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RESUMEN

Introduccion: La neurocisticercosis (NCC) es una infeccion parasitaria del sistema
nervioso central responsable del aproximadamente el 30 % de casos de epilepsia en
el mundo. El diagnéstico se basa en las neuroimdgenes, que requieren equipos
sofisticados y de alto costo, poco disponibles en zonas endémicas. Las pruebas
serologicas complementan el diagnostico, mas atin cuando la neuroimagen no es
concluyente; no obstante, se requieren mdas herramientas para discernir entre
infeccion viable y no viable, sobre todo para un grupo importante de pacientes, con
un patréon serolédgico clase 2 (GP50, GP42-39 y/o GP24 positivas en LLGP-EITB).
Estos pacientes representan casi un tercio de los pacientes con NCC, cuyo
diagnéstico de infeccion viable es complejo. Por tal motivo el presente trabajo de
investigacion propone, en pacientes con un patron serologico clase 2: i) evaluar si
la distribucién de las bandas positivas en LLGP-EITB (2 o 3 bandas) y las
caracteristicas demograficas permiten discriminar infeccion viable; asimismo,
explorar los niveles de anticuerpos contra glicoproteinas recombinantes/sintéticas
segun la distribucion de bandas y ii) evaluar el perfil cuantitativo de anticuerpos
contra glicoproteinas (rGP50, rT24H y sTs18) para discriminar infeccion viable.
Investigacion 1: Se evaluaron a 944 pacientes con NCC parenquimal. Los
individuos con tres bandas positivas tienen 61 % mas probabilidad de presentar
quistes viables que aquellos con solo dos. Los pacientes del sexo masculino y de 40
afios 0 menos tuvieron 62 % y 35 % mas probabilidad de quistes viables. La
exploracion cuantitativa de anticuerpos contra rGP50, rT24H, sTsl14 y sTsl8
determind como punto de corte del multiplex bead-based assay (MBA) ratio: 5.473,

14.16, 7.333 y 3.485, respectivamente (n=94). El tener un resultado positivo a



rT24H y sTs18 se asocid a 2.81 y 2.64 veces mas posibilidad de presentar quistes
viables. La evaluacion de anticuerpos contra sTs14, no permitié ver diferencias a
nivel de subgrupos (dos o tres bandas positivas en LLGP-EITB). Se observé que
las personas que tienden a expresar anticuerpos contra casi todas las glicoproteinas
evaluadas tienen 5.4 veces mayor probabilidad de tener cisticercos viables. La
medicidon de anticuerpos contra rGP50 no permitié ver diferencias respecto a la
viabilidad.

Investigacion 2: El estudio incluyo6 a 160 pacientes con NCC (64 parenquimal, 64
calcificada y 32 extraparenquimal). Las medianas del MBA-ratio de anticuerpos
contra rT24H (7.1 vs 1.9) y sTs18 (4.5 vs 1.4) fueron mayores para aquellos con
infeccion viable parenquimal (p<0.001) o extraparenquimal (p<0.001) en
comparacion con la infeccion calcificada. No se observaron diferencias en la
cuantificacion de anticuerpos contra rGP50 entre infeccion viable y no viable. Los
puntos de corte del MBA-ratio de anticuerpos contra rGP50, rT24H y sTs18 para
determinar positivo o negativo el resultado fueron: 12.1; 3.438 y 2.307, para
infeccidn parenquimal, y de 7.79; 2.202 y 2.084, para infeccion extraparenquimal,
respectivamente. La sensibilidad y especificadas de la prueba para detectar
infeccion viable usando rGP50, rT24H y sTs18 fueron 60.9 y 59.4; 75.0 y 64.1;
79.7 y 65.6, en infeccion parenquimal; y de 71.9 y 53.1; 81.3 y 56.3; 81.0 y 62.5,
en infeccion extraparenquimal, respectivamente. Los pacientes con infeccion
parenquimal y un resultado positivo a rT24H y sTs18 tienen 5.28 y 7.26 veces mas
la posibilidad de tener infeccion viable; los pacientes con infeccion

extraparenquimal y resultado positivo a sT24H y sTs18 tienen 5.6 y 7.2 veces mas



la posibilidad de tener infeccion viable. No hubo relacién entre un resultado

positivo a rGP50 e infeccion viable.

Se concluye que la distribucion de bandas, el sexo y la edad permitirian ayudar a
discriminar entre infeccion viable en pacientes con un patrén clase 2 en LLGP-
EITB. Asimismo, la cuantificacion de anticuerpos contra rT24H y sTs18 brindan
informacion serologica que apoyaria el diagnostico complementando el diagnostico
para identificar pacientes con infeccion viable. Esto es relevante ya estos resultados
permitiria tener mas herramientas diagnosticas facilmente implementables en
establecimiento deteccion desde el nivel primario y permitirian priorizar el tamizaje

imagenoldogico de NCC viable en zonas de escaso acceso a neuroimagenes.

PALABRAS CLAVE: Anticuerpos, glicoproteinas, Taenia solium, infeccion

viable, neurocisticercosis



ABSTRACT

Introduction: Introduction: Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic infection of
the central nervous system responsible for approximately 30% of epilepsy cases
worldwide. The diagnosis is based on neuroimaging, which requires preferred and
high-cost equipment, which is rarely available in endemic areas. Serological tests
complement the diagnosis, even more so when neuroimaging is not conclusive;
However, more tools are required to discern between viable and non-viable
infections, especially for an important group of patients, with a class 2 serological
pattern (GP50, GP42-39 and/or GP24 positive in LLGP-EITB). These patients
represent almost a third of patients with NCC, whose diagnosis of viable infection
is complex. For this reason, this research proposes, in patients with a class 2
serological pattern: 1) evaluate whether the distribution of positive bands in LLGP-
EITB (2 or 3 bands) and demographic characteristics allow discriminating viable
infection; in addition, explore the levels of antibodies against recombinant/synthetic
glycoproteins according to the distribution of bands, and ii) evaluate the
quantitative profile of antibodies against glycoproteins (rGP50, rT24H and sTs18)

to discriminate viable infection.

Investigation 1: 944 patients with parenchymal NCC were evaluated. Individuals
with three positive bands are 61% more likely to have viable cysts than those with
only two. Male patients aged 40 years or younger were 62% and 35% more likely
to have viable cysts. The quantitative exploration of antibodies against rGP50,
rT24H, sTs14 and sTs18 determined the cut-off point of the multiplex bead-based

assay (MBA) ratio: 5.473, 14.16, 7.333 and 3.485, respectively (n=94). Having a



positive result for rT24H and sTs18 was associated with a 2.81 and 2.64-times
greater chance of presenting viable cysts. The evaluation of antibodies against
sTs14 did not allow us to see differences at the subgroup level (two or three positive
bands in LLGP-EITB). It was observed that people who tend to express antibodies
against almost all glycoproteins evaluated are 5.4 times more likely to have viable
cysticerci. The measurement of antibodies against rGP50 did not reveal differences

regarding viability.

Investigation 2: The study included 160 patients with NCC (64 parenchymal, 64
calcified, and 32 extraparenchymal). The median MBA-ratio of antibodies against
rT24H (7.1 vs 1.9) and sTs18 (4.5 vs 1.4) were higher for those with viable
parenchymal (p<0.001) or extraparenchymal (p<0.001) infection compared to
calcified infection. No differences were observed in the quantification of antibodies
against rGP50 between viable and non-viable infection. The cut-off points of the
MBA-ratio of antibodies against rGP50, rT24H and sTs18 to determine positive or
negative results were: 12.1; 3,438 and 2,307, for parenchymal infection, and 7.79;
2,202 and 2,084, for extraparenchymal infection, respectively. The sensitivity and
specifications of the test to detect viable infection using rGP50, rT24H and sTs18
were 60.9 and 59.4; 75.0 and 64.1; 79.7 and 65.6, in parenchymal infection; and
71.9 and 53.1; 81.3 and 56.3; 81.0 and 62.5, in extraparenchymal infection,
respectively. Patients with parenchymal infection and a positive result for rT24H
and sTs18 have a 5.28 and 7.26-times greater chance of having viable infection;
Patients with extraparenchymal infection and a positive result for sT24H and sTs18
have a 5.6 and 7.2-times greater chance of having viable infection. There was no

relationship between a positive rGP50 result and viable infection.



It is concluded that the distribution of bands, sex and age would help discriminate
between viable infection in patients with a class 2 pattern in LLGP-EITB. Likewise,
the quantification of antibodies against rT24H and sTs18 provides serological
information that would support the diagnosis, complementing the diagnosis to
identify patients with viable infection. This is relevant since these results would
allow for more easily implementable diagnostic tools in detection establishments
from the primary level and would allow prioritizing imaging screening for viable

NCC in areas with little access to neuroimaging.

KEYWORDS: Antibodies, glycoproteins, Taenia solium, viable infection,

neurocysticercosis



INTRODUCCION

1.1. Generalidades

Taenia solium es un parasito céstodo que posee un ciclo bioldégico complejo e
involucra a dos hospedadores: cerdos y humanos. El ser humano, quien es el tnico
hospedero definitivo, alberga en el intestino delgado a la forma adulta del parasito;
esta infeccion se conoce como teniasis y convierte al ser humano en el reservorio y
diseminador mas importante del parasito al liberar huevos de Taenia solium a través
de las heces (1). Los cerdos, quienes actuan como hospederos intermediarios,
portan los estados larvarios o quistes (cisticercosis porcina). Los cerdos se infectan
después de consumir heces contaminadas con los huevos (procedentes de humanos
con teniasis) y comunmente desarrollan quistes a nivel de los musculos o el tejido
subcutaneo (2). Los seres humanos también pueden actuar como hospederos
intermediarios accidentales y desarrollar cisticercosis por la ingestién de huevos de
Taenia solium (3) (Figura 1). De este modo, los huevos ingeridos eclosionan y
liberan las larvas a nivel intestinal, la cuales atraviesan el epitelio del intestino
delgado y llegan al torrente sanguineo (2). Asi, se dirigen principalmente a los
musculos y al sistema nervioso central (SNC). En humanos, la infeccion con

cisticercos a nivel del SNC se denomina neurocisticercosis (NCC)(4).
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Figura 1. Ciclo biologico de Taenia solium: Cisticercosis / Neurocisticercosis.
Imagen obtenida del documento “Directrices de la OMS sobre el manejo clinico de
la neurocisticercosis por Taenia solium (2022)” publicado la Organizacion

Mundial de la Salud. DOI: https://doi.org/10.37774/9789275325247.

1.2. Neurocisticercosis

La NCC es considerada una enfermedad neurolégica de gran impacto en la salud
publica y es la principal causa de epilepsia secundaria en el mundo (5-7). La NCC
ocurre a consecuencia de que una persona ingiere alimentos contaminados con
huevos de Taenia solium, que posteriormente, eclosionan y atraviesan el epitelio
intestinal, llegando al torrente sanguineo hasta el SNC (8). Una vez ubicados en el

SNC, el estadio del parasito se denomina cisticerco o quiste. Un paciente con NCC


https://doi.org/10.37774/9789275325247

puede presentar uno o varios quistes, los cuales pueden ubicarse en el parénquima
cerebral o ser extraparenquimales (intraventricular, espacio subaracnoideo, entre
otros). La NCC extraparenquimal puede tener un peor pronostico debido a su gran
predisposicion para producir complicaciones. Si las vesiculas se alojan en las
cisternas pueden crecer libremente hasta adquirir un tamafio gigante (> 50mm),
dando lugar a la denominada forma racemosa (9) y puede generar, entre otros
sintomas, hidrocefalia o hipertension intracraneal (10,11). Por otra parte, la NCC
parenquimal puede estar sin ser detectada por meses o afios, y estar relacionado con

sintomas como dolor de cabeza, convulsiones y/o epilepsia (12).

1.2.1. Epidemiologia de la Neurocisticercosis

La NCC es endémica en muchas zonas rurales en paises de bajos recursos donde
existe una crianza de cerdos no tecnificada y esto coexiste con deficientes
condiciones de salubridad (13—15). La NCC es responsable de aproximadamente el
30% de casos de epilepsia en paises en vias de desarrollo a nivel mundial (16). Asi,
se ha reportado endémica en zonas rurales del Sudeste Asiatico (17,18), Africa
Subsahariana (19-24) y Latinoamérica (7,25). Por otra parte, en paises
desarrollados la NCC es considerada una enfermedad emergente, cuyo numero de
casos han aumentado en los ultimos afios debido al incremento de personas
provenientes de zonas endémicas (26,27). En Estados Unidos, el numero de
pacientes con NCC es aproximadamente entre 1300 a 5050 cada afio, de los cuales
mas del 75 % corresponde a emigrantes (principalmente Latinos); por su parte en

Europa se reporta una mayor incidencia de casos de NCC en Portugal y Espaiia,



con valores crecientes en los ultimos afios reportando casis no solo en inmigrantes

sino también en nacidos en esos paises (26,28,29).

En América Latina, principalmente en zonas rurales, la NCC es endémica; no
obstante, es una enfermedad desatendida. Se estima que alrededor de 0.45 a 1.35
millones de personas padecen de epilepsia a causa de la NCC (30). La mayor parte
de los estudios de prevalencia/incidencia de NCC en América Latina se ha
desarrollado en grupos de personas especificos como pacientes con epilepsia o con
serologia positiva (7,30-32). Aproximadamente, el 32.3 % de pacientes con
epilepsia tienen NCC evaluados mediante TAC y 19.6 % mediante pruebas
serologicas (33). Otro estudio, en una poblacion del Ecuador, estim6 una
prevalencia 9.6 % de pacientes adultos con NCC evaluados mediante TAC y
concluyo que los pacientes con epilepsia tenian 3 veces mas posibilidad de tener

NCC (34).

En el Pert existen regiones endémicas como la costa norte y la sierra central donde
cerca del 40% de casos de epilepsia son por NCC (35,36). La introduccion de la
prueba de Electro Inmuno Transferencia Blot (EITB) para el diagnostico seroldgico
(identificacion de anticuerpos) en pacientes con NCC permiti6 el desarrollo de
estudios poblacionales en varias zonas del Peru. Asi un estudio realizado en la Selva
peruana (comunidad de Maceda en Tarapoto) report6 tasas de seropositividad, es
decir, presencia de una o mas bandas de EITB, de 8% (37). Un estudio realizado
un area hiperendémicas de teniasis/cisticercosis de la sierra peruana (comunidades

de Huancayo, Junin) estim6 una seroprevalencia de cisticercosis humana de 13.9%



en poblacion general (38). Asi también, un estudio desarrollado en una poblacioén
adulta de una comunidad rural de la costa norte del Peru, en Tumbes, que es
considerada un area endémica de cisticercosis, mostrd una prevalencia de 23.1 %
de NCC mediante TAC y 36.9 % mediante pruebas serologicas. Cabe resaltar que
en mas del 80 % de los casos positivos a serologia fueron pacientes asintomaticos

y presentaban unicamente lesiones inactivas (cisticercos calcificados) (39).

