencia la ubicacion de la enolasa nativa a nivel de
tegumento. Gan et al. (9) lograron clonar y expresar a la enolasa recombinante de
Echinococcus granulosus en E. coli y encontraron que tenia un uso potencial
como candidato vacunal al comparar su reactividad con sueros de pacientes con
hidatidosis y normales, mediante la técnica de Western Blot, asimismo
determinaron su ubicacion a nivel de tegumento. Por ultimo Wang et al. (50),
utilizaron la enolasa recombinante de E. granulosus para probarla en un ensayo de
inmunodiagnoéstico de Equinocosis quistica mediante ELISA, encontrando un
81.25% de sensibilidad y un 100% de especificidad en el diagnostico de esta

enfermedad.

Cabe resaltar que en los Platelmintos la glucélisis ocurre principalmente a nivel de
tegumento, por lo que las enzimas involucradas en dicho proceso metabdlico,

incluida la enolasa, son abundantes en dicho tejido (9).
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IV. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En un pais como el Pert con zonas endémicas de cisticercosis y teniasis, que
abarcan toda la sierra, la costa norte y la selva alta, y donde existe una alta
prevalencia de la neurocisticercosis (4), la investigacion aplicada al tratamiento,

prevencion y diagnostico de esta enfermedad es de suma importancia.

El conocimiento de las caracteristicas y del comportamiento bioquimico de la
enolasa recombinante de T. solium abre las puertas para su utilizacion en diversos
fines, que pueden ser meramente académicos o aplicativos, como por ejemplo
utilizarla de candidato vacunal de cisticercosis porcina, interfiriendo de esta
manera con el ciclo de vida del parasito; o como blanco terapéutico de drogas

antiparasitarias especificas, mejorando asi su tratamiento.

Adicionalmente, la implementacion con herramientas de inmunodiagnéstico como
los antigenos recombinantes podrian ayudar a mejorar la sensibilidad y
especificidad en el diagndstico de neurocisticercosis, incluso en los casos de
quiste Unico o quistes calcificados, brindando una alternativa practica,
reproducible y econdémica para la deteccion de esta enfermedad en comparacién
con las pruebas de diagnostico existentes. De esta manera se beneficiarian
aquellos sectores de bajos recursos donde el acceso a una prueba definitiva como
la tomografia axial computarizada (TAC) y/o resonancia magnetica nuclear

(RMN) es bastante restringido.

En consecuencia, el estudio de la enolasa recombinante de T. solium en los

aspectos antes mencionados es justificable.
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V.

OBJETIVOS

V.1. GENERAL

- Obtener una enolasa recombinante de T. solium, caracterizarla
enziméaticamente, y evaluarla en el inmunodiagnostico de

neurocisticercosis humana.

V.2. ESPECIFICOS

- Expresar en E. coli. a la enolasa recombinante de T. solium.

- Medir la actividad enzimatica y parametros cinéticos de la enolasa
recombinante de T. solium.

- Evaluar a la enolasa recombinante de T. solium como antigeno de
inmunodiagndéstico de neurocisticercosis de humana y determinar

su inmunogenicidad en conejo.
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VI. METODOLOGIA

V1.1. DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio es del tipo experimental, cuya variable independiente vendria
a ser la enolasa recombinante de T. solium y en funcion a ésta cuenta con un
disefio simple. Las variables dependientes son la actividad enzimatica, la
inmunogenicidad y el inmunodiagnostico de neurocisticercosis, de manera que el

estudio cuenta con un disefio de medias repetidas en base a estas variables.

Por otro lado, la metodologia es cuantitativa para unos ensayos Yy cualitativa para
otros ya que describe, compara y analiza los resultados a partir de la observacion,

cuantificacion y categorizacion de las variables en el grupo de estudio.

VI.2. MUESTRA

V1.2.1. CISTICERCOS DE T. solium

Los cisticercos de T. solium se aislaron a partir de un solo cerdo (Sus scrofa)
infestado con cisticercosis proveniente del departamento de Huancayo y fueron
proporcionados por ElI Grupo de Cisticercosis del Perl. Se seleccionaron dos
cisticercos que sirvieron de fuente para la extraccion del mRNA a partir del cual

se obtuvo la enolasa recombinante de T. solium.

V1.2.2. SUEROS DE CONEJO

Se tomaron muestras de sueros de 2 conejos hembra (Orhyctolagus cuniculus) de
la raza New Zealand White, previo al proceso de inmunizacion y luego de las
inmunizaciones con la enolasa recombinante de T. solium, para evaluar su

capacidad inmunogénica por Western Blot y ELISA.
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VI1.2.3. SUEROS HUMANOS

La muestra de sueros de pacientes peruanos positivos y negativos para
neurocisticercosis (confirmados por LLGP-EITB) fueron donados por el Instituto
Nacional de Ciencias Neurologicas (INCN) a traves del Grupo de
Neurocisticercosis del Pert. Dichos sueros se utilizaron para evaluar la capacidad
inmunodiagnostica de la enolasa recombinante de T. solium por Western Blot.

Adicionalmente se trabajé con 2 sueros controles europeos. El total la muestra fue

de 20 sueros humanaos.

V1.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 4. Operacionalizacion de variables.

Tlpp de Variables Indicadores Unldadgs 0 T|p_0 de
variables categorias variables
Enolasa L I
Independiente |recombinante de T. C%Tgienn;rauon de la mg/mL Ccéjr?,[?;ﬁzwa
solium (rEnoTs) P
Actividad enzimatica Cuantitativa
especifica U/mg continua
Car_act,er_lzacmn Constante de afinidad mM (PGA) Cuarjtltatlva
enzimatica (Km) continua
Velocidad maxima mM (PEP)/min Cuantitativa
(Vmax) continua
. Reconocimiento de Si reconoce
Depen I
ependientes !Ensayo de . rEnoTs por los sueros | (banda) Cualitativa
inmunogenicidad h .
de conejo pre y post | No reconoce (no | nominal
por Western Blot .
inmune banda)
Inmunodiagndstico Reconocimiento de Positivo (banda) _
rEnoTs por los sueros X Cualitativa
de NCC humana por ; o Negativo (no .
de pacientes positivos nominal
Western Blot ; banda)
y negativos para NCC
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V1.4. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

V1.4.1. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA ENOLASA DE T. solium

V1.4.1.1. Identificacion del gen anotado de enolasa de T. solium

Se analizo la secuencia de la enolasa de T. solium anotada por nuestro equipo de
bioinformaética, determinandose el marco de lectura abierto y las secuencias
intrénicas y exonicas del gen de enolasa. Esta secuencia se subio a la base de

datos GenBank con el cédigo de accesion numero KX906690.

Para determinar a qué subtipo pertenecia nuestra secuencia anotada se realiz6 un

alineamiento, mediante Clustal Q (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), de

la secuencia aminoacidica de nuestra enolasa y de las enolasas humanas ENO1,

ENO2 y ENO3 del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Adicionalmente, se

le compar6 con las enolasas anotadas de T. solium del GeneDB

(http://www.genedb.orq).

V1.4.1.2. Alineamiento de las enolasas de tenia, cerdo y humano

Con el objetivo de comparar el grado de conservacion entre la enolasa de T.
solium con las de su hospedero intermediario (Sus scrofa) y su hospedero
definitivo (homo sapiens), se realiz6 un alineamiento multiple con la ayuda del
programa Clustal W 2.1 de las secuencias aminoacidicas de las enolasas alfa de T.
solium, Sus scrofa (cerdo) y homo sapiens (hombre). Asimismo, se hallé el

porcentaje de identidad entre ellas.

V1.4.1.3. Analisis filogenético de la enolasa de T. solium
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Se realizé un analisis filogenético de la secuencia aminoacidica de la enolasa de T.
solium (que sirvio de molde para obtener rEnoTs), comparandola con enolasas de
distintos organismos. Con este fin se utilizo el método filogenético Maximun
Likelihood (81), que es un método estadistico basado en modelos de evolucion
molecular a partir del cual se busca conseguir el mejor arbol filogenético que
explique la matriz de caracteres homologos (secuencias aminoacidicas). Para el
alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas se utilizé el programa Clustal
W 2.1 y para la construccion de arbol filogenético el programa MEGAV6

(www.megasoftware.net).

V1.4.1.4. Disefio de iniciadores para el gen de la enolasa de T. solium

Los iniciadores Forward y Reverse para el gen maduro de la enolasa de T. solium
anotado por nuestro equipo se disefiaron a partir secuencias extremas del gen,
utilizando el programa Geneious 4.84, siguiendo los cuidados necesarios para
optimizar su especificidad, es decir, un contenido de GC entre el 40 a 60%,
extremo 3’ con guanina (G), temperatura de melting (Tn,) similar entre los
iniciadores y superior a los 55°C; y evitando en lo posible hibridaciones del tipo
horquilla, auto-dimeros y dimeros de ambos iniciadores, repeticiones excesivas de

nucleotidos y dinucledtidos, entre otros parametros.

V1.4.1.5. Andlisis de secuencia de rEnoTs

Las secuencias nucleotidicas de las rEnoTs clonadas en el vector pET28a
(secuenciadas en MACROGEN) fueron analizadas y comparadas con sus
electroferogramas respectivos para su curacion. Estas secuencias ademas se

tradujeron in silico con ayuda de la herramienta “Translate Tool” del servidor
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ExXPASy (http://www.expasy.org/), en base al codigo genético mas frecuente de

los eucariontes, lo que sirvid para detectar las mutaciones.

V1.4.1.6. Prediccion de las caracteristicas de rEnoTs

Las principales caracteristicas de la secuencia aminoacidica de la rEnoTs como el
peso molecular, el punto isoeléctrico y la estabilidad de rEnoTs se predijeron con

ProtParam del servidor EXPASYy (http://web.expasy.org/protparam/). Por su parte,

los dominios funcionales y sitios claves de la secuencia de rEnoTs se exploraron

con el software InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/interproscan.html),

PROSITE (http://prosite.expasy.org/) y MEME (http://meme-suite.org/).

V1.4.1.7. Prediccion de estructura tridimensional (3D) de rEnoTs

La prediccion de la estructura 3D de rEnoTs se hizo en base al modelamiento por
homologia de su secuencia aminoacidica. Para ello se utiliz6 la herramienta
SWISS MODEL (modo automatico) del servidor EXPASYy. Este procedimiento se
realiz6 con la finalidad de encontrar la estructura 3D mas adecuada para rEnoTs a
partir de la topologia de proteinas cristalizadas y disponibles en el “Protein Data

Bank” (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

V1.4.1.8. Evaluacidn in silico de la rEnoTs mutante

Las mutaciones en la secuencia de la enolasa han demostrado ser importantes y
determinantes para la conservacion de su actividad enzimatica. Se ha demostrado
por cristalografia y ensayos enzimaticos que la mutacion de un solo residuo puede
causar la pérdida por completo de la actividad enzimatica si este se encuentra en

el sitio activo o participa en el movimiento catalitico (57). Con la finalidad de
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determinar si las mutaciones generadas en la enolasa recombinante de T. solium
afectaban de manera determinante a su estructura 3D o si es que interferian con su
sitio activo, se evaluo in silico las mutaciones generadas en rEnoTs explorando las
variaciones estructurales de rEnoTs generadas por el cambio de residuo mediante
el programa Swiss-PdbViewer 4.1.0 del Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB)

(http://spdbv.vital-it.ch/disclaim.html).

V1.4.1.9. Prediccion de regiones transmembrana en rEnoTs

Segun la literatura la enolasa no es una proteina de membrana por carecer de los
motivos caracteristicos transmembrana (12). Para corroborar este dato en la
rEnoTs se realizd la prediccion de las regiones transmembrana de su secuencia

aminoacidica mediante 2 servidores distintos:

* TMpred, prediccion de Hélices transmembrana y su orientacion

(http://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED form.html).

» TopPred 1.10, prediccién de la topologia de proteinas de membrana en
base al analisis de hidrofobicidad y de la regla de residuos positivos

(http://mobyle.pasteur.fr/cqi-bin/portal.py?#forms::toppred).

V1.4.1.10. Prediccion de sefial de secrecion en rEnoTs

Del mismo modo se desconoce el mecanismo por el cual la enolasa es
transportada hacia la superficie celular ya que carece de peptido sefial. Con la
finalidad de determinar si rEnoTs cuenta con una sefial de secrecion se utilizo el
servidor SignalP 4.1 del “Center for Biological Sequence analysis” (CBS)

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), que predice la presencia y localizacion

del sitio de clivaje del péptido sefial en las secuencias aminoacidicas. Este método
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de prediccién tiene como base una combinacion de muchas redes neuronales

artificiales.

V1.4.1.11. Prediccion de epitopes de células B en rEnoTs

La prediccion de epitopes de células B a partir de la secuencia aminoacidica de la
enolasa se realizo utilizando dos programas disponibles en la pagina web del CBS

(http://www.cbs.dtu.dk/index.shtml):

» BepiPred 1.0 Server, para la prediccién de epitopes lineales de células B,
el cual usa una combinacién del modelo oculto de Markov y propension.

» DiscoTope 2.0 Server, para la prediccion de epitopes conformacionales de
células B en base a la estructura tridimensional de la proteina. EI método
utiliza un calculo de la accesibilidad de superficie y una puntuacion de la

tendencia epitopica de los aminoacidos.

V1.4.2. OBTENCION DE LA ENOLASA RECOMBINANTE DE T. solium

V1.4.2.1. Extraccion de mRNA a partir de cisticercos

Los cisticercos de T. solium habian sido extraidos por diseccion del tejido
muscular, lavados tres veces con buffer PBS, y almacenados en solucién
RNAIlater® (ThermoFisher Scientific) a 4°C por 24 horas y luego a -70°C hasta

su utilizacién.

Una vez descongelados los cisticercos, la extraccion de su RNA se realizd
individualmente cada uno de ellos, mediante el método de extraccion del
Tiocianato de guanidina-Fenol-Cloroformo (82), adaptado por Life

Technologies™ con la utilizacién del reactivo TRIzol®. El protocolo de
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extraccion de RNA usando TRIzol® (Life Technologies™) se describe a

continuacion:

1. En primer lugar se afiadi6 1mL del reactivo TRIzol® en el tubo de
centrifuga que contenia al cisticerco (de aproximadamente 5 mm de
didmetro) y se procedid con la homogenizacion mediante el
homogeneizador de energia Omni Tip ™. Se dejo reposar a temperatura de
ambiente por 5 minutos.

2. Se afiadié 0.2 mL de cloroformo (100%), y se agito vigorosamente por 20
segundos. Se dejé reposar a temperatura de ambiente por espacio de 3
minutos.

3. Se centrifugd a 12 000 x gravedades (g) por 15 minutos a 4°C.

4. En la fase acuosa resultante o sobrenadante se encuentra el ARN. Se
extrajo la fase acuosa y se trasvaso a un tubo nuevo donde se le agreg6 0.5
mL de Isopropanol (puro). Se incub6é por 10 minutos a temperatura
ambiente.

5. Se homogeniz6 suavemente y se centrifugé a 12 000 x g por 10 minutos a
4°C.

6. En este punto el RNA precipitd. Se descarté el sobrenadante.

7. Se agreg6 0.5 mL de Etanol al 75% para lavar. Se centrifugé a 7 500 x ¢
por 5 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante.

8. Se dejo secar al ambiente el pellet de RNA por 10 minutos y se
resuspendio en 0.1 mL de agua libre de nucleasas, se homogenizo

mediante pipeteo e incubo por 10 minutos a 55°C en bafio maria, luego de
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lo cual se almaceno a -70°C. Se determind su concentracién en el

NanoDrop™ (Thermo Scientific).
V1.4.2.2. Clonacion del gen de enolasa de T. solium

Retrotranscripcién del transcriptoma del cisticerco de T. solium

Se realizo la retrotranscripcion del mRNA total extraido (transcriptoma) de los
cisticercos mediante PCR reverso (RT-PCR), utilizandose para ello el iniciador
universal de mMRNA, Oligo (dT) 1».1. Este iniciador consiste en polinucleétidos de
12 a 18 bases de timina complementarios a la terminacion poliadenilada presente
en el extremo 3’ del mRNA de los organismos eucariotas. Los componentes de la

reaccion RT-PCR asi como sus volumenes se detallan a continuacion:

Componente Volumen (uL) |[Final]
RNAsa Free Water 1 -

Buffer Retrotranscriptasa 10X 1 1X
MgCl, 25 mM 2.2 5.5 mM
dNTPs 10 mM 2 2 mM
Random Hexamers 50uM 0.5 2.5 uM
RNAsa Inhibidor 0.2 0.4 U/uL
Retrotranscriptasa 0.6 3 U/uL
RNA (60 ng/uL) 2.5 15 ng/uL
Total 10

El ciclaje en el termociclador para el RT-PCR fue el siguiente:

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
1 10 25
2 30 48
3 5 95
4 5 5
Total 50
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Amplificacién del gen maduro de la enolasa de T. solium

Del cDNA (monocatenario), producido a partir del transcriptoma del cisticerco de
T. solium, se amplificd el gen maduro de la enolasa (bicatenario) mediante PCR.
Para tal fin se utilizaron los iniciadores Forward y Reverse previamente disefiados
para el gen de la enolasa de T. solium. La reaccion de PCR utilizando una DNA

polimerasa convencional [Thermus aquaticus (Taq) polimerasa] se detalla a

continuacion:

Componente Volumen (uL) |[Final]

Agua libre de nucleasas 7.9

Taq Buffer 10X 2 1X

MgCl, 25 mM 2 2.5 mM

DMSO 2 -

dNTPs Mixtos 10 mM 2 2 mM

Forward Eno 10 uM 1 0.5 uM

Reverse Eno 10 uM 1 0.5uM

Taq Polimerasa 0.1 3 U/uL

cDNA (20 ng/uL) 2 2 ng/uL

Total 20

El ciclaje en el termociclador fue el siguiente:

Paso Temperatura (C° | Tiempo (min) | Ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 4 1
Desnaturalizacion 94 0.5
Annealing Optimo 55 1 35
Extension 72 15
Extension final 72 5 1
Mantenimiento 4 0 1

Alternativamente, se utiliz6 una DNA polimerasa de alta fidelidad “Phusion Flash

Il DNA Polymerase” con actividad de correccién (Thermo Scientific). La

reaccion fue:
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Componente Volumen (uL) [Final]
Agua libre de nucleasas 6

2X Phusion Flash PCR Master Mix * 10 1X
Forward Eno 10 uM 1 0.5uM
Reverse Eno 10 uM 1 0.5uM
cDNA (20 ng/uL) 2 2 ng/uL
Total 20

(Contiene DNA polimerasa Phusion Flash I11)*

El ciclaje 6ptimo para esta polimerasa fue el siguiente:

Paso Temperatura (C°) | Tiempo (seg) Ciclos
Desnaturalizacién inicial 98 10 1
Desnaturalizacion 98 1

Annealing 55 5 30
Extension 72 29

Extension final 72 60 1
Mantenimiento 4 o0 1

Electroforesis v purificacién de los amplicones de enolasa

Con el objetivo de comprobar el tamafio correcto de los amplicén de la enolasa se
realizd una electroforesis horizontal de estos productos. Se prepararon geles de
agarosa al 0.8% con Bromuro de Etidio (100 mL Buffer TAE 1X + 0.8 gr agarosa
+ 16 uL BrEt) en los cuales se cargaron los amplicones de enolasa resuspendidos
en Buffer de carga (Azul de Bromofenol con Sucrosa) y se corrieron en una
camara electroforética con Buffer TAE 1X (Promega) a 90 Voltios por espacio de

45 minutos.

Los amplicones se purificaron con “QIlAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN),

obteniéndose éstos a una concentracién de 155 ng/uL (NanoDrop™).
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Digestién del gen de enolasa v del pldésmido pET28a

El amplicon de la enolasa codante y el plasmido pET-28a(+) (Figura 9) se
digirieron con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol (New England Biolabs®,
NEB) a 37°C por tres horas para producir extremos cohesivos en ambos,

mediante la reaccion:

Componente Volumen (uL)
Amplicén enolasa (155 ng/ul) 18
10X Buffer 3 NEB 12
100X BSA 6
Ncol (10 U/uL) 2.5
Xhol(10 U/uL) 2.5
H,O 79
Total 120
Componente Volumen (uL)
pET-28a(+) (2 ug/uL) 5
10X Buffer 3 NEB 6
100X BSA 3
Ncol (10 U/uL) 15
Xhol(10 U/uL) 1.5
H,O 43
Total 60

Una vez digeridos el amplicon de la enolasa y el plasmido pEt-28a(+) se corrieron
electroforéticamente en geles de agarosa 1% y se purificaron con el “QIAEX I

Gel Extraction Kit” (QIAGEN) y se cuantificaron en NanoDropTM.
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Figura 9. Mapa del plasmido pET-28a (+)

Ligacién del gen de enolasa en el pldsmido pET-28a(+)

La ligacion del amplicon de la enolasa y el plasmido pEt-28a(+) digeridos se
realizaron con una Ligasa comercial (NEB). Se realizaron distintas reacciones con

la finalidad de encontrar las condiciones Optimas de ligacion. Estas se detallan en

el siguiente recuadro:
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Volumen (uL)
Ligacion L1 L2 L3 L4
Proporcion Enolasa : pET-28a(+) 1:3 1:3 1:6 1:3
pET-28a(+) (40ng/uL) 1 15 0.5 2
Enolasa (40ng/uL) 3 4.5 6
Buffer Ligasal0X 1 1 1 2
Ligasa 400 U/uL 0.5 0.5 0.5 1
Agua 4.5 2.5 5 9
Total 10 10 10 20

La reaccién de ligacidn se dejo por espacio de 18 horas (overnight) a 16°C.

Transformacién v clonacion del pldsmido pET-28a+EnoTs

El gen de la enolasa de T. solium ligado al pET-28a (+), desde ahora pET-
28a+EnoTs, se introdujo por shock térmico, intercalando temperaturas de 0 y
42°C, a células competentes de E. coli cepa NovaBlue (transformacion) con la
finalidad de reproducirlo (clonamiento). Luego, dichas células transformantes se
sembraron en placas de agar Luria-Bertani (LB) con Kanamicina (antibi6tico de
seleccion), esparciéndolas uniformemente y se dejaron incubando a 37°C por 20
horas. En la Figura 10 se muestra el esquema béasico que se siguid para la

clonacion del gen de la enolasa de T. solium.
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Esquema de clonacion del gen de la enolasa de 7. solium en E. coli
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Célula transformante de E. » . Célula competente de E. coli
coli con pET-28a+EnoTs Seleccion con Kanamicina NovaBlue

Figura 10. Esquema de la clonacién del gen de la enolasa de T. solium en E. coli.
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PCR colonia

Luego de la incubacion overnight se observé crecimiento de colonias en las placas
LB agar + kanamicina (ver resultados), lo cual significo que aquellas colonias
tenian el plasmido con la enolasa insertada en €l (pET-28a+EnoTs) o solo el pET-
28a(+), que les confieren resistencia a Kanamicina. Para comprobar que dichas
colonias transformantes tenian el inserto correcto (pET-28a+EnoTs) se realiz6 un
PCR colonia, el cual consistié en tomar un segmento de colonia transformante
mediante un asa de siembra, colocarla dentro de un microtubo para PCR que
contenia todos los aditivos para la amplificacion de la enolasa (Master mix) y
finalmente se procedié con la reaccion siguiendo las condiciones descritas

previamente para el PCR con Taq polimerasa.

Comprobacion de los plasmidos recombinantes pET-28a+EnoTs correctos

Para corroborar la insercion correcta del gen de enolasa en el vector pET-28a(+),
se procedid con la extraccion de plasmidos de aquellas colonias PCR positivas del
paso anterior con el kit “Ultra High Isolation Plasmid” (Roche). Una vez extraidos
los plasmidos se realiz6 la digestion de éstos con las enzimas Xhol y Ncol.
Finalmente se realiz6 una electroforesis de los productos de digestion en un gel de
agarosa al 1% a 90V por 1 hora. Aquellos plasmidos pET-28a+EnoTs que
resultaron con una correcta insercion del gen se secuenciaron (MACROGEN,
Corea), con la finalidad de comprobar la fidelidad y/o mutaciones en la secuencia

de enolasa de T. solium.
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V1.4.2.3. Expresion y purificacion de la enolasa recombinante de T. solium

Luego de comprobar la insercion y correcta orientacion del gen de la enolasa de T.
solium en el pET28a(+) se descongelaron los plasmidos pET-28a+EnoTs con la
finalidad de introducirlos en las células de expresion E. coli BL21(DE3) y E. coli
Rosetta™ (DE3) pLysS (Novagen) siguiendo el protocolo propuesto por Gan et
al. (2010). Estos sistemas de expresion bacteriana (DE3) contienen una copia
cromosomal del gen de la RNA polimerasa T7 que estd bajo el control del
promotor lacUV5 y por lo tanto su expresion es inducible por el Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG). La cepa Rosetta'™ es un derivado de BL21 que ha
sido disefiada para la expresion de proteinas eucariotas que contienen codones
raramente usados por E. coli (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA) y por lo
tanto se convierte en un sistema de expresion universal. Ademéas la cepa
Rosetta'™ contiene el plasmido pLysS que codifica la Lisozima T7, cuya funcién
es suprimir la expresién basal de la RNA polimerasa T7 previa a la induccion con
IPTG, y por lo tanto estabiliza las proteinas recombinantes codificadas en los
vectores del tipo pET que pudieran afectar la viabilidad y crecimiento celular

(Novagen® Competent Cells).

Transformacién de células competentes E. coli cepas BL21 vy Rosetta con los

plasmidos recombinantes pET-28a+EnoTs

Los plasmidos pET-28a+EnoTs correctamente orientados se transformaron en
cepas de E. coli BL21 (DE3) y Rosetta™ (DE3) pLysS competentes (preparadas
previamente con CaCl,) mediante shock térmico. Luego éstas se sembraron en

placas agar LB + Kanamicina y se dejaron crecer por 18 horas a 37 °C.

65



Expresién de la enolasa recombinante de T. solium

Se seleccionaron colonias Rosetta™ (DE3) plLysS transformadas con los
plasmidos pET-28a+EnoTs y se les hizo un repique en 2 ml de caldo LB +
Kanamicina (Kan), el cual se dejo creciendo overnight a 37°C. Al dia siguiente se
afiadié IPTG, a una concentracion final de 1mM, para inducir la expresion de la
enolasa por dos horas, puesto que el plasmido pET28a(+) posee una region
operadora lac proxima al promotor T7 (Figura 9). Para comprobar la expresion de
la enolasa en dicho cultivo se procedié con la lisis celular por calor, es decir
calentando el cultivo bacteriano a 110°C en un Thermoblock. Luego al producto
se le afiadio el buffer de carga para electroforesis de proteinas “Sample 2x” (Tris-
HCI 0.12 M pH 6.8, Glicerol 20%, SDS 4%, Azul de Bromofenol 0.25%) +
Dithiothreitol (DTT), el cual es un agente desnaturante de proteinas que rompe los
puentes disulfuro, y se les realizd una electroforesis desnaturante en gel de
poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE 12%) por espacio de 90 minutos a 180V.

Asimismo se corrieron como controles negativos cultivos sin inducir.

Una vez comprobada la expresion de la enolasa recombinante de T. solium en
pequefia escala se realizo la expresion en una escala mayor, el procedimiento fue
similar, es decir, se pico una colonia de E. coli Rosetta (que habia crecido en placa
agar LB + Kan) y se le depositdé en un tubo con 10 ml de caldo LB + Kan y se
dejo crecer overnight a 37°C con agitacion de 250 revoluciones por minuto (rpm).
Al dia siguiente se verti6 el contenido del tubo en un matraz con 500 mL de caldo
LB + Kan y se dejé creciendo el cultivo bacteriano a 37°C y 250 rpm por

aproximadamente 3 horas hasta que su densidad éptica (OD) estuvo entre 0.6 y
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0.8 (fase de crecimiento exponencial), momento en que se agregd IPTG en una
concentracion final de 1mM para inducir la expresion de la enolasa recombinante
por espacio de 4 horas en las mismas condiciones previas. Transcurrido este
tiempo se centrifugo el cultivo a 5000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio al pellet, que contenia las bacterias del cultivo, en
“Binding Buffer” pH 7.4 (Fosfato sddico 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 20 mM).

Finalmente esta suspension se almacend en tubos conicos de 50 mL a — 70°C.

Recuperacién de las fracciones celulares de expresion soluble e insoluble.

Luego de la expresion de la enolasa en 500 mL de cultivo bacteriano se procedio
con la sonicacion de las células de E. coli que la expresaron para romperlas y
determinar si la expresién de la enolasa recombinante de T. solium se daba a nivel
de citoplasma (fraccién celular soluble) y/o a nivel de membranas (fraccién

celular insoluble).

Se realizaron tres choques térmicos de las células de E. coli resuspendidas en
“Binding Buffer”, intercalando temperaturas de -70°C y 37°C. Luego las células
se sonicaron sobre hielo en el SONICATOR®, utilizdndose un microtip de punta
gruesa y siguiendo un programa de pulsos ultrasonicos de un segundo de duracion
por uno de descanso por 60 veces, repitiéndose este programa 3 veces con
intervalos de descanso de 2 minutos. Finalizado este procedimiento se centrifugd
la muestra sonicada a 12 500 rpm a 4°C por espacio de 20 minutos para separar
las fracciones celulares soluble e insoluble. El sobrenadante que contenia la
fraccion de expresion soluble se trasvaso a un nuevo recipiente y dependiendo de

su uso se colocd sobre hielo o se guardd a -20°C, mientras la fraccion de
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expresion insoluble se resuspendid en “Buffer A” pH 7.4 (Fosfato sddico 20 mM,

NaCl 0.5 M, Imidazol 20 mM, Urea 8M) y se almaceno a -70°C.

Posteriormente se realizd un SDS PAGE 12% de las fracciones de expresion
solubles e insolubles, utilizando como control negativo un extracto celular de E.
coli Rosetta transformante de pET-28a+EnoTs pero no inducida con IPTG, para

determinar en cudl de ellas se daba la mayor expresion de la enolasa de T. solium.

Purificacién de la enolasa recombinante mediante Cromatografia de afinidad

Una vez que se determind la expresion de rEnoTs principalmente a nivel de
citoplasma de E. coli (fraccion celular soluble) se procedid con su purificacién
mediante una cromatografia de afinidad a Niquel, debido a que rEnoTs contiene
en su extremo C-terminal una cola de 6 Histidinas (aportado por el pET28a+). El
principio de esta técnica descansa en la alta afinidad de los anillos de imidazol de
la Histidina por el catién Ni** que se encuentra unido a la Sefarosa de la matriz de
la columna por medio del agente quelante &cido iminodiacético (IDA) (Figura 11).
De esta manera cuando las proteinas recombinantes (6X His) pasan a través de la
columna de afinidad quedaran atrapadas por su interaccién con el Ni%*, pudiendo
ser recuperadas posteriormente mediante elucion con un Buffer Imidazol que

compita con la interaccion Ni®* - His (83).

Con este proposito, se monto el sistema de purificacion por cromatografia liquida
de baja presion BioLogic™ LP System (BIORAD), el cual consistia basicamente
en un soporte para los Buffers de elucion y muestra, una columna de afinidad de
Sefarosa-Ni?* de 5 mL (HiTrap™, GE Healthcare Life Sciences), un detector UV

de alta sensibilidad para los picos proteicos (280 nm), una bomba peristéltica, un
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sistema de mangueras, un sistema colector de las fracciones, y una PC anexa con

un software (BioLogic LP Data View™ Software) para el registro de los

cromatogramas.
6 X His crreT——
P W?M/T\/@TEINA
" i T . S
\"\\\| ! J’> "s\' /‘f"\ i \:'\
d -~ 'y N~ . “N
- e Ne
&~
Ni-IDA
R )
—CH, s
4 o2 »
Ho E— M
< IpA
=
\_

- SEFAROSA

Figura 11. Interaccién entre el Ni** de la columna de afinidad y la cola de

Histidina de rEnoTs.

La fraccion celular soluble que contenia la mayor cantidad de rENOTS expresada
se filtrd (diametro de poro 0.45 um; Millipore Corporation, Bedford, USA) y se
pasd a través de la columna de Sefarosa-Ni?* previamente equilibrada con el
Binding Buffer. Luego se pas6 75 mL de Buffer Fosfato Imidazol 20 mM pH 7.4
por la columna para lavarla de las proteinas no especificas que no se le habian
unido. EIl siguiente paso consistié en eluir gradualmente la rEnoTs unida a la
columna, mediante el paso de Buffers fosfato sddico 20mM pH 7.4, NaCl 0.5 M
con concentraciones crecientes de imidazol, que fueron desde los 40 a 500mM.

De esta manera se recuperd la enolasa recombinante en distintas fracciones de
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purificacion que se colectaron en tubos de vidrio de 5 mL de capacidad. El
Cromatograma mostrando las absorbancias de los picos proteicos y sus
conductividades eléctricas en el tiempo (de acuerdo a las fracciones) quedo
registrado en el ordenador gracias al software BiolLogic LP Data View™™.
Posteriormente se realizd un SDS PAGE 12% de las fracciones colectadas para

comprobar la presencia de rENo0TS asi como su grado de pureza.

Concentracién de la enolasa recombinante de T. solium

Las fracciones de purificacion colectadas y comprobadas por SDS PAGE 12% se
juntaron en una celda de ultrafiltracién Amicon® (Millipore Corporation, Bedford,
USA) con el proposito de concentrar la rEnoTs. El volumen total de las fracciones
juntas en el Amicon® fue de aproximadamente 30 mL el cual se completd hasta
los 50 mL (méxima capacidad de la celda) con Buffer PBS pH 7.4 (NaCl 138
mM, KCI 3 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1.5 mM). Luego se procedio con la
concentracion, se cerrd la celda y por presion gaseosa de N, se forzo la filtracion
de la solucion a través de una membrana cuyo tamafio de poro era de 10 kDa, de
manera que rEnoTs (47 kDa) permanecio dentro de la celda. Se concentré hasta
que el volumen de la solucién fue de 10 mL y se volvio a repetir el procedimiento.
Finalmente se obtuvo 10 mL de solucion de rEnoTs concentrada en Buffer PBS
pH 7.4, con aproximadamente 2.5 mM imidazol, la cual se almaceno a 4°C y -

20°C.

Cuantificacién de la enolasa recombinante de T. solium concentrada

Para cuantificar la enolasa recombinante de T. solium expresada y concentrada en

los pasos previos, se utilizo el método colorimétrico de Bradford (84). Con este
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objetivo, a partir de un stock de BSA de 10 mg/mL se prepararon las diluciones
estandares de 100, 80, 40, 20, 10 y 5 pg/mL en Buffer PBS pH 7.4 para la curva
estandar de calibracién. Del mismo modo se hicieron diluciones de 1:5, 1:10 y
1:20 de la rEnoTs concentrada para su cuantificacion. Luego se cargé 20 uL de
estas diluciones + 200 uL del reactivo Bradford 1X (BioRad) en diferentes
pocillos de una placa Optica para realizar la lectura en el espectrofotometro a 595
nm y medir asi el cambio de absorbancia con respecto al blanco (Buffer PBS pH

7.4).

V1.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE rEnoTs

V1.4.3.1. Condiciones 0ptimas de almacenamiento de rEnoTs

Como paso previo a la caracterizacion enzimatica se evaluaron diferentes
condiciones de almacenamiento a corto plazo de rEnoTs purificada y concentrada.
Estas condiciones fueron a evaluadas en un periodo de tiempo de 45 dias, siendo
en total cuatro mediciones (intervalos de 15 dias entre una y otra). Entre las
variables de almacenamiento estuvieron: la temperatura (4, -20 y -70°C), la
composicion del Buffer (Tris-HCI o PBS) y el proceso de eliminacién de imidazol
del cual derivaba rEnoTs (ultrafiltracién Amicon® o diélisis). En cada condicion

de almacenamiento se midio la concentracion a lo largo del tiempo de analisis.
V1.4.3.2. Ensayo de la actividad enzimatica de rEnoTs

La actividad catalitica de la enolasa consiste en transformar el 2-Fosfoglicerato (2-
PGA) hacia Fosfoenolpiruvato (PEP) y viceversa (AG = 1.1 kJ/mol),

desprendiéndose una molécula de agua en la reaccién (85).
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La actividad enzimatica de rEnoTs se realizd por el método espectrofotométrico
(51) en el sentido de conversion de 2-PGA a PEP, puesto que el 2-PGA fue el
sustrato de la reaccion. Por lo tanto se midié la produccion de PEP traducido

como el incremento de la absorbancia a 240 nm en el espectrofotometro.

Contenido de la reaccion enzimatica

El contenido final de la solucion de la reaccion enzimatica fue Tris-HCI 50 mM
pH 7.15; MgSO,4 (0 MgCly) 10 mM, KCI 200 mM y 2-PGA 1mM, siguiendo
protocolos previamente establecidos (86, 87). En el momento previo a la medicion
de la actividad enzimatica se afiadié 500 ng de rEnoTs (en buffer PBS pH 7.4). El
volumen final de la reaccion fue de 1 mL y se llevo a cabo a temperatura ambiente

(21 °C) en una cubeta de cuarzo, adecuada para lecturas UV.

Lectura en espectrofotémetro

Se realizd la lectura en el espectrofotémetro a 240 nm (tomando en cuenta el
incremento de la absorbancia) en intervalos de 10 segundos y por espacio de 10
minutos. En el control negativo o blanco se afiadié 0.1 mL de PBS pH 7.4 en
lugar de la solucién de rEnoTs, mientras que para el control positivo se utiliz6 la
enolasa comercial (Sigma-Aldrich®) de levadura (S. cerevisiae). Se registraron los
datos de absorbancia por duplicado y se utilizo el promedio de éstos para los

calculos posteriores.

Por la ley de Lambert-Beer: A= &.C.L (88); donde A es absorbancia; ¢, el
coeficiente de extincion molar del PEP (g pgp = 1400 M™ cm™) y L, la longitud de
1 cm de la cubeta de cuarzo; se determiné la concentracion (C) del PEP formado

(51, 86). En base al A [PEP] vs A Tiempo fue posible hallar la velocidad de la
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reaccion, que nos sirvié para determinar las Unidades enzimaticas por mg de

rEnoTs.

V1.4.3.3. Medicion de los parametros cinéticos

Para medir los pardmetros cinéticos Kn Y Vmax de rEnoTs se vario la
concentracion del sustrato 2-PGA de 0.1 a 4 mM (87) y se midio la absorbancia
en intervalos de 10 segundos por 3 minutos para determinar las velocidades
iniciales (V,) en cada condicion. Las mediciones se realizaron por duplicado,
trabajandose con el promedio de los datos que sirvieron para graficar la cinética

de Michaelis-Menten (67).

VI1.4.4. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE rEnoTs
Para evaluar la inmunogenicidad de rEnoTs se inmunizaron conejos con este
antigeno y luego se evalu6 su reconocimiento por los sueros pre y post-inmune

por inmunoblot.

Adicionalmente, se evalu6 la localizacion de la enolasa de T. solium en el
cisticerco mediante el reconocimiento del suero post-inmune anti rEnoTs

generado en conejo.

V1.4.4.1. Generacion de anticuerpos policlonales contra rEnoTs

Los anticuerpos policlonales se generaron con la finalidad de evaluar la capacidad
de rEnoTs para generar una respuesta inmune humoral (principalmente
anticuerpos del tipo 1gG) en conejo tras la exposicion con dosis repetitivas de

rEnoTs.
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Se siguio el protocolo del Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular
para la generacion de anticuerpos policlonales contra proteinas recombinantes en
conejo, aprobado por el Comité Institucional de Etica para uso de Animales
(CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se usaron conejos hembra
(Orhyctolagus cuniculus, New Zealand White) de 1 a 1.5 meses de edad (1.8 - 2.0

kg). El protocolo de inmunizacion se detalla a continuacion:

Obtencion de suero de la oreja del conejo

e Se puso lidocaina en gel sobre la superficie de la oreja donde se encontraba la
vena marginal o la arteria central y se dejo que haga efecto por 10 minutos.

e Se limpio la oreja con etanol y se tomd la muestra de sangre de la vena o arteria
presionando la base de la oreja para incrementar la presion sanguinea. Para ello
se insertd la aguja (No. 23 de 1 pulgada) en un angulo no mayor a 45°,
cuidando de no lesionar la vena, y se extrajo al menos 2 mL de sangre (pre o
post-inmune).

e Después de la sangria, se mantuvo presionada la zona donde se tomo la muestra
por 30 segundos para detener rapidamente el sangrado.

e Se colectd la sangre en tubos de 15 ml y luego se almacend a 4°C toda la
noche.

e Se centrifugo por 20 min a 5000 rpm y 4°C (sedimento el coagulo sanguineo) y
se recuperd el suero (sobrenadante).

e Se etiqueto el tubo conteniendo el suero y conservé a -20°C.

e EI Suero pre-inmune, se utilizd como control en los ensayos. Se extrajeron 2 ml

de sangre de la oreja del conejo previo a las inmunizaciones.
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Inmunizaciones

Los conejos se inmunizaron por via subcuténea con jeringas de tuberculina de 1
mL de capacidad, manteniendo la piel levantada para insertar la aguja en un
angulo de 90° al administrar las dosis (1mL) la cual se distribuy6 en 4 puntos del

lomo del animal.

Preparacion de las dosis de inmunizacion

Se incluy6 en cada dosis 0.6 mg del antigeno rEnoTs y 0.5 mg del adyuvante
QuilA en 1 ml de solucidn salina. Se prepar6 un stock de 10X QuilA 5 mg/ml en

solucién salina.

Cada dosis de inmunizacién se prepar6 de la siguiente manera:

Componente [Stock] [Final] Vol inicial
rEnoTs 1 mg/mi 0.6 mg/ml {600 uL
QuilA 5 mg/mi 0.5mg/ml 100 uL
NaCl 0.9% _ _ 300 uL
Vol. final 1,000 uL

Administracion

e 1" dosis. Se administraron 0.6 mg de rEnoTs y 0.5 mg de QuilA en solucion
salina por via subcutanea en un volumen final de 1 ml.

o 2% dosis. Después de 1 6 2 semanas se extrajeron 2 ml de sangre de la oreja y
se administro la segunda dosis, de igual contenido que la primera dosis.

e 3" dosis. Después de 1 semana se extrajeron 2 ml de sangre de la oreja y se
administro la tercera dosis, de igual contenido que la primera dosis.

e 4% dosis. Se procedié como en la tercera dosis.
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e Sangrado final. Después de 1 semana de administrada la cuarta dosis se realizo

la sangria final del corazén, colectdndose 50 ml de sangre.

Sangria final: puncién cardiaca

Para obtener la mayor cantidad de suero post-inmune se realizo la sangria final del
animal por puncion cardiaca. La puncion cardiaca se realizd bajo anestesia,
sedando al conejo con una mezcla de 1.6 mL de Ketamina (60 mg/Kg) y 0.8 mL
de Xilacina (40 mg/Kg) por via intramuscular. Se utilizaron agujas de 25-50 mm x
18 G (suficientemente largas para penetrar en el ventriculo) acopladas a jeringas

20 ml.

Se introdujo la aguja en el area donde se sintié el maximo pulso cardiaco. La
aguja se fijo con los dedos para mantenerse en el ventriculo durante la extraccion
y en el cambio de jeringa. El llenado y cambio de las jeringas se realiz6 con la
ayuda de un asistente; es decir, cuando una jeringa se llenaba de sangre, se

procedia con el cambio de ésta por una nueva, sin sacar la aguja fija al ventriculo.

Una vez obtenida la muestra (aproximadamente 50 mL) se administrd6 2 mL de
Halatal (20 mg/Kg) para sacrificar el animal. Se dejé coagular la muestra y se
separo0 el suero a 5000 rpm por 15 min a 4°C. Se tomaron alicuotas del suero y se

guardaron a -20°C.

V1.4.4.2. Reconocimiento de rEnoTs por los sueros pre y post-inmune

Para determinar el reconocimiento de rENoTs por los anticuerpos policlonales

generados en el conejo (suero post-inmune) en comparacion con los anticuerpos
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no especificos (suero pre-inmune) se realizo el ensayo de Western Blot o
Inmunoblot con dichos sueros. Para ello se siguid el protocolo de Inmunoblot
(EITB) de la Unidad de Cisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias
Neuroldgicas (INCN) modificado (Gan et al., 2010) para rEnoTs con sueros de

conejo.

Procedimiento del EITB

Los buffer se prepararon de acuerdo al protocolo establecido por el INCN (Anexo
1).
Electroforesis:

e Se prepararon geles desnaturantes (con SDS) de poliacrilamida al 12%.

e Se prepar6 la muestra de rEnoTs con buffer de carga “Sample 2x” en una
proporcion de 1:1 y se procedié a hervir a 95°C por 5 minutos para
desnaturalizar la proteina. Luego se cargaron distintas cantidades de
rEnoTs en los pocillos del gel. Asi mismo se afiadié un marcador de peso
molecular pre-tenido “Dual Color” (BIORAD)

o Se realizo la electroforesis aplicando una corriente constante de 10 mA por
25 minutos hasta que el frente de corrida atravesd linealmente el gel
apilador “stacking gel”, luego se cambid la corriente a 30 mA por 45
minutos hasta que el frente de corrida estuvo a punto de salirse del gel de

resolucion “resolving gel ”, momento en que se detuvo la electroforesis.

Transferencia:
e Una vez terminada la SDS-PAGE, se desmonto la cdmara electroforética y

se retiro el gel.
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En el buffer de transferencia se humedecié el papel Whatman®, y la
membrana de nitrocelulosa se colocd contigua al gel de poliacrilamida,
luego se armo el “sandwich” de transferencia que consistié poner el gel y
la membrana de nitrocelulosa entre dos papel Whatman® humedecidos y
exteriormente dos esponjas absorbentes. Se eliminaron las burbujas que
quedaron atrapadas en el “sandwich” con la ayuda de un rodillo.

En la cdmara se colocé buffer de transferencia refrigerado a 4°C, luego se
procedio con la transferencia a 700 mA por 1 hora y 30 minutos. Durante
el tiempo de transferencia se mantuvo al buffer en una temperatura
homogénea de 16°C con la ayuda de “ice packs”.

Luego de terminar la transferencia se descartd el gel y papel whatman y se
recuperd la membrana nitrocelulosa.

En buffer de PBS + Tween 20 al 0,3% se coloc6 la membrana de
nitrocelulosa y se lavo una vez por 15 minutos. Posteriormente se lavo con

buffer PBS dos veces cada 5 minutos.

Bloqueo e incubacidn con los sueros de conejo (anticuerpos policlonales):

Se coloco la membrana de nitrocelulosa en una placa de Western Blot
nueva y se le afiadié 20 mL de solucion de bloqueo (tween-20 0,3% +
leche descremada al 5% p/v en PBS). Luego se afiadio 40 uL de suero pre
0 post-inmune de conejo para obtener una dilucion final de 1:500 del
suero.

Luego se dejo incubando 3 horas a temperatura ambiente en un shaker con

agitacion moderada.

78



Incubacion con anti IlgG-conejo (anticuerpo secundario):

e Se descarto la solucion de bloqueo con el suero diluido, luego se lavo 3
veces cada 5 minutos con PBS-Tween-20 0,3% para quitar los residuos de
la solucion de bloqueo, con agitacion moderada a temperatura ambiente.

e Se afadié 10ul de anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa HRP
(horseradish peroxidase, GE Healthcare Life Sciences) a la placa
conteniendo 20 mL de PBS-Tween-20 0,3%, de manera que el anticuerpo
secundario se diluyo 1:2000 en la placa. Luego se incubo por 1.5 horas en

shaker con agitacion moderada a temperatura ambiente.

Revelado (precipitacion colorimétrica del DAB):

e El revelado se realizd por precipitacion colorimétrica del DAB mediada
por la peroxidasa HRP. Para ello se retird la solucién con el anticuerpo
conjugado y se lavd 3 veces cada 5 minutos con PBS-Tween-20 0,3% a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavo 2 veces cada 5 minutos con
buffer PBS para eliminar los restos del Tween-20 (inhibidor de la
peroxidasa).

e Se afadié 15 mL de la solucion de revelado DAB (sustrato) sobre la placa
con la membrana y se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se controld la reaccion hasta observar bandas bien definidas en

las membranas.
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e Se detuvo la reaccion descartando el sustrato y lavando las membranas con
agua destilada al menos 2 veces cada 5 minutos. Se dejaron secar las

membranas.

V1.4.4.3. Reactividad del suero anti-rEnoTs con otros antigenos

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos policlonales anti rEnoTs
generados en el conejo post inmunizacion, se realizé un ensayo de ELISA de
rEnoTs comparando las reactividades con otros dos antigenos diferentes: EnoSc,
enolasa nativa de S. cerevisiae (Sigma-Aldrich®) y PZAase, pirazinamidasa
recombinante de M. tuberculosis expresada en el Laboratorio de Bioinformatica y
Biologia Molecular UPCH. Con este objetivo se siguié el protocolo de ELISA

previamente descrito para Catepsina L (40), que se detalla a continuacion:

— Se reparti6 100 uL de solucion del antigeno (1 ng/uL) purificado (100 ng)
resuspendido en buffer carbonato-bicarbonato (0.159% Na,COg3, 0.293%
NaHCOg, pH 9.2) en los pocillos de placas de microtitulacién o de ELISA
y se incubaron por 16 horas a 4°C.

— Se elimind el antigeno remanente por decantacion y se bloguearon los
pocillos con 120 uL de solucién de BSA al 3% (p/v) en PBS. Se incubaron
las microplacas durante una hora a 37°C en cdmara humeda.