1.2.2. Sintomatologia

La presentacion clinica de la NCC es variable. Los pacientes con NCC pueden ser
inicialmente asintomadticos durante varios afos y luego presentar diferentes
manifestaciones neuroldgicas inespecificas tales como: cefalea, ataxia, confusion,
convulsiones y meningismo (12,40). Varios factores influyen en las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, tales como: el numero, el tamaro, la
ubicacion y la forma de los parasitos y la respuesta inmunitaria del huésped (41).
La interaccion de estos factores afectan la variabilidad de la gravedad de los
sintomas los cuales pueden ir desde infecciones totalmente asintomaticas o
presentar convulsion, coma y hasta la muerte (40). Las convulsiones son el sintoma
mas frecuente y ocurren hasta en el 75 % de los pacientes con NCC. Se reporta que
las convulsiones pueden comenzar hasta 30 afios después de la infeccion inicial
(40,42,43). La sintomatologia puede variar dependiendo de la ubicacion de los
cisticercos a nivel del SNC, por ejemplo se ha reportado que pacientes con
cisticercos extraparenquimales (intraventriculares o subaracnoideos) reportan

sintomas como hidrocefalia y el aumento de la presidon intracraneal, que se



desarrollan en alrededor del 25 % de los casos, los que pueden manifestarse con

nauseas, vomitos y papiledema (10,11,40).

Las crisis convulsivas son las manifestaciones clinicas mas comunes en la NCC, las
cuales ocurren en alrededor del 78.8 % de pacientes con NCC (44). Las
convulsiones son poco frecuentes en individuos con solo quistes viables, muy
frecuentes en casos con quistes en degeneracion, y persisten en el 50% o mas de los
pacientes después de que los quistes se han resuelto (cuando el proceso inflamatorio
cesa y la mayoria de los restos del quiste se reabsorben) (6,45). La epilepsia ocurre
principalmente en pacientes con cisticercos cerebrales parenquimales (Figura 2) y
en muchos casos representa el unico sintoma de la enfermedad. Las convulsiones,
que son uno de los sintomas mas importantes de la epilepsia, son en su mayoria de
tipo parcial; no obstante, algunas de las convulsiones pueden presentar

generalizacion secundaria (46).

Las personas con NCC parenquimatosa viable pueden permanecer asintomaticos
por periodos prolongados de tiempo (meses o afios), luego de lo cual el parésito
pierde la capacidad de evadir a la respuesta inmune del hospedero; y en
consecuencia, se inicia un proceso inflamatorio alrededor del quiste, lo que
finalmente conduce a la degeneracion y muerte del parasito (47,48). Algunos
cisticercos desaparecen o se resuelven, es decir que el proceso inflamatorio
desaparece y los restos de parésito se reabsorben (45,48). Mientras que otros se
convierten en calcificaciones residuales (Figura 3). Se ha reportado que

aproximadamente 20 % a 30 % de pacientes con NCC de lesion unica y 40 % de



pacientes con lesiones multiples, terminan en cicatriz calcificada bien definida que
se observa facilmente en la TAC (49). Estas calcificaciones residuales pueden
convertirse en focos epileptogénicas y eventualmente desarrollar edema

perilesional (48).

Los mecanismos que involucran el desarrollo de crisis epileptogénicas en pacientes
con NCC parenquimal no estdn aun establecidos; sin embargo, parecen estar
relacionados a la activacion de la respuesta inmune contra el cisticerco y el
desarrollo de inflamacion perilesional (48). Por otra parte, el tratamiento
antiparasitario puede desencadenar una inflamacion aguda a nivel del tejido
nervioso; por lo cual debe ir acompafado de tratamiento antiepiléptico y

antiinflamatorio (12).

Existen otras manifestaciones clinicas menos frecuentes en la NCC tales como:
déficit neuroldgico focal (aproximadamente 15% de los casos), déficit cognitivo
(5%) y/o el incremento en la presion intracraneal (12%) (44). En pacientes con NCC
extraparenquimal los cisticercos tienen localizacién subaracnoidea o ventricular,
generalmente en la base del cerebro o en la fisura de Silvio y pueden alcanzar un
gran tamafo (Figura 2) (50,51). En estos pacientes, el desarrollo de crisis
epilépticas es menos frecuente, mientras que el desarrollo de hidrocefalia e
hipertension intracraneal es méas comun debido al efecto en masa que ocasionan y
al bloqueo del flujo de liquido cefalorraquideo (51,52). Por esta razén, algunos

casos con NCC extraparenquimal requieren intervencion quirdrgica.



Figura 2. NCC parenquimal (A) y NCC extraparenquimal (B) observadas mediante
RM sin contraste. Imagen obtenida del articulo “Pathogenesis of Taenia solium

taeniasis and cysticercosis” publicado Gonzales et al. DOI: 10.1111/pim.12307

Figura 3. NCC calcificada observada (dos lesiones que se observan con circulos
blancos) mediante TAC sin contraste. Imagen obtenida del articulo

“Neurocysticercosis”’ publicado Garcia et al. DOI: 10.1016/j.ncl.2018.07.003



1.2.3. Inmunopatologia de la Neurocisticercosis

Los mecanismos patogénicos en la NCC son variables y dependen de la ubicacién
del parésito (dentro o fuera del parénquima nervioso), su volumen y la respuesta
inflamatoria del huésped; asimismo esto se relaciona a la etapa evolutiva del
parasito (viabilidad) (53). En la NCC, los cisticercos se establecen en el SNC,
sobreviven durante un periodo extremadamente variable (desde meses a muchos
afios) y finalmente se resuelven mediante un proceso involutivo reabsorbiéndose o

dejando una cicatriz calcificada (53).

Los cisticercos viables utilizan multiples mecanismos activos de evasion de la
respuesta inmune (6). Dentro de los mecanismos descritos se reporta la secrecion
de moléculas capaces de bloquear el sistema del complemento, afectar la respuesta
celular, aumentar las células T reguladoras, degradar las inmunoglobulinas
atacantes (proteasas que escinden inmunoglobulinas, la proteasa inhibidores y
antioxidantes, factores inmunosupresores y otras moléculas como paramiosina,
proteoglicanos sulfatados, prostaglandina E 2, taeniaestatina y neuropéptidos como
la sustancia P y la somatostatina) (6,54) o incluso enmascararse cubriéndose con

inmunoglobulinas del huésped (53,55).

Los quistes parenquimales viables, eventualmente degeneran y se resuelven, ya sea
por involucion natural o debido al tratamiento antiparasitario (56,57). Los parasitos
muertos se resuelven por completo generalmente, o dejan una cicatriz calcificada
(6,58). La muerte del parasito implica inflamacion perilesional y se asocia

frecuentemente con la aparicion o exacerbacion de sintomas neuroldgicos (57).



Mediante analisis de imagenes, algunos autores consideran que un quiste
degenerado presenta cambios en la apariencia del liquido quistico. Asi, reportan
que la ausencia de sefial de contenido liquido (hipodensa mediante TAC o
hiperintenso en T2 mediante RM) son marcadores de degeneracion parasitaria (59);
por lo que, los quistes que muestran contenido liquido se consideran quistes viables
(con o sin inflamacidn) y la ausencia de contenido liquido representaria a un quiste

en degeneracion (59).

La respuesta inflamatoria del hospedero usualmente asocia a sintomatologia
neuroldgica. La respuesta inflamatoria periquistica o edema perilesional, ya sea
alrededor de quistes viables o calcificados, se asocia a la aparicion o exacerbacion
de convulsiones y otros sintomas. En pacientes sintomaticos, es frecuente encontrar
edema perilesional y realce de contraste alrededor de al menos uno de los quistes.
En pacientes con NCC calcificada, es mas frecuente encontrar edema perilesional
que inflamacién luego de un evento convulsivo, algunos investigadores consideran
al edema alrededor del quiste calificado como una respuesta inmunitaria episodica

a los antigenos del parésito que permanecen en la cicatriz calcificada (6,34,60) .

Los quistes extraparenquimales, por su ubicacion, ejercen una sintomatologia y
respuesta inmune distinta en el paciente. Estos se localizan en los ventriculos
cerebrales o en los espacios subaracnoideos. Los quistes intraventriculares
(especialmente los del 3° y 4° ventriculo) pueden causar hidrocefalia o pueden
causar sintomas debido a la compresion directa del tronco encefalico. Respecto a

su tamano pueden crecer has ampliamente (> de 1 cm) debido a que tienen mas
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espacio y menos presion del tejido circundante. Es importante discernir si los
quistes estan adheridos a la pared o flotan libremente, lo cual se relaciona también
a la inflamacién circundante. El grado de inflamacion puede ser importante para la
reseccion quirtrgica (neuroendoscopica), dado que los quistes extraparenquimales
con inflamacion circundante pueden ser adherentes, dificiles de extirpar y
propensos a sangrar (6,51,52). Por su parte, los quistes subaracnoideos se ubican
generalmente en las fisuras de Silvio, las cisternas basales y los espacios
interhemisféricos, los cuales tienden a formar grandes agregados (quistes o grupos

de quistes “gigantes”) (6,51,52).

1.2.3.1. Inflamacion y factores del hospedero

Ademés de la ubicacion y viabilidad parasitaria, existen algunos factores del
huésped que pueden influir en la respuesta inmune del mismo, que en consecuencia
pueden afectar la inmunopatologia de la NCC y viabilidad del parasito. El sexo y la
edad del paciente son variables que pueden afectar la respuesta inmune frente a la
infeccidn parasitaria ocasionada por el cisticerco de Taenia solium e influir en el

estado de viabilidad del parasito.

Un estudio reporté que en pacientes con NCC, las mujeres mas frecuentemente
presentaron inflamacion en el LCR y un nivel de recuento de leucocitos en el LCR
significativamente mayor en comparacion con los hombres (61). Estas
observaciones se encuentran en linea con lo descrito en estudios previos en los que
los factores sexuales se han asociado con la intensidad de la respuesta inflamatoria

contra el parasito, posiblemente promovida por los niveles de esteroides sexuales
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femeninos (62—65). De esta forma, se considera que el sexo es un factor de riesgo
que influye en la gravedad de la respuesta inflamatoria dentro del parénquima
cerebral a una enfermedad parasitaria (62). Por lo tanto, hay indicios de que el
género puede estar involucrado en la patogénesis de la NCC, pero se necesitan mas

estudios para confirmar estos hallazgos.

La edad también es un factor que influye en la respuesta inmune y esta relacionada
a la madurez del sistema inmune. Se ha descrito que la edad participa en la
heterogeneidad de la sintomatologia clinica en pacientes con NCC sintomatica. Asi,
se observéd que las lesiones multiples y los cisticercos ventriculares multiples se
presentaron en mayor frecuencia en pacientes de mayor edad sin un aumento de la

severidad de los sintomas clinicos(61).

Un estudio reportd que la intensidad de la respuesta inflamatoria disminuye
alrededor de los cincuenta anos, lo cual estaria relacionado no solo a la edad sino
también al género; dado que pasado los 50 afos, las mujeres entran en etapa
menopausica y el nivel hormonal cambia hacia a un perfil mas androgénico, segiin
hipotetizan algunos investigadores(62). Estudios en otras parasitosis como
esquistosomiasis reportan que la edad tienen un efecto inverso en la susceptibilidad

a la infeccidn y la resistencia con enfermedades graves (66,67).

1.2.3. Agente causal: Cisticerco de Taenia solium
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La descripcion del cisticerco de Taenia solium estara enfocada en su estructura
histologica y las glicoproteinas que contiene, y que han sido utilizadas para el

diagnoéstico de NCC, las cuales seran evaluadas en la presente investigacion.

1.2.3.1 Estructura del cisticerco

Los cisticercos de Taenia solium son vesiculas traslucidas llenas de liquido que
miden entre 1 a 3.5 cm, con un escolex invaginado y son generalmente de forma
oval (68,69) (Figura 4). A nivel histologico, estan conformados por una membrana
o pared quistica, un espacio vesicular conteniendo liquido y un escélex que tiene
cuatro ventosas y un rostelo armado con dos filas de ganchos (69) (Figura 4).

La membrana en su parte mas externa (tegumento), presenta unas proyecciones
denominadas microtrichas (Figura 5). Por debajo de las microtrichas se encuentra
la membrana basal y el parénquima de la membrana. La zona del parénquima
contiene fibras musculares circulares y longitudinales, células responsables de la

formacion de corpusculos calcareos, células del parénquima, células del tegumento,

células flama, conductos excretores y granulos de glucogeno (68).
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Figura 4. Cisticerco de Taenia solium. Figura A. Cisticercos en solucion salina
obtenidos de musculo de cerdo naturalmente infectado. Vista de un pocillo de una
placa de 6 pocillos. Figura B. Estructura histologica de un cisticerco; 1: escolex, 2:
membrana. Tincion H-E, 40X. Imégenes proporcionadas por el Laboratorio de
Inmunopatologia Experimental (LIPE) de los Laboratorios de Investigacion y

Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

El cisticerco viable, in vitro, muestra movimientos lentos y continuos de
contraccidn y relajacion, gracias a la doble capa de fibras musculares, ubicadas justo
debajo de la superficie del tegumento descritas anteriormente(69). Cuando el
cisticerco es expuesto a la tripsina o la bilis, las larvas evaginan y emerge el escolex
del canal espiral. Se presume que, in vivo, el proceso de evaginacion libera el

escolex en el duodeno alentando su union a la pared duodenal del huésped definitivo

(el ser humano).

Figura S. Estructura del cisticerco de Taenia solium. Figura A. MI: microtrichas,
MZ: zona de la matriz, MC: fibras musculares, 10000X. Figura B. Se muestran

células del parénquima, 6000X. Imagen obtenida del articulo “Morphological
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Changes to Early Stage Taenia solium Cysticerci Following Oxfendazole

Treatment” publicado Liu et al. DOI: 10.1016/s1090-0233(02)00124-7

La superficie tegumentaria es utilizada por el pardsito para tomar nutrientes de los
tejidos intersticiales del huésped (70,71). Por lo tanto, es necesaria una superficie
tegumentaria intacta para su supervivencia, dado que los parasitos son aceldmicos

y no tienen sistema digestivo (69).

El tegumento del cisticerco estd cubierto por un glicocalix estructurado (69). La
glicocalix es sensible a la accion de la tripsina a concentraciones bajas con lo cual
las microtrichas colapsan y se aglutinan (Ver Figura 5). Se ha reportado que el
glicocalix estd compuesto por glicoproteinas, que son reconocidas por sueros de
pacientes con NCC y han sido purificadas y utilizadas para el diagnostico (72,73).
La deteccion de anticuerpos en suero contra la etapa larvaria (cisticercosis) se utiliza
ampliamente como ayuda en el diagndstico de NCC y ha demostrado ser util en
estudios epidemioldgicos de NCC en areas endémicas (74,75); no obstante, estos
anticuerpos no parecen tener un papel relevante en la proteccion o destruccion de
cisticercos establecidos a causa de los diversos mecanismos de evasion que han

desarrollado los metacéstodos contra células o moléculas inmunes (69).

1.2.3.2. Glicoproteinas del cisticerco de Taenia solium
Se han caracterizado y evaluado diversas glicoproteinas de los cisticercos de Taenia
solium, y de otras tenias, para su uso en el inmunodiagnostico de la NCC y/o el

desarrollo de vacunas sintéticas o recombinantes contra la cisticercosis (76).
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Las glicoproteinas mas ampliamente utilizadas, particularmente para el diagndstico
de NCC, son aquellas que se obtienen de un extracto parcialmente purificado de
cisticercos de Taenia solium. Especificamente, la fracciéon de glicoproteinas con
afinidad a la lectina de lenteja (LLGP, por sus siglas en ingles). Estas se emplean
en el diagnostico de la NCC mediante la prueba de EITB (73), esta prueba se

describira en detalle mas adelante en la seccion 1.3 diagndstico de la NCC.

Las glicoproteinas con afinidad a la lectina de lentejas se separan en 7 bandas
antigénicas denominadas GP50, GP39-42, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13,
llamados asi por su naturaleza glicoproteicas (GP) y su respectivo peso molecular
en kDa (73). Esta glicoproteinas pertenecen a 3 familias: familia GP50, familia
T24/42 y familia 8 kDa(77). A partir de esta fraccion glicoproteica se han
caracterizado varias glicoproteinas de Taenia solium con el objetivo de producir
sintética o recombinantemente polipéptidos que sirvan para el diagnostico,
mediante pruebas rdpidas, que no dependan de tener el material bioldgico

(cisticercos) para su obtencion (78).

Los antigenos 8 kDa es una familia de glicoproteinas antigénicas que ha sido
caracterizada y clonada. Hancock et al. informaron que los miembros de la gran
familia de antigenos denominados 8 kDa incluyen a las glicoproteinas LLGP que
migran a 14, 18 y 21 kDa, los cuales son componentes de las bandas de proteinas
encontradas a 24 y 39-42 kDa (79). Los antigenos de 8 kDa son las proteinas de
diagnostico que se observan a 14, 18 y 21 kDa en el Western blot y también se

encuentran en las bandas de 24 y 39 a 42 kDa (79). Los investigadores informaron
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la identificacion de genes de 18 proteinas maduras Unicas, de las cuales 9 fueron
sintetizadas quimicamente y evaluadas en un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) frente a muestras de suero de pacientes
con cisticercosis reactiva a los antigenos 8 kDa de LLGP en western blot, sueros de
pacientes con otras infecciones parasitarias y sueros controles sanos. Las 9
proteinas sintetizadas fueron: Ts18, Ts18 varl, Ts18 var3, Ts18 var4, Ts18 var6,
TsRS2 varl, Ts14, Ts18 var8 y TsRS1. Uno de los antigenos identificados (TsRS1)

mostrd ser 100 sensible y 100 % especifico (79).

Posteriormente, Hancock et al. caracterizaron y clonaron la glicoproteina GP50. La
GP50 es una proteina de membrana glicosilada que se encuentra anclada al
glucolipido glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus siglas en inglés). La clonacion de
esta proteina mostr6 un clon gendémico de 3193 nucleétidos de longitud, que tiene
al menos 12 exones y 11 intrones (80). La capacidad antigénica de la GP50 depende
de su estructura secundaria y terciaria (correcta formacion de enlaces disulfuro) y
no de la estructura primaria; por lo que la estructura secundaria y terciaria contiene
todos los epitopos reconocidos durante la respuesta inmune frente a la infeccion con
cisticercos de Taenia solium. Tanto la proteina nativa (purificada de cisticercos)
como la proteina recombinante mostraron ser antigénicas frente a sueros de
pacientes con NCC y no frente a pacientes con teniasis (80). La sensibilidad de la
proteina GP50 recombinante fue de 90 % para detectar suero de pacientes con
cisticercosis. Hancock et al. indicaron que 1 de las 10 muestras evaluadas, todas
reactivas a GP50 nativa, no fue reactiva con la GP50 recombinante. Por lo tanto,

sugieren que los restos de carbohidratos de GP50, asi como el anclaje a GPI, pueden
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desempeifiar un papel en la antigenicidad de esta glicoproteina, tomando en cuenta
otros estudios que evidencia que los glicanos contribuyen a la antigenicidad de las
proteinas (80). Asi también, se mostraron que la GP50 recombinante fue 100 %
especifica cuando se enfrent6 a suero de pacientes con otras infecciones como
Taenia saginata y el género estrechamente relacionado, Echinococcus (80). En
términos generales las GP50 ha mostrado una reactividad entre 53 % al 84% de las

muestras de suero de infeccion (73,81,82).

Por otro lado, la proteina T24 es una proteina integral de membrana que pertenece
a la superfamilia de tetraspanina, cuyo dominio extracelular, fue expresado
recombinantemente en Echerichia coli (83). Migra en una posicion correspondiente
a 24 kDa y como homodimero en 42 kDa en LLGP-EITB (83). Tanto la forma
nativa como la fraccidon recombinante (rT24H) presentan en su estructura
secundaria los enlaces disulfuro necesarios para su reconocimiento por los
anticuerpos (83). La proteina es una de las implicados en el establecimiento de la
etapa larvaria y que también se expresan en gran medida en diversos estudios (84).
La utilidad de evaluar la proteina T24 o su forma recombinante, se ha observado

también en la evaluacion cualitativa de las bandas positivas en LLGP-EITB.

Greene et al. describieron la caracterizacion de dos glicoproteinas de 14 y 18 kDa.
Ellos mostraron que, si bien estas subunidades de 14 y 18 kDa comparten una
homologia de secuencia de aminoécidos, su migracion diferencial en un gel de
poliacrilamida muestra que son entidades claramente diferentes. Esto debido a

diferencias en las longitudes de la cadena de aminoacidos y/o diferencias en las
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modificaciones postraduccionales. Asimismo, sefialaron que estas subunidades
conservadas se combinan para eventualmente crear estructuras multiméricas que
difieren en masa molecular que varia en tamano de 20 a 50 kDa. Ambas
subunidades mostraron reactividad contra sueros de pacientes con NCC (78).
Posteriormente, se sintetizaron polipéptidos sintéticos (sTS14 y sTS18) a partir de
la secuencia de aminodacidos de estas subunidades de 14 y 18 kDa, de los cuales la
sTS14 mostrd ser reactiva frente a sueros de pacientes con NCC sin reaccion

cruzada frente a otras infecciones parasitarias (85).

Otros investigadores han sintetizado antigenos de Taenia solium a partir de una
libreria genética, identificando tres antigenos denominados Ts8B1, Ts8B2 y Ts8B3
los cuales guardan homologia en un 75 % con el antigeno CyDA y 50% con
antigenos de la familia de 8kDa de Taenia solium. Especificamente, el antigeno
Ts8B2 presento la caracteristica de ser un antigeno de E/S y tuvo una sensibilidad

del 96.8 % y una especificidad del 93.1 % en la deteccion de NCC activa (86).

1.3. Diagndstico de la Neurocisticercosis

Histéricamente, la NCC se diagnosticaba mediante la autopsia del paciente (87).
Actualmente, se cuentan con dos técnicas que permiten el diagnostico, estas son:
los estudios de imagenes a través de la RM y la TAC; y el inmunodiagnéstico
basado en la prueba de EITB que utiliza una mezcla de antigenos parcialmente

purificados (87). A continuacidn, se describiran las técnicas para el diagnostico de
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la NCC con especial énfasis en el diagndstico de infeccion viable, que corresponde

con el objetivo de la presente investigacion.

1.3.1. Neuroimagenes: diagnostico de infeccion viable

El término "viable" se utiliza para describir a las larvas que estan vivas y activas, lo
que significa que pueden seguir creciendo y causar dafios en el cuerpo. Cuando las
larvas mueren o se calcifican, se habla de neurocisticercosis inactiva (88). En la
NCC, se considera infeccidn viable cuando existe uno o mas cisticercos viables en
el SNC y puede ser diagnosticada mediante una combinacién de pruebas de
diagnéstico, como la tomografia computarizada (TC) y el resonancia magnética

(RM) (12).

Mediante la RM un cisticerco viable se puede observar como una lesion hipointensa
en T1 e hiperintensa en T2 con una apariencia quistica. Segin el estado de
maduracion del cisticerco, la imagen puede variar. Por ejemplo, un cisticerco viable
joven puede tener una pared fina y regular, mientras que uno mas antiguo puede
tener una pared gruesa y calcificada. Asimismo, la RM puede proporcionar
informacion adicional sobre la respuesta inflamatoria del cuerpo a la presencia del
cisticerco, como la presencia de edema, reaccion inflamatoria o efectos de masa en
los tejidos circundantes. La resonancia magnética es considerada el método de
eleccion para el diagndstico de la NCC viable debido a su alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de lesiones quisticas en el sistema nervioso central

(46).
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El diagnostico de NCC viable ocurre generalmente en pacientes sintomaticos que
acuden al hospital. Esto contrasta con lo que ocurre en la poblacion general, en
donde el mayor porcentaje de casos con NCC son asintomaticos y presentan
lesiones inactivas (34,39). El diagnostico de NCC viable en pacientes hospitalarios
permite que reciban el mejor tratamiento mediante el uso de esquemas con
antiparasitarios altamente eficaces como albendazol y praziquantel y un manejo
clinico apropiado de los sintomas mediante el uso de antiinflamatorios y
antiepilépticos (6,59,89). El tratamiento antiparasitario induce la muerte y
resolucion del cisticerco, lo que a su vez permite mejorar la evolucion clinica del
paciente(59). El diagnostico de viabilidad en NCC humana en entornos
hospitalarios se basa principalmente en los hallazgos de neuroimagenes en

combinacion con los resultados de pruebas seroldgicas (90,91).

Tanto la RM como TAC proporcionan evidencia objetiva sobre la presencia de
cisticercos en el SNC, su localizacion, nimero, fase de desarrollo y el grado de
respuesta inflamatoria alrededor (12,91) (Figura 6 y 7). La RM es mads sensible
para el diagnostico de NCC viable (tanto en infecciones parenquimales como
extraparenquimales), ya que permite visualizar las lesiones en diferentes planos,
mientras que la TAC es mds sensible para detectar lesiones cerebrales calcificadas
y su sensibilidad en infecciones viables es menor que la RM (6,91). El diagndstico
de viabilidad en NCC, tomando en cuenta solo los resultados de hallazgos
imagenoldgicos, es definitivo cuando las neuroimagenes indican la presencia de un

cisticerco con su escolex invaginado(12,92).
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Figura 6. Hallazgos de neuroimagenes en NCC. (A, B) visualizacion de cisticercos
viables en resonancia magnética. Imagen obtenida del articulo “Imaging findings in

neurocysticercosis” publicado Garcia et al. DOI: 10.1016/s0001-706x(03)00057-3
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Figura 7. Hallazgos de neuroimagenes en NCC. (A, B) visualizacion de cisticercos
viables en tomografia axial computarizada. Imagen obtenida del articulo “/maging
findings in neurocysticercosis” publicado Garcia et al. DOI: 10.1016/s0001-

706x(03)00057-3

Por otro lado, las neuroimagenes también tienen limitaciones. En algunas ocasiones
las neuroimagenes no siempre pueden diferenciar NCC de otras lesiones en el SNC
y, en algunos casos, las lesiones de NCC pueden pasar desapercibidas por la TAC
o la RM. Cuando los hallazgos de neuroiméagenes (TAC o RM) no son concluyentes
0 no se cuentan con técnicas precisas para medir viabilidad como la RM, éstas
requieren confirmacion mediante pruebas serologicas, como la EITB, las cuales
proporcionan informacion adicional sobre la viabilidad del parasito (93) y pueden
apoyar a los hallazgos de neuroimagenes para determinar la opcidén de tratamiento
adecuado en el paciente(6,94). Sin embargo, es importante sefialar que ante la
ausencia de neuroimagenes, los resultados serolégicos no pueden dictaminar la

decision sobre el manejo terapéutico del paciente (95).

1.3.2. Pruebas seroldgicas: generalidades y utilidad para el diagnostico de infeccion
viable

Las pruebas serologicas se basan en la deteccion de anticuerpos en suero por
diferentes metodologias. En relacion a la vida media de estos anticuerpos, puede
ser variable considerablemente, dependiendo de factores como la intensidad de la
infeccion, la respuesta inmune del individuo y se ha administrado tratamiento

antiparasitario (87,96). En pacientes con NCC, algunas personas con infecciones
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que involucran multiples cisticercos pueden tener anticuerpos persistentemente
detectables en LLGP-EITB por afios después de un tratamiento antiparasitario
exitoso, mientras que otros pueden volverse sero-negativos después de
aproximadamente 9 meses (87). Los anticuerpos contra los antigenos de 8 kDa son
los primeros en desaparecer; en segundo lugar, los anticuerpos contra GP24 y
GP42-39 (87). Los anticuerpos contra GP50 son los més persistentes. En términos
generales, la deteccion de anticuerpos resulta util como indicador de que un
individuo ha sido infectado por un parasito especifico. Un resultado positivo en
alguien no expuesto previamente al pardsito antes de un viaje reciente a una zona
endémica puede interpretarse una probable infeccion reciente. Sin embargo, en una
persona nativa de un area donde el parésito es endémico puede mostrar so6lo una
infeccion pasada no relacionada con el estado clinico actual (96). Ademas,
aproximadamente el 40 % de los resultados positivos en una zona endémica son por
anticuerpos transitorios, que se vuelven indetectables al cabo de un afio (97). En
general, la deteccion de anticuerpos contra enfermedades parasitarias indica solo
una infeccion en algin momento indeterminado y no necesariamente una infeccion
aguda o actual. Los niveles de anticuerpos contra los parésitos disminuyen
lentamente una vez que el paciente se cura de la infeccion; aunque, generalmente
permanecen al menos entre 6 meses y muchos afios, dependiendo del parasito
infectante y, por lo tanto, generalmente no son indicadores ttiles para determinar

una curacion exitosa; sino mas bien son utiles para el diagndstico.
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Electro Inmuno trasnferencia Blot (EITB): La EITB es el ensayo preferencia
para deteccion de anticuerpos en NCC. El EITB detecta bandas de anticuerpos
dirigidos contra siete glicoproteinas del cisticerco de Taenia solium purificadas con
lentil-lectina y separadas segun su peso molecular mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida (73). El EITB ha sido utilizada en estudios serolégicos de NCC
debido a su alta sensibilidad y especificidad para un resultado positivo a 1 0 mas
bandas (98% y 100%, respectivamente) y para pacientes con 2 o mas cisticercos,
por lo cual se prefiere como herramienta complementaria a los hallazgos de
neuroimagenes (73,98). Actualmente, el ensayo de EITB es reconocido por la
Organizacion Panamericana de la Salud como el método inmunolégico de eleccion

para el diagndéstico de NCC (99).