— Se lavaron las microplacas tres veces con 200 uL de buffer de lavado PBS-
T (0.05% Tween-20 en PBS) durante 7 minutos en agitacion constante,
mediante un agitador - incubador de placas (SOLD - VWR Incubating

Microplate Shaker).
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— Se afnadio 100 uL de sueros (pre 0 post inmune anti rEnoTs) por triplicado
diluidos 1/1000 en PBS y se incubo a 37°C por una hora en camara
hdmeda.

— Se lavaron tres veces las microplacas con buffer de lavado PBS-T.

— Se afiadio 100 uL de anticuerpo anti-IgG de conejo (Fab especifico, GE
Healthcare Life Sciences) conjugado con HRP a una dilucién 1/10000 en
PBS, y seguidamente se incubo durante 1 hora a 37°C en camara himeda.

— Nuevamente se lavaron tres veces las microplacas con buffer de lavado
PBS-T.

— Se afladié 100 uL de sustrato o-fenilendiamina (OPD), disolviendo una
tableta de 5 mg de OPD en 10 mL de una solucién de sustrato (0.52%
acido citrico y 1.38% Na,HO,) méas 10 uL de perdxido de hidrogeno al
30%, y se dejd reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad.

— Para terminar la reaccion se afiadio 50 uL de una solucion de 0.5 M HCL
(stopping solution)

— Finalmente, se leyeron las absorbancias de las muestras por triplicado en
un lector de ELISA a 490 nm con un filtro a 600 nm, controlando la

temperatura, y se registraron los datos.

V1.4.4.4. Localizaciéon de la enolasa nativa en cisticercos de T. solium

Se evalud la localizacién de la enolasa nativa en las distintas fracciones de los
cisticercos de T. solium mediante Western Blot, utilizando para ello el suero anti

rEnoTs previamente generado en conejo.
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Se modificaron algunas condiciones del protocolo de Western Blot anterior, que

se mencionan a continuacion:

Preparacion de muestra:

e Los cisticercos fueron lavados tres veces con buffer PBS pH 7.4, y a
continuacion se extrajo el contenido liquido de su vesicula mediante
jeringas estériles. Este fluido de cisticerco fue almacenado a 4°C.

e La vesicula del cisticerco remanente fue resuspendida en Binding Buffer
pH 7.4 (Fosfato sodico 20 mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 20 mM) y
almacenada a -70°C. Se le realizo un choque térmico y se le sénico,
obteniéndose asi el extracto de cisticerco. Luego se separaron las
fracciones celulares solubles e insolubles de éste, siguiendo el protocolo
previamente descrito. La fraccion celular insoluble del cisticerco
(membranas) se resuspendio en “Buffer A” pH 7.4 (Fosfato sddico 20
mM, NaCl 0.5 M, Imidazol 20 mM, Urea 8M) y se almaceno a -70°C. La
fraccion celular soluble (citosol) se obtuvo en Binding buffer y se

almaceno a -20°C. Se utiliz6 como control negativo BSA a 30 ng/uL

Electroforesis:
e Se prepar6 la muestra de rEnoTs con buffer de carga “Sample 2x” en una
proporcion de 1:1 (total 20 uL) en condiciones desnaturantes, adicionando
DTT.
Bloqueo e incubacién con el anticuerpo primario:
e La solucién de blogueo contuvo BSA al 3% en PBS (con Tween-20

0,3%).
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e Ladilucion final de los sueros pre y post-inmune de conejo fue 1: 2500.

e Se dejo incubando O/N a 4°C.

Incubacion con el anticuerpo secundario:
e Se afadié anti-1gG de conejo conjugado HRP en una dilucién de 1:5000 y

se incubo por 1.5 horas en agitacion moderada a 37°C

V1.4.5. EVALUACION DE rEnoTs EN EL INMUNODIAGNOSTICO DE
NEUROCISTICERCOSIS HUMANA

V1.4.5.1. Estandarizacién del ensayo de inmunoblot de rEnoTs

Para la estandarizacion del inmunoblot con sueros humanos se parti6 del
protocolo de Inmunoblot (EITB) de La Unidad de Cisticercosis del Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN) y del protocolo utilizado por Gan et

al. (9), modificando las condiciones de estos para obtener resultados 6ptimos.

Se trabajé con el antigeno rEnoTs diluido hasta una concentracién de 50 ng/uL, a
partir del cual se cargaron en el gel de poliacrilamida cantidades que fueron de:
500, 250, 125, 62.50 y 31.25 ng de antigeno. Por su parte el suero humano de
prueba fue un Pool de sueros de pacientes peruanos con NCC proporcionado por
el El Grupo de Trabajo de la Cisticercosis en el PerQ, identificado previamente
como seropositivo en la prueba de EITB-LLGP. A continuacion se detallan los
ensayos de estandarizacion mas representativos donde se modificaron ciertas

condiciones del inmunoblot.

Ensayo de inmunoblot N°01
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En este ensayo se probd el reconocimiento de rEnoTs por el pool + de sueros, con

algunas modificaciones respecto al protocolo original de inmunoblot del INCN.

Condiciones:

Electroforesis: 10 — 30 mA /200 — 240 V x 1 hora

Transferencia: 1 A x 1 hora

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Bloqueo: leche en polvo 5% (marca Gloria) en PBS por 2 horas a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 3 veces

Anticuerpo primario o pool de sueros humanos positivos (+) de NCC:
diluidos 1:500 en PBS, incubados por 3 horas a temperatura ambiente
(TA).

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 3 veces

Anticuerpo secundario (dilucion 1:5000): anti IgG humano conjugado con
HRP diluido 1:5000 en PBS por 2 horas a TA.

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces + PBS x 2 veces

Revelado: DAB sustrato x 10 minutos en oscuridad.

Enjuagado con agua destilada.

Ensayo de inmunoblot N°02

En este experimento se probaron las soluciones de bloqueo BSA al 3% y leche en

polvo al 5%, diluidas en PBS Tween-20 (0.3%).

Condiciones:
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Electroforesis: 10 mA 'y 160V x 30 min + 30 mA 'y 240 V x 30 min
Transferencia: 1 A, 90 V 'y 40 W x 1 hora 10min

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Bloqueo: BSA 3% o leche en polvo 5% (p/v) x 2 horasa TA
Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 3 veces

Anticuerpo primario (dilucién 1:500): pool (+) x 3 horas a TA
Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Anticuerpo secundario (dilucion 1:5000): 1 h 30 mina TA

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces + PBS x 2 veces
Revelado: DAB sustrato x 10 minutos en oscuridad.

Enjuagado con agua destilada.

Ensayo de inmunoblot N°03

En este ensayo se fusionaron los pasos de blogueo e incubacion con el anticuerpo

primario (como el protocolo original del INCN) y se incubaron overnight (O/N).

Se testearon diluciones de 1:500, 1:1000 y 1:4000 del pool (+) de sueros

humanos. Adicionalmente, se aumento el tiempo de incubacion con el conjugado.

Condiciones:

Electroforesis: 10 mA y 160V x 30 min + 30 mA 'y 220 V x 30 min
Transferencia: 1 A, 90 V y 40 W x 1 hora y 10min

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces
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Bloqueo + anticuerpo primario (dilucién 1:500, 1:1000 y 1:4000): leche
5% + pool (+) en PBS Tween-20 (0.3%) por 1 hora a TA y luego O/N a
4°C

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Anticuerpo secundario (dilucion 1:5000): 2 horas a TA

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces + PBS x 2 veces

Revelado: DAB sustrato x 10 minutos en oscuridad.

Enjuagado con agua destilada.

Ensayo de inmunoblot N°04

En este ensayo se modificaron las condiciones de carga de rEnoTs en el gel

desnaturante (con SDS) de poliacrilamida 12%. Se evalu6 la influencia del agente

desnaturante DTT en la electroforesis de rEnoTs, y por lo tanto en su transferencia

hacia la membrana de nitrocelulosa. Se aument6 ligeramente el tiempo de

transferencia.

Condiciones:

Carga de muestra: 250 ng de rEnoTs Hervida y con DTT, solo DTT,
Hervida, sin tratamiento.

Electroforesis: 10 mA y 160V x 30 min + 30 mA 'y 220 V x 30 min
Transferencia: 1 A, 90 Vy 40 W x 1 hora'y 20 min

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Bloqueo + anticuerpo primario (dilucion 1:1000): leche 5% + pool (+) en
PBS Tween-20 (0.3%) por 1 horaa TA y luego O/N a 4°C

Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces
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e Anticuerpo secundario (dilucion 1:5000): 2 horas a TA
e Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces + PBS x 2 veces
e Revelado: DAB sustrato x 10 minutos en oscuridad.

e Enjuagado con agua destilada.

Ensayo de inmunoblot N°05

En este caso se compararon las condiciones de electroforesis nativa y desnaturante

de rEnoTs. Los pasos posteriores se mantuvieron como en el ensayo N°04.

Condiciones:

e PAGE desnaturante: gel de poliacrilamida 12% con SDS, rEnoTs en
Sample 2X con SDS + DTT + hervido.
e PAGE no desnaturante: gel de poliacrilamida 12% sin SDS, rEnoTs en

Sample 2X sin SDS, se homogenizé bien antes de cargar.

V1.4.5.2. Evaluacion de tiras inmunocromatograficas con rEnoTs para el

diagnostico de neurocisticercosis humana

Generacion de tiras inmunocromatograficas de rEnoTs

Una vez estandarizado el ensayo de inmunoblot con el pool (+) de sueros
humanos se procedi6 con la preparacion de tiras inmunocromatogréaficas a partir

del corte de las membranas de nitrocelulosa transferidas con el antigeno rEnoTs.

Para este objetivo se prepararon los geles de poliacrilamida al 12% con un solo
pozo grande, que abarcaba casi todo el gel (120 mm de longitud), y un pozo

pequeiio para el marcador de peso molecular. Luego se procedidé a cargar la
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rEnoTs junto con el Sample 2X, haciéndose el célculo para depositar 500, 250,

125, 62.5y 31.25 ng de rEnoTs.
Se siguid el tratamiento:

+ SDS PAGE: gel de poliacrilamida 12% con SDS, rEnoTs en Sample 2X

con SDS + DTT + hervido.
Posteriormente se realiz6:

» Electroforesis: 10 mA y 160V x 30 min + 30 mA 'y 220 V x 30 min
* Transferencia: 1 A, 90 Vy 40 W x 1 hora 'y 20 min

» Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Una vez obtenidas las membranas de nitrocelulosa transferidas con diferentes
cantidades del antigeno, se procedio a cortarla en tiras de 3 mm de ancho por 60
mm de largo con ayuda de un rodillo especial. Luego estas tiras se colocaron entre

papel Whatman® humedecido con PBS y se guardaron a -20°C.

Sueros de pacientes

Para la evaluacién de rEnoTs en el inmunodiagnéstico de NCC se realiz6 un
ensayo piloto con una muestra de sueros de pacientes peruanos provenientes de la
costa y sierra, donados por ElI Grupo de Trabajo de Cisticercosis en el Peru
radicado en el Instituto Nacional de Ciencias Neurologicas (INCN).
Adicionalmente, se trabajé con sueros de voluntarios extranjeros sanos. La

identificacion, antecedentes e historia de estos sueros se detallan a continuacion:
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Pool (+): Mezcla de sueros de pacientes con NCC de quistes multiples
provenientes de la costa y sierra peruana, identificados como seropositivos
enel EITB-LLGP.

Pool (-): Mezcla de sueros de pacientes peruanos sin NCC, identificados
como seronegativos en el EITB-LLGP.

Codigos 129133, 129135, 129137, 129443 y 129456: Sueros individuales
de pacientes peruanos con NCC de quistes multiples, seropositivos en el
EITB-LLGP, provenientes de la costa y sierra peruana.

Codigos 129120, 129121, 129123, 129124, 129140, 129475, 129487,
129492, 129501 y 129502: Sueros individuales de pacientes peruanos sin
neurocisticercosis, seronegativos en el EITB-LLGP, provenientes de la
costa y sierra peruana.

C y S: Sueros de individuos extranjeros (Reino Unido) sanos y sin

antecedentes de cisticercosis u otras helmintiasis.

Condiciones

Luego de descongelarse las tiras inmunocromatograficas se depositaron en placas

de inmunoblot con canaletas limpias y estériles para los pasos ulteriores. El

volumen final de incubacién fue de 500 uL (capacidad de la canaleta), siendo las

condiciones:

Bloqueo + anticuerpo primario (dilucion 1:500): leche 5% + sueros
diluidos en PBS Tween-20 (0.3%) por 1 horaa TA y luego O/N a 4°C
Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces

Anticuerpo secundario (dilucion 1:5000): 2 horas a TA
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+ Lavado: PBS Tween-20 (0.3%) x 2 veces + PBS x 2 veces

* Revelado: DAB sustrato x 10 minutos en oscuridad.

» Enjuagado con agua destilada.

* Se dejo secar al aire las tiras inmunocromatogréaficas para su posterior

analisis.

Prueba de reaccidn cruzada con otra cestodiasis

Adicionalmente, para evaluar el reconocimiento de rEnoTs por sueros de
pacientes con otras cestodiasis (reaccion cruzada), se incluyo en el andlisis el
suero de un paciente peruano con hidatidosis (donado por el INCN). Se evaluaron
3 cantidades de antigeno (250, 125 y 62.5 ng) siguiendo las mismas condiciones
del ensayo anterior y se compar6 la reactividad con un suero positivo y uno

negativo (en el reconocimiento de rEnoTs).

V1.4.5.3. Reconocimiento de rEnoTs sin desnaturalizar por sueros humanos

mediante ELISA

Para evaluar el reconocimiento de rEnoTs por distintos sueros humanos (NCC +,
NCC - y europeos sanos) en condiciones no desnaturalizantes se realizd un

ensayo de ELISA, siguiendo un protocolo previamente descrito (40):

— Se colocaron 100 ng de rEnoTs resuspendida en buffer carbonato-
bicarbonato pH 9.2 (100 uL) en los pocillos de placas de ELISA y se

incubaron por 16 horas a 4°C.
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Transcurrido este tiempo se eliminG el antigeno remanente por
decantacion y se bloguearon los pocillos con 120 uL de solucion de BSA
al 3% (p/v) en PBS, incubandose por una hora a 37°C en cdmara himeda.
Se lavaron los pocillos tres veces con 200 uL de buffer de lavado PBS-T
durante 6 minutos en agitacion constante.

Se afadieron 100 uL de sueros humanos (Los mismos del Western Blot)
diluidos 1/500 en PBS a los pocillos por triplicado y se incubo a 37°C por
una hora en cdmara himeda.

Se lavaron tres veces las microplacas con buffer de lavado PBS-T.

Se afadi6 100 uL de anticuerpo anti-Human-lgG (Goat IgG, GE
Healthcare Life Sciences) conjugado con HRP a una dilucion 1/10000 en
PBS, y seguidamente se incub6 durante 1 hora a 37°C en camara himeda.
Nuevamente se lavaron tres veces las microplacas con buffer de lavado
PBS-T.

Se afiadi6 100 uL de sustrato OPD y se dejé reaccionar durante 15 minutos
en oscuridad a temperatura ambiente.

Se paro la reaccion afiadiendo 50 uL de una solucion de 0.5 M HCL.

Por altimo, se leyeron las absorbancias de las muestras en un lector de
ELISA a 490 nm con un filtro a 600 nm, controlando la temperatura, y se

registraron los datos.
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V1.5. CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo para la produccion de anticuerpos policlonales anti — rEnoTs en
conejo fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para uso de Animales
(CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), con nimero de

registro SIDISI: 0000063302.

El suero de pacientes con neurocisticercosis y el suero de pacientes controles
fueron provistos por EI Grupo de Trabajo de la Cisticercosis en el Peru a cargo de
Dr. Héctor H. Garcia, guardando estricto anonimato en cuanto a la identidad de

dichos pacientes (codigos encriptados).

VL.6. PLAN DE ANALISIS

V1.6.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
La actividad enzimatica especifica se calculd6 como la pendiente de la grafica A
[PEP] vs A Tiempo, cuyas mediciones fueron por duplicado. Se determind el

indice de correlacion R?,

Para calcular los parametros cinéticos Ky Yy Vmax Se realizd el diagrama
Lineweaber-Burk en base a las inversas (1/V, vs 1/ [2-PGA]) y alternativamente
el diagrama de Eadie-Hofstee (V, vs V,/ [2-PGA]) (89). Asimismo se determino
la constante catalitica (Kca) Y la eficiencia catalitica (kca/Km). Para cada punto de
las gréficas se trabajo con el promedio de dos mediciones y se hallaron las

ecuaciones de las curvas con sus respectivos R®.
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V1.6.2. ENSAYO INMUNOGENICIDAD DE rEnoTs

Se establecid un limite de deteccion (LOD) para el reconocimiento de rEnoTs por
los sueros de los conejos pre y post inmune en base a una serie de diluciones (1/4)
de rEnoTs. La presencia de la banda de rEnoTs (48 kDa) en el Western Blot se

tradujo como reconocimiento.

En reconocimiento de diferentes antigenos por el suero anti-rEnoTs se categorizd
como fuerte, moderado y leve. Por otro lado, el célculo de las medias de las
absorbancias de cada grupo, sus desviaciones estandar y la comparacion de
medias por la prueba de hipoétesis t de Student (o = 0.05) se realizo mediante el
programa estadistico STATA 11.1 (Stata Statistical Software: Release 11.

http://www.stata.com).

VI1.6.3. CALCULO DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL
INMUNODIAGNOSTICO DE NCC CON rEnoTs

La sensibilidad se calculé como el porcentaje de verdaderos positivos cuando la
NCC esta presente, de la siguiente manera:

P
o _ —[’ 0
Sensibilidad = VP T FN * 100%

Donde VP son los verdaderos positivos, es decir los individuos con NCC
detectados por Western Blot, y FN son los falso negativos, es decir los individuos

con NCC no detectados por Western Blot.

Por su parte la especificidad se calculd6 como el porcentaje de verdaderos
negativos cuando los individuos son sanos o no presentan NCC, mediante la

férmula;
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VN
i __ "N o
Especificidad INTFP 100%

Donde VN son los verdaderos negativos, es decir los individuos sanos no
detectados por Western Blot, y FP son los falso positivos, es decir los individuos

sanos detectados como positivos por Western Blot.

En ambos casos, se recurrié a la ayuda de un segundo observador para determinar
la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de banda de rEnoTs (48 kDa) en las
tiras inmunocromatograficas, duplicAndose de esta manera el numero de

observaciones.

Los intervalos de confianza al 95% para la sensibilidad y especificidad se

calcularon mediante el programa STATA 11.1.

V1.6.4. RECONOCIMIENTO DE rEnoTs POR SUEROS HUMANOS EN EL
ENSAYO DE ELISA

El calculo de las medias de las absorbancias de cada grupo, sus desviaciones
estandar y la comparacion de medias por la prueba de hipédtesis t de Student (o =
0.05) se realizd con ayuda del programa STATA 11.1. El limite de deteccion
(Cut-off) para una reaccién positiva se determin6 en base al promedio de las

absorbancias de los pocillos blancos.
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VIl. RESULTADOS

VII.1. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA ENOLASA DE T. solium

VII1.1.1. IDENTIFICACION DEL GEN DE LA ENOLASA DE T. solium

Una vez secuenciado el genoma de T. solium el equipo de bioinformatica de
nuestro laboratorio determind que el marco abierto de lectura (ORF por sus siglas
del inglés Open Reading Frame) para el gen de la enolasa es de 1448 pares de
bases (pb), el cual contiene intrones y exones, mientras que el mMRNA maduro
tiene una longitud de 1302 pb (sin intrones) como se nota en la Figura 12. Por otro
lado la secuencia proteica de la enolasa predicha a partir de la secuencia del

MRNA maduro es de 433 aminoacidos (GenBank Accesion No. KX906690).

ORF: 1448pb
1 500 1,000 1500 2,000 2,500 3,000
8518 5,019 4519 4d19 3,519 3,019 2519
1CDS J2CDS_____ J3CDS |
- . Y

MRNA: 1302pb

r

Enol-F

Figura 12. Representacion esquematica del gen anotado de la enolasa de T.
solium. Los exones (en rojo) que conforman el cDNA del gen de la enolasa, y el
ORF completo se aprecia como una flecha continua (anaranjado). Abajo,

extension del mMRNA maduro del gen de enolasa.

En la Tabla 5 se muestran los contigs y ESTs (acronimo del inglés expressed

sequence tag) del genoma T. solium utilizados por el equipo de bioinformatica en
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la anotacion y las secuencias completas del ORF, mRNA maduro y proteina de la

enolasa.

Tabla 5. Contigs y ESTs utilizados en la anotacion del gen de la enolasa de T.

solium. Secuencias completas del ORF, mMRNA vy proteina. En turquesa se

muestran los intrones del gen y en amarillo los sitios de anclaje de los iniciadores.

Contigs

Contig33992, contig43432

EST

CN653186, CN649593.1

ORF

(1448 pb)

ATGTCCATCCAAAAGATTCATGCTCGTCAGATCTTCGACAGTCGTGGGAATCCCACT
GTTGAGGTTGATCTAACCACTGCCAAGGGAATGTTTCGCGCTGCCGTTCCCTCTGGCG
CCTCCACTGGTGTACACGAAGCGGTTGAACTCCGCGATGGTGACAAAAATGCCTACA
TGGGCAAGGGTGTTCTCAATGCCGTCAAGAACGTCAATGAAGTCATTGCTCCTGCTC
TGCTAAAGGAGAAATTCATCGTCACCGACCAGGAGAAGATCGACGAGTTCATGATC
AGGCTGGATGGATCACCAAACAAAGGTAGTTGGGAAACACTTTGGTAACTTTGATCT
GCCCTTAACTGCTCTCTTGAGACGATCTGACCTTGTTTTTCAGGCAAGCTGGGAGCAA
ACGCCATCTTGGGTGTTTCTCTGGCAGTCTGCAAGGCCGGAGCTGCCGAGAAGGGTG
TTCCCCTCTACCGCCACATTGCTGACTTGGCTGGTAACAAGGACGTCGTCCTTCCTGT
GCCCTCATTTAACGTGCTCAATGGTGGCAGCCATGCTGGGAACAAGCTGGCTATGCA
GGAGTTCATGATTCTTCCCACCGGTGCCAAGAACTTCACAGAAGCCATGAAGATGGG
CACCGAGGTATACCATCATCTCAAGTCCGTTATTAAGGGCAAATACGGTCTGGATGC
CTGTAACGTTGGCGATGAGGGTGGCTTCGCTCCTAACATCCAGGACAATATGGAGGG
TCTTGAGCTCCTCAAGACCGCCATTGACAGGGCAGGCTACACCGGCAAGGTCAAGAT
CGGCATGGATGTGGCCGCCTCTGAATTCTACCAAGACGGGAAGTATAATCTGGACTT
CAAGAATCCCGCTGCGGCTGCGTCTTCCATCGTTCCTGGATCGAAGCTGGCTGAGAT
CTACTTGGAGATGCTTTCCAAATACCCAATTGTCTCCATTGAGGATCCCTTTGATCAA
GATGACTGGGCCGCCTGGACTGCCTTTAACGCCAAGGCTGGGATTCAGGTAATTGGG
CCCCGTTCTGGCTCGTAGGTATGCGTTGAAGTATATAAATATCGCGTTCTTGCCCGCT
TCAGATTGTTGGTGACGATTTGACTGTGACAAACCCCGAGCGTGTACAGCAAGCTAT
CGACAAGAAGGCTTGCAACGCCCTTCTGCTGAAGGTGAATCAGATCGGGTCGGTGAC
GGAGTCTATCAAGGCTTGCAAGATGTCTCGCGCTGCTGGCTGGGGCGTAATGGTGTC
GCACCGCTCAGGTGAAACGGAGGACTCCACAATCGCTGATATCGTTGTCGGTCTCCG
CACCGGACAGATCAAGACTGGTGCGCCATGTCGCTCAGAGCGTCTAGCTAAGTACAA
CCAGCTTCTGCGTATTGAGGAGGAACTTGGTTCTAAGGCCGTCTACGCTGGCGAGCA
CTTCCGCAATCCTTTGTAA

MRNA

(1302 pb)