Cabe sefialar que, la EITB no es la inica prueba seroldgica disefiada para detectar
anticuerpos, existen también formatos comerciales de inmunoabsorbancia ligada a
enzima (ELISA). No obstantes las pruebas de ELISA utilizan antigenos de
deteccion menos purificados en comparacion con la EITB, lo que resulta en una
menor sensibilidad y en un alto porcentaje de falsos positivos debido a la reaccion
cruzada con otros cestodos como Echinococcus granulosus y Hymenolepis nana
(100).

Como se coment6 previamente, el ensayo de EITB detecta anticuerpos contra siete
antigenos glicoproteicos del cisticerco de Taenia solium obtenidos mediante
purificacién en electroforesis con lentil-lectina (LLGP) (73), por lo cual se le

conoce también como ensayo LLGP-EITB. Las bandas de glicoproteinas en el
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LLGP-EITB son denominadas en funcion de su peso molecular en kilodaltons como

GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13 (73).

Bandas en
LLGP-EITB

|l Familia GPS0

I_> Familia T24/42

) Familia 8kDa*

*Las proteinas de la familia 8kDa pueden estar presentes en las bandas
GP42-39y GP24

LLGP-EITB: lentil lectin-bound glycoproteins/enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot

Figura 8. Bandas de glicoproteinas utilizadas en LLGP-EITB y la familia de
glicoproteina a la que pertenece cada una. LLGP-EITB: lentil lectin-bound

glycoproteins/enzime-linked immunoelectrotransfer blot.

Como parte inicial del proceso para la obtencion de los antigenos utilizados en
LLGP-EITB, los cisticercos recolectados de cerdos se solubilizan en urea (extractos
antigénicos), y la fraccion unida de la cromatografia de afinidad de lectina de
lenteja, es decir, las glicoproteinas purificadas de lectina de lenteja, se usa como
antigeno en un ensayo de transferencia Western o inmunoelectrotransferencia

ligada a enzimas. Mediante el proceso de electroforesis en geles de poliacrilamida,
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las glicoproteinas antigénicas migran y se separan segun su peso molecular,
posteriormente estas glicoproteinas son transferidas de los geles de poliacrilamida
a membranas de nitrocelulosa.

Con la obtencion de las tiras de nitrocelulosa que contienen las glicoproteinas de
Taenia solium se procede a realizar el ensayo de LLGP-EITB. Para evaluar la
presencia de anticuerpos anti-Taenia solium en los sueros de pacientes, se realiza la
incubacion de las muestras con las glicoproteinas contenidas en las membranas de
nitrocelulosa. La incubacioén se realiza durante toda la noche, y luego de un
posterior paso de incubacion con anti-IgG (humano) y revelado se visualizan las

bandas de anticuerpos.

La visualizacion de 1 o mas bandas de anticuerpos establece un diagnostico positivo
de cisticercosis con una sensibilidad y especificidad de 98% y 100%,
respectivamente, para detectar pacientes con NCC con 2 a mas cisticercos (73,98).
Siendo asi, una prueba cualitativa para el diagnostico de NCC. No obstante, la
prueba de EITB no solo brinda informacion cualitativa respecto al diagnostico de
NCC, sino también brinda informacion adicional que permite orientar el
diagnostico hacia la presencia de infeccion viable en NCC, a través de la evaluacion

del patrén de bandas.

La evaluacion del patron de bandas en EITB permite orientar el diagndstico hacia
una posible infeccion viable o no viable. Los pacientes con NCC pueden expresar
de 1 a 7 bandas en EITB. Al evaluar la expresion de estas bandas, se han

identificado patrones bandas que puedes ser agrupados en 4 clases. El patron clase
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1 con ninguna banda positiva o GP50 positivo; el patrén clase 2 con GP42-39 y
GP24 positivos 0 GP50 y GP42-39 positivos o0 GP50, GP42-39 y GP 24 positivos;
el patron clase 3 con GP50, GP42-39, GP24 y GP13 positivos o GP50, GP42-39,
GP24, GP14 y GP13 positivos; y el patrén clase 4 con GP50, GP42-39, GP24,
GP21, GP14 y GP13 positivos o GP50, GP42-39, GP24, GP21 y GP18 positivos o
GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18 y GP14 positivos o GP50, GP42-39, GP24,

GP21, GP18, GP14 y GP13 positivos (93).

Estos patrones de anticuerpos en LLGP-EITB permiten orientar el diagndstico
hacia infeccion viable. Luego de evaluar los resultados de 548 pacientes con NCC,
se inform6 que aproximadamente solo el 8 % de los pacientes con un patrén de
anticuerpos clase 1 tenia cisticercosis viables, en contraste, el 80.0 % y 81.4 % de
los pacientes con un patron de anticuerpos clase 3 y 4, respectivamente, tenian
cisticercos viables. Por otra parte, alrededor del 50% de los pacientes con un patron
de anticuerpos clase 2, presentaron cisticercos viables (93). Con estos hallazgos,
evaluar los patrones de bandas puede ser de utilidad para orientar el diagnostico
hacia una posible infeccion viable, especificamente, para aquellos con patrones
clase 1, 3 0 4. No siendo asi para aquellos con un patrén clase 2.

Sobre el aspecto metodoldgico, la prueba de LLGP-EITB si bien es altamente
sensible y especifica para el diagnostico de NCC (en general) depende del
suministro de cerdos naturalmente infectados para la obtencién de antigenos de
cisticercos; ademads, la preparacion del antigeno y la realizacion del Western blot
requieren una experiencia técnica considerable. Estos aspectos pueden ser

relevantes al momento de implementar la prueba para algtn tipo de estudio. En ese
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sentido, actualmente existen antigenos recombinantes y sintéticos que estan siendo

evaluados para su uso en el diagnéstico de NCC (77,101,102).

Deteccion de antigeno circulante: Por otra parte, ademas de la deteccion de
anticuerpos (mediante LLGP-EITB) también se puede identificar antigenos del
parasito en el suero de pacientes. La deteccion de antigeno en suero puede indicar
la presencia de infeccion viable en el hospedador mediante el reconocimiento de
productos excretorios/secretorios del parasito (87). Los resultados iniciales sobre la
deteccion de antigeno parasitario circulante se basaron en el uso de anticuerpos
policlonales, los cuales mostraron un mejor desempefio en liquido cefalorraquideo
que en suero. Posteriormente, el desarrollo de anticuerpos monoclonales mejoro
sustancialmente la especificidad de los ensayos de deteccion de antigeno como
herramienta diagnostica para NCC con niveles aceptables de sensibilidad y

especificidad (entre 82 %-86 % y 88 % -92 %, respectivamente) (103,104).

A diferencia de la deteccion de anticuerpos mediante LLGP-EITB cuyos niveles de
sensibilidad son determinados por la respuesta inmune del hospedero, la
sensibilidad de los ensayos de deteccion de antigeno generalmente es menor, ya que
depende directamente de la cantidad de antigeno producido por el parésito (87)
siendo esta menor en infecciones cerebrales unicas. Asi también, la cantidad de
antigeno del parasito en suero de pacientes con NCC puede reducirse rapidamente
luego del tratamiento con antihelminticos, por lo que, los ensayos de deteccion de
antigeno son utilizados también para monitorear la eficacia posterior al tratamiento

antiparasitario (105).
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1.3.3. Nuevas metodologias de deteccion de anticuerpos (multiplex bead-based
assay) en neurocisticercosis

Con el avance tecnoldgico en el diagnostico de infecciones, se han desarrollado
nuevas metodologias que ofrecen resultados de alta precision y mayor sensibilidad
diagnostica, tales como el inmuno ensayo basado en perlas magnéticas (multiplex

bead-based assay [MBA]).

La metodologia MBA, que emplea el uso de perlas magnéticas como soporte,
permite cuantificar de manera multiple diferentes tipos de anticuerpos, entre otras
moléculas, utilizando una serie de antigenos de deteccion en un solo ensayo,
empleando una sola muestra de suero. Cada perla, asignada por color fluorescente,
puede servir de soporte a un distinto tipo de antigeno. La deteccion de la perla
(identificacion del tipo de antigeno de deteccion adherido a la perla) y la
concentracion de anticuerpos adheridos a la superficie de la perla (identificacion de
la cantidad de anticuerpo especifico unido al antigeno de deteccion) se identifican
a través de reacciones fluorescentes (106). El equipo por el cual se detectan dichas
fluorescencias, denominado Luminex, detecta dos tipos de emisiones fluorescentes

(del centro y superficie de la perla) (107).

El multiplex bead-based assay se ha utilizado en estudios de neurocisticercosis para
detectar multiples biomarcadores en muestras de suero de pacientes con esta
enfermedad (102,108,109). En un estudio publicado en el 2018, se utiliz6 un panel
de MBA para detectar la presencia de anticuerpos especificos contra Taenia solium

y otros patogenos en 805 estudiantes de escuelas primarias de Africa.
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Especificamente, para Neurocisticercosis, se incluyé el antigeno T24H
recombinante (rT24H) acoplado al glutation S transferasa de Taenia solium. En
términos generales el 8.0 % de nifios dio positivo a rT24H, aunque en algunas
escuelas se alcanzé un porcentaje entre 25 % y el 30 %. El punto de corte para la
GST-rT24H determinado para definir muestras "positivas" fue 1068 MFI-bg. La
mediana de MFI-bg de todos los estudiantes para GST-rT24H fue 238 y el rango
de MFI-bg fue de 31 a21168. Los investigadores concluyeron que esta metodologia
(MBA) es una excelente plataforma serologica que brinda oporunidades rentables

para el desarrollo de encuestas seroldgicas (108).

Otro estudio busco comparar el uso de diferentes moléculas recombinantes para el
diagnéstico de Neurocisticercosis en distintas plataformas: ELISA, Western Blot y
MBA. Empleando tres antigenos recombinantes (T24H-his, GST-Ts8B2 y GST-
T24H) los resultados mostraron que los tres fueron sensibles para detectar
anticuerpos en sueros de pacientes con NCC con multiples cisticercos viables. La
proteina GST-T24H, mediante la plataforma MBA, mostrd una sensibilidad del
96,1% para el diagndstico de pacientes con dos 0 més quistes viables. Ademas, fue
el antigeno con mayor sensibilidad para detectar sueros de pacientes con un solo
quiste viable y solo quistes no viables calcificados. En segundo lugar se encontrd
el antigeno T24H-his (84.4 %) y en tercer lugar el antigeno GST-Ts8B2 (46.8 %)

(102).

Un estudio buscéd evaluar la precision diagnostica de la metodologia MBA en

comparacion con pruebas comerciales de ELISA para el diagnostico de NCC y
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Equinococosis quistica. Para el diagnostico de NCC mediante MBA se empled el
antigeno recombinante rT24H. Los resultados mostraron una sensibilidad entre
57.94 % y 63.49 % para rT24H-MBA vy entre 40.48 y 46.03 % para la prueba
comercial de ELISA segun el grupo de sueros analizados; las especificidades
estuvieron entre 90.87 % y 91.30 % y entre 70.43 % y 76.96 %, respectivamente.
Los investigadores concluyeron que los antigenos recombinantes evaluados
utilizados mediante MBA mostraron una mejor precision diagndstica que los

ensayos comerciales de ELISA, particularmente para el diagnéstico de NCC (109).

En general, el uso del multiplex bead-based assay en neurocisticercosis permite la
deteccion simultanea de multiples biomarcadores en suero de los pacientes, aunque
también tiene el potencial de poder aplicarse a otros tipos de muestras, lo que puede

ayudar en el diagnostico y la comprension de la patogenia de esta enfermedad.

1.4. Pacientes non neurocisticercosis con patron de anticuerpos Clase 2

Los pacientes con patron de anticuerpos clase 2 corresponden al segundo grupo mas
frecuente de pacientes con NCC, siendo aproximadamente el 27 % del total de
pacientes (93). Estos pacientes presentan en LLGP-EITB de 2 a mfi positivas contra
las glicoproteinas de mayor peso molecular, es decir, contra GP50, GP42-39 y
GP24. Segun esta distribucion de bandas positivas en LLGP-EITB presentan 3
subgrupos: i-) GP42-39 y GP24, ii) GP50 y GP42-39 y iii) GP50, GP42-39 y GP24.
A diferencia de otros grupos de pacientes con NCC con otros patrones de bandas

en LLGP-EITB, estos pacientes tienen similar probabilidad de tener o no infeccion
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viable, por lo cual con solo este resultado es dificil orientar el diagnostico hacia una
infeccion viable. Dado que la mitad de pacientes puede tener infeccion viable y la
otra mitad no (93), se considera que este grupo podria presentar al menos dos
subpoblaciones cuyas caracteristicas, aun no estudiadas a profundidad, determinan
una mayor o menor probabilidad de tener infeccion viable. Los pacientes con un
patrdn clase 2 pueden tener NCC intra o extraparenquimal. Aquellos pacientes con
NCC extraparenquimal generalmente tienen infeccion viable y presentan 3 bandas.
A la fecha, se ha descrito Unicamente de manera cualitativa la respuesta de
anticuerpos en este grupo de pacientes mediante los resultados en LLGP-EITB, no

obstante, todavia no se ha evaluado su perfil de anticuerpos de manera cuantitativa.
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I1.

HIPOTESIS GENERAL

En pacientes con neurocisticercosis que presentan un patron de anticuerpos de clase
II, la presencia de cisticercos viables estd relacionada a la distribucion de
anticuerpos detectados mediante LLGP-EITB y otras variables demograficas;
asimismo, el perfil cuantitativo de anticuerpos permite identificar con buena

precision la presencia de cisticercos viables.
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I11.

JUSTIFICACION

La NCC es una infeccion parasitaria del sistema nervioso central y la principal de
causa de epilepsia adquirida (aproximadamente 30 %) en paises de bajos recursos
(110). Si bien el diagnostico por imagenes permite visualizar las lesiones de la
NCC, no siempre brindan un diagnéstico definitivo de infeccion viable
(90,111,112) o se tienen un limitado acceso a estas tecnologias (95). Los pacientes
con cisticercos viables reciben un tratamiento diferenciado que considera los
posibles efectos secundarios debido a la muerte del parasito (i.e. exacerbacion de
sintomas neuroldgicos) producto del tratamiento antiparasitario (75,113,114).