ATGTCCATCCAAAAGATTCATGCTCGTCAGATCTTCGACAGTCGTGGGAATCCCAC
TGTTGAGGTTGATCTAACCACTGCCAAGGGAATGTTTCGCGCTGCCGTTCCCTCTGGC
GCCTCCACTGGTGTACACGAAGCGGTTGAACTCCGCGATGGTGACAAAAATGCCTAC
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ATGGGCAAGGGTGTTCTCAATGCCGTCAAGAACGTCAATGAAGTCATTGCTCCTGCT
CTGCTAAAGGAGAAATTCATCGTCACCGACCAGGAGAAGATCGACGAGTTCATGATC
AGGCTGGATGGATCACCAAACAAAGGCAAGCTGGGAGCAAACGCCATCTTGGGTGT
TTCTCTGGCAGTCTGCAAGGCCGGAGCTGCCGAGAAGGGTGTTCCCCTCTACCGCCA
CATTGCTGACTTGGCTGGTAACAAGGACGTCGTCCTTCCTGTGCCCTCATTTAACGTG
CTCAATGGTGGCAGCCATGCTGGGAACAAGCTGGCTATGCAGGAGTTCATGATTCTT
CCCACCGGTGCCAAGAACTTCACAGAAGCCATGAAGATGGGCACCGAGGTATACCA
TCATCTCAAGTCCGTTATTAAGGGCAAATACGGTCTGGATGCCTGTAACGTTGGCGA
TGAGGGTGGCTTCGCTCCTAACATCCAGGACAATATGGAGGGTCTTGAGCTCCTCAA
GACCGCCATTGACAGGGCAGGCTACACCGGCAAGGTCAAGATCGGCATGGATGTGG
CCGCCTCTGAATTCTACCAAGACGGGAAGTATAATCTGGACTTCAAGAATCCCGCTG
CGGCTGCGTCTTCCATCGTTCCTGGATCGAAGCTGGCTGAGATCTACTTGGAGATGCT
TTCCAAATACCCAATTGTCTCCATTGAGGATCCCTTTGATCAAGATGACTGGGCCGCC
TGGACTGCCTTTAACGCCAAGGCTGGGATTCAGATTGTTGGTGACGATTTGACTGTG
ACAAACCCCGAGCGTGTACAGCAAGCTATCGACAAGAAGGCTTGCAACGCCCTTCTG
CTGAAGGTGAATCAGATCGGGTCGGTGACGGAGTCTATCAAGGCTTGCAAGATGTCT
CGCGCTGCTGGCTGGGGCGTAATGGTGTCGCACCGCTCAGGTGAAACGGAGGACTCC
ACAATCGCTGATATCGTTGTCGGTCTCCGCACCGGACAGATCAAGACTGGTGCGCCA
TGTCGCTCAGAGCGTCTAGCTAAGTACAACCAGCTTCTGCGTATTGAGGAGGAACTT
GGTTCTAAGGCCGTCTACGCTGGCGAGCACTTCCGCAATCCTTTGTAA

Secuencia

proteica

MSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVELRDGDKNAYM
GKGVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIRLDGSPNKGKLGANAILGVSLAV
CKAGAAEKGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPSFNVLNGGSHAGNKLAMQEFMILPTGAK
NFTEAMKMGTEVYHHLKSVIKGKYGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTAIDRA
GYTGKVKIGMDVAASEFYQDGKYNLDFKNPAAAASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIE
DPFDQDDWAAWTAFNAKAGIQIVGDDLTVTNPERVQQAIDKKACNALLLKVNQIGSVT
ESIKACKMSRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAPCRSERLAKYNQL
LRIEEELGSKAVYAGEHFRNPL

Tamafo

433 aminoacidos

Segun la base de datos GeneDB (http://www.genedb.org/) existen al menos tres

genes de enolasa anotados en el genoma de T. solium, es decir existen 3 isotipos

de enolasa en este parésito: de 431(ID: TsM_000447100), 433 (ID:

TsM_000595600) y 438 (ID: TsM_000578400) aminoacidos; siendo la secuencia

de 433 residuos idéntica a la enolasa reportada en el presente estudio (GenBank

Accesion

No. KX906690), sin embargo esto no ocurre para su secuencia
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nucleotidica (se determinaron 2 SNPs silenciosos al compararla con nuestra
enolasa). Haciendo la comparacion de la secuencia aminoacidica de cada isotipo
de enolasa de T. solium con las secuencias de las enolasas humanas del GenBank,
se determiné que el isotipo de 433 residuos tiene 75% de identidad con la enolasa
alfa humana (ENO1, Accesion No. P06733), disminuyendo este porcentaje
cuando se le comparo con la enolasa beta (ENO3, Accesion No. P13929) y
gamma (ENO2, Accesion No. P09104). Por su parte la enolasas de 431 y 438
aminoacidos se identificaron con ENO2 y ENO3, respectivamente, como se

aprecia en los siguientes cuadros:

Matriz de Porcentaje (%) de Identidad — Clustal Q 2.1
Enolasa T. solium 431 ENO1 ENO2 ENO3
T. solium 431 100.00 70.40 70.63 71.56
ENO1 70.40 100.00 83.41 83.41
ENO2 70.63 83.41 100.00 83.41
ENO3 71.56 83.41 83.41 100.00

Matriz de Porcentaje (%) de Identidad — Clustal Q 2.1
Enolasa T. solium 433 ENO1 ENO2 ENO3
T. solium 433 100.00 75.00 71.76 74.77
ENO1 75.00 100.00 83.41 83.41
ENO2 71.76 83.41 100.00 83.41
ENO3 74.77 83.41 83.41 100.00

Matriz de Porcentaje (%) de Identidad — Clustal Q 2.1
Enolasa T. solium 438 ENO1 ENO2 ENO3
T. solium 438 100.00 65.44 65.21 66.36
ENO1 65.44 100.00 83.41 83.41
ENO2 65.21 83.41 100.00 83.41
ENO3 66.36 83.41 83.41 100.00
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Adicionalmente se compararon los tres subtipos de enolasas de T. solium anotados

hasta el momento.

Matriz de Porcentaje (%) de Identidad — Clustal Q 2.1
Enolasa T. solium 431 T. solium 433 T. solium 438
T. solium 431 100.00 66.36 74.19
T. solium 433 66.36 100.00 66.97
T. solium 438 74.19 66.97 100.00

VIL.1.2. ALINEAMIENTO DE LAS ENOLASAS DE TENIA, CERDO Y
HUMANO

De la comparacion de las enolasas alfa de T. solium, Sus scrofa y Homo sapiens
se pudo hallar un 73% (317/434) de sitios conservados entre las tres secuencias
aminoacidicas, existiendo un mayor grado de identidad entre las secuencias de
cerdo y humano (96.31%), mientras que la secuencia de T. solium fue similar solo
en un 75% y 73.84% con las secuencias de humano y cerdo, respectivamente

(Figura 13).

VII1.1.3. ANALISIS FILOGENETICO DE LA ENOLASA DE T. solium

El arbol filogenético mostro una clara agrupacion de las enolasas de los
platelmintos, formando de esta manera un grupo monofilético distinguible de los
demas organismos (Figura 14). Dicha agrupacién se sustenta bien por el
remuestreo Bootstrapping que se realizé 1000 veces, arrojando una probabilidad
de ocurrencia del nodo de 0.89. El grupo monofilético de los platelmintos, donde
se encuentra la enolasa de T. solium, se encuentra bien diferenciado. Asimismo,
Se puede apreciar claramente una diferenciacién

entre los eucariontes y

procariontes (considerados como grupo externo).
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Adicionalmente, se realiz0 una matriz del porcentaje de identidad entre las
secuencias aminoacidicas de las enolasas evaluadas en base al alineamiento por
Clustal (Anexo 2). Como era de esperarse se observo en la matriz que la secuencia
de la enolasa de T. solium tiene un mayor porcentaje de identidad con la enolasa
de T. asiatica (98.61%), mientras que el menor porcentaje de identidad fue con la

enolasa de Streptococcus pneumoniae (49.30%).

Taenia_solium MSIQKTHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVELRDGDKNAYMGK &0
Human alpha MSILKIHAREIFDSRGNPTVEVDLFTSKGLFRAAVPSGASTGIYEALELRDNDKTRYMGK &0
Sus_scrofa MSILKIHAREIFDSRGNPTVEVDLHTAKGLFRAAVPSGASTGIYEALELRDNDKTRYMGK &0
krkk FEkkEkEakkkddE A Ak AEkEAAAE FadkkikrkrkAkAEAEAAAAAK kK kA AE Kk KAk AK
Taenia_solium GVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIRLDGSPNKGKLGANAILGVSLAVCK 120
Human alpha GVSKAVEHINKTIAPALVSKKLNVTEQEKIDKLMIEMDGTENKSKFGANATILGVSLAVCK 120
Sus_scrofa GVSKAVEHINKT IAPALVSKKLNVVEQEKIDKLMIEMDGTENKSKFGANATILGVSLAVCK 120
kEk sk Kga ks KEkFEEk. ok Kk akFkEkEE .k F .k Fy Kk FaEkEFAEEAFEEEEES
Taenia_solium AGAAEKGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPSFNVLNGGSHAGNKLAMOQEFMILPTGAKNFTE 180
Human_ alpha AGAVEKGVPLYRHIADLAGNSEVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAMOQEFMILPVGAANFRE 180
Sus_scrofa AGAVEKGVPLYRHIADLAGNAEVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAMOQEFMILPVGAETFRE 180
kEkk FrkhkkEkkkkdFEakk Ak k. FEkEkEk,EEF FFEAEA A A AR A E A A AT AEE K F & F
Taenia_solium AMKMGTEVYHHLKSVIKGKYGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTATDRAGYTGKV 240
Human_ alpha AMRIGAEVYHNLEKNVIKEKYGKDATNVGDEGGFAPNILENKEGLELLKTATIGKAGYTDKV 240
Sus_scrofa AMRIGAEVYHNLEKNVIKEKYGKDATNVGDEGGFAPNILENKEALELLKNATGKAGYTDKV 240
khkaakekkdk kk FEkk kEkk dFk FrkrkkEkrkEkhkcEEE .k k FEEEkE KKk Lk FEE FF
Taenia_solium KIGMDVAASEFYQDGKYNLDFKNPAAAASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIEDPFDQD 300
Human_ alpha VIGMDVAASEFFRSGKYDLDFKSPDDPSRYISP-DQLADLYKSFIKDYPVVSIEDPFDQD 299
Sus_scrofa VIGMDVAASEFYRSGKYDLDFKSPDDPSRYISP-DQLADLYKSFIRDYPVVSIEDPFDQD 299
kEFFE I FhE . FEF L hEEE K B * ok akFaak 11 FFiEEEFEEEEFK
Taenia_solium DWAAWTAFNAKAGIQIVGDDLTVINPERVQOATIDKKACNALLLKVNQIGSVTESIKACKM 360
Human_ alpha DWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVINPKRIAKAVNEKSCNCLLLKVNQIGSVTESLQACKL 359
Sus_scrofa DWEAWQKFTGSAGIQVVGDDLTVINPKRISKAVAEKSCNCLLLKVNQIGSVTESLQACKL 359
L *k,,  FEEER TRk F AR K Ky ok, k2 FE KEkFEEkEkkkE Ak AE, . kkF,
Taenia_solium SRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGS 420
Human_ alpha AQANGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGS 419
Sus_scrofa 419

AQSNGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPCRSERLAKYNQILRIEEELGS

1 FEERRAFIAKAFA ATy KAK s FEFF KFF AR A KA AR F R AR IR AR kI KRRk F K

Taenia_solium KAVYAGEHFRNPL-— 433
Human_ alpha KAKFAGRNFRNPLAK 434
Sus_scrofa KAKFAGRNFRNPLAK 434

EE S E T S L

# Matriz de Porcentaje de identidad - Creado por Clustal 2.1

75.00
100.00
96.31

73.84
96.31
100.00

1: Taenia solium 100.00
2: Human alpha 75.00
3: Sus_scrofa 73.84

Figura 13. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las enolasas de T.
solium (GenBank Accesion No. KX906690), S. scrofa (GenBank Accesion No.
XP_005665031) y H. sapiens (GenBank Accesion No. P06733), usando Clustal
W2.1. Se indican los aminoacidos conservados (asteriscos), las sustituciones
conservativas (dos puntos) y las semiconservativas (un punto). En la parte inferior

se muestra el porcentaje de identidad entre las secuencias evaluadas.
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Sus scrofa

56
Bos taurus

Mus musculus
Homo sapiens

100 Salmo salar

Xenopus laevis

38 ﬁ'ji Gallus gallus
44 Python bivittatus
{ Drosophila melanogaster
100 Homarus gammarus
Trichinella spiralis
— 100 Taenia asiatica
100 Taenia solium
i Eukaryotes
Echinococcus granulosus
93 o i(:Fasciola hepatica Plathelminthes
Clonorchis sinensis

93 { Schistosoma japonicum
1 100 Schistosoma bovis
Arabidopsis thaliana

— Saccharomyces cerevisiae

100L——— Candida albicans
Plasmodium falciparum
55 Cryptosporidium parvum
67 Toxoplasma gondii
— Leishmania braziliensis
To0b——— Trypanosoma cruzi h
Mycobacterium tuberculosis
Escherichia coli
100 i Prokaryotes
85 Streptococcus pneumoniae
96 Mycoplasma canis
e

0.1

Figura 14. Arbol filogenético de 30 enolasas de diferentes especies usando el
método de Maximun Likelihood en el programa MEGA v. 6.06. Se indican las
probabilidades de ocurrencia de los nodos en base al remuestreo “Bootstrapping”.
En la parte inferior se muestra la escala de la distancia genética. EI grupo de los
platelmintos, donde se encuentra la enolasa de T. solium, esta indicado en rojo. Se
utilizé las enolasas de los procariontes como grupo externo. ElI nimero de
accesion del GenBank de cada enolasa se menciona a continuacion: Mus
musculus (P17182), Sus scrofa (XP_005665031), Bos taurus (Q9XSJ4), Homo
sapiens (P06733), Trichinella spiralis (Q967U0), Fasciola hepatica (Q27655),
Schistosoma bovis (ACC78611), Schistosoma japonicum (ACV41761),
Saccharomyces cerevisiae (P00924), Leishmania braziliensis (XP_001563419),
Cryptosporidium parvum (Q5CRP8), Toxoplasma gondii (QOUAESG), Plasmodium
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falciparum (Q27727), Escherichia coli (POA6P9), Streptococcus pneumoniae
(Q97QS2), Arabidopsis thaliana (CAA41114), Mycobacterium tuberculosis
(AIB47613), Mycoplasma canis (EIE41107), Trypanosoma cruzi (EKG04398),
Drosophila melanogaster (NP_001162853), Homarus gammarus (1PDY), Gallus
gallus (BAAO07133), Python bivittatus (XP_007441409), Xenopus laevis
(NP_001080346), Clonorchis sinensis  (NP_001187631), Echinococcus
granulosus (ACY30465), Taenia asiatica (ACX56268), Taenia solium
(KX_906690)., Candida albicans (AAA34341) y Salmo salar (CBL79146).

VII1.1.4. DISENO DE INICIADORES PARA LA ENOLASA DE T. solium

Debido a que los iniciadores de la enolasa alfa de T. solium se disefiaron con la
finalidad de afiadir secuencias de restriccion en los extremos de este gen para una
futura clonacion, tuvieron una longitud de 29 pb (el rango recomendado para una
alta especificidad varia entre 18 — 25 pb) motivo por el cual sus Ty, predichas
fueron elevadas (Tabla 6). En este sentido, el iniciador Forward conté con una
cola de nucleétidos (ccatgg) especifica para el reconocimiento por la enzima de
restriccion Ncol, mientras que el Reverse contd con una cola (ctcgag) para la
enzima de restriccion Xhol. Dichas secuencias de restriccién sirvieron para hacer

la ligacion de la enolasa en el plasmido de clonacién y expresion pET-28a(+).

Tabla 6. Disefio de iniciadores Forward y Reverse para el gen de la enolasa

maduro de T. solium. En rojo se muestran las secuencias de restriccion.

. Tm Tamafio
b b 0

Nombre Secuencia (5° > 3°) pb | %GC ©C)| Amplicon
1317 pb (1299
Eno-F [ggccatggGGTCCATCCAAAAGATTCATG (29| 52 79 ob de fraccion
mMRNA + 18 pb

Eno-R |ggctcgagGTACAAAGGATTGCGGAAGTG | 20| 55 | 78 | decolade

iniciadores)
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VII.1.5. ANALISIS DE SECUENCIA DE rEnoTs
Segun el secuenciamiento (MACROGEN) la secuencia nucleotidica de la enolasa

de T. solium amplificada mediante la DNA polimerasa de alta fidelidad y clonada

en el pET28a se muestra a continuacion:

1 ATGGGGTCCA TCCAAAAGAT TCATGCTCGT CAGATCTTCG ACAGTCGTGG GAATCCCACT
61 GTTGAGGTTG ATCTAACCAC TGCCAAGGGA ATGTTTCGCG CTGCCGTTCC CTCTGGCGCC
121 TCCACTGGTG TACACGAAGC GGTTGAACTC CGCGATGGTG ACAAAAATGC CTACATGGGC
181 AAGGGTGTTC TCAATGCCGT CAAGAACGTC AATGAAGTCA TTGCTCCTGC TCTGCTAAAG
241 GAGAAATTCA TCGTCACCGA CCAGGAGAAG ATCGACGAGT TCATGATCAG GCTGGATGGA
301 TCACCAAACA AAGGCAAGCT GGGAGCAAAC GCCATCTTGG GTGTTTCTCT GGCAGTCTGC
361 AAGGCCGGAG CTGCCGAGAA GGGTGTTCCC CTCTACCGCC ACATTGCTGA CTTGGCTGGT
421 AACAAGGACG TCGTCCTTCC TGTGCCCTCA TTTAACGTGC TCAATGGTGG CAGCCATGCT
481 GGGAACAAGC TGGCTATGCA GGAGTTCATG ATTCTTCCCA CCGGTGCCAA GAACTTCACA
541 GAAGCCATGA AGATGGGCAC CGAGGTATAC CATCATCTCA AGTCCGTTAT TAAGGGCAAA
601 TACGGTCTGG ATGCCTGTAA CGTTGGCGAT GAGGGTGGCT TCGCTCCTAA CATCCAGGAC
661 AATATGGAGG GTCTTGAGCT CCTCAAGACC GCCATTGACA GGGCAGGCTA CACCGGCAAG
721 GTCAAGATCG GCATGGATGT GGCCGCCTCT GAATTCTACC AAGACGGGAA GTATAATCTG
781 GACTTCAAGA ATCCCGCTGC GGCTGCGTCT TCCATCGTTC CTGGATCGAA GCTGGCTGAG
841 ATCTACTTGG AGATGCTTTC CAAATACCCA ATTGTCTCCA TTGAGGATCC CTTTGATCAA
901 GATGACTGGG CCGCCTGGAC TGCCTTTAAC GCCAAGGCTG GGATTCAGAT TGTTGGTGAC
961 GATTTGACTG TGACAAACCC CGAGCGTGTA CAGCAAGCTA TCGACAAGAA GGCTTGCAAC
1021 GCCCTTCTGC TGAAGGTGAA TCAGATCGGG TCGGTGACGG AGTCTATCAA GGCTTGCAAG
1081 ATGTCTCGCG CTGCTGGCTG GGGCGTAATG GTGTCGCACC GCTCAGGTGA AACGGAGGAC
1141 TCCACAATCG CTGATATCGT TGTCGGTCTC CGCACCGGAC AGATCAAGAC TGGTGCGCCA
1201 TGTCGCTCAG AGCGTCTAGC TAAGTACAAC CAGCTTCTGC GTATTGAGGA GGAACTTGGT
1261 TCTAAGGCCG TCTACGCTGG CGAGCACTTC CGCAATCCTT TGTACCTCGA GCACCACCAC
1321 CACCACCACT GA
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Es de notar que la secuencia nucleotidica de rEnoTs en el pET28a tiene una
longitud de 1332 pb, ligeramente superior al gen original (1302 pb) debido a la

insercion de secuencias codificantes de Histidinas.

Posteriormente se realiz6 la traduccion in silico de estas secuencias en el servidor
ExPASYy, generandose la correspondiente secuencia aminoacidica de rEnoTs de
443 aminodcidos (incluida la cola de 6 Histidinas) en base al primer marco de
lectura, obteniéndose:

1 MGSIQKIHAR QIFDSRGNPT VEVDLTTAKG MFRAAVPSGA STGVHEAVEL RDGDKNAYMG

61 KGVLNAVKNV NEVIAPALLK EKFIVTDQEK IDEFMIRLDG SPNKGKLGAN AILGVSLAVC
121 KAGAAEKGVP LYRHIADLAG NKDVVLPVPS FNVLNGGSHA GNKLAMQEFM ILPTGAKNET
181 EAMKMGTEVY HHLKSVIKGK YGLDACNVGD EGGFAPNIQD NMEGLELLKT AIDRAGYTGK
241 VKIGMDVAAS EFYQDGKYNL DFKNPAAAAS SIVPGSKLAE IYLEMLSKYP IVSIEDPEDQ
301 DDWAAWTAFN AKAGIQIVGD DLTVITNPERV QQAIDKKACN ALLLKVNQIG SVTESIKACK

361 MSRAAGWGVM VSHRSGETED STIADIVVGL RTGQIKTGAP CRSERLAKYN QLLRIEEELG

421 SKAVYAGEHF RNPLYLEHHH HHH

Adicionalmente se secuencio una enolasa amplificada por la DNA polimerasa
(Taqg) convencional y clonada en pET28a, en cuya secuencia se identificaron dos
mutaciones puntuales generadas por la amplificacion. Estas fueron: 121 T > Cy

748 T - C.

Al hacer la traduccion in silico se aprecid que tales mutaciones generaron dos

sustituciones aminoacidicas: S41P y S250P.

VII1.1.6. PREDICCION DE LAS CARACTERISTICAS DE rEnoTs
Con respecto a los parametros fisicoquimicos de rEnoTs, se predijo que tiene un
peso molecular tedrico de 47. 8 kDa y un punto isoeléctrico (pl) hipotético de

6.55. La formula general de esta proteina en relacion a su composicion atémica
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viene dada por C;113H3372N5000639S18. EN cuanto a su composicion aminoacidica
el aminoacido mas abundante es la Alanina (11.1%) mientras que el mas escaso es
el Triptéfano (0.7%). La vida media estimada de rEnoTs en E. coli, in vivo
(organismo a partir del cual se produce) es de aproximadamente 10 horas.
Ademas, el indice de inestabilidad resulto ser de 32.33, considerandose a rEnoTs
como una proteina estable (indice menor a 40). El indice alifatico, que define el
volumen relativo que ocupan las cadenas laterales alifaticas y que puede
interpretarse como un factor positivo para el aumento de la termoestabilidad de las
proteinas globulares, fue de 87.90, por lo que rEnoTs es termoestable. Finalmente
el promedio de hidropaticidad GRAVY (del ingles Grand average of
hydropathicity), que es la suma de los valores de hidropaticidad (hidrofobicidad o
hidrofilicidad relativa) entre el nUmero de aminoacidos que se encuentran en la
proteina, tuvo un valor de — 0.21, indicando el caracter hidrofilico externo y un

nucleo hidrofébico de rEnoTs en solucién.

Se determinaron los dominios C-terminal y N-terminal asi como los motivos
proteicos mas importantes. En la figura 15 se puede notar en letras rojas los
residuos pertenecientes al dominio N-terminal de rEnoTs, mientras que en letras
negras figuran los residuos pertenecientes al dominio C-terminal. Es de notar que
la firma proteica de la enolasa se encuentra enmarcada en azul, mientras que el
motivo catalitico en verde. La region transmembrana predicha de rEnoTs (ver mas
adelante) se muestra enmarcada en amarillo y los residuos en celeste pertenecen al
motivo interno de reconocimiento del plasmindgeno con su region central en

fucsia. Por su parte, los residuos donadores y aceptores de protones del sitio
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activo de la enolasa (His159, Glul68, Glu211, Lys345, His373 y Lys396) se

encuentran enmarcados en rojo.

1 MGSIQKIHAR QIFDSRGNPT VEVDLTTAKG MEFRAAVPSGA STGVHEAVEL RDGDKNAYMG

61 KGVLNAVKNV NEVIAPALLK EKFIVTDQEK IDEFMIRLDG SPNHGKLGAN ATILGVSLAVC

121 [KAGAAEKGVP LYRHIADLAG NKDVVLPVPS FNVLNGGSEA GNKLAMOEFM ILPTGAKNET
181 EAMKMGTEVY HHLKSVIKGK YGLDACNVGD [EGGFAPNIQD NMEGLELLKT AIDRAGYT[GH|
241 NL DEKNPAAAAS SIVPGSKLAE IYLEMLSKYP IVSIEDPFDQ
301 DDWAAWTAFN AKAGIQIVGD DLTVTNPERV QQAIDKKACN AMBAROIMEIRNANaNE 1 KACK
361 MSRAAGWGVM VSERSGETED STIADIVVGL RTGQITGAP CRSERLAKYN QLLRIEEELG

421 SKAVYAGEHF RNPLYLEHHH HHH

Figura 15. Dominios, motivos y residuos cataliticos predichos para rEnoTs.

El dominio N-terminal de rEnoTs es compartido por la superfamilia de la enolasa
y por otras enzimas con dominios estructurales similares, tales como D-Glucarato
deshidratasas, muconato-lactonizantes, racemasas mandelato, deshidratasas D-
galactonato, O-succinil benzoato sintasas, metil aspartato liasas, entre otras. Estas
enzimas comparten una estructura de dos dominios conteniendo un dominio
tapado (capping domain) y un dominio barril C-terminal. EI dominio N-terminal

forma parte del dominio tapado.