Es importante mencionar que el diagnodstico de los pacientes con NCC desde el
primer nivel de atencion de salud es sumamente relevante para poder tratarlos
oportunamente. Sin embargo, no siempre, a este nivel, se cuentan con las
tecnologias de imagenes disponibles y se requieren mas bien de otros métodos
complementarios como las pruebas serologias. El presente estudio presente poder
evaluar la utilidad de herramientas complementarias que apoyen el diagndstico del
paciente desde el primer de atencion y escalables a otros niveles, es decir en el que
se pueda hacer uso parametros demograficos / clinicos y de pruebas serologicas
cuantitativas que brinden informacion util para discernir entre aquellos pacientes
con NCC con o sin infeccion viable. Ayudando asi a un diagndstico oportuno para
mas pacientes, lo cual indirectamente incrementaria la equidad de salud respecto al
acceso de un diagndstico oportuno y el desarrollo de estrategias para mejora de la

cobertura.
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Especificamente, la presente investigacion se centrara en un grupo importante de
pacientes con NCC, aquellos con un patron clase 2 quienes representan casi un
tercio (27 %) del total de pacientes con NCC y en los que el diagnostico actual para
determinar infeccion viable mediante serologia es mas complicado. Los pacientes
con un patrén clase 2 tienen en la prueba serologica LLGP-EITB 2 o bandas
positivas (GP50, GP42-39, GP 24).

Tomado en cuenta lo descrito previamente, la presente tesis doctoral plantea
estudiar la siguiente hipotesis general: “En pacientes con NCC que presentan un
patrén de anticuerpos de clase 2 y que son una poblacion heterogénea en funcion
de la viabilidad del parasito, la presencia de cisticercos viables esté relacionada a la
distribucion de anticuerpos detectados mediante LLGP-EITB; asimismo, el perfil
cuantitativo de anticuerpos permite identificar con buena precision la presencia de
cisticercos viables”. Particularmente, en cada uno de los dos estudios de la tesis, se
plantea evaluar las siguientes hipotesis de estudio:

Estudio 1: En pacientes con NCC parenquimal con un patrén de anticuerpos clase
2 en LLGP-EITB, los pacientes que expresan tres bandas presentan una mayor
frecuencia de infecciones viables que aquellos con combinaciones incluyendo
solamente dos bandas. Asimismo, las variables demograficas permiten también
orientar el diagnostico.

Estudio 2: En pacientes con NCC con un patrén de anticuerpos clase 2 en LLGP-
EITB, la mediciéon cuantitativa de anticuerpos contra 3 glicoproteinas
recombinantes/sintéticas representativas permite identificar con buena precision
(>90 % de sensibilidad y >95 % de especificidad) la presencia de cisticercos

viables.
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IVv.

INVESTIGACION 1: PERFIL DE ANTICUERPOS EN LLGP-EITB Y
VARIABLES DEMOGRAFICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE
INFECCION VIABLE EN NEUROCISTICERCOSIS PARENQUIMAL EN

PACIENTES CON UN PATRON DE ANTICUERPOS CLASE 2

4.1 Resumen

La NCC es una de las principales enfermedades parasitarias del sistema nervioso
central que contribuye de manera importante a la carga de trastornos convulsivos y
epilepsia, principalmente en paises de bajos recursos. Determinar infeccion viable
en pacientes con NCC es fundamental para establecer el mejor manejo terapéutico.
Las neuroimagenes son la principal herramienta para determinar infeccion viable;
sin embargo, no siempre brindan un diagnostico definitivo; por lo cual la prueba
serologica LLGP-EITB puede ser una herramienta de ayuda para complementar el
diagnostico. Los patrones de bandas en LLGP-EITB (clase 1, 2, 3 0 4) permiten
discernir entre infeccion viable o no viable a excepcioén en los pacientes con un
patron clase 2, quienes tienen la misma probabilidad de tener quistes viables o no
viables (50 %). Los pacientes con un patron clase 2 representan un cuarto de la
poblacidn de pacientes con NCC (27 %) y pueden tener resultados imagenologicos
no definitivos de viabilidad, por lo cual necesitan herramientas que apoyen su
correcto diagnostico. En ese sentido, la identificacion de diferencias en la respuesta
de anticuerpos (distribucion de bandas, cuantificacion de anticuerpos), evaluar
factores como la edad y el sexo, reportados como determinantes en la respuesta de

anticuerpos diferenciada en las infecciones parasitarias, entre quienes tienen quistes
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viables y no viables, podrian ser utiles para el diagndstico diferencial de estos
pacientes. Objetivo. Evaluar la distribucion de anticuerpos en LLGP-EITB, los
niveles de anticuerpos contra glicoproteinas mediante MBA y las caracteristicas
demogréficas para discriminar infeccion viable en pacientes con NCC con un patrén
serologico clase 2. Materiales y Métodos. Evaluamos la distribucion de bandas en
LLGP-EITB, identificando 3 subgrupos (con dos o tres bandas positivas); la
cuantificacion de anticuerpos contra las glicoproteinas rGP50, rT24H, sTsRS1 y
sTs18varl mediante MBA; la edad, el sexo y la procedencia; asi como la viabilidad
mediante iméagenes, en 944 pacientes con NCC, sintomaticos, de tipo parenquimal,
con un patrén seroldgico clase 2, que acudieron al Instituto Nacional de Ciencias
Neurologicas (INCN). Resultados. Sobre la distribucion de bandas, se observo que
aquellos con 3 bandas positivas (GP50, GP39-42 y GP24) tienen en mayor
proporcién quistes viables (39.5 % vs 25.6 %, p=0.002) y una mayor posibilidad
(61 % mas) de presentar quistes viables que aquellos con solo 2 bandas positivas.
Sobre la cuantificacion de anticuerpos contra glicoproteinas especificas de Taenia
solium, la presencia de anticuerpos contra rT24H se asocid6 con una mayor
frecuencia de quistes viables, indistintamente del tipo de distribucion de bandas. El
MBA-ratio establecido para rT24H fue 14.16 para todos los pacientes clase 2
evaluados, 23.94 para el subgrupo 1 (GP50+ y GP42-39+), 8.957 para el subgrupo
2 (GP42-39+ y GP24+) y 38.16 para el subgrupo 3 (GP50+, GP43-39+ y GP24+).
En el total, el subgrupo 1, subgrupo 2 y subgrupo 3 tener un resultado positivo a
rT24H se asoci6 a 2.81, 9.0, 5.0 y 2.46 veces mas posibilidad de presentar quistes
viables, que aquellos con resultado negativo, respectivamente. Por otro lado, tener

resultados positivos contra sTsl18 se asocié a una mayor probabilidad de tener
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quistes viables en el total de pacientes evaluados (2.64 veces mas, p= 0.005), pero
no permitid ver diferencias a nivel de subgrupos (dos o tres bandas positivas en
LLGP-EITB). Por su parte, la medicion de anticuerpos contra sTs14, utilizando un
punto de corte de 7.333 para el MBA-ratio permiti6 identificar al 100% de pacientes
con quistes viables del subgrupo 1. La medicién de anticuerpos contra rGP50 no
permitié ver diferencias respecto a la viabilidad. El analisis de clases latentes
identifico dos clases o grupos de pacientes en la poblacion evaluada por MBA, se
observd que las personas que tienden a expresar anticuerpos contra casi todas las
glicoproteinas evaluadas (especificamente rGP50, rT24H y sTs18) tienen 5.4 veces
mayor probabilidad de tener cisticercos viables que aquellos que no (OR:5.4, IC 95
%: 1.90 a 15.36, p=0.002). Finalmente, se observé diferencia estadisticamente
significativa entre quienes tienen quistes viables y no viables segun la edad (p
=0.001) y el sexo (p=<0.001). Los pacientes del sexo masculino (47 % vs 29 %;
razén de prevalencia [RP]=1.62) y de 40 afios o0 menos (41 % vs 31 %; RP=1.35)
tuvieron en mayor proporcion quistes viables. No se observo diferencias en funcion
del lugar de procedencia. Conclusién. Nuestros hallazgos sugieren que tener 3
bandas positivas, ser del sexo masculino y tener 40 afios 0 menos son caracteristicas
que nos pueden ayudar a orientar el diagnostico hacia una infeccion viable en NCC.
Asimismo, evaluar la concentracién de anticuerpos contra rT24H puede ser de
utilidad para orientar el diagnostico hacia infeccion viable en pacientes con patron
serologico clase 2, incluso a nivel de subgrupos (pacientes con solo 2 o 3 bandas
positivas en LLGP-EITB). La medicioén de anticuerpos contra sTs14 puede ser de
utilidad especificamente para los pacientes con 2 bandas positivas en LLGP-EITB

(GP50+y GP42-39+); y contra sTs18 en pacientes con un patron clase 2 en general.
p g

39



La positividad de 3 o mas glicoproteinas evaluadas por MBA se asocia fuertemente
a tener infeccion viable. Son necesarios futuros estudios sobre la cuantificacion de

anticuerpos contra glicoproteinas de Taenia solium para confirmar estos hallazgos.

Palabras clave: anticuerpos, glicoproteinas, serologia, neurocisticercosis
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4.2 Introduccion

La NCC es una de las principales enfermedades parasitarias del sistema nervioso
central y es la causa prevenible de epilepsia mas frecuente en paises donde el
parasito es endémico (13,115,116), como el Pert (117). Esta enfermedad es
ocasionada por el estadio larval (cisticerco) de Taenia solium (110). La infeccion
comienza por la ingesta de alimentos contaminados con huevos del parésito, de los
cuales eclosionan las larvas que atraviesan la pared intestinal y viajan via el torrente
sanguineo hasta el sistema nervioso central (NCC) u otros 6rganos (cisticercosis),
estableciéndose en ellos como cisticerco o quistes (8). La identificacion de
cisticercos viables es fundamental para el diagnostico (90,118), porque determina
el manejo terapéutico del paciente (75). Cuando el parasito esta viable existe
interaccion hospedero-parasito de forma dinamica (3,47,48,60,113,119,120); por
ello el tratamiento debe considerar los posibles eventos secundarios relacionados a
la respuesta inflamatoria del huésped, provocada por la muerte del parésito, tales
como cefalea, nduseas, vomitos, fiebre, hipertension endocraneana, llegando
incluso a convulsiones y coma (114). Por lo tanto, la identificacion de pacientes con
presencia de cisticercos viables es de suma importancia.

Si bien el diagnostico por imdgenes mediante resonancia magnética (RM) y/o
tomografia axial computarizada (TAC) permiten la visualizacion de las lesiones
intracraneales de la NCC (90), no siempre brinda un diagndstico definitivo de
infeccion viable (90,111,112). En este escenario, las pruebas serologicas pueden
brindar informaciéon complementaria para el diagnostico. Dentro de las pruebas
serologicas, el estandar de referencia es el ensayo de inmunoelectrotransferencia

ligado a enzimas (EITB, por sus siglas en inglés) que utiliza glicoproteinas
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purificadas unidas a lectina de lenteja (LLGP por sus siglas en inglés) (90,118). La
prueba de LLGP-EITB detecta anticuerpos contra glicoproteinas especificas de
Taenia solium, expresandose de 1 a 7 bandas (GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18,
GP14 y GP13)(73).

Las glicoproteinas, que son utilizadas en LLGP-EITB, se encuentran
estructuralmente ubicadas en la superficie del cisticerco (tegumento) en lo que se
denomina la glicocalix que cubre las microtrichas del parasito y estimulan la
respuesta inmune (69). Estas son purificadas de los extractos solubles de cisticercos
de ¢. solium y en EITB se distribuyen en 7 bandas segun sus pesos moleculares (73).
Todas ellas, pertenecen a tres grandes familias de glicoproteinas, la familia GP50,
la familia 42/24 y la familia 8kDa (Figura 1)(121). La GP50 es una glicoproteina
de membrana anclada a glicosilfosfatidilinositol y su forma nativa migra a 50
kDa(80). Una evaluacién preliminar de la sensibilidad de la GP50 recombinante en
un ensayo de Western blot (WB) muestra que tiene una sensibilidad del 90 % para
detectar muestras de suero de infeccion por cisticercosis que son reactivas con el
componente GP50 de LLGP (80). Las glicoproteinas de la banda GP42-39 y GP24
son los antigenos mas frecuentemente reconocidos por muestras de pacientes con
cisticercosis procedentes de zonas de alto riesgo(73,79). Luego de purificar y
caracterizar estos antigenos, se determind la homologia entre GP42-39 y GP24,
dado que tenian una misma composiciéon de aminoacidos y secuencia amino
terminal (idéntica en 22 residuos evaluados) (122). Sin embargo, estas dos
glicoproteinas fueron diferentes en la proporcion de azlicares detectados. Se cree
que esto se debe al polimorfismo en la estructura de los glicanos o al proceso

postraduccional. Ademas se identificé una subunidad de 10 kDa al reducir GP42-
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39 y GP24 (122). Se ha descrito que las proteinas de 8 kDa pueden estar presentes
no solo en las bandas GP21, GP18, GP14 y GP13, sino también en las bandas GP42-
39 y GP24 (79,122). Esto es importante dado que los pacientes con presencia de
cisticercos viables frecuentemente expresan anticuerpos contra las glicoproteinas
de la familia 8 kDa (93).

Se ha descrito que los pacientes con NCC pueden presentar diferentes patrones de
bandas positivas mediante la prueba de LLGP-EITB, clasificandolos en 4 tipos: 1)
patrén clase 1, con ninguna banda positiva o solo GP50 positiva; ii) patrén clase 2,
con las bandas GP42-39 y GP24 positivas o las bandas GP50 y GP42-39 positivas
o las bandas GP50, GP42-39 y GP 24 positivas; iii) patron clase 3, con las bandas
GP50, GP42-39, GP24 y GP13 positivas o las bandas GP50, GP42-39, GP24, GP14
y GP13 positivas); y iv) patrén clase 4, con las bandas GP50, GP42-39, GP24,
GP21, GP14 y GP13 positivas o las bandas GP50, GP42-39, GP24, GP21 y GP18
positivas] o las bandas GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18 y GP14 positivas o las
bandas GP50, GP42-39, GP24, GP21, GP18, GP14 y GP13 positivas (93). Estos
patrones estan asociados con una frecuencia de cisticercos viables alta (patron clase
3 y 4), o menor (patron clase 1)(93), lo cual puede ser util para orientar el
diagnostico hacia la presencia parasitos viables. No obstante, los pacientes con un
patron clase 2, tienen similar probabilidad de tener o no cisticercos viables (93). Por
lo tanto, son necesarias otras evaluaciones que permitan discernir entre aquellos con
infeccion viable y no viable en este grupo de pacientes.

Los pacientes con un patréon clase 2, representan aproximadamente un cuarto (27
%) de la poblacion de pacientes con NCC (93). Respecto a sus caracteristicas

serologicas cualitativas (distribucion de bandas positivas en LLGP-EITB), estan
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conformados por 3 subgrupos, i) subgrupo 1: banda GP42-39 y GP24, ii) subgrupo
2: banda GP50 y GP42-39 vy iii) subgrupo 3: banda GP50, GP42-39 y GP24. La
banda GP42-39 positiva es comun a todos los subgrupos, mientras que las bandas
GP50 positiva y GP24 positiva son las que diferencia a los tres subgrupos. Por otro
lado, no se ha descrito que la combinaciones de bandas GP50 y GP24 positivas sea
parte del patron clase 2 (93). Por lo descrito, existen diferentes expresiones de
anticuerpos (distribucion de bandas positivas) en este grupo de pacientes, cuya
relacion con la viabilidad de la infeccion atin no ha sido estudiada.

Por otro lado, a nivel cuantitativo existes glicoproteinas que pueden ser utiles para
la evaluacion de anticuerpos en pacientes con NCC. Actualmente se encuentran
disponibles glicoproteinas recombinantes o sintéticas de Taenia solium. Estas
glicoproteinas son representativas de las familias de glicoproteinas GP50, T24/42
y/o 8kDa. Se han caracterizado y clonado las glicoproteinas GP50 y T24. La
proteina recombinante de GP50 (rGp50), antigénicamente activa, expresada en el
sistema de baculovirus, tiene un peso molecular de 29 kDa (80). T24 es una proteina
integral de membrana que pertenece a la superfamilia de tetraspanina, migra en 24
kDa y una porcion de T24, el dominio de bucle extracelular grande, se expres6 en
células de Echerichia coli, denominandose rT24H (83). Asi también, se ha
sintetizado quimicamente las proteinas de la familia de 8 kDa. Hancock et al sefialan
que estas proteinas son secretadas por el pardsito viable, lo cual estaria en
concordancia con que la mayoria de pacientes que expresan anticuerpos contra las
proteinas de 8 kDa en LLGP-EITB presentan cisticercos viables en mas del 80 %
(93) Estas proteinas presentan 4 clados (ramas) (Ts18, Ts14, TsRS1 y TsR2), de los

cuales se han sintetizado 9 (Tsl8, Tsl8varl, Tsl8var3, Tsl8var4, Tsl8var6,
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Tsl8var8, TsR1, TsRS1, Ts14)(79). Sin embargo las mas representativas de esta
familia y que han mostrado una mejor sensibilidad y especificidad para infecciones
multiples o de un solo parasito en pacientes con NCC fueron: Ts14, Ts18varl(123—
127) y TsR1(77,124).

La metodologia multiplex bead-based assay (MBA) es la metodologia de eleccion
para la medicion de anticuerpos utilizando proteinas recombinantes o sintéticas
dado que se ha reportado que puede ser mas sensible para detectar anticuerpos,
incluso en pacientes con baja carga parasitaria (1 cisticerco viable), que otras
metodologas como el ELISA, WB, Multiantigen print, las cuales no logran mejorar
su sensibilidad para detectar infecciones tnicas (77,125), como si sucede con MBA
(126). Asimismo, se sefiala que la sensibilidad para detectar casos de pacientes con
NCC con un cisticerco viable es del 92 % con MBA utilizando los antigenos
recombinantes/sintéticos sTsl8varl, rGP50, y rT24H (126). Es importante
mencionar que esta sensibilidad se estimé en pacientes con NCC en general, no
especificamente en aquellos con un patron de anticuerpos clase 2.

Los pacientes con un patrén de anticuerpos clase 2, presentan anticuerpos contra
las bandas antigénicas de glicoproteinas GP50, GP42-39 y/o GP24 en LLGP-EITB
(93); por lo que seria de interés evaluar cuantitativamente estos anticuerpos contra
las proteinas recombinantes rGP50, y rT24H. Tomando en cuenta que los antigenos
de la familia 8 kDa pueden estar presentes también en las bandas de antigenos GP
42-39 y/o GP24 (118) se considerd importante evaluar anticuerpos contra

glicoproteinas de la familia de 8 kDa, tales como Ts14 y Ts18.
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Por otro lado, la edad y el sexo juegan un rol importante, tanto en aspectos
inmunolégicos como en la interaccion hospedero-parasito (113,128-132), y la
procedencia del paciente puede estar relacionada con el grado de exposicion al
parasito, dependiendo si este procede de una zona endémica o no de
teniasis/cisticercosis. En ese sentido, la evaluacion de estas variables podria servir
para explorar su asociacion con la viabilidad del parasito en pacientes con un patron
de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de la distribucion de las bandas
en LLGP-EITB y las caracteristicas demograficas para discriminar infeccion viable
en pacientes con NCC parenquimal con un patron seroldgico clase 2; asimismo se
explorar los niveles de anticuerpos contra glicoproteinas mediante MBA segun la

distribucion de bandas.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1. Disefio de estudio y participantes

Este estudio es de tipo transversal analitico. Se incluyeron pacientes sintomaticos
que acudieron a la Unidad de Cisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias
Neurologicas (INCN) de Lima para su diagnostico inicial de NCC bajo la sospecha
de tener esta infeccion debido a la presencia de sintomas compatibles con NCC
como convulsiones, dolor de cabeza crénico, entre otros durante el periodo 1996 a
2017.

Los pacientes fueron inicialmente elegibles si tuvieron un patréon de anticuerpos

clase 2 en la evaluacion seroldgica inicial con LLGP-EITB. Asimismo, si tuvieron
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una RM y TAC tomadas en un periodo de tiempo no mayor de 3 meses antes o
después de su primera muestra de suero con la finalidad de evitar un efecto de sesgo
en la evolucion de la enfermedad entre los resultados de neuroimégenes y la
serologia.

Los pacientes fueron posteriormente incluidos en el estudio si sus neuroimagenes
presentaron lesiones compatibles con NCC parenquimal luego de la revision por
neur6logos de la Unidad de Cisticercosis. Se incluyeron todos los tipos de
resultados de NCC parenquimal, tales como: cisticercos viables (lesiones
redondeadas pequefias alrededor de 10 milimetros de diametro, llenas de contenido
en su interior de sefial hiperintensa en secuencias T2 de RM, con o sin edema
periquistico y en algunos casos con un nddulo interno correspondiente al escolex
invaginado), o calcificaciones residuales (lesiones nodulares pequefias con sefial
hiperdensa en la TAC, con o sin edema perilesional, Figura 2B), cisticercos en fase
degenerativa (lesiones nodulares con ausencia de sefial de contenido liquido en la
RM y marcada reaccion inflamatoria periquistica). También se incluyeron a
pacientes cuyas neuroimdgenes fueron consideradas negativas durante la revision.
Se excluyeron pacientes con lesiones compatibles con NCC extraparenquimal
(cisticercos subaracnoideos y/o ventriculares) debido a que se espera que todos
estos cisticercos sean viables.

Todos los pacientes contaron con datos demograficos, datos de los hallazgos de
neuroimagenes (TAC y RM) y resultados de LLGP-EITB descritos en la base de
datos de la Unidad de Cisticercosis de INCN. Una vez identificado a la poblacion
de estudio (n=994), se seleccionaron a 99 pacientes para la evaluacion cuantitativa

de anticuerpos mediante MBA. Estos 99 pacientes estuvieron conformados por 33
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pacientes de cada tipo de distribucion de bandas; es decir 33 pacientes del subgrupo
1 (GP50 y GP42-39 positivas) (estos 33 correspondieron al total de este subgrupo),
33 pacientes del subgrupo 2 (GP39-42 y GP24 positivas) y 33 pacientes con 3
bandas positivas. Los pacientes evaluados por MBA fueron seleccionados al azar
considerando que cada subgrupo tuviera caracteristicas similares en funcion de la
edad y el sexo. Estos resultados fueron utilizados para hacer el analisis comparativo
del perfil de anticuerpos cuantitativo y la viabilidad del parasito determinada por

neuroimagenes.

4.3.2 Procedimientos de estudio

4.3.2.1 Muestras

Los pacientes que acuden por primera vez a la Unidad de Cisticercosis del INCN
son evaluados clinica y serologicamente (LLGP-EITB). Para dicha evaluacion
serologica se extrae una muestra de sangre (9ml) en tubo sin anticoagulante a fin de
separar el suero por centrifugacion (15 minutos a 3500 rpm) y ser almacenado a -
20° hasta su procesamiento. En el presente estudio, para la evaluacion de
anticuerpos por MBA, se utilizaron los sueros de los pacientes que brindaron su
consentimiento informado para uso posterior de dichas muestras y cumplieron con

los criterios de inclusion.

4.3.2.2 Cuantificacion de anticuerpos mediante MBA

Se emplearon 4 antigenos, 2 recombinantes: rGP50, rT24H y 2 sintéticos: sTsl4y

sTs18, acoplados a unas perlas magnéticas o beads. El método fue estandarizado en
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el Laboratorio de Neurocisticercosis — LID 115, que pertenece a los Laboratorios
de Investigacion y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(UPCH). Brevemente, el procedimiento consistié en diluir la muestra de suero
1:100 en PBS Tween 0.3% Leche 5%. A una microplaca de inmunoensayos de color
oscuro para proteger a los beads de la luz, se le adiciond 50 ul de la muestra de
suero previamente diluida y 50 ul de la soluciéon con los beads magnéticos
acoplados, se incub6 por 30 minutos en movimiento constante a temperatura
ambiente. Posterior a ello, se realizaron 4 lavados con PBS Tween 0.3% y se
adiciond 50 ul de conjugado (anti human IgG con biotina diluido 1:200 en PBS
Tween 0.3% Leche 5%) e incubd por 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se
adiciond 50 ul de Estreptavidina-Ficoeritrina diluido 1:250 en PBS Tween 0.3%
Leche 5% y se incubd por otros 30 minutos. Finalmente se lavo con PBS Tween
0.3%. Los beads se suspendieron en 125 ul de PBS BSA 1% Azida de sodio 0.05%
y se leyo en el equipo MagPix (Luminex corp. TM). El resultado fue la intensidad
de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés). E1 MFI obtenido para cada
muestra y antigeno en MBA se transformd en un ratio serologico (MBA-ratio) de

la siguiente manera(133) :

MFI muestra

MBA-ratio = (Promedio de MFI control negativo*) x 3 DS control

negativo

*Sueros de 8 voluntarios sanos, sin exposicion ni sospecha de NCC, teniasis u otras
parasitosis relacionadas

DS: Desviacion estandar
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Asimismo, ademas de los sueros de los pacientes (Tabla 3), se utilizaron controles
negativos (pool de sueros negativos de pacientes sanos) y sueros positivos a fin de

garantizar la repetibilidad inter e intra test MBA.

IV.3.2.3. Determinacion cualitativa de anticuerpos mediante la prueba de Lentil
Lectin-bound Glycoproteins - Enzyme-linked Immunoelectro Transfer Blot
(LLGP-EITB)

Se realiz6 el ensayo de LLGP-EITB siguiendo la metodologia previamente descrita
por Tsang et al (73). La lectura de los resultados (identificacion de las bandas
positivas) fue realizada por un técnico de laboratorio y posteriormente confirmadas
por el supervisor de laboratorio. Los resultados de LLGP- EITB fueron reportados
como numero de bandas (0 a 7). Se seleccionaron aquellos pacientes con un patron
de bandas clase 2, segun lo reportado por Arroyo et al (93). Es decir, aquellos con

2 0 3 bandas positivas a GP50, GP43-39 y/o GP24.

4.3.2.4 Determinacion de la viabilidad (Neuroimagenes)

La viabilidad del parésito (cisticerco ubicado en el parénquima cerebral) se
determind en funcidn de los resultados de iméagenes de la TAC y RM. Un parasito
viable (o cisticerco viable) fue definido como aquel que conserva su estructura
(membrana, liquido vesicular y escélex), se observa de forma oval, con presencia

de liquido en el interior y el escolex (48).

Las lecturas de neuroimagenes fueron realizadas por un radidlogo independiente.

Estos resultados fueron posteriormente confirmados por un segundo neurélogo del
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grupo de investigacion. A partir de las lecturas de neuroimagenes los casos fueron
clasificados como con NCC viable (al menos un cisticerco viable,
independientemente de la presencia o ausencia de calcificaciones o granulomas) o
con NCC no viable (Gnicamente presencia de lesiones calcificadas con o sin

granulomas).

4.3.3 Analisis estadistico

Los resultados de la distribucién de bandas, el nivel cuantitativo de anticuerpos
(MBA), la informacion demografica y los resultados de wviabilidad por
neuroimagenes fueron presentados mediante estadisticos descriptivos.

Se evalud la asociacion entre la distribucion de bandas en LLGP-EITB y la
viabilidad a través un andlisis de regresion bivariado y multiple utilizando modelos
lineales generalizables (GLM, por sus siglas en inglés), empleando con una
distribucion de distribucion binomial y una funcion de enlace “log” para estimar
razones de prevalencia crudas (RP) y ajustadas (RPa) por edad, sexo, procedencia
y nimero de quistes.

Por otra parte, para evaluar el rendimiento de deteccion de anticuerpos contra
rGP50, rT24H, sTs14 y sTs18 para discernir entre infeccion viable y no viable, se
establecieron puntos de corte (cut-off) de los valores MBA-ratio para cada antigeno.
Los valores del MBA-ratio se utilizaron para construir curvas de caracteristicas
operativas del receptor (ROC) para determinar los valores de corte, la sensibilidad
y la especificidad para cada antigeno en el MBA. Posterior a ello se determind la
proporciéon de pacientes con un resultado positivo (igual o mayor al cutt-off

establecido) o negativo (menor al cut-off establecido) para cada antigeno en
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evaluacion. Se comparo el desempefio de cada antigeno para detectar pacientes con
quistes viables. Esta comparacion se realizé en el total de pacientes evaluados
(n=94) y por subgrupos segun la distribucion de bandas en LLGP-EITB, empleando
un andlisis de regresion bivariado y multiple utilizando modelos lineales
generalizables (GLM, por sus siglas en inglés), empleando con una distribucion de
distribucion binomial y una funcién de enlace “log” para estimar razones de
prevalencia crudas (RP). De manera exploratoria se evaluo el perfil de anticuerpos
contra los antigenos recombinantes/sintéticos de manera conjunta, mediante un
analisis de clases latentes (ACL) para poder identificar y describir grupos no
observados (clases latentes) en base de los datos de las variables observadas
(resultados de cada glicoproteina-MBA). Posteriormente se evalu6 la relacion entre
cada una de las clases latentes identificadas y la probabilidad de tener NCC viable,
mediante un analisis de regresion logistica. Finalmente, se evaluo la relacion entre
la edad, el sexo del paciente con el estado de viabilidad del parésito a través de
modelos de regresion logistica La significacion estadistica se fijo en p<0.05. Los

datos se analizaron con STATA (Version 17) y EPIDAT (Version 3.1).

4.3 .4 Consideraciones €éticas

Cada uno de los procedimientos descritos en el presente estudio han sido
previamente revisados y aprobados por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (nimero de aprobacion 554-48-22). En el
presente estudio se utiliz6 informacion anénima de los pacientes que previamente
firmaron un consentimiento informado autorizando el uso de sus sueros y/o de la

informacion.
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4.4 Resultados

Entre 1996 a 2017, acudieron a la Unidad de Cisticercosis del INCN para el
diagnéstico inicial de NCC un total de 1006 pacientes sintomaticos que presentaron
un patréon de anticuerpos clase 2. De ellos 944 cumplieron con los criterios de
elegibilidad. Los 62 pacientes excluidos presentaron NCC extraparenquimal.