En contraste, el dominio C-terminal de la enolasa se pliega en forma de barril
TIM, el cual es un dominio estructural muy conservado que consiste en ocho
hélices alfa y ocho laminas beta paralelas que se alternan en el esqueleto de la
proteina, que contiene un sitio de unidn a metal. Entre las proteinas que contienen

este dominio se incluyen a las del tipo D-Glucarato deshidratasas.
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VII1.1.7. PREDICCION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE rEnoTs
En base al modelamiento por homologia se determind la estructura tridimensional
de rEnoTs, a partir de la topologia de proteinas cristalizadas y disponibles en el
PDB. De aproximadamente 80 enolasas cristalizadas la estructura proteica
tridimensional con mayor similitud a rEnoTs fue la de cddigo “2psn.1.A”,
correspondiente a una enolasa alfa humana (PDB). De esta manera se utilizé al
molde 2psn.1.A para generar el modelo tridimensional de rEnoTs (rEnoTs 3D), en

donde cada rEnoTs es una subunidad del homodimero (Figura 16).

Sub-unidad A
(rEnoTs 3D)

Sub-unidad B
(rEnoTs 3D)

Figura 16. Modelo 3D de rEnoTs conformando un homodimero (SWISS-
MODEL, Protein Viewer)

Con respecto a la enolasa alfa humana “2psn.1” (molde) esta fue cristalizada con

una resolucion de rayos X de 2.20 A y cuenta con una estructura homodimérica
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(cadena A y B). La cobertura del modelo rEnoTs con respecto a 2psn.1 fue de
0.97, cuyo rango abarco desde el residuo 3 al 434 de un total 443 (rEnoTs). Por
otra parte, la identidad entre las secuencias aminoacidicas de rEnoTs y 2psn.1 fue

del 74.94%.

El Plot de Ramachandran, del caso general (90), para el modelo rEnoTs 3D se
muestra en la Figura 17, donde se aprecia que practicamente todos los residuos
(cruces) se encuentran dentro de las zonas de conformaciones permitidas, salvo el
caso de la Glicina (cuadraditos) que tiene mayor libertad en sus angulos diedros

(D y ), debido a que su grupo R es un atomo de Hidrogeno.

En el analisis del sitio activo de rEnoTs 3D se pudo comprobar gque los principales
donadores y aceptores de protones fueron: Hisl59, Glul68, Glu211, Lys345,
His373 y Lys396, interactuando estrechamente con el sustrato 2-PGA en el centro
catalitico de rEnoTs. A este nivel es notable la cercania del residuo Ser4l,

indicando su rol fundamental en la catalisis enzimatica (Figura 18).

El modelo rEnoTs 3D consta de 2 ligandos Mg*?, uno conformacional y uno
catalitico. El primer ligando Mg*? (conformacional) se encuentra en contacto con
los residuos Q167, D246, E295, D320, K345 y K396, siendo las interacciones
metalicas mas importantes con D246, E295 y D320 (distancia < 2.5 A). Por su
lado, el segundo ligando Mg*? (catalitico) se encuentra vinculado con los residuos
S41, Q167, D320 y K345, siendo la interaccion metalica mas importante con S41

(Figura 19).
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Figura 17. Plot de Ramachandran de rEnoTs 3D. Las areas sombreadas de
amarillo reflejan las conformaciones totalmente permitidas, en celeste las
conformaciones de permisibilidad desfavorable y las areas sin sombrear muestran

las conformaciones no permitidas.

El modelo rEnoTs 3D cuenta con una estructura secundaria donde se pueden
apreciar hélices alfa, hojas Beta, giros B y v y bucles tal y como se muestra en la
Figura 20. ElI molde 2psn.1 cuenta con una conformacion secundaria definida y
anotada a partir de la cual se generd, por alineamiento, el mapa conformacional de
estructuras secundarias de rEnoTs 3D que se muestra Figura 23b, donde ademas

se muestran los residuos que interaccionan con el ion metalico Mg*?.
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Figura 18. Modelamiento del sitio activo de rEnoTs 3D mediante Ligand Explorer
™ Los principales donadores y aceptores de protones se muestran cerca al

sustrato 2- PGA. Es notable la presencia de Ser41l en el centro catalitico.

Figura 19. Interacciones metélicas de los iones Mg*? con los residuos de rEnoTs
en el sitio activo: Izquierda, interacciones de los residuos D246, E295 y D320 con
el Mg*? conformacional (Conf.). Derecha, interaccion del residuo S41 con el

Mg*? catalitico (Cat.). En ambos casos se utilizé el Software Ligand Explorer ™.
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Figura 20. Modelo 3D de rEnoTs mostrando estructuras secundarias: a)

Disposicion espacial, en morado las hélices a, en verde las hojas B y los bucles y

giros como hebras blancas. Nétese que las 2 subunidades adoptan una disposicion

antiparalela. Se indica el sitio catalitico. b) mapa de la estructura secundaria de

rEnoTs 3D: en el alineamiento se aprecian las cadenas idénticas A y B de rEnoTs,

ademas se observan las horquillas Beta (2), y los giros Beta () y Gamma (y). Por

su parte, enmarcados en rojo se muestran los residuos que interactdan con los

iones Mg*?
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VII1.1.8. EVALUACION in silico DE LA rEnoTs MUTANTE

La enolasa de T. solium amplificada con la taq polimerasa convencional conllevo
a la generacion de las mutaciones S41P y S250P en la proteina recombinante
expresada, por lo que en adelante al producto de esta expresion se le denominara
rEnoTs mutante. A continuacion se muestra el analisis, por separado, de cada

mutacion:

La mutacion S41P se produjo en una region de giro Beta (tipo 1). Sin embargo al
comparar los modelos 3D de rEnoTs y rEnoTs mutante aparentemente no se

aprecid una variacion significativa en sus estructuras (Figura 21).

Al analizar mas en detalle la mutacion S41P se pudo apreciar una pequefia
variacion de los angulos diedros @ y v, siendo estos de -102.4° y 74.2°, para el
caso de la SER41; y de -89.8° y 79.3°, para el caso de la PRO41 mutante,
respectivamente (Figura 22). Como se menciond anteriormente el aminoacido
SERA41 esta intimamente ligado al ion Mg*?, ya que se producen interacciones
metalicas entre el carbonilo de su esqueleto peptidico y el hidroxilo de su cadena
lateral con el Mg*? catalitico. Al producirse la mutacién S41P se pierde la
interaccion metalica del hidroxilo con el Mg*? (d = 2.2 A), permaneciendo solo la

del carbonilo (d = 2.4 A), lo que afectaria a la funcionalidad de rEnoTs.
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N-terminal / & C-terminal

Figura 21. Regidn estructural de la mutacién S41P: a) rEnoTs, con residuo SER41

original, b) rEnoTs mutante, con residuo PRO41 mutado.

Por ultimo, la variacion de los angulos diedros @ y y de la mutacion S41P
condujo a una ligera modificacion estructural de rEnoTs mutante con respecto a
rEnoTs, de manera que el bucle donde se encontraba SER41 tuvo un leve
desplazamiento de 0.18 A cuando se mut6é por PRO41. Tal movimiento ocurri6 a

nivel del esqueleto polipeptidico (Figura 23).
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rEnoTs mutante

\

Figura 22. Variacion en los angulos diedros e interacciones metalicas de la
mutacion S41P. a) Interaccion de Mg™ con el C=0 y OH de SER41; h)
Interaccién de Mg*? con C=0 de PROA41.

Por su parte la mutacién S250P se produjo en una region situada entre dos hojas
beta y que formaba un bucle. Aparentemente esta mutacion no afecto la estructura
tridimensional de rEnoTs puesto que no se observd una variacién importante al

comparar las estructuras de rEnoTs y rEnoTs mutante (figura 24).
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rEnoTs mutante

rEnoTs [ |

Figura 23. Desplazamiento del bucle de rEnoTs a nivel del esqueleto polipeptidico
por la mutacion S41P. Se ven los bucles sobrepuestos de rEnoTs (naranja) y

rEnoTs mutante (rojo).

Al realizar el analisis estructural de la mutacion S250P se observo que los angulos
diedros @ y v en dicha posicion experimentaron una ligera variacion de -61.7° y -
27.3°, (SER250) a -59.4° y -24.7° (PRO250), respectivamente. Adicionalmente
se midieron las distancias atémicas entre los iones Mg** y los Oxigenos de los
grupos C=0 y OH de los residuos SER250 y PRO250 (solo C=0), involucrados
en la mutacion S250P. Se pudo determinar que las distancias atomicas estuvieron
por encima del umbral de interacciones metalicas importantes (d < 3.5 A), segun
el programa Ligand Explorer™ (Figura 25). Estos datos nos sugieren que dichas

interacciones metalicas son irrelevantes para la funcionalidad de rEnoTs.

115



d rEnoTs

C-terminal

N-terminal

b rEnoTs mutante

AN

/”/ /\P\R 250 | C-terminal

o

N-terminal

Figura 24. Panorama de la mutacion S250P en la estructura secundaria tipo bucle:
a) rEnoTs, con residuo SER250 original; b) rEnoTs mutante, con residuo PRO250

mutado.

Finalmente se observé una pequefia modificacion estructural debido a la variacion
de los angulos diedros @ y y en la posicion de la mutacion S250P. Esto trajo
como consecuencia que el bucle donde se origind dicha mutacion se desplazara a

penas en 0.16 A a nivel del esqueleto polipeptidico (Figura 26).

116



rEnoTs

GLU251

rEnoTs mutante

ALA248

oy

Figura 25. Variacion en los angulos diedros e interacciones metalicas de la
mutacion S250P. a) Medida de los angulos diedros @ y v y distancia de las
interacciones metalicas entre los iones Mg+2 con los grupos C=0 y OH de
SER250 en rEnoTs; b) Medida de los angulos diedros @ y v y distancia de las
interacciones metéalicas entre los iones Mg+2 con el grupo C=0 de PRO250 en

rEnoTs mutante.
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Figura 26. Desplazamiento del bucle de rEnoTs a nivel del esqueleto polipeptidico
debido a la mutacion S250P. Se muestran las estructuras secundarias sobrepuestas
de rEnoTs (en naranja) y rEnoTs mutante (en rojo).

VII1.1.9. PREDICCION DE REGIONES TRANSMEMBRANA EN rEnoTs

Cuando se hizo la prediccion de las regiones transmembrana de rEnoTs en el
servidor TMpred se determind que probablemente existe una hélice
transmembrana de 18 residuos comprendida entre los residuos Gly105 y Alal22,
con una puntuacion de 813 considerada significativa por el servidor (superior a los
500). Con respecto a su topologia, el centro de esta hélice transmembrana seria la
Vall115, teniendo una orientacion preferente del segmento N-terminal hacia fuera
de la membrana y el C-terminal hacia el interior. En la figura 27 se muestra la
puntuacion por residuo de rEnoTs y se comparan las orientaciones del segmento
N-terminal. Por su parte, con el servidor TopPred 1.10 se determind un segmento

transmembrana putativo (puntuacién 0.763) de 21 residuos, comprendido entre
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Gly105 y Alal25. Asimismo se hall6 la topologia que adoptaria rEnoTs de poseer
esta region transmembrana: el primer segmento abarcaria desde el residuo 1 al
104 y seria extracelular, a continuacion estaria el segmento transmembrana y por

ultimo el segmento citoplasmatico entre los residuos 126 y 443 (Figura 28).

1680 T T T T T T T
H N-terminus

N T
i->o

O=Dd ceeumserssosss

Sea
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-1008

-1508
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-ceoa

-2508

-3000

-35008

-4800

-4500 L 1 1 1 1 1 1 1
a 1] 160 158 f=41] 258 300 350 400 450

# residuo de rEnoTs

Figura 27. Resultados de la prediccion de hélices transmembrana de rEnoTs por
TMpred. Se muestra la puntuacion por residuo. Las lineas punteadas indican la
orientacion de fuera hacia dentro (0 > i) y las lineas continuas de dentro hacia

fuera (i > o) del N-terminal.

VI1.1.10. PREDICCION DE SENAL DE SECRECION EN rEnoTs

Segun la prediccion del servidor SignalP version 4.1 (91), rEnoTs no posee un
péptido sefial o sefial de secrecion en los primeros 70 residuos de su region N-
terminal (zona mas probable de ocurrencia), que puedan enviarla hacia una ruta de

secrecion (dentro de organelas, medio extracelular o hacia membranas celulares),
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ya que su puntacion (0.10) fue inferior al umbral (0.45) de las proteinas con

péptido sefal.

T T T T T T T T
t [
JL'n
R
i
| h
h \ I A
e ‘\ '.‘ || ‘ |‘ ‘I I\‘
k] {1 [ 1 AT i f
3 I I ' | )
3 A AT R T
3 [ \‘ | '\ | I"ﬁ\ || VA
5] / f | N,
-Jat N | R B A AR
2 &y \ " | | | W 1|
T | | Al ‘ | Vo |‘ | | L ‘
v | [V | | LA R S I B
E \‘ / | || I'ﬂ | M |‘ '\ A I\ ‘ | | !
4 ‘ | I \ | YV ad t / | | I
\J | 1/
s AT T VA O A O B
o P O L T R A -
ol Voo |
N ‘| “ | || ‘L\JI ll\ ‘l I“\ |‘
l |
| ‘l“ll | ‘
S0 W '
! ‘ |
[}
Umbral superior |
Umbral inferior ——
Hidrofobicidad ——
1 L 1 L 1 1 1 L
2] 50 160 156 208 250 300 358 408

Secuencia de rEnoTs

Figura 28. Predicciéon de segmento transmembrana de rEnoTs por TopPred 1.10.
Se aprecian los valores de hidrofobicidad por cada residuo. La linea roja superior
denota el umbral para segmentos transmembrana verdaderos, mientras que la linea

verde inferior denota el umbral para segmentos transmembrana putativos.

VI1.1.11. PREDICCION DE EPITOPES DE CELULAS B EN rEnoTs

Los epitopes B lineales o continuos de rEnoTs fueron determinados por el
servidor BepiPred 1.0 (92). Se encontraron un total de 19 conformaciones de
epitopes B lineales a lo largo de toda la secuencia de rEnoTs, que van desde los 2
hasta los 18 residuos de longitud. Adicionalmente, se realiz6 la prediccion de los
epitopes B lineales de la enolasa alfa humana “2psn” con la finalidad de hacer una

comparacion entre los epitopes B lineales del parasito y el hospedero (Figura 29).
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Se observaron algunas variaciones epitopicas en ciertas posiciones del

alineamiento de rEnoTs y 2psn.

rEnoTs MGSTQKTHARQTFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVELRDGDKNAYMG
2psn -MS ILKIHAREIF_DLFTSKGLFRAA_IYEALEL_
Fh KEIEE L FAXKAXFAEEATEEE Kok F s hkF A A A A AL, sk kKA RE wE | FF

TEnoTs KGVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDOEKIDEFMIRLDGSPNKGKLGANAILGVSLAVC
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Figura 29. Comparacion entre los epitopes B lineales de rEnoTs y la enolasa o
humana “2psn”. Se muestra el alineamiento por Clustal Q, en naranja claro se

muestran los epitopes de rEnoTs y en naranja oscuro los de la enolasa o humana.

Por otro lado, los epitopes B conformacionales o discontinuos se predijeron
mediante el servidor DiscoTope 2.0. (93). La puntuacion final de cada residuo se
calcul6 combinando su tendencia epitdpica en su proximidad espacial y sus
nimeros de contactos (nimero de contactos entre el Ca del residuo con los Ca de
otros residuos en un radio de 10A). El umbral de puntuacion fue de -3.7, que
involucra una sensibilidad de 0.47 y una especificidad de 0.75 para la deteccion

de tales epitopes. Se pudieron determinar un total de 20 posibles residuos de

121



epitopes B conformacionales a lo largo de la secuencia de rEnoTs. De manera
complementaria se realizo la prediccion de los epitopes B conformacionales de la
enolasa alfa humana “2psn”, con el objetivo de compararlos con los de rEnoTs
(Figura 30). Se pudo apreciar que 2psn tuvo algunos mas residuos de epitopes B

conformacionales (32 en total) con respecto a rEnoTs.

En la figura 31 se aprecia el modelo dimérico de rEnoTs 3D donde se aprecia que
existen epitopes B conformacionales que se encuentran conformados por residuos
pertenecientes a distintas regiones de su secuencia, es decir que son discontinuos;

por otro lado también existen los que estan conformados por residuos continuos.

rEnoTs MGSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSGASTGVHEAVELRDGDKNAYMG
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Figura 30. Comparacion de los epitopes B conformacionales de rEnoTs con los de
2psn (enolasa a humana). Se realizo el alineamiento por Clustal Q. En amarillo se

muestran los epitopes de rEnoTs y en verde los de la enolasa o humana.

122



Sub-unidad A A7 Sub-unidad B

Figura 31. Epitopes B conformacionales del modelo dimérico de rEnoTs,
predichos mediante DiscoTope 2.0. Se muestran en amarillo los epitopes B
conformacionales, continuos (enmarcado en elipse) o discontinuos (enmarcado en

circulo).

VI1.2. OBTENCION DE LA ENOLASA RECOMBINANTE DE T. solium

VI1.2.1. CLONACION Y EXPRESION DEL GEN DE ENOLASA DE T. solium

VI11.2.1.1. Tamafio del amplicon de la enolasa madura de T. solium

Se determind el tamarfio del amplicon de la enolasa madura de T. solium, es decir
el producto del PCR a partir del cDNA de la enolasa sin intrones (MRNA),
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 32). Para ello se
corrid junto al amplicén el marcador de peso molecular “1 Kb plus DNA Ladder”

de Invitrogen™. Por inspeccion visual se determind que el tamafio aproximado
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del amplicon era de 1350 pb, sin embargo para ser mas exactos se utilizo el factor
de migracion de los &cidos nucleicos estandares del marcador, graficando el
logaritmo de sus pesos moleculares vs la distancia recorrida por estos en el gel.
De esta manera se generd una recta y por interpolacion se determind que el peso
molecular (PM) del amplicon de la enolasa madura de T. solium fue de 1318 pb

(Gréfica 1).
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5000 —>

2000
1650

1000
850

650

500
400

300
200

L

Figura 32. Electroforesis del amplicon de la enolasa de T. solium con y sin
intrones. Se muestra el marcador de DNA 1 Kb plus, con sus pesos moleculares
estandares. La linea punteada muestra el nivel del PM de la enolasa madura (sin

intrones).
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Gréfica 1. Determinacién del peso molecular (PM) del amplicon de la enolasa

madura de T. solium (sin intrones) de acuerdo a su factor de migracion.

VI11.2.1.2. Clonacion del gen maduro de la enolasa de T. solium en E. coli

Luego de determinar el tamafio correcto del amplicon de la enolasa madura
(EnoTs), se digirieron dichos amplicones y el pET-28a(+) con las enzimas Xhol y
Ncol. Tras la digestiobn de EnoTs y pET-28a(+) se ligaron estos productos

generandose el plasmido “pET-28a+EnoTs”, como se diagrama en la Figura 33.

Luego de generarse los plasmidos pET-28a+EnoTs, estos se transformaron por
shock termico a células competentes de E. coli cepa NovaBlue y se sembraron en
placas de agar LB con kanamicina. En la placa solo crecieron las colonias
transformantes puesto que el plasmido pET-28a+ les confiere resistencia
kanamicina. Sin embargo las colonias de E. coli que crecieron en la placa podian
ser transformantes de pET-28a+ o de pET-28a+EnoTs, por lo que se realizo un

PCR colonia del gen de la enolasa de T. solium de varias colonias transformantes
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para comprobar cuéles de ellas tenian el inserto EnoTs (Figura 34). Se observo
que aproximadamente la mitad de las colonias transformantes contenian EnoTs.
Posteriormente se hizo un repique de aquellas colonias transformantes de pET-

28a+EnoTs para la extraccion de sus plasmidos.

Xhol (158)

Ncol (1471)
Wy

pET-28a + EnoTs

(6544 pb)

Figura 33. Diagrama del plasmido pET-28a+EnoTs generado tras la reaccion de

ligacion de EnoTs con pET-28a(+). Este plasmido es de clonacion y expresion

+ 1792545 67 5871910523526+ 2728
= RO OSesSE

1318 pb —> = L a B P

- Y Y

Figura 34. PCR del gen maduro EnoTs de las colonias transformantes de E. coli
(resistentes a Kan). Control positivo de EnoTs (+). Cada nimero representa una
colonia de E. coli diferente.
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Para comprobar la insercion correcta del gen de la enolasa en el pET28a se
realizaron digestiones con las enzimas Xhol y Ncol de los plasmidos pET-
28a+EnoTs extraidos previamente. Se pudo apreciar que un 75% de los plasmidos
pET-28a+EnoTs tenian los tamafios adecuados y el gen EnoTs insertado

correctamente (Figura 35).

colonia 2 colonia 6 colonia 9
A B iE A B CrasMi S A BaNE A SRR C
<— 1500
<— 500

Figura 35. Digestion de plasmidos pET-28a+EnoTs provenientes de colonias
transformantes de E. coli. A, sin digerir; B, digerido con Xhol; C, digerido con
Xhol y Ncol; M: 100 bp DNA ladder (Invitrogen™).

Los plasmidos pET-28a+EnoTs con la correcta insercion de EnoTs se

secuenciaron y transformaron en células E. coli DE3 para expresar la enolasa.

VI11.2.1.3. Transformacioén de células competentes E. coli cepas BL21 y

Rosetta con los plasmidos recombinantes pET-28a+EnoTs

Una vez obtenidos, los plasmidos pET-28a+EnoTs se transformaron en células de
E. coli de las cepas BL21 y Rosetta, obteniéndose colonias transformantes (Figura

36) a partir de las cuales se hicieron las subsiguientes expresiones.
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Figura 36. Colonias E. coli BL21 (DE3) transformantes de pET-28a+EnoTs

VI11.2.1.4. Expresion de la enolasa recombinante de T. solium

A partir de las colonias transformantes con pET-28a+EnoTs se expreso la enolasa
recombinante de T. solium (rEnoTs) a modo de prueba en un pequefio volumen
(2.5 mL) de medio LB e inducida con 1mM de IPTG. La electroforesis de los
extractos crudos de E. coli inducidos y sin inducir con IPTG para la expresion de

rEnoTs se muestran en la Figura 37.

-

Colonia 6 Colonia 9 Colonia 23 M

, b 14_100k0a
NI [ NI [ NIS® I ?’

<«—— 75kDa

”ﬁ «  50kDa

<«—— 37kDa

<«—— 25kDa

Figura 37. Electroforesis de los extractos de diferentes colonias de E. coli BL21
(DEJ) inducida (1) y no inducida (NI) con IPTG para la expresion de rEnoTs. M,
Dual Color Marker (BioRad).
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Tras comprobar la expresion de rEnoTs en E. coli BL21 y Rosetta en un pequefio
volumen de LB, se procedido con la expresion en mayor escala (500 mL),

observandose un crecimiento bacteriano similar al de menor escala.

Luego de la expresion de rEnoTs se procedid a separar la fraccion celular soluble
e insoluble y se corrieron electroforéticamente, comprobandose que la rEnoTs se
expresa basicamente a nivel citoplasmético, es decir que rEnoTs es una proteina

recombinante soluble de un peso cercano a los 50 kDa (Figura 38).

Figura 38. SDS PAGE 12% de las fracciones celulares de expresion de rEnoTs,
clona 9. M: Dual Color marker, 1: no inducido, 2: fraccién inducida insoluble, 3:

fraccion inducida soluble.

VI1.2.2. PURIFICACION Y CONCENTRACION DE rEnoTs
VI1.2.2.1. Purificacion de la enolasa recombinante mediante cromatografia

de afinidad

Para purificar rEnoTs la fraccion celular soluble se paso a través de una columna

de afinidad Ni-IDA. Tras la purificacion se observo en el cromatograma que
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rEnoTs caia a concentraciones de 100 y 300 mM de imidazol, observandose sus

picos caracteristicos (Figura 39). La rEnoTs de la clona 9 se obtuvo en un total de

10 fracciones de purificacion (cada una de ellas de 5mL), 8 de 100 mM y 2 de 300

mM de imidazol. Al realizar un SDS PAGE 12% de las fracciones colectadas de

100 y 300 mM para comprobar la presencia de rEnoTs proveniente de la clona 9

se pudo determinar (por inspeccion visual) un alto grado de pureza en ambas

fracciones, siendo la fraccién de purificacion de 300 mM la de mayor

concentracion (Figura 40).

AU

Muestra total
fraccion soluble
celularclona ©

100mMm

rEn

300mM

Time [minues]

o [T T
a0

Figura 39. Cromatograma de la purificacion de rEnoTs. Se muestran los picos

caracteristicos de la Absorbancia UV (A.U., linea azul) de rEnoTs clona 9 a 100 y

300 mM de imidazol. En rojo se aprecia la conductividad eléctrica constante.