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio son presentadas en la
Tabla 1. Los 944 pacientes incluidos comprendieron nifios y adultos con una
mediana de edad de 32.7 afios (rango: 3-98). La mayor parte (65.7 %) fueron
pacientes de 40 afios 0 menos. La proporcion entre hombres y mujeres fue similar
en la poblacion de estudio. En mayor porcentaje procedieron de zonas endémicas
(66.1 %); es decir de cualquier departamento del Peru excepto Lima, Loreto, Madre
de Dios, Tacna, Moquegua e Ica.

Respecto a la distribucion de bandas en LLGP-EITB, el 86.3 % present6 3 bandas
positivas (GP50, GP39-42 y GP24), el 10.2 % presento dos bandas positivas de tipo
GP39-42 y GP24 y el 3.5 % present6 dos bandas positivas de tipo GP 50 y GP39-
42. Por otra parte, el 74.3 % presentd un resultado positivo en neuroimagenes
evaluado por TAC y RM. Sobre la viabilidad del parasito, el 37.6 % (355 de 944
pacientes) de la poblacion de estudio presentd al menos 1 quiste parenquimal viable
(Tabla 1). De estos pacientes con infeccion viable, el 50.7 % presentd 1 solo quiste
viables, el 41.7 % de 2 a 10 quistes viables y el 7.6 % de 11 a mas quistes viables

(Tabla 2).
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Tabla 1. Comparacion de distribucion de caracteristicas de la

n=944
Edad, mediana (rango) 32.7 (3-98)
>4() afos, n (%) 324 (34.3)
<40 afnos, n (%) 620 (65.7)
Sexo
Femenino, n (%) 490 (51.9)
Masculino, n (%) 454 (48.1)
Lugar de procedencia*
No endémico, n (%) 320 (33.9)
Endémico, n (%) 624 (66.1)
Banda GP 50
Ausente, n (%) 96 (10.2)
Presente, n (%) 848 (89.8)
Banda GP39-42
Ausente, n (%) 0
Presente, n (%) 944 (100)
Banda GP 24
Ausente, n (%) 33 (3.9)
Presente, n (%) 911 (96.5)
Distribucion de bandas
GP 50 y GP39-42, n (%) 33 (3.5)
GP39-42 y GP24, n (%) 96 (10.2)
GP50, GP39-42 y GP24, n (%) 815 (86.3)
Numero de bandas
2 bandas, n (%) 129 (13.7)
3 bandas, n (%) 815 (86.3)
Resultado Imagenes
Negativa, n (%) 183 (19.4)
Positiva, n (%) 761 (80.6)
2N° de quistes, mediana (rango) 2.0(0al131)
Viabilidad del parasito**
No viable, n (%) 589 (62.4)
Viable, n (%) 355 (37.6)

n: frecuencia absoluta, %: porcentaje de columna

*Se consideraron regiones no endémicas a Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna,
Moquegua e Ica. Las regiones endémicas fueron cualquier departamento del Pera
excepto Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna, Moquegua e Ica.

**Los no viables incluyen a aquellos con imagenes negativas
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Tabla 2. Numero de quistes viables

n=355
1 quiste viable, n (%) 180 (50.7)
2 a 10 quistes viables, n (%) 148 (41.7)
11 a més quistes viables, n (%) 27 (7.6)

Los pacientes evaluados por MBA presentaron caracteristicas similares entre los
subgrupos evaluados segun la distribucion de bandas (2 o tres bandas positivas en
LLGP-EITB) en términos de edad (medianas de edad: 27.7, 29.6 y 29.8) y
proporciones de pacientes varones (57.6 %, 51.5 %y 48.5 %). E169.7 %y 72.7 %
de aquellos con 2 bandas positivas procedieron de zonas endémicas; por su parte el
60.6 % de los pacientes con 3 bandas positivas procedieron de zonas endémicas. La
proporcion de pacientes con quistes viables fue mayor en aquellos con 3 bandas
(39.4 %), seguidos de aquellos con 2 bandas de tipo GP39-42 y GP24 (21.2 %) y

de tipo GP50 y GP39-42 (18.2 %) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes evaluados por MBA

Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
GP50y GP39-42 GP39-42y  GP50, GP39-42

positivo GP24 positivo  y GP24 positivo
(n=33) (n=33) (n=33)
Edad, mediana (rango) 27.7 (6 a95) 29.6 (5292) 29.8 (92 96)
Sexo, n (%)
Femenino 14 (42.4) 16 (48.5) 17 (51.5)
Masculino 19 (57.6) 17 (51.5) 16 (48.5)
Lugar de procedencia*
No endémico, n (%) 10 (30.3) 9(27.3) 13 (39.4)
Endémico, n (%) 23 (69.7) 24 (72.7) 20 (60.6)

Resultado Imagenes
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Negativa, n (%) 11 (33.3) 9 (27.3) 7(21.2)

Positiva, n (%) 22 (66.7) 24 (72.7) 26 (78.8)
Viabilidad del

parasito**

No viable, n (%) 27 (81.8) 26 (78.8) 20 (60.6)
Viable, n (%) 6 (18.2) 7(21.2) 13 (39.4)

*Se consideraron regiones no endémicas a Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna, Moquegua e Ica.
Las regiones endémicas fueron cualquier departamento del Pertl excepto Lima, Loreto, Madre de
Dios, Tacna, Moquegua e Ica.

**Los no viables incluyen a aquellos con imagenes negativas

Se encontro6 que existe diferencia estadisticamente significativa entre quienes tienen
quistes viables y no viables en términos de la edad (p =0.001) y el sexo (p=<0.001).
En términos de la edad, aquellos pacientes de 40 afios 0 menos presentaron en
mayor proporcion presencia de quistes viables que aquellos mayores de 40 afos (41
% vs 31 %) (Tabla 4). Asi también, se observo que las personas evaluadas de 40
afos o menos tienen 35 % mas probabilidad de presentar quistes viables (p=0.002)
(Tabla 5). En funcion del sexo, se observd que los pacientes del sexo masculino
tienen en mayor proporcion quistes viables que aquellos del sexo femenino (47 %
vs 29 %) (Tabla 4). Asimismo, los pacientes varones tuvieron 62 % mas
posibilidad de presentar quistes viables (p<0.001) (Tabla 5). No se observo

diferencias en funcion del lugar de procedencia.

Tabla 4. Analisis bivariado

Resultado de imagenes, n=944

Caracteristicas No viable* Viable p¢
(n=589) (n=355)
n (%) n (%)
Edad, OR (IC 95 %) 0.99 (0.098 - 0.99) 0.002 7
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Edad

>4() afios

<40 afios

Sexo

Femenino

Masculino

Lugar de procedencia
No endémica

Endémica

N° de quistes, mediana (rango)
Banda GP 50

Ausente

Presente

Banda GP39-42
Ausente

Presente

Banda GP 24

Ausente

Presente

Distribucion de bandas
GP 50 y GP39-42
GP39-42 y GP24

Banda GP50, GP39-42 y GP24
Numero de bandas

2 bandas

3 bandas

225 (69.4)
364 (58.7)

348 (71.0)
241 (53.1)

193 (60.3)
396 (63.5)
1 (0a99)

69 (71.9)
520 (61.3)

0
589 (100)

27 (81.8)
562 (61.7)

27 (81.8)
69 (71.9)
493 (60.5)

96 (74.4)
493 (60.5)

99 (30.6)
256 (41.3)

142 (29.0)
213 (46.9)

127 (39.7)
228 (36.5)
3(1al31)

27 (28.1)
328 (38.7)

0
355 (100)

6 (18.2)
349 (38.3)

6 (18.2)
27 (28.1)
322 (39.5)

33 (25.6)
322 (39.5)

0.001

<0.001

0.344

<0.0011
0.043

NE

0.019

0.006

0.002

Se consideraron regiones no endémicas a Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna, Moquegua e Ica. Las

regiones endémicas fueron cualquier departamento del Peru excepto Lima, Loreto, Madre de Dios,

Tacna, Moquegua e Ica.

¥ Incluye a los pacientes con resultado negativo en imagenes

€ prueba de Chi-2

1 prueba de regresion logistica

9 prueba de U de Man Whitney

p: valor p con la prueba de Pearson
NE: no estimable

Tomando en cuenta la presencia o ausencia de las bandas GP50 o GP24, se observé

que la presencia de la banda GP24 es 2.11 veces mas frecuente y estadisticamente

significativo (R=2.11, p=0.045) en aquellos con quistes viables que en aquellos con
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quistes no viables; por su parte la presencia de la banda GP50 no parecid ser distinta
entres quienes tienen o no quistes viables (Tabla 5). Sobre la distribucién de bandas
(2 0 3 bandas) se observo que aquellos con 3 bandas positivas en LLGP-EITB tienen
en mayor proporcion pacientes con quistes viables que aquellos con solo 2 bandas
positivas (39.5 % vs 25.6 %) (Table 4), mostrandose una asociacion entre el nimero
de bandas y la viabilidad del parasito evaluada por neuroiméagenes (p=0.002). La
posibilidad de presentar quistes viables en aquellos con 3 bandas positivas (GP50,
GP39-42 y GP24) es 61 % mayor que en aquellos con dos bandas (GP50 y GP39-
42 positivas o GP39-42 y GP24 positivas), ajustado por edad, sexo y lugar de

procedencia (Tabla 5).

Por otro lado, la posibilidad de presentar quistes viables en aquellos con 2 bandas
positivas de tipo GP39-42 y GP24 o de tipo GP50 y GP39-49 es de 29 % (p=0.044)
y 54 % (p=0.037) menor que aquellos con 3 bandas positivas, respectivamente. En
otras palabras, lo pacientes con una distribucion de tres bandas positivas tienen 61
% mayor probabilidad de presentar quistes viables (p=0.002), ajustado por edad,

sexo, lugar de procedencia y nimero de quistes (Tabla 5).

Tabla 5. Asociacion entre la distribucion/niimero de bandas y la viabilidad del
parasito (neuroimagen) en pacientes con neurocisticercosis con un patrén clase 2 en

WB (n=944)
, . Andlisis bivariado Regresion maltiple*
Caracteristicas
RP IC 95% p RP IC 95% p
Edad
>40 afios Ref. Ref.
<40 afios 1.35 1.12a1.63 0.002 1.34 1.12a1.62 0.002
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Sexo
Femenino
Masculino

Lugar de
procedencia
No

endémica
Endémica

N° de quistes

Banda GP 50
Ausente
Presente

Banda GP39-
42
Ausente

Presente

Banda GP 24
Ausente
Presente

Distribucion
de bandas
Banda GP50,
GP39-42y
GP24, n (%)
GP50 y GP39-
42, n (%)
GP39-42y
GP24, n (%)

Distribucion
de bandas-2
2 bandas
3 bandas

Ref.
1.62

Ref.
0.92

1.006

Ref.
1.38

Ref.

Ref.
2.11

Ref.

0.46

0.71

Ref.
1.54

1.37a1.92 <0.001

0.78a1.09 0.341
1.002 a
1010 0.003
099a191 0.059
No
estimable
1.02a4.38 0.045
022a0.95 0.037
0.51a0.99 0.044
1.14a2.10 0.005
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1.63

Ref.
0.97

1.00

Ref.
1.61

1.38a1.93

0.82al.14

1.003 2 1.010

1.19a2.17

<0.001

0.678

0.001

0.002



tRegiones NO endémicas: Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna, Moquegua e Ica.
Regiones endémicas: cualquier departamento del Pert excepto Lima, Loreto, Madre
de Dios, Tacna, Moquegua e Ica.

* Asociacion entre la distribucion de bandas y la viabilidad del parasito ajustado por
edad, sexo, lugar de procedencia y nimero de quistes.

El valor p fue estimado, en todos los casos, mediante el analisis de regresion GLM con
distribucion binomial y enlace log.

Sobre la cuantificacion de anticuerpos contra glicoproteinas especificas de .
solium, de los 99 pacientes seleccionados solo 94 presentaron un adecuado volumen
de suero para ser evaluados por MBA. Los 5 pacientes no evaluados pertenecieron
al subgrupo 1 (GP50 y GP42-39 positivos en LLGP-EITB), de esto modo el
subgrupo 1 presento resultados tnicamente de 28 pacientes evaluados, estos 28
pacientes correspondieron al total de pacientes del subgrupo 1 de la poblacion de
estudio (n=944).

El area bajo la curva (AUC) para cada antigeno glicoproteico utilizado en la prueba
de MBA fue de 0.5214 para el antigeno rGP50, 0.6937 para rT24H, 0.5372 para

sTs14 y 0.6798 para sTs18, para el total de pacientes evaluados (n=94) (Figura 9)
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Figura 9. Grafico de area bajo la curva (AUC) de cada antigeno en el total de
pacientes evaluados por MBA (n=94)

El AUC para los antigenos rGP50, rT24H, sTs14 y sTs18 fueron 0.5104, 0.7083,
0.7865 y 0.6562 para el subgrupo 1 (GP50 y GP42-39 positivas en LLGP-EITB),
respectivamente (Figura 10); 0.5027, 0.8022, 0.5934 y 0.6429 para el subgrupo 2
(GP42-39 y GP24 positivas en LLGP-EITB), respectivamente (Figura 11); y
0.5308, 0.6269, 0.4154 y 0.6827 para el subgrupo 3 (GP50 y GP42-39 positivas en

LLGP-EITB), respectivamente (Figura 12).
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Figura 10. Grafico de area bajo la curva (AUC) de cada antigeno en subgrupo 1
evaluados por MBA (n=28)
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Figura 11. Grafico de area bajo la curva (AUC) de cada antigeno en subgrupo 2
evaluados por MBA (n=33)
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Figura 12. Grafico de area bajo la curva (AUC) de cada antigeno en subgrupo 3
evaluados por MBA (n=33)

El valor del punto de corte optimo del MBA-ratio para cada antigeno: rGP50,
rT24H, sTs14 y sTs18 se establecié en 5.473, 14.16, 7.333 y 3.485 para el total de
pacientes evaluados, respectivamente. Asimismo, se establecieron los puntos de
corte Optimos para cada subgrupo (Tabla 6). La sensibilidad obtenida con esos
puntos de corte fue 54.2 %, 62.5 %, 45.8 %, 54.2 %, y la especificidad obtenida fue
543 %, 71.4 %, 643 % y 77.1 %, para todos los pacientes evaluados,
respectivamente.

La evaluacién de anticuerpos contra rT24H mostré considerables valores de
sensibilidad y especificadas para el subgrupo 1 (75 % y 83.3 %), subgrupo 2 (71.4
%y 76.9 %)y subgrupo 3 (61.5 %y 75 %). Por su parte la evaluacion de anticuerpos

contra sTs14, con un punto de corte de MBA ratio de 7.333 mostro6 una sensibilidad
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del 100 % y una especificidad del 75 % para detectar infeccion viable en el
subgrupo 1 (Tabla 6).