VI1.2.2.2. Concentracion y cuantificacion de la enolasa recombinante de T.

solium

Las fracciones de purificacion de 100 y 300 mM de imidazol se juntaron y se

concentraron en Amicon®. Se obtuvo aproximadamente 10 mL de solucién de
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rEnoTs concentrada en Buffer PBS pH 7.4 y con 2.5 mM de imidazol. Se
cuantifico la concentracion de las rEnoTs provenientes de las clonas 6, 9 (sin
mutaciones) y 23 (con mutaciones S41P y S250P), mediante el método Bradford,

resultando concentraciones de 0.230, 0.960 y 0.470 mg/mL, respectivamente.

rEnoTs 9
rEnoTs 9d

Figura 40. SDS PAGE 12% de las fracciones de purificacion de rEnoTs clona 9.
SI: fraccidn soluble inducida; M: dual color marker, se indica su banda de 50 kDa;
100 y 300 mM: concentracién de imidazol de las fracciones de purificacion;

rEnoTs 9: rEnoTs clona 9 purificada y concentrada; rEnoTs 9d: rEnoTs 9 diluida
10 veces.

VI1.2.2.2. Concentracion y cuantificacion de la enolasa recombinante de T.

solium

Las fracciones de purificacion de 100 y 300 mM de imidazol se juntaron y se
concentraron en Amicon®. Se obtuvo aproximadamente 10 mL de solucién de
rEnoTs concentrada en Buffer PBS pH 7.4 y con 25 mM de imidazol. Se
cuantifico la concentracion de las rEnoTs provenientes de las clonas 6, 9 (sin
mutaciones) y 23 (con mutaciones S41P y S250P), mediante el método Bradford,

resultando concentraciones de 0.230, 0.960 y 0.470 mg/mL, respectivamente.
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VI11.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE rEnoTs

VI1.3.1. CONDICIONES OPTIMAS DE ALMACENAMIENTO DE rEnoTs

En un principio se concentré a rEnoTs en buffer Tris-HCL 15mM pH 7.15,
llevando al imidazol, contenido fracciones de purificacion de rEnoTs, hasta una
concentracion final de 3mM y de esta manera se almaceno a -20°C. Sin embargo
se pudo apreciar precipitacion de rEnoTs cuando se descongelo esta solucion. Por
este motivo se decidié cambiar a buffer PBS pH 7.4 en los siguientes procesos de
concentracion y desalinizacion (disminucion de la concentracién de imidazol)
evaluando distintas temperaturas de almacenamiento para cada fraccion de

imidazol donde se recuper6 a rEnoTs. Tales condiciones se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de almacenamiento a corto plazo de rEnoTs en PBS pH 7.4

Método de Fraccion
S, . Temperatura

desalinizacion imidazol
100mM ~/0°C
m o
(final: 5mM) _2202

AMICON

300mM /0°C
m o
(final: 3mM) -20°C
4°C
-70°C
DIALISIS 100mM -20°C
4°C

Se pudo apreciar que cuando se descongelaba la solucion de rEnoTs (-20 o0 -70°C)
esta se precipitaba en parte, por lo que su concentracion disminuia a lo largo del
tiempo de andlisis. Por su parte en el tratamiento de 4°C hubo ausencia de
precipitacion visible. En cuanto al metodo de desalinizacion se opto por la ultra

centrifugacion en AMICON® puesto que en la didlisis no era posible estimar la
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concentracion de imidazol residual. Cuando se compar6 la conservacion de la
concentracion de rEnoTs en las fracciones de 100mM y 300mM en los primeros
45 dias, se observd una ligera ventaja de la primera sobre la segunda. De esta
manera se determind que las mejores condiciones de almacenamiento a corto
plazo de rEnoTs son a 4°C en buffer PBS pH 7.4 a partir de las fracciones de
100mM de imidazol concentradas por AMICON®. Los siguientes ensayos de

actividad enzimatica se realizaron con rEnoTs proveniente de la clona 9.

VI1.3.2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE rEnoTs

Para determinar la actividad enzimatica de rEnoTs se realizdé una curva de la
concentracion de PEP (uM) por unidad de tiempo (minutos), en condiciones
saturantes de sustrato ([2-PGA] = 4mM). La pendiente de la Gréfica 2 equivale a
la velocidad inicial (Vo), que fue de 30 uM PEP/min. Por su parte, la actividad
enzimatica especifica de rEnoTs fue de 60 U/mg, y se determin6 en base a la
cantidad de proteina utilizada en la reaccion. Cada punto representa el promedio

de dos mediciones.

VO de rEnoTs
60 -

50 -
— 40 - Vo =30 uM PEP/min y = 30x + 1E-14
2 Rz=1
=)
= 30 -
w
a
20 -
10 1 [2-PGA] = 4mM
O T T T 1
0 0.5 1 15 2

Tiempo (min)

Grafica 2. Actividad enzimatica de rEnoTs en saturacion de sustrato ([PGA] = 4mM).
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Adicionalmente, se calcularon estas mismas variables para el caso de rEnoTs
mutante (proveniente de la clona 23, con S41P y S250P), obteniéndose una V, de
0.76 uM PEP/min, mientras que la actividad enzimatica especifica fue de 0.38

U/mg (Gréfica 3).

VO de rEnoTs (mutante)
60 -
50 -
— 40 -
3 V, =0.76 uM PEP/min
= 30 -
[*7]
o
20 A
=0.7633x + 0.028
10 | ¥ o 00557 [2-PGA] = 4mM
A4 A4 a2
0 * A A — A A A—A— A — &= =
0 1 2 3 4
Tiempo (min)

Gréfica 3. Actividad enzimatica de rEnoTs mutante en saturacién de sustrato
([PGA] = 4mM).

VI11.3.3. MEDICION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

Se variaron las concentraciones del sustrato (2-PGA), de 0.1 a 4.0 mM, y se
hallaron sus velocidades iniciales (Vo) respectivas. Los datos de la cinética
enzimatica se tomaron hasta el minuto con cuarenta segundos (1’ 40°’) ya que en
ese lapso de tiempo la pendiente (Vo) se mantenia relativamente constante para las

distintas condiciones de concentracion de 2-PGA (Grafica 4).
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PEP [uM]

V, a diferentes [2-PGA]

15 2
Tiempo (min)

2.5 3

Grafica 4. Velocidad inicial (Vo) de reaccion de rEnoTs a diferentes

concentraciones de 2-PGA. La linea roja denota el punto 6ptimo para tomar las

diferentes Vo.

En base al célculo de las velocidades iniciales (Vo) para cada concentracion de

sustrato [0.1 - 4.0 mM] se hallaron los siguientes datos, los cuales serviran de base

para los graficos posteriores:

[2-PGA] (MM) | Vo (MM.min™) | Vo/[2-PGA] (min™) | 1/[2-PGA] (MM™) | 1/V, (min.mM™)
0.0000 0.0000
0.1000 0.0163 0.1629 10.0000 61.4024
0.2000 0.0191 0.0957 5.0000 52.2739
0.4000 0.0228 0.0571 2.5000 43.8001
0.8000 0.0270 0.0337 1.2500 37.0645
1.0000 0.0289 0.0289 1.0000 34.5447
1.4000 0.0298 0.0213 0.7143 33.5514
4.0000 0.0300 0.0075 0.2500 33.3333
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Se graficaron las velocidades iniciales V, respecto a sus concentraciones de
sustrato 2-PGA. De esta manera se pudo determinar que rEnoTs sigue una tipica

cinética de Michaelis-Menten (Grafica 5).

Cinética Enzimatica
0.035
V..

0.030

L 4

0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

Velocidad inicial, Vo mM/min)

0.000
00 K o5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0
Concentracion de sustrato, [2-PGA] (mM)

Gréfica 5. Cinética enzimatica Michaeliana de rEnoTs. K, representa la
concentracion del sustrato 2-PGA con la cual se ha alcanzado una velocidad de

reaccion enzimatica igual a la mitad de la velocidad méaxima (Vmax).

El diagrama de Lineweaber-Burk en base a las inversas de Vyy 2-PGA (Gréfica 6)
sirvio para determinar los parametros cinéticos Kn Y Vmax que resultaron ser de

0.091 mM y 0.030 mM PEP / min, respectivamente.

Para complementar, se calcularon el Ky Yy Vmax en base al Plot de Eaddie-Hofstee
(Grafica 7). De la grafica se determin0 que el K, fue de 0.097 mM, mientras que

la Vmax resulto ser de 0.031 mM PEP / min.
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Plot de Lineweaber-Burk

70.0 4

60.0 - T

K, =0.091mM "y =3.0407x+ 33.284
V ayx = 0.030mM PEP/min 50.0 - el RZ = 0.9503

1/Vo
&

400

ot \

’,x" 20.0 4
'1/Km ,,"“ 1/Vrnax

\ 100 -

00
r T T (SRS, T T 1

-15.0 -10.0 -5.0 0.0 5.0 10.0 15.0
1/[2-PGA]

\,

Gréfica 6. Plot de Lineweaber-Burk. Se muestra la ecuacion de la recta y R?. La
intercepcion con el eje Y representa a 1/Vmax Y la prolongacion de la curva hasta

el eje X representaa -1/Kp,.

Plot de Eaddie-Hofstee

0.035
L K, =0.097mM
0.030 ~9._# Vinax = 0.031 mM PEP/min

0.025 el y =-0.0972x+ 0.0305

A R*=0.9178
0.020 - A

Vo
’
’
I

0.015 - Pendiente = - K, ! ~~
0.010 - A

0.005 -~ T

0.000 T T T T T T 1
0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000 0.2500 0.3000 0.3500

Vo/[2-PGA]

Grafica 7. Plot de Eaddie-Hofstee. Se muestra la ecuacién de la recta y R? La
intercepcion con el eje Y representa a Vmax, mientras que la pendiente de la curva

representa a - Ky,

137



Los siguientes pardmetros cinéticos fueron calculados a partir de los datos
generados por la grafica de Lineweaber-Burk, es decir K, = 0.091 mM y Vax =
0.030 mM PEP / min, puesto que su indice de correlacién fue mayor (R =
0.9503). Considerando que la concentracion de rEnoTs ([rEnoTs]) en 1mL
(volumen de la reaccién) fue igual a 10 uM, se calculé la constante catalitica Kea
0 numero de recambio a partir del cociente de Vmax/ [FENOTS], resultando ser de
3004.447 min 0 50.074 s™. Finalmente, conocidos los parametros Kest Y K se
pudo evaluar la eficiencia catalitica de rEnoTs mediante que el cociente Kea/Knm

que resulto ser de 5.503 x 10° Ms™.

En general, tanto la actividad enzimatica como los pardmetros cinéticos
calculados para rEnoTs son comparables con las de distintas enolasas listadas en

la tabla 2.

VIL.4. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE rEnoTs

VIl.4.1. RECONOCIMIENTO DE rEnoTs POR LOS SUEROS PRE Y POST-
INMUNE DE CONEJO

Mediante el ensayo de Inmunoblot o Western Blot se pudo determinar la
reactividad del suero de conejo post inmune con la enolasa recombinante de T.
solium. En la figura 41 se puede observar el reconocimiento de rEnoTs (banda de
aproximadamente 47 kDa) por parte los anticuerpos policlonales generados en el

animal inmunizado luego de las 4 dosis de esta proteina.

En el ensayo de Inmunoblot se evaluaron diferentes cantidades de rEnoTs, que
variaron desde los 200 ng hasta los 12.5 ng de proteina por pocillo, siendo 50 ng

la cantidad minima de proteina que pudo ser detectada por el suero del conejo
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inmunizado para las condiciones dadas. Por otro lado, se observo que no existe

reconocimiento de rEnoTs por el suero del animal no inmunizado.

200 50 12 200 50 12 (ng)
100 kDa
75 kDa
50 kDa | - e
37 kDa
Suero post-inmune Suero pre-inmune

Figura 41. Ensayo de Western Blot de rEnoTs. M: marcador Dual Color
(BIORAD); Pozos 1, 2 y 3: diferentes cantidades de rEnoTs en nanogramos (ng)
incubadas con suero de conejo inmunizado con rEnoTs (Dilucion: 1/500); Pozos
4,5,y 6: el mismo arreglo previo incubado con suero de conejo no inmunizado
(Dilucion: 1/500).

De esta manera se pudo determinar que rEnoTs es una proteina inmunogénica
capaz de levantar una respuesta inmune humoral en el conejo luego de su

aplicacion sistematica en 4 dosis repetitivas.

VIil.4.2. REACTIVIDAD DEL SUERO ANTI-rEnoTs FRENTE A OTROS
ANTIGENOS

Al evaluar la reactividad de los anticuerpos policlonales de conejo anti-rEnoTs
(suero Post-inmune) frente a la pirazinamidasa de M. tuberculosis (PZAase) y la
enolasa nativa de S. cerevisiae (EnoSc) en comparacién con rEnoTs se encontro
una clara diferencia en el reconocimiento. Siendo el reconocimiento del suero

anti-rEnoTs fuerte para rEnoTs, moderado para EnoSc y leve o nulo para PZAase.
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Se hallaron diferencias significativas (P < 0.05) entre el reconocimiento de
PZAase con EnoSc y rEnoTs, y de EnoSc en comparacion con rEnoTs (Gréfica
8). Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre el
reconocimiento de los sueros Pre y Post-inmune por los antigenos rEnoTs y

EnoSc pero no por PZAase.

Reactividad del suero anti rEnoTs frente a otros antigenos

*

3.5000 - f !

3.0000 -

2.5000 -

2.0000 - f 1 M Post-Inmune

1.5000 - M Pre-Inmune

DO 490 nm

1.0000 -

0.5000 - * *

0.0000 -j

PZAase EnoSc rEnoTs

Antigeno

Gréfica 8. Reactividad de los anticuerpos policlonales de conejo anti rEnoTs
(Post-inmune) frente a tres antigenos diferentes en comparacion con el suero Pre-
inmune. Se muestran las desviaciones estdndar en cada grupo. Los asteriscos
sobre las barras denotan diferencias significativas (P < 0.05) entre el
reconocimiento de los grupos Pre y Post-inmune por su antigeno. Adicionalmente,
se muestran las diferencias significativas entre el reconocimiento de los antigenos
por el suero Post-inmune mediante asteriscos sobre lineas horizontales. PZAase,
pirazinamidasa recombinante de M. tuberculosis; EnoSc, enolasa nativa de S.
cerevisiae (Sigma-Aldrich®); rEnoTs, enolasa recombinante de T. solium. La

Densidad Optica (DO) del lector de ELISA fue 490 nm y la temperatura 23.3°C.
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VI1.4.3. LOCALIZACION DE LA ENOLASA NATIVA EN CISTICERCOS

Los anticuerpos anti rEnoTs generados en el conejo inmunizado reaccionaron con
el control positivo, que en este caso fue rEnoTs expresada en E. coli (fraccion
entera), y no con el control negativo de BSA (300 ng), por lo que se deduce que
los anticuerpos generados en conejo son especificos para rEnoTs. La ausencia de
anticuerpos anti rEnoTs en el suero del conejo pre inmune se pudo evidenciar por
la falta de reaccion con las distintas muestras (figura 42). Por otro lado, los
anticuerpos anti rEnoTs pudieron reconocer a la enolasa nativa del cisticerco de T.
solium en las diferentes fracciones evaluadas, como un banda de
aproximadamente 47 kDa, cuyo tamafio coincidio con el de rEnoTs expresada en
E. coli, confirmando su especificidad. Segln estos resultados la enolasa nativa del
cisticerco de T. solium se estaria expresando a nivel de citosol y membrana

celular; y a nivel del fluido vesicular, como productos de excrecion y secrecion.

1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5
100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

Suero pre-inmune Suero post-inmune

Figura 42. Localizacion de la enolasa nativa en cisticercos de T. solium. 1: BSA
(300 ng). 2: rEnoTs expresada en E. coli sin purificar. 3: Sobrenadante de extracto
de cisticerco de T. solium luego del sonicado y centrifugado (Fraccion celular
soluble). 4: Pellet de extracto de cisticerco (resuspendido en Urea 8M) luego del
sonicado y centrifugado (Fraccién celular insoluble). 5: Fluido de cisticerco. M:
Dual Color Marker.
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VIL.5. EVALUACION DE rEnoTs EN EL INMUNODIAGNOSTICO DE

NEUROCISTICERCOSIS HUMANA

VI1.5.1. ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE INMUNOBLOT DE rEnoTs
CON SUEROS HUMANGOS.

VI11.5.1.1. Ensayo de inmunoblot N°01

Mediante este ensayo se comprobé la reproducibilidad del ensayo de inmunoblot
en nuestro laboratorio, siguiendo el protocolo (con ciertas modificaciones) del
INCN. Por otro lado se comprobd el reconocimiento del antigeno rEnoTs por el

pool (+) de sueros de pacientes con neurocisticercosis.

VI11.5.1.2. Ensayo de inmunoblot N°02

Con este ensayo se determin6 que las soluciones de BSA al 3% y leche en polvo
al 5% (marca Gloria) en PBS Tween-20 (0.3%) son igual de efectivas para
bloquear las membranas de nitrocelulosa transferidas con rEnoTs. No se observd

ruido de fondo.

VI11.5.1.3. Ensayo de inmunoblot N°03

En esta prueba se optimizo el reconocimiento del antigeno rEnoTs por los sueros
de humanos con NCC, lo que se vio reflejado en una banda especifica mas nitida.
Este resultado también puede haber estado influenciado por el mayor tiempo de
exposicion al anticuerpo secundario conjugado. Cuando se compararon las
diluciones se observo que la dilucion de 1:4000 producia una reactividad muy

baja (bandas tenues), mientras que la de 1:1000 y 1:500 resultaron ser adecuadas.

142



VI11.5.1.4. Ensayo de inmunoblot N°04

Mediante este ensayo se determiné que se da un mejor reconocimiento de rEnoTs
por los anticuerpos del suero de pacientes con NCC cuando ésta se encuentra
desnaturalizada por accién del agente caotrépico DTT. Asimismo se observo que
el hervir la solucion de rEnoTs con el buffer de carga Sample 2X, contribuye a su

desnaturalizacion (Figura 43)

100 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

Figura 43. Ensayo de inmunoblot de rEnoTs (250ng) con un pool de sueros
positivos de NCC (dilucién 1:1000). Linea 1: antigeno hervido y con DTT; linea
2: antigeno con DTT; line 3: antigeno hervido; y linea 4: antigeno sin tratamiento.
M: Dual Color Marker (BioRad).

V11.5.1.5. Ensayo de inmunoblot N°05

En este ensayo adicional se pudo apreciar una electroforesis mas uniforme en el
PAGE desnaturante respecto al PAGE no desnaturante, lo que se manifesto en una
mejor transferencia de rEnoTs. Como se aprecia en la Figura 44, rEnoTs se
encuentra como una banda mas definida en el PAGE desnaturante, mientras que

en su contraparte se aprecia unas bandas difusas correspondientes a rEnoTs
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ademas de ruido de fondo. Es de notar que el patron de migracion de rEnoTs varia

entre ambas condiciones.

M 1 2 3 4 1 2 3 4
100 kDa 100 kDa

75 kDa
75 kDa

50 kDa —_—
50 kDa

25 kDa

PAGE desnaturante PAGE no desnaturante

Figura 44. Ensayo de inmunoblot de rEnoTs con un pool de sueros positivos de
NCC en condiciones desnaturantes y no desnaturantes. Linea 1: 250 ng de
rEnoTs; linea 2: 125 ng de rEnoTs; line 3: 62.5 ng de rEnoTs; y linea 4: 31.25 ng
de rEnoTs. M: Dual Color Marker (BioRad).

Luego de evaluar los ensayos previos se optd por seguir con las condiciones del
ensayo N°03 (dilucién de los sueros 1:500) para los ensayos posteriores con las
tiras inmunocromatograficas. La figura 45 muestra el ensayo de inmunoblot con
sueros humanos positivos de NCC estandarizado para rEnoTs, se aprecia que el
limite de deteccion (LOD) de los anticuerpos es de 62.5 ng de rEnoTs bajo estas

condiciones.
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A

Figura 45. Inmunoblot de rEnoTs estandarizado con un pool de sueros positivos
de NCC. Se evaltan distintas cantidades de rEnoTs (en nanogramos). M: Dual
Color Marker (BioRad).

VII.5.2. EVALUACION DE TIRAS INMUNOCROMATOGRAFICAS CON
rEnoTs PARA EL DIAGNOSTICO DE NEUROCISTICERCOSIS HUMANA
VI1.5.2.1. Ensayo piloto de inmunodiagnostico de NCC con sueros de

pacientes peruanos

Tras evaluar distintas cantidades de antigeno se optd por trabajar con 125 ng de
rEnoTs, puesto que el reconocimiento de rEnoTs por los sueros positivos fue
optimo. En estas condiciones se hall6 que todos los sueros positivos de
neurocisticercosis reconocieron al antigeno, resultando en una alta sensibilidad de
100% (10 de 10; IC: 95% [100%]). Por otro lado, se evidencio una apreciable
reaccion cruzada debido a que la mayoria de sueros negativos de
neurocisticercosis reaccionaron con rEnoTs, es decir fueron falsos positivos,
resultando en una baja especificidad de 35% (7 de 20; IC: 95% [15.06% -

54.94%]).
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Asimismo, se pudo apreciar un reconocimiento diferencial por el antigeno, que se

tradujo como bandas de distinta intensidad (Figura 46).

rEnoTs 125 n rEnoTs 125 ng =

LA

f— 3

b 1 50 G B R
Sueros individuales NCC (+) Sueros individuales NCC (-)

Figura 46. Western Blot de tiras inmunocromatograficas con rEnoTs (125 ng)
enfrentadas a sueros de pacientes con NCC (+) y sin NCC (-). La presencia de la

banda parda revela el reconocimiento de rEnoTs por los anticuerpos del suero.

VI11.5.2.2. Evaluacion del inmunodiagnéstico de NCC con sueros peruanos y

extranjeros

En este ensayo se evaluaron 250, 125, 62.5 y 31.25 ng de rEnoTs. Al comparar el
reconocimiento del pool de sueros de pacientes peruanos positivos de NCC con el
de los sueros de individuos extranjeros sanos por rEnoTs no se aprecid reaccion
alguna de estos ultimos (0/2) para cualquiera de las cantidades evaluadas del

antigeno, resultando ser negativos para esta prueba (Figura 47).
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Al igual que en el caso anterior, se determind que utilizando 125 ng de rEnoTs se

obtiene una mejor resolucion del ensayo.
V11.5.2.3. Prueba de reaccién cruzada con otra cestodiasis

La prueba de reaccion cruzada con un suero de hidatidosis dio positiva, es decir
que rEnoTs esta siendo reconocida como antigeno por los anticuerpos generados
en el suero de un paciente con hidatidosis. Para este caso, al igual que en el
anterior, el LOD de rEnoTs resulto ser de 62.5 ng. Para hacer la comparacion en
esta prueba se utilizé como control negativo el suero de un paciente sano que en el
ensayo anterior no habia reaccionado con rEnoTs, mientras que el control positivo

fue el pool de sueros de pacientes peruanos positivos de NCC (Figura 48).

250 125 625 31.25 (ng) 250 125 625 3125
] mmm — - Jr— ==-:-= ——
|
| |
| 1‘ !
| | r
f ! | ‘ ! :
f | | '[
+cl o+c| +c +cC +|s +s| +{ sk | +Bs

Figura 47. Western Blot de tiras inmunocromatograficas con diferentes cantidades
de rEnoTs (250, 125, 62.5 y 31.25 ng) enfrentadas a un pool de sueros de
pacientes peruanos positivos de NCC (+) y sueros individuales de voluntarios

extranjeros sanos (S y C).
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Figura 48. Prueba de reaccion cruzada de rEnoTs con hidatidosis. NCC (+), pool
de sueros positivos de NCC; NCC (-), suero no reactivo de un paciente peruano
sano; Hidatidosis (+), suero de un paciente con hidatidosis. Se muestran las
cantidades de rEnoTs evaluadas (en nanogramos). M: Dual Color Marker
(BioRad).

VII1.5.3. RECONOCIMIENTO DE rEnoTs SIN DESNATURALIZAR POR
SUEROS HUMANOS MEDIANTE ELISA

Se observd que los sueros humanos de los tres grupos (NCC +, NCC -y
europeos) reconocieron al antigeno rEnoTs sin desnaturalizar en el ensayo de
ELISA. Todas las reacciones fueron positivas considerando que superaron el
limite de detecciéon (Cut-off = 0.1) calculado como el promedio de los pocillos

blancos (Gréfica 9).

Cuando se realizaron las pruebas de hipdtesis t de Student para comparar las
medias (de a pares) de los grupos, no se hallaron diferencias significativas entre

ninguno de ellos (P > 0.05).
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El patron de reconocimiento de los grupos de sueros humanos por rEnoTs en el

ensayo de ELISA fue distinto al de la prueba de Western Blot.

Reactividad de rEnoTs con sueros humanos en ELISA

2.5

DO 490 nm
-
(0a]

=

0.5

Gréfica 9. Reactividad de distintos grupos de sueros humanos frente a la enolasa
recombinante de T. solium expresada en E. coli (rEnoTs). NCC (+): sueros
humanos positivos en el LLGP-EITB, NCC (-): sueros humanos negativos en el
LLGP-EITB, European: sueros de individuos europeos sin antecedentes de
cestodiasis. Cada barra representa el promedio de la reactividad de un suero
individual con su respectiva desviacion estandar. La linea punteada es el limite
para la reaccion positiva (Cut-Off = 0.1). No existen diferencias significativas
entre las medias de los tres grupos (P > 0.05). La Densidad Optica (DO) del lector
de ELISA fue 490 nm y la temperatura 23.9°C.
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VIII. DISCUSION
En el presente estudio se obtuvo por primera vez a la enolasa recombinante del
metacestodo de T. solium (rEnoTs), se le caracterizO enziméaticamente y se le
evalu6 como antigeno de inmunodiagnéstico de neurocisticercosis humana.
Ademas, rEnoTs mostrd actividad enzimética, inmunogenicidad y propiedades

antigénicas para el diagnostico de neurocisticercosis humana.

La enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidrolasa) es wuna importante enzima
multifuncional que participa en la glucolisis y que ademas desempefia papeles
importantes en el espacio intracelular y extracelular, tales como la regulacion
transcripcional, la apoptosis, el crecimiento, motilidad celular y funciones
estructurales (94, 73). Adicionalmente, la enolasa es un factor de invasion tisular
comdn en muchos patdgenos, por su union al sistema plasmina/plasminogeno
(12), es ubicua y altamente conservada en muchas especies (procariotas y
eucariotas) (57, 9). Estudios recientes han reportado enolasas recombinantes de
otros ténidos como Taenia pisiformis (95), Taenia multiceps (96) y Taenia

asiatica (49), pero no en Taenia solium.

VIII.1. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA ENOLASA DE T. solium

El modelamiento por homologia confirmo el subtipo al que pertenece rEnoTs
puesto que la estructura proteica cristalizada mas afin a rEnoTs fue la enolasa
humana del tipo alfa (PDB: 2psn) cuyo porcentaje de identidad a rEnoTs fue

similar al obtenido con ENO1.

La interrogante sobre si la enolasa se manifiesta como un monémero, dimero u

octamero a nivel de superficie celular no se ha esclarecido. Por lo general las alfa
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enolasas eucariontes han sido caracterizadas como dimeros (57), en contraste
ciertas eubacterias como Bacillus subtilis, Themotoga maritima y Zymomonas
mobilis expresan su alfa enolasa en forma de octamero (97, 98, 99). En el caso de
Streptococcus pneumoniae se ha determinado que su alfa enolasa se puede estar
expresando en forma de octamero a nivel de membrana celular o citoplasma,
manteniendo la estructura dimérica fundamental para la actividad en 4 grupos
(55). Se ha manifestado que la actividad glucolitica de la enolasa a nivel de
superficie celular no es trascendente, debido a que en este nivel su funcién
principal es la de ser receptor de plasmindgeno (75, 55), por lo que pueden
exponer determinantes antigénicos distintos a su contraparte funcional. En
contraposicion, se ha propuesto que la enolasa de la bacteria Borrelia burgdorferi
se expresa a nivel de superficie celular y mantiene su actividad catalitica (100).
Por otro lado, en el caso de la enolasa alfa humana se ha sugerido que es
importante que se mantenga la conformacién dimérica (necesaria para su
actividad glucolitica) a nivel de superficie puesto que dicha conformacion facilita

la exposicion de un segundo motivo de union a plasminogeno (101).

El andlisis filogenético de la enolasa alfa de T. solium mostré claramente que ésta
forma parte del grupo monofilético de los platelmintos (T. asiatica, E. granulosus,
F. hepatica, C. sinensis S. japonicum y S. bovis), cuyo nodo se sustenta
robustamente por una probabilidad de ocurrencia de 0.91, teniendo mayor
similitud con las enolasas de los cestodos T. asiatica y E. granulosus. Por otra
parte, el porcentaje de identidad respecto a las secuencias aminoacidicas de las
demas enolasas evaluadas vario entre 45.1 — 98.6%, rango que coincide con el

reportado por Pancholi (57), el cual estuvo entre 40 — 90%.
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El modelamiento estructural de rEnoTs predijo una conformacion homodimérica
con sitios de unién a Mg en el sitio activo, estas involucraron las interacciones
entre los residuos D246, D320 y E295 con el Mg*? conformacional, mientras que
el residuo S41 con el Mg*? catalitico. Esta Gltima interaccién es muy importante
para la actividad catalitica de la enolasa de T. solium (102), puesto que se

comprob6 que la mutacién S41P en rEnoTs causo la pérdida de su actividad.

Los estudios del Plot de Ramachandran de la Prolina que se encuentran

disponibles en el servidor Kinemage (http://kinemage.biochem.duke.edu/), han

ayudado a determinar zonas de permisividad de los angulos diedros @ y y bien
definidos (103). Si bien la mutacién S41P de rEnoTs involucra un cambio de
permisibilidad desfavorable de -102.4° a -89.8° a nivel del angulo ®, no llega a
desestabilizar la estructura proteica por encontrarse en una region de bucle o giro
con mayor grado de libertad. En consecuencia, la marcada disminucién de la
funcionalidad hallada en rEnoTs mutante es atribuida a la pérdida de la
interaccion metalica del hidroxilo (presente en la Serina pero no en la Prolina) con

el Mg*? catalitico, lo que impediria el cierre del sitio activo (57).

Ademas de su localizacion citoplasmatica, donde desempefia su rol funcional
principal, ya sea como dimero u octamero, (104, 55), la enolasa también se
expresa a nivel de membrana plasmatica, por algin mecanismo desconocido
subyacente (9), donde participa en diversos procesos de interaccion con sus
receptores, como la migracion celular, invasion tisular, respuesta inmune vy

activacion del sistema plasminogeno/plasmina del hospedero (105, 106).
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No esta claro como la enolasa es exportada hacia la superficie celular. La ausencia
de péptido sefial, corroborada en nuestro estudio, indica que la enolasa no pasa a
través del reticulo endopldsmico, no obstante se ha sugerido que la enolasa
ingresa a la ruta secretoria clasica a través de un mecanismo no identificado (107,
73). Del mismo modo se requiere verificar si otros mecanismos como la posesion
de dominios hidrofobicos, acetilacion postranscripcional o la fosforilacion juegan
un rol en la asociacion a membrana o en la expresion superficial de la enolasa
citoplasmatica (108, 109). En el presente estudio se encontré6 que rEnoTs posee
una region transmembrana probable de 21 aminoacidos

(*®GKLGANAILGVSLAVCKAGAA'), aunque de baja puntuacion, siendo el

104 126

dominio N terminal (Met! — Lys'®) extracelular y el dominio C terminal (Glu

His***) citoplasmatico.

Dadas estas caracteristicas de rEnoTs seria dificil ubicarla en el sistema de
clasificacion de proteinas transmembrana clasico (Tipo I, II, Il y 1V). Las
proteinas de membrana del tipo 1 tienen el extremo N terminal hacia el exterior de
la membrana, mientras que el C terminal hacia el interior; todo contrario ocurre en
las del tipo 2 (67), por lo que rEnoTs seria del tipo | siguiendo esta clasificacion.
Por otro lado, aunque la mayor parte de las proteinas unidas a la membrana de
tipo | tienen péptidos sefal, la mayoria del tipo Il son dirigidas a la via secretora
por su primer dominio transmembrana, que se asemeja bioguimicamente una
secuencia o péptido de sefalizacion, excepto que no se escinde (110), tal y como
sucede con rEnoTs. Por lo tanto rEnoTs presenta caracteristicas de proteina

transmembrana del tipo | y I1.
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Interesantemente, Gan et al. (9) encontraron en la enolasa de E. granulosus la
misma region transmembrana reportada aca, la cual es conservada en enolasas de
unién a membrana de otros parasitos que han sido confirmadas. Tales evidencias
soportan la idea de que la enolasa alfa de T. solium se expresa ademas sobre la

superficie celular.

La secuencia 3;LLLKVNQIGSVTES3ss de rEnoTs es acorde con la firma
proteica de la enolasa:zs[LIVTMS]-[LIVP]-[LIV]-[KQ]-X-[ND]-Q-[INV]-[GA]-
[ST]-[LIVM]-[STL]-[DERKAQG]-[STA]3s5 previamente reportada

(http://prosite.expasy.org/PS00164). Del mismo modo, los residuos del sitio

activo y del motivo catalitico, 37,SHRSGETED3g, (95, 96) se encuentran

conservados en la secuencia de rEnoTs.

Tipicamente la unién de la enolasa al plasmindgeno se da por medio de la
interaccion entre los dominios Kringle del plasminégeno con los residuos de
Lisina ubicados en el extremo C terminal de la secuencia de las o enolasas
eucariotas y procariotas (53, 111, 72). En el caso de la enolasa de T. solium se
localiz6 a los residuos de carga positiva Lysasz, Y Argss; €n su extremo C terminal.
Cabe resaltar que las de 6 Histidinas extras que posee rEnoTs en su extremo C
terminal no fueron consideradas en la prediccion de unién al plasmindgeno,
puesto que al tratarse de residuos de carga positiva parcializarian los resultados

(112).

Alternativamente, un segundo motivo interno de union a plasmindgeno ha sido
reportado para enolasas de distintos organismos, muchas de las cuales no cuentan

con residuos de Lisina en su extremo C terminal (75, 101, 113), y cuyo nucleo
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central comprende entre 7 y 9 residuos, localizados en un loop superficial la
proteina, de alta afinidad por el plasmindgeno (55). En el presente estudio se
determind en base a reportes previos de trematodos (10, 114, 66) que rEnoTs
posee una regién interna de union a plasminégeno de 24 residuos
(239GKVKIGMDVAASEFYQDGKYNLDF6,), siendo la mayoria de su secuencia
conservada cuando se le comparo con platelmintos cercanos (Anexo 3). Se
aprecio que el nicleo de esta secuencia consta de 7 residuos (25:FYQDGKY 2sg) de
polaridad y cargas caracteristicas de este motivo central (55). Adicionalmente,
cuando se realizé el modelamiento por homologia de rEnoTs (Swiss-PdbViewer
4.1.0) se pudo comprobar gque dicho nucleo de unién a plasmindgeno se encuentra
altamente expuesto sobre la superficie de rEnoTs. Estos datos sugieren que la

enolasa de T. solium es una proteina de union firme a plasminogeno.

El alineamiento de las enolasas de humano, cerdo y T. solium mostro la existencia
de regiones variables, las cuales pueden ser explotadas como antigenos de
inmunodiagndstico de NCC, ya que pueden generar anticuerpos especificos contra
el parasito. Aquellos epitopes B predichos que estuvieron presentes en rEnoTs
pero no en la enolasa alfa humana “2psn” seran probablemente utiles para el
inmunodiagnéstico de NCC, puesto que se podran generar anticuerpos
especificos contra ellos. Todo lo contrario sucede con aquellos epitopes
compartidos entre rEnoTs y 2psn, donde se supone ha habido una seleccion clonal
negativa por parte de las células B humanas hacia esos epitopes, al reconocer lo

propio, y por lo tanto no se espera que generen anticuerpos (115).
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VIII.2. OBTENCION DE LA ENOLASA RECOMBINANTE DE T. solium

El producto clonado, confirmado por secuenciamiento Sanger (Macrogen USA),
fue idéntico al gen codante, sin los dos intrones, de la enolasa del genoma de T.
solium, por lo tanto se comprobd que la proteina expresada en E. coli provino del
metacestodo de T. solium y no del cerdo hospedero. Es de notar que el gen de
enolasa de T. asiatica posee su unico intron al inicio de su secuencia (116),
mientras que la enolasa de T. solium posee dos intrones en el medio de su

secuencia, similar a la de E. granulosus.

Del analisis comparativo con enolasas humanas (isoenzimas ENO1, ENO2 y
ENO3) y otras adicionales de T. solium (anotadas en el GeneDB) se determind
que existe un mayor grado de homologia (75%) entre la secuencia aminoacidica
de nuestra enolasa y la de ENO1 con respecto a las otras 2 isoenzimas (ENO2 y
ENO3). En consecuencia, la enolasa de T. solium obtenida en el presente estudio

fue considerada como una alfa enolasa.

En este estudio el MRNA se extrajo a partir de los cisticercos, lo que quiere decir
que este nivel se esta expresando la enolasa alfa de T. solium. En la mayoria de
reportes sobre la expresion de la enolasa a nivel de superficie celular se
mencionan enolasas del tipo alfa (57, 87, 55). Posiblemente la enolasa alfa de T.
solium se esté expresando sobre la superficie del metacestodo y, por ende,
exponiéndose al reconocimiento del sistema inmune de su hospedero, por lo que

seria un potencial antigeno de inmunodiagndstico.
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VI1I1.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE rEnoTs

El hallazgo de la actividad enzimatica de rEnoTs nos garantiza, al menos en
teoria, la conformacion nativa de su sitio catalitico. Esta proteina aparentemente
no necesita modificaciones postraduccionales, como la glicosilaciéon (117), para
el mantenimiento de su actividad, al haber sido expresada en un sistema

bacteriano.

La rEnoTs obtenida en el presente estudio tuvo un mejor rendimiento a corto
plazo en buffer PBS pH 7.4, sin embargo también se pudo apreciar actividad
cuando se le recupero en buffer Tris-HCL 15mM pH 7.15. Si bien estos buffers
son adecuados para la actividad catalitica de la enolasa (118), para aun
almacenamiento a largo plazo se pueden considerar la opcion de un buffer que

contenga glicerol o liofilizarla (51).

La actividad enzimatica y pardmetros cinéticos calculados para de rEnoTs
resultaron ser comparables con los de enolasas de otras especies (Tabla 2). La
enolasa recombinante de T. solium exhibié actividad enzimatica mediante la
hidrolisis del sustrato especifico 2-PGA a PEP. Su actividad enzimatica especifica
(60 U/mg) fue superior en comparacion a otras enolasas helminticas previamente
reportadas: C. sinensis (36.5 £ 0.3 U/mg), S. japonicum (35.8 £ 2.0 U/mg), T.

multiceps (46.91 U/mg) y T. pisiformis (30.71 + 2.2 U/mg) (114, 66, 96, 95).

La constante de afinidad (Ky,) de rEnoTs por 2-PGA fue de 0,091 mM a pH 7.4,
siendo similar a la de S. cerevisiae (K = 0,07 mM, pH: 7.4), utilizada como
control positivo en la reaccion enzimatica (65). Ademas se encontré en el rango

reportado para otros platelmintos como Schistosoma japonicum (K, = 0,53 mM,
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pH: 6.8 - 7.1), T. pisiformis (K, = 0,77 mM, pH: 7.2) y Clonorchis sinensis (K, =

0,05 mM, pH: 7,0- 8,0) (66, 95, 114).

Por otra parte, la ke de rEnoTs (3004.447 min™) es comparable con la de otros
organismos como E. coli (13 200 min™), S. cerevisiae (17 600 min™), Oryctolagus
cuniculus (8 000 min™), Rattus norvegicus (7 900 min™*), Candida albicans (4 200
min) y Trypanosoma cruzi (4 766 min™) (68, 69, 70). Adicionalmente, la
eficiencia catalitica de rEnoTs (5503 x 10° M™s™) est4 lejos del limite controlado
por difusién (entre 10° y 10° M*s™), como si sucede con otras enzimas, tales
como catalasa (4 x 10" M™s™) o fumarasa (1,6 x 10° M™s™) (119), por lo tanto,

rEnoTs no es una enzima altamente eficaz.

Resulta interesante apreciar que rEnoTs mutante (S41P + S250P) solo conservo
un 0.6% (0.38 U/mg) de la actividad original de rEnoTs (60.0 U/mg) respecto a la
conversion del 2-PGA a PEP. Si bien el residuo Serpso pertenece a un bucle
catalitico que se desplaza para asegurar el sitio activo de la enolasa una vez unido
el sustrato (55), este no posee una interaccion electrostatica importante con el
sustrato o los iones Mg*? debido a su distancia (> 9 A), reportada por
cristalografia, por lo que su mutacion Prosss no se considera importante. En
consecuencia, el decaimiento de la actividad enzimatica de rEnoTs mutante recae
sobre la sustitucion Prog; por Sery;, considerado un residuo trascendental para el

cierre del sitio activo (57)

Al calcular los pardmetros cinéticos a partir del Plot de Eaddie-Hofstee, estos
variaron ligeramente (Ky, = 0.097 mM; Vyax = 0.031 mM PEP / min; ke = 3050

min™; y kea/ Km = 5.230 x 10° M*s™). Dichas variaciones posiblemente se deban a
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que el Plot de Lineweaber-Burk trabaja con las inversas de las mediciones en las
cuales al haber errores experimentales minimos conllevan a grandes errores en el
diagrama. Otra observacion acerca del Plot de Lineweaber-Burk es que se
aglutinan los datos al inicio del diagrama, los cuales corresponden a grandes
concentraciones del sustrato, de modo que al hacer la linealizacién de los puntos,
ésta resultara mas influenciada por los datos correspondientes a concentraciones
bajas de sustrato (120). En contraparte, al hacer la linealizacion mediante el
método de Eadie-Hofstee se asigna igual peso a todos los puntos de la gréfica, por
lo que seria un diagrama mas parejo. Sin embargo, la ordenada y la abscisa del
Plot de Eadie-Hofstee, es decir Vo y Vo / [2-PGA], respectivamente, no son
variables independientes, ya que ambas dependen de la velocidad, por lo que un
error en ésta afectara a ambas (121). Debido a los posibles errores experimentales,
lo méas adecuado hubiera sido utilizar el Plot de Eadie-Hofstee para determinar los
parametros cinéticos de rEnoTs, sin embargo su indice de correlacién fue bajo (R?

= 0.9178) en comparacion con el de Lineweaber-Burk (R? = 0.9503).

La determinacién de la actividad enzimatica de la enolasa recombinante de Taenia
solium ademas de darnos un conocimiento académico sobre su comportamiento
bioquimico, abre la posibilidad a multiples aplicaciones, como por ejemplo la
busqueda de inhibidores selectivos de actividad o utilizarla como blanco

terapéutico de drogas antiparasitarias especificas (9, 122).

VIIL.4. EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE rEnoTs

Se pudo determinar que rEnoTs es una proteina inmunogénica capaz de levantar
una respuesta inmune humoral (IgG) especifica en el animal inmunizado. Al

evaluar mediante ELISA la reactividad del suero anti rEnoTs frente a otros
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antigenos y se pudo determinar que los anticuerpos generados en el conejo
inmunizado con rEnoTs reaccionaron en parte con la enolasa comercial de S.
cerevisiae, sin embargo no reaccionaron contra la pirazinamidasa (PZAase)
recombinante de M. tuberculosis, que es un antigeno completamente diferente a la
enolasa de T. solium, encontrandose diferencias significativas entre los grupos (P
<0.05) evaluados. Tales evidencias sugieren que los anticuerpos policlonales anti
rEnoTs son especificos para los determinantes antigénicos de rEnoTs, pudiendo

dar reacciones cruzadas con epitopes compartidos por especies homologas.

La enolasa ha sido utilizada como antigeno inmunoprotector en diversos ensayos
de vacunacion en animales contra C. albicans, P. falciparum, Streptococcus suis,
Streptococcus sobrinus, S. japonicum y T. pisiformis antigeno (123, 124, 125,
126, 66, 95). Nuestros resultados junto con estos reportes previos colocan a
rEnoTs como un potencial candidato vacunal para cisticercosis en modelos

animales.

Complementariamente, se evalud la presencia de la enolasa nativa de T. solium en
las diferentes secciones del cisticerco con ayuda de los anticuerpos policlonales de
conejo anti-rEnoTs y se determind su ubicuidad en el metacestodo, localizandose
tanto en el fluido vesicular como en la fracciones celulares (membranas y citosol).
Por otro lado, la enolasa ha sido reportada como producto de excrecion—secrecion
en otros helmintos (127, 128). De acuerdo a nuestros resultados, aparentemente se
estd dando una mayor expresion de la enolasa en el fluido vesicular, respecto a la
fraccion celular. Por lo tanto, se colige que la enolasa tiene una amplia

distribucion e importancia en el cisticerco de T. solium, expresandose en grandes
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cantidades a nivel de fluido vesicular como producto de excrecion/secrecion,

similar a otros platelmintos (129).

VIIL5. EVALUACION DE rEnoTs EN EL INMUNODIAGNOSTICO DE

NEUROCISTICERCOSIS HUMANA

Existen varios trabajos que reportan a la enolasa como un antigeno candidato
vacunal novedoso debido a su rol en la activacion del plasmindgeno sobre la
superficie celular (125, 130, 95), mecanismo comun que utilizan distintos
patdgenos para cruzar la barrera tisular del hospedero (12). No obstante, su uso
como potencial candidato para detectar anticuerpos especificos en pacientes con
cisticercosis no es bien conocido. Las proteinas de superficie celular, de excrecion
y secrecién (E/S) que poseen epitopes inmunogénicos deben de ser consideradas
como antigenos potenciales de inmunodiagnéstico, puesto que se encuentran
altamente expuestas al sistema inmune del hospedero. En los platelmintos la
glicdlisis ocurre principalmente a nivel de tegumento, donde la enolasa ha sido
confirmada por diferentes estudios (49, 9, 105, 131), mientras que otros trabajos
han reportado a la enolasa en los productos de E/S de trematodos (129, 127).
Como antecedente, la enolasa has sido usada en el diagndstico de malaria causada
por P. falciparum y P.vivax en el sureste asitico (21). Mientras que Wang et al.
(50) utilizo una enolasa recombinante de E. granulosus para el inmunodiagndstico

de Equinococosis humana mediante ELISA.

En el presente trabajo se evalud a la enolasa recombinante de T. solium expresada
en E. coli (rEnoTs) mediante la prueba de Western Blot (en condiciones
desnaturalizantes), encontrandose reaccion cruzada con sueros de pacientes

negativos para neurocisticercosis, posiblemente debido a la alta prevalencia de
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otros parasitos intestinales y helmintos (4). Sin embargo, no hubo reactividad
cruzada con sueros de individuos europeos sanos (sin antecedentes de
cestodiasis), lo que sugiere que rEnoTs podria utilizarse en escenarios con baja

prevalencia de parasitos.

En general se aprecié un mejor reconocimiento de rEnoTs por los sueros peruanos
con respecto a los sueros de individuos extranjeros sanos. Al ser el Western Blot
una prueba cualitativa para el diagnéstico de NCC, es decir que se basa en la
presencia/ausencia de banda para determinar la positividad o negatividad, solo se
pueden hacer estimaciones poco precisas sobre el grado de reconocimiento por el
antigeno de acuerdo a la intensidad de banda (16). En este sentido se determin6
que solo un 35% de los sueros negativos de NCC no reconocen a la secuencia
desnaturalizada de rEnoTs (ausencia por completo de la banda de 47 kDa), siendo
el 70% falsos positivos; En contraparte, hubo un reconocimiento del 100% de los
sueros positivos de NCC por rEnoTs. Estos resultados sugieren una alta
sensibilidad pero baja especificidad de rEnoTs para la deteccion de NCC en la

poblacién peruana.

Por otro lado, ninguno de los sueros de individuos europeos, reacciono con
rEnoTs; incluso evaluando cantidades superiores de antigeno (250 ng) que en la
prueba estandarizada. Al parecer existe una reaccion cruzada implicita de rEnoTs
con los anticuerpos generados contra otros antigenos (enolasas o proteinas
estructuralmente similares) de parasitos y/o patdgenos locales. En consecuencia,
el factor entorno es muy importante puesto que en los paises europeos existe una

erradicacion casi completa de la mayoria de “enfermedades olvidadas”,
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perteneciendo a este grupo las parasitosis helminticas (24), por lo que los

resultados presentados acé se justifican.

Una posible explicacion para la reaccion cruzada es el alto grado de conservacion
de la secuencia de rEnoTs respecto a otras enolasas (57), por ende los anticuerpos
generados contra sus epitopes B lineales y/o conformacionales podran ser
exclusivos o no para la secuencia de T. solium. Si bien pueden existir anticuerpos
exclusivos de rEnoTs en los pacientes con NCC vy estar ausentes en individuos sin
la enfermedad, estos atributos van a ser enmascarados en la reaccion cruzada por

los anticuerpos generados contra epitopes comunes de otros antigenos (132).

Adicionalmente, se evalud el reconocimiento de rEnoTs por los sueros humanos
(NCC +, NCC -y europeos) en condiciones no desnaturantes mediante un ensayo
de ELISA. Se pudo determinar que todos los sueros sin excepcién, incluyendo los
europeos, reconocieron a rENoTs. No se encontraron diferencias significativas
entre los distintos grupos (p > 0.05). Esta prueba sirvié para confirmar la reaccién
cruzada de los epitopes, basicamente conformacionales, de rEnoTs con sueros de

pacientes negativos de NCC.

Los resultados hallados en la prueba piloto de rEnoTs, no son promisorios para su
utilizacion en el inmunodiagnéstico de neurocisticercosis humana, no obstante,
podria utilizarsele como un test rapido para el descarte de Neurocisticercosis; es
decir, si no reacciona en el Western Blot, se descarta la enfermedad y si reacciona
se pasa a una segunda etapa de evaluacion para confirmar la enfermedad, ya que
podria tratarse de un falso positivo. Sin embargo, se requiere de una muestra

mayor para validar este hallazgo.
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La busqueda de antigenos con potencial aplicacion en el inmunodiagnostico debe
proseguir con la meta de detectar el 100% de los casos. Practicamente todas las
pruebas serologicas para la deteccion de neurocisticercosis han reducido su
sensibilidad en el escenario de que el paciente posea un Unico quiste, 0 estos se
encuentren calcificados (5, 20). Posiblemente esto se deba a una carga infecciosa
baja y por lo tanto, la estimulacion antigénica es menor, obteniéndose una
respuesta de anticuerpos limitada (20). Solo un estudio, el cual utiliza proteinas
recombinantes y sintéticas (LLGP) unidas a perlas fluorescentes como antigenos,
ha reportado mejoras para la deteccion de casos asociados a lesion unica (hasta

92% de sensibilidad), no obstante se encuentra en proceso de optimizacion (133).

Las diferentes funciones de la enolasa se deben a su localizacion subcelular
especifica, organizada por medio de diferentes modificaciones postraduccionales
(9). Las modificaciones postraduccionales proteicas, como la acetilacion,
fosforilacion, metilacion, y carbonilacion son mecanismos comunes e importantes
de la regulacion de la funcién proteica y controlan en gran medida los eventos de
sefializacion celular que dirigen funciones bioldgicas (73). La glicosilacion es una
modificacion postraduccional recurrente en las proteinas, y ha sido reportada en la
enolasa de excrecién y secrecion de Schistosoma bovis (128). Si bien la enolasa es
una enzima que no requiere de la glicosilacion para el mantenimiento de su
actividad enzimatica (117), tal modificacion ha sido reportada como influyente en
la respuesta de anticuerpos contra E. caproni en raton (127). En tal sentido, no se
puede descartar la posibilidad de que estas modificaciones postraduccionales
afecten las propiedades antigénicas y/o inmunogénicas de la enolasa de T. solium,

por lo que su expresion en un sistema eucariota es necesaria.
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Como secuela de los resultados aqui presentados se deberia de investigar la
utilidad de la enolasa recombinante de T solium como candidato vacunal de
cisticercosis porcina. Debido a la reaccion cruzada que puede generar la enolasa
en su hospedero (134, 135), como método alternativo se podrian seleccionar
ciertos epitopes especie-especificos para el disefio de vacunas basadas en la

enolasa.

Finalmente, las investigaciones sobre esta proteina multifacética deben ampliarse,

explorando sus distintas funciones y aplicaciones en diversos campos.
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CONCLUSIONES

Se expreso satisfactoriamente a la enolasa recombinante de T. solium a

partir de un sistema procarionte.

La enolasa de T. solium es una proteina conservada que posee dominios

potenciales de unién a plasmindgeno y transmembrana.

Se demostrd la actividad enziméatica de la enolasa recombinante de T.

solium y se determinaron sus pardmetros cinéticos. Asimismo, se encontrd

que la mutacién S41P causa la pérdida de su actividad.

La enolasa recombinante de T. solium es una proteina inmunogénica.

La enolasa recombinante de T. solium es inespecifica para el

inmunodiagndstico de neurocisticercosis en pacientes peruanos.
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RECOMENDACIONES

En un posterior estudio evaluar a la enolasa recombinante de T. solium

como candidato vacunal de cisticercosis porcina.

Evaluar la capacidad de unién a plasminogeno de la enolasa recombinante

de T. solium previa escision de las Histidinas del dominio C-terminal.

Expresar a la enolasa de T. solium en un sistema eucariotico y
caracterizarla enzimaticamente para comparar sus parametros cinéticos

con la enolasa expresada en E. coli.

Evaluar la capacidad de la enolasa de T. solium expresada en un sistema

eucaridtico para el inmunodiagnéstico de NCC humana.

Tras realizar la prueba piloto del inmunodiagnéstico de NCC humana con
la enolasa recombinante de T. solium se deberia de aumentar el tamafio de
la muestra en futuras evaluaciones con la finalidad de tener una mayor

robustez.
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XIl.  ANEXOS

ANEXO I. Preparacion de buffers para el ensayo Western Blot:

Buffer PBS pH 7.4:
Para la preparacion del buffer PBS se produjeron las siguientes soluciones:

Solucion A: Solucion B:

NaH,PO, 5,52¢ Na,HPO,4 22,729

NaCl 35,049 NaCl 140,169

Se disolvio6 en 4L de H,O destilada Se disolvio en 4L de H)0
destilada

Luego se combinaron para producir el buffer PBS:
Solucion A 520ml

Solucién B 800ml

H,O destilada 2680mi

Para 4L, luego se midio el pH 7.4 utilizando la solucion A para calibrar.

DAB Stock (3, 3’-diaminobenzidine tetra-hydrochloride dehydrate 97%):
Se pes6 13g de DAB en polvo y se diluyé en 250 ml de buffer PBS.

Solucion de revelado DAB (Sustrato):

Se prepar0 instantaneamente al momento del revelado.
PBS 10 ml 50 ml

DAB stock 200 pl 1000 pl

Peroxido de hidrégeno 2,5ul 12,5l

El descarte de la solucion DAB se realizé con lejia.

Solucién de bloqueo:

Se prepar6 instantaneamente para bloguear.
Leche descremada en polvo 5¢

O alternativamente BSA 39
PBS 100 ml



Tween-20 300 pl

Resolving Gel Buffer:

Se prepar6é como componente del buffer de transferencia, disolviendo 411,29 de
Tris en 1400 ml de H,O destilada, teniendo un pH de 9.18, se filtro y se completo
a 2L con H,0 destilada.

Buffer de transferencia:

Resolving gel buffer 500ml
Metanol 800ml
H.O destilada 2700ml

Este buffer se almaceno en un frasco ambar y se puso en refrigeracion de 4°C.

Este buffer es reusable hasta 6 veces.



ANEXO II. Porcentaje de identidad entre la enolasa de T. solium y de otras especies

Percent Identity Matrix - created by Clugtali.l

1: Cryptosporidium parvum 63.80 63.06 S5B.82 60.00 57.51 58.03 &2 60.14 60.14 60.00 59.95 &Z.06
2: Toxoplasma gondii 100,00 66.22 56,81 58.78 5B.20 56.88 6l 63,34 63.34 63.37 64.34 63.e4
3 Plasnodiu.m:' iparum €6.22 100.00 59.72 62.30 62.67 6l.33 g, 63.89 65.0 63.89 €4.10 85.27
4: Leishmania 36.91 59.72 100.00 79.49 60.05 62.5% 60.24 62.17 62.41  &0.0 £1.14  62.32
5: Trypanoaoma_cruzi 38,78 62.30 79.49 100.00 59.34 59.76 59 62.85 62.88 59.81 61.37 60.80
6: Saccharomyces cerevisiae 58.20  62.67 60,05 59.34 100.00 77.57 59 66.687 B6.90 63.87 65.12  64.1%
'H Candida_alblcgns 56.88 61.33 62.59 58.76 77.57 100.00 63 66.51 66.97 64.29 66.82 66.82
§: Arabidopsis thaliana €1.82 68.93 €0.24 59.7¢ 59,49 63.45 100 70.23 70.47 70.07 71.10  7Z.0%
9: Dresophilaje'_anogaatex €2.18 64.27 60,05 60.28 65.5 §6.28 69 70,87 70.90 72,32 T71.983  71.83
10: Homarus gammarus 60,19 65,97 57.78 58.4% 64,58 64.43  70.5 1

11: 5a1rr.o_5§1a: 63.95 . 64,04 63.43 71 71,76 71.98  72.6% TL.B 72.7%
12: Mus musculus 2,79 68.21 39.34 62.41 6l.66 63.13 M1 73.15 73.3%  72.88 72.56 72.79
13: Eas:tau:us 63.02 67.29 39.57 62.17 61.8%9 62.90 T 73.15  73.3%  72.%% T71.63 72.09
14: Homo sapiens 63.02 65.21 €0.05 61.70 €3.05 63.36 73, 74.54  74.77  74.36  T73.02  74.1%
15: Gallﬁs_qallus 62.56 65.66 SB.16 61.47 €0.51 6l.06  &7. 70.83 71.53 69.52 €8.60 70.70
16: Python bivittatus 64,19 63.45 60,76 62.41 62.36 63.8 70. 73.81  73.61 72.06 T1.40 73.26
17: XenupuE_laevis 63,35 68.21 60,76 62.41 63.28 6€5.21 70, 73,15 73.15 72,06 TL.86 73.26
8: Trichinella spiralis 2,82  68.59 39.95 6l.36 6 72,98 73.44  72.5 72.62  71.68
19: Echinococcug_gra:ulosua 61,72 66,13 61,23 62.17 66.20 66.97 7L 94,00 94,69 75.06 77.73 76,10

20: Taenia asiatica .67 86.51 70,
21: Taenia solium

22: Schistosona bovis 73.80 74.36 100.00 80.05 78.63

9
E]
4
4
1
1
3
0
2
3
2,73 63.28 7.
[
a
a
3
5
4
0
9
0

23: Fascicla hepatica 64.34  64.10 61.14 61.37 65.12 6.8 71 77.26 77.73  80.05 100.00

24: Clonorchis sinensis 63.64 05.27 62.32 60.90 64.18 66.B 12 75,17 76,10 7B.65  82.83 100.00
25: Es:ﬂerlchlg_coli 53,20 49.88 51.67 51.91 50.84  53.38 5l.42  ol.B 52,47 83.08  54.27
Z6: Streptococcus pneumoniae 48,02  50.47 49.28 48.81 49.07 50.35 50, 49,30 48.30 8.71  43.58 47.41
2T My:oplasma_cazls 48,18 52.10 49.76 498.52 50.84 51.28 50, 50.94 50.47 52.47 52.37 52.61

Matriz del porcentaje de identidad entre las secuencias aminoacidicas de 27 especies de enolasas mediante el método Clustal.



ANEXO I11. Alineamiento de la enolasa de T. solium y platelmintos cercanos

T.solium MSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVESGASTGVHEAVELRDGDKNAYMGK €0
T.asiatica MSIQKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTAKGMFRAAVPSIGASTGVHEAVELRDGDKNAYMGK €0
E.granulosus MSILKIHARQIFDSRGNPTVEVDLTTSKGLFRAAV ASTGVHEAVELRDADKNAYMGK 60
S.bovis MSIIATHARQIFDSRGNPTVEVDLKTSKGLFRAAV ASTGVHEALELRDTKSKAYMGK 60
*kx ********f&********* * ** EEE R EE S EEEEE T RS T ckkkkk
Dominio transmembrana
T.solium GVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIRLDGSPNK[SKLGANATILGVSLAVCK 120
T.asiatica GVLNAVKNVNEVIAPALLKEKFIVTDQEKIDEFMIKLDGSPNKGKLGANATLGVSLAVCK 120
E.granulosus GVLNAVKNVNEVIAPALIKEKFVVTDQQRIDEFMIKLDGSPNKGKLGANATLGVSLAVCK 120
S.bovis GVLTAVSNVNTIIAPALIQKNIPVTDQAAIDRFMIELDGTENKEKLGANAILGVSLAVCK 120
t‘kt-**.*** :*‘ti’**::::: E **.**t.‘kt*: Fk FEEAEKAA X XA IR AL ALK
T.solium AG. KGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPSFNVLNGGSHAGNKLAMOQEFMILPTGAKNFTE 180
T.asiatica AG. KGVPLYRHIADLAGNKDVVLPVPSFNVLNGGSHAGNKLAMQEFMILPTGAKNFTE 180
E.granulosus AG. KGVPLYRHVADLAGNKDVVLPVPSFNVLNGGSHAGNKLAMQEFMILPTGAKSFSE 180
S.bovis AG AGLPLYRYIAKLAGHENVIMPVPAFNVINGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTE 180
*hkEkEKE *:****::*-***. . :*: :***:***:**********************- .*:*
T.solium AMKMGTEVYHHLKSVIKGKYGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTAIDRAGYTGKV 240
T.asiatica AMKMGTEVYHHLKSVIKGKYGLDACNVGDEGGFAPNIQEHMEGLELLKTAIDRAGYTGKV 240
E.granulosus AMKMGTEVYHHLKSVIKGKYGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMEGLELLKTATDKAGYTGKV 240
S.bovis AMKIGSEVYHNLKAVIKREYGLDACNVGDEGGFAPNIQDNMKGLQLLEEATKIAGYTGKK 240
AEE K RRAK KKk EK KARKFRAAARRRRRAAARR: KoAAshk: KA, FARAXK
Sitio’ de unién‘a plasmindgeno R : >
T.solium KIGMDVAASEFYQDGKYNLDFKNPAAARASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIEPPFDQD 300
T.asiatica KIG AASEFYQNGKYNLDFKNPAAVASSIVPGSKLAEIYLEMLSKYPIVSIEPDPFDQD 300
E.granulosus KIG AASEFYQDGNYNLDFKNPKAAASSIVSGSKLSDIYSEMISKYPIVSIEPPFDQD 300
S.bovis EIG AASEFHKNGKYDLDFKNPHSAESAWLSPDAMTNVYKEMISKYPIVSI PVDQD 300
*ﬁ'** E ) B * * *hkkkk X s . H H . R . & ** EE R ***
T.solium DWAAWTAFNAKAGIQIVEDILTVTNPERVQQAIDKKACNALLLKVNQIGSVTESIKACKM 360
T.asiatica DWAAWTAFNAKAGIQIVEDPLTVINPERVQQAIDKKACNALLLKVNQIGSVTESIKACKM 360
E.granulosus DWAAWTEFNAKAGIQIVEDPLTVTNPERVQQATIDRKACNALLLKVNQIGSVTESIKACKM 360
S.bovis DWETWPKLTASTNIQIVCDILTVTNPKRIKKAISSKACNCLLLKVNQIGSLTESIEACKL 360
* % :* _.*_: * ko k Kk ******* * ** **** ********1* **** ***
T.solium SRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGS 420
T.asiatica SRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGF 420
E.granulosus SRAAGWGVMVSHRSGETEDSTIADIVVGLRTGQIKTGAPCRSERLAKYNQLLRIEEELGP 420
S.bovis AQNAGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKAGAPCRSDRLAKYNQLLRIEEELGA 420
T ****************: ***:**** *****:******:****************
T.solium KAVYAGEHFRNPL- 433
T.asiatica KAVYAGEHFRNPL—- 433
E.granulosus KAVYAGEHFRNPL- 433
S.bovis AAKYAGKNFRHPKK 434

* kkk. Kk &

Alineamiento de la secuencia aminoacidica (deducida) de la enolasa Taenia
solium con respecto a enolasas pertenecientes a otros platelmintos cercanos
usando Clustal W. Taenia asiatica (GenBank Accesion No. ACX56268)
Echinoccocus granulosus (GenBank Accesién No. ACY30465) y Schistosoma
bovis (GenBank Accesion No. ACC78611). Los lugares de unién a Mg se
encuentran enmarcados con una estrella superior, los sitios cataliticos individuales
estan sombreados en gris oscuro, el sitio putativo de union a plasmindgeno esta en
gris claro (Gly,ss — Pheys;), mientras que una posible regién transmembrana
(Glyi0s — Alags) se encuentra enmarcada. En la parte inferior los asteriscos
indican aminodcidos conservados para todas las secuencias estudiadas, las
sustituciones conservativas estdn indicadas con dos puntos y las

semiconservativas con uno.



ANEXO IV. Sistematica de T. solium
Las principales caracteristicas taxonomicas del género Taenia se resumen en el

siguiente recuadro:

Phylum Plathyhelminthes

Cuerpo delicado, dorso ventralmente aplanado, acelomados, simetria bilateral, triploblasticos,
sistema excretor protonefridial.

Clase Cestoda

Endoparasitos, falta de sistema digestivo, cuerpo exterior cubierto de un tegumento sincitial
con microtricos cubiertos de glicocalix.

Subclase Eucestoda

Adultos con 6rganos especializados de adhesién anterior o escélex, cuerpo alargado o
estrobilo conformado por proglétidos, hermafroditas con ciclo de vida indirecto.

Orden Cyclophyllidea

Escolex con cuatro ventosas musculares y un rostelo generalmente armado con ganchos, el
estrobilo conformado de proglétidos en varios estadios de desarrollo, cada proglétido
separado de una segmentacion externa. Los huevos son redondos, no operculados y contienen
oncésferas no ciliadas y ganchudas (una por huevo)

Familia Taeniidae

Los adultos habitan en el intestino delgado de los carnivoros y humanos, mamiferos con
hospederos intermediarios, los genitales desapareados en cada progldtido con un poro genital
lateral irregularmente alternado, huevos con bloques estriados y endurecidos radialmente
(Embri6foro), estadio larval o metacestodo como un cisticerco, cenuro, hidatide o
estrobilocercus.

Genero Taenia

Cuerpo alargado en forma de cinta, llegando a medir la forma adulta varios metros de
longitud, su metacestodo es el cisticerco.

*Tomado de WHO, 2005 (24).




ANEXO V. Criterios diagnosticos de neurocisticercosis humana

De la convencién del afio 2000 en Lima (136), se tienen los siguientes criterios:
Criterios absolutos

e Demostracion histoldgica de los parasitos.
e Visualizacion del parésito en el fondo de ojo.
e Lesiones quisticas que muestren el escolex en TAC o RM.

Criterios mayores

e Lesiones sugestivas de NCC en neuroimagenes.
e Pruebas inmunoldgicas positivas por inmunoblot.
e Rayos X simple con imagenes calcificadas en muslo o pantorrillas.

Criterios menores

e Nodulos subcutaneos (sin confirmacion histologica)

e Alos rayos X calcificaciones punteadas en tejidos blandos o intracerebrales.

e Manifestaciones clinicas sugestivas de NCC; desaparicion de lesiones
intracraneales luego de tratamiento antihelmintico.

Criterios epidemioldgicos

e Haber vivido en zonas endémicas.
e Viajes frecuentes a zonas endémicas.
e Contacto familiar con personas con teniasis por T. solium.

Grados de certeza

e Diagnostico definitivo: Un criterio absoluto; o dos criterios mayores; 0 un
criterio mayor con dos menores y uno epidemioldgico.

e Diagnostico probable: un criterio mayor mas dos menores; 0 un criterio mayor,
uno menor y uno epidemioldgico; o tres criterios menores mas uno
epidemioldgico.

e Diagnostico posible: un criterio mayor; o dos criterios menores; 0 un criterio
menor mas uno epidemiologico.



ANEXO VI. Respuesta inmunoldgica en la cisticercosis humana

Antigenos parasitarios que modulan la respuesta inmune del hospedero

En el siguiente recuadro se hace un resumen de los principales antigenos

moduladores de la respuesta inmune del hospedero en la cisticercosis.

Antigeno B

Teniaestatina

Catepsina-L y otras
cistein proteasas

GST y otras enzimas
detoxificadoras

Glicoproteinas
lectinas

Péptidos GK1,
KETcly KETc12

Otros antigenos
parasitarios no
definidos

95 kD

20 kD

29/45 kD

27/64 kD

13-50 kD

Organizacion de células inflamatorias e inhibicién de la via
clésica del complemento

Inhibicién del complemento. Interfiere con la quimiotaxis y
agregacién de los granulocitos. Inhibe la proliferacion
linfocitaria y la produccién de IL-1 e IL-2.

Degradacion de 1gG del hospedero y evasién de la respuesta
inmunitaria

Detoxificacion de los intermediarios reactivos de oxigeno

Adherencia tisular del cisticerco, modulacion de células
inflamatorias y consumo e interferencia del complemento

Incremento de la respuesta humoral IgG, posible
inmunomodulacion de la respuesta celular TH1/TH2

Descenso en la actividad de los macrofagos, disminucion de
la proliferacion linfocitaria, descenso de la produccion de 11-
2 e IFNy (TH1). Incremento de la produccion de 11-4 e IL-
10 (TH2).

*Adaptado de “Immunopathogenetic aspects of disease induced by helminth

parasites” (137).
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Respuesta inmunoldgica en la fisiopatologia de la neurocisticercosis humana

Las infecciones por Taenia estdn vinculadas a niveles elevados de citoquinas TH2
(Linfocitos T helper clase 2) que a su vez se asocian con inmunoglobulinas del tipo
IgG1 e IgE. Se han reportado niveles elevados de otras citoquinas TH2, como la IL-6,
IL-4 e IL-10, tanto en suero como células del vaso. Por su parte, la infeccion activa
por cisticercosis esta4 asociada con la supresion de la respuesta inflamatoria y por
tanto del perfil de citoquinas TH1 (LT helper clase 1). Asimismo se ha observado que
los productos de E/S del parésito estan vinculados con la disminucién de la
produccion de IL-1 e IL-2. Una vez que el parasito muere o empieza a degenerarse,
ocurre un cambio del perfil de citoquinas, de manera que empiezan a producirse
IFNy, IL-2, IL-12 e IL-6, como se ha observado en T. crassiceps (137). Por lo tanto,
mientras los parésitos sean viables induciran un patron de citoquinas TH2 y
suprimiran la respuesta TH1. Por el contrario, una vez que mueren los metacestodos,

el perfil de citogquinas predominante es el TH1 (inflamatorio).

Los antigenos parasitarios juegan un papel determinante en el tipo de respuesta
inmunoldgica especifica inducida. Tal respuesta estd estrechamente ligada a las
propiedades y caracteristicas antigénicas. Asi por ejemplo los antigenos expresados
por el cisticerco pueden ser de origen proteico, glicoproteico o lipidico (138). Por otro
lado, mientras algunos antigenos se expresan en cualquier estadio del parasito, otros
son especificos de cada fase (por ejemplo TSOL18 se expresa meramente en la larva
oncésfera). Ante esta diversidad antigénica es de esperarse una respuesta

inmunolégica compleja en el hospedero.
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La respuesta inmunoldgica a la neurocisticercosis (NCC) va a depender si ésta es
sintomatica o asintomatica. Con respecto a la neurocisticercosis asintomatica
calcificada se caracteriza por presentar una respuesta especifica de citoquinas del
perfil TH2 (IL4, IL5, IL13 e IL12), asi como niveles altos de 1gG4 especifica. En
cambio los pacientes con neurocisticercosis sintomatica, con multiples quistes y en
estadios mixtos, van a presentar niveles bajos de proliferacion linfocitaria especifica y
sin produccion de citoquinas (139). Vale la pena recalcar que la inmunodepresion en
estos pacientes se presenta en ausencia de tratamiento antiparasitario, por lo que se
postula que tal inmunodepresion especifica se manifiesta para controlar la extension
de la inflamacion en el SNC. Sin embargo, a nivel local la respuesta inmunologica
varia, ya que en el liquido cefalorraquideo de estos pacientes se han detectado niveles
incrementados de citoquinas inflamatorias IL-5 e IL-6 y de la citoquina
inmunosupresora IL-10, que estaria regulando el proceso inflamatorio en esa cavidad
(139). En la neurocisticercosis humana se ha determinado que mientras el cisticerco
este vivo se generar una supresion de la respuesta inmune, pero cuando el parasito
muere se produce una fuerte reaccion inflamatoria. La interface hospedero-parasito ha
sido estudiada experimentalmente en cisticercosis porcina. En este sentido, se ha
determinado que los metacestodos conviven en armonia con el huésped, separados
por una capsula con pocos elementos inflamatorios. Sin embargo, cuando se rompen
los mecanismos de esta relacion simbidtica, ya sea por tratamiento antiparasitario o
por senescencia, se afecta la biologia parasitaria por lo que el huésped emprende la

destruccién del cisticerco.
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ANEXO VII. Vacunacidn contra la cisticercosis porcina

En los dltimos afios se ha adoptado la vacunacion de los cerdos como medida

preventiva de la cisticercosis porcina, utilizandose para ello antigenos parasitarios

provenientes de diversas fuentes que van desde extractos totales de oncosferas o de

cisticercos, del fluido vesicular, antigenos semipurificados y recombinantes, péptidos

sintéticos y antigenos provenientes de especies cercanas como T. crassiceps, T.

saginata y T. ovis. En el siguiente recuadro se muestran los antigenos protectores

hallados contra cisticercosis porcina.

Eficiencia de proteccion

Fuente (% experimental) Antigeno
Extracto total 82.1 Extracto crudo
(De cisticerco) 53.1-58.2 Extracto de metacestodo T. crassiceps
(De oncdsferas) 91.7-96.7 Antigenos nativos de oncdsfera
Antigenos purificados 94.7 Antigenos de excrecion y secrecion
(De cisticerco) 64.5 Antigenos de escolex de cisticerco
] 91.7-92.1 Antigenos de 45 a 242 kDa
Antigenos 0-94 Péptido sintético GK-1
recombinantes y
sintéticos 100 TSOL18y TSOL45
95.1 ETcl, KETc12, GK1y KETc?
85-91 pcDNA3-cC1ly GST-cC1

*Modificado de Larralde et al. (27).