La presencia de anticuerpos contra rT24H se asocié a una mayor frecuencia de
quistes viables, indistintamente del tipo de distribucién de bandas. Para el total
(n=94), el subgrupo 1, subgrupo 2 y subgrupo 3 tener un resultado positivo a rT24H
se asocid a tener 2.81, 9.0, 5.0 y 2.46 veces mas posibilidad de presentar quistes

viables, que aquellos con resultado negativo, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 6. Caracteristicas del ensayo de deteccion de anticuerpos contra glicoproteinas
recombinantes/ sintéticas de Taenia solium mediante MBA

Punto
Pamflntes, Antigeno C(()ilie Sens(l(‘)t/)gldad Espegé/f;l)mdad VPP VPN LR+ LR-
(ratio)
rGP50  5.473 54.2 54.3 289 776 118 084
Tods taH 1406 625 714 429 847 219 053
sTsl4  7.333 45.8 64.3 306 776 128  0.84
STs18  3.485 542 77.1 448 831 237  0.59
rGP50  91.54 50 87.5 40.0 913 4 057
Subgrupo rT24H  23.94 75 83.3 429 952 45 03
I*,0=28 1514 7333 100 75 40.0 1000 4 0
STsl8  3.485 50 75 250 900 2 0.67
rGP50  7.305 42.9 80.8 375 840 223 071
Subgrupo rT24H  8.957 71.4 76.9 455 909  3.09 037
2%, 10733 §Ts14  8.666 57.1 53.9 250 824 124  0.79
STs18  3.757 57.1 80.8 444 875 297  0.53
rGP50  9.289 46.2 60 429 632 115  0.89
Subgrupo rT24H  38.16 61.5 75 61.5 750 246 0.1
3%.0=33  g1s14 7.958 23.1 70 333 583 077  1.09
sTs18  3.901 53.9 75 583 7154 215  0.62

*Los subgrupos son en funcion de las bandas positivas en LLGP-EITB. Subgrupo 1: GP50+y
GP42-39+; Subgrupo 2: GP42-39+ y GP24+; Subgrupo 3: GP50+, GP42-39+ y GP24+
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Por otro lado, tener un resultado positivo contra sTs18, a un punto de corte del
MBA-ratio de 3.485, se asocié a una mayor probabilidad de tener quistes viables
en el total de pacientes evaluados (RP:2.64, p=0.0005), pero no permitié ver
diferencias a nivel de subgrupos de dos o tres bandas (Tabla 6). Por su parte, la
medicidn de anticuerpos contra sTs14, utilizando un punto de corte de 7.333 para
el MBA-ratio permitid identificar al 100% de pacientes con quistes viables del
subgrupo 1. La medicion de anticuerpos contra rGP50 no permiti6 ver diferencias

respecto a la viabilidad.
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Tabla 7. Perfil de anticuerpos contra glicoproteinas recombinantes/sintéticas de Taenia solium segun la viabilidad del cisticerco

Todos, n=94
Viable (n=24) No viable (n=70) OR IC 95% p RP IC 95 % p
Glicoproteina
rGP50
positivo 13 32 1.4 0.55a3.56 0.475 1.29 0.64a2.57 0.476
negativo 11 38
rT24H
positivo 15 20 4.17 1.57 a 11.05 0.004 2.81 1.38a5.73 0.005
negativo 9 50
sTs14
positivo 11 25 1.52 0.592a3.90 0.38 1.36 0.69a2.71 0.377
negativo 13 45
sTs18
positivo 13 16 3.99 1.50 a 10.60 0.006 2.64 1.35a5.19 0.005
negativo 11 54
Subgrupo 1, n=28
Glicoproteina Viable (n=4) No viable (n=24) OR IC 95% p RP IC 95% pt
rGP50
positivo 2 3 7 0.70 a 70.05 0.098 4.6 0.84 a25.30 0.079
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negativo 2 21
rT24H
positivo 3 4 15 1.23 a 183.63 0.034 9 1.11 a 7315 0.04
negativo 1 20
sTs14
positivo 4 6 NE NE NE NE NE 0.018
negativo 13
sTs18
positivo 6 3 0.34a26.19 0.32 2.5 0.42 a 14.83 0.313
negativo 2 18
Subgrupo 2, n=33
Glicoproteina Viable (n=7) No viable (n=26) OR IC 95% p RP IC 95% pt
rGP50
positivo 5 3.15 0.53 a2 18.80 0.208 2.34 0.66 a 8.33 0.188
negativo 4 21
rT24H
positivo 5 6 8.33 1.28 a 54.42 0.027 5 1.15a 21.78 0.032
negativo 2 20
sTs14
positivo 4 12 1.56 0.29 a 8.38 0.607 1.42 0.37a5.37 0.608
negativo 14
sTs18
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positivo 4 5 5.6 0.94 a33.43 0.059 3.56 0.98 a 12.87 0.053
negativo 21
Subgrupo 3, n=33
Glicoproteina Viable (n=13) No viable (n=20) OR IC 95% p RP IC 95% p
rGP50
positivo 6 8 1.29 0.31a5.27 0.727 1.16 0.50a2.71 0.725
negativo 7 12
rT24H
positivo 8 5 4.8 1.06 a 21.68 0.041 2.46 1.03 a 5.89 0.043
negativo 5 15
sTs14
positivo 3 6 0.7 0.14a3.49 0.663 0.8 0.28 a2.26 0.674
negativo 10 14
sTs18
positivo 7 5 3.5 0.79 a 15.49 0.099 2.04 0.89 a4.67 0.091
negativo 6 15

Los subgrupos son en funcion de las bandas positivas en LLGP-EITB. Subgrupo 1: GP50+ y GP42-39+; Subgrupo 2: GP42-39+ y GP24+;

Subgrupo 3: GP50+, GP42-39+ y GP24+

NE: No Estimado

§ La estimacion de la RP y valor p se realiz6 mediante el modelo de regresion GLM de familia binomial y link log
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El perfil de anticuerpos contra las glicoproteinas recombinantes/sintéticas
evaluadas de manera conjunta se evalud a través del analisis de clases latentes. Se
determind que el mejor modelo, compuesto por dos clases, present6 el mejor ajuste

de los datos evaluados (Tabla 8)

Tabla 8. Modelos evaluados para establecer el nimero de clases en el anélisis de

ACL
Modelo N° de clases Log-Likelihood  df AIC BIC
A Dos -222.7194 9 463.4389 486.3285
B Tres -219.038 14 466.0760 501.6822

Los resultados mostraron que las probabilidades de tener un resultado positivo para
las glicoproteinas rGP50, rT24H, sTs14 y sTs18 fueron de 20.4 %, 2.7 %, 27.7 %
y 2.6 %, para la clase 1, respectivamente; mientras que para la clase 2 las
probabilidades de tener un resultado positivo fueron 78 %, 75.2 %, 50 % y 61.8 %,

respectivamente (Tabla 9, Figura 13).

Tabla 9. Resultados de las probabilidades predichas para cada clase

Clase 1 Clase 2
, Probabilidad Probabilidad
Antigeno . .
predicha predicha
(Margin) IC95% (Margin) IC 95 %
0.0508122 a 0.599683 a
rGP50 0.2043342 03578562 0.7799294 0.9601757
-0.1056785 a 0.5311539a
rT24H 0.0265379 0.1587543 0.7519392 0.9727245
0.1278992 a 0.3405795 a
sTs14 0.2772084 0.4265176 0.4990863 0.6575931
-0.0869036 a 0.4153172 a
. 6182
sTs18 0.0263309 0.1395654 0.6182686 0.8212201
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Class 1 Class 2

Predicted mean
Predicted mean

Figura 13. Grafico de las probabilidades de tener un resultado positivo para cada
una de las glicoproteinas evaluadas segun cada clase.

Luego de identificar dos clases o grupos de pacientes en la poblacion evaluada por
MBA, se estim6 su probabilidad de tener cisticercos viables. Se observd que las
personas que tienden a expresar anticuerpos contra casi todas las glicoproteinas
evaluadas (especificamente rGP50, rT24H y sTsl8) tienen 5.4 veces mayor
probabilidad de tener cisticercos viables que aquellos que no (OR:5.4, IC 95 %:

1.90 a 15.36, p=0.002).

4.5 Discusion

El presente estudio evalud factores cualitativos y cuantitativos que pueden estar
asociados a infeccion viable en pacientes con NCC con un patrén clase 2 en LLGP-

EITB. Las neuroimagenes son la principal herramienta diagnostica en el ambito
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clinico utilizadas para identificar la presencia de NCC viable que requieren
tratamiento antiparasitario. Sin embargo, el diagnostico de la NCC viable mediante
neuroimagenes no es absoluto, no estd disponible facilmente en la mayoria de los
hospitales, y requiere ser complementado con otras herramientas diagndsticas (6).
Nuestros resultados demuestran que considerar la distribucion de bandas (numero
de bandas positivas 2 o 3) y el perfil cuantitativo de anticuerpos permite identificar
diferentes subgrupos de pacientes con alta probabilidad de infeccion viable.

La distribucion de bandas como un factor para poder orientar el diagndstico, en
especifico tener 3 bandas positivas mostrd estar relacionado a la presencia de
infeccion viable. Este hallazgo es esperable dado que la presencia de anticuerpos
contra un mayor numero de bandas glicoproteicas puede estar relacionado con una
mayor exposicion a antigenos liberados por el parasito. Esto se condice con lo
reportado por Arroyo y col., quienes describen que los patrones de anticuerpos con
un mayor numero de bandas positivas en LLGP-EITB y con reactividad a
glicoproteinas de 8 kDa (como los pacientes con patrones clase 3 o 4) se presentan
en su mayoria en los pacientes con cisticercos viables (93). Otro estudio reporté que
los pacientes con multiples quistes viables expresan frecuentemente anticuerpos
contra las bandas GP 50 (89 %), GP42-39 (92 %) y GP24 (90 %) en LLGP EITB
(81). Por otra parte, se ha descrito que las proteinas de la familia 8 kDa pueden estar
presentes no solo en las bandas GP21, GP18, GP14 y GP13 de LLGP-EITB, sino
también en las bandas GP42-39 y GP24 (79,122), las cuales son positivas para la
poblacion de estudio. Esto es importante dado que los pacientes con presencia de
cisticercos viables frecuentemente expresan anticuerpos contra las glicoproteinas

de la familia 8 kDa (93).
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Sobre la distribucion de bandas, se ha descrito en estudios previos que los pacientes
con un patrdn clase 2 presentan 3 subgrupos en funcion de las bandas positivas. La
banda GP42-39 positiva es comun a todos los subgrupos, mientras que las bandas
GP 50 positiva y GP 24 positiva son las que diferencia a los tres subgrupos. No se
ha descrito que la combinaciones de bandas GP50 y GP24 positivas sea parte del
patron clase 2 (93). Al respecto, es importante mencionar que, en la practica clinica,
lo usual es que los pacientes que expresan la banda GP24 también expresen la banda
GP39-42. Esto posiblemente porque ambas glicoproteinas estan relacionadas y
pertenecen a la misma familia de proteinas T24/42 (93,122).

El perfil cuantitativo de anticuerpos contra 4 glicoproteinas recombinantes (rGP50
y 1T24H) o sintéticas (sTsl4 y sTs18) permiti¢ identificar a 3 de ellas como
potenciales herramientas complementarias para discernir entre infeccion viable y
no viable en pacientes con un patron clase 2. En primer lugar, la evaluacion de
anticuerpos contra la glicoproteina rT24H mostr6 el mejor perfil de sensibilidad y
especificidad tanto a nivel general (en todos los pacientes con un patrén clase 2
evaluados) como a nivel de subgrupos, es decir segun el tipo de expresion de
bandas. En todos los casos, la determinaciéon de un resultado positivo a rT24H
(considerado un MBA-ratio determinado en el estudio) se relacioné a una mayor
probabilidad de tener infeccion viable. La proteina T24 es una proteina integral de
membrana que pertenece a la superfamilia de tetraspanina, cuyo dominio
extracelular, fue expresado recombinantemente en Echerichia coli (83). Tanto la
forma nativa como la fraccién recombinante (rT24H) presentan en su estructura
secundaria los enlaces disulfuro necesarios para su reconocimiento por los

anticuerpos (83). La proteina rT24H es una de las implicados en el establecimiento
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de la etapa larvaria y que también se expresan en gran medida en diversos estudios
(84). La utilidad de evaluar la proteina T24 o su forma recombinante, se ha
observado también en la evaluacion cualitativa de las bandas positivas en LLGP-
EITB, nuestros resultados mostraron que la presencia de la banda GP24 (que
contienen a la glicoproteina T24) se asocid significativamente con la presencia de
cisticercos viables.

El antigeno rT24H ha sido utilizado como molécula candidata para el diagndstico
de NCC en general. Cuando se usé en un ensayo de western blot mostré una
sensibilidad de 94 % y una especificidad del 98 % para detectar pacientes con dos
0 mas cisticercos viables (83). También ha sido evaluado en pruebas
inmunocromatograficas magnéticas mostrando una sensibilidad 93,9% y una
especificidad de 98,9% para detectar casos de cisticercosis humana con dos o mas
quistes cerebrales viables (134). La proteina rT24H recombinante fue considerada
con la mejor sensibilidad y especificidad para detectar casos de NCC (134). Otro
estudio que evalud el antigeno recombinante rT24H mediante MBA reporté una
sensibilidad entre 57.94 % y 63.49 % y una especificidad entre 90.87 %y 91.30 %
para diagnosticar pacientes con NCC (109); ademas, el valor de AUC reportado
para rT24H (0.783) fue similar a los reportado por nosotros (AUC: 0.6937 a
0.8022). Todos estos estudios muestran el rendimiento del uso de rT24H para el
diagnostico de pacientes con NCC en general, en nuestro estudio, el uso de rT24H
mediante MBA permite, adicionalmente, poder identificar con mayor probabilidad,
entre los pacientes con NCC con un patrén clase 2, a aquellos con cisticercos

viables.
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Respecto a la evaluacion de anticuerpos contra sTs14 y sTs18, nuestros resultados
muestran que los pacientes con un patron clase 2, es decir que solo expresan bandas
positivas de gran tamano (GP50, GP42-39 y/o GP24) y no de la familia de 8 kDa
en western blot, presentan anticuerpos contra antigenos de 8 kDa que posiblemente
no son detectados mediante la prueba de LLGP-EITB; reafirmando lo descrito por
Hancock et al y Plancarte et al quienes describen que las glicoproteinas de familia
de 8 kDa pueden estar presenten en las bandas glicoproteicas de mayor tamafios
como son GP42-39 o GP24 (79,122).

Ademas del desempeiio individual de cada glicoproteina recombinante/sintéticas,
descrito previamente, se observd que la evaluacion de manera conjunta de estas 4
glicoproteinas provee informacion adicional valiosa que permite orientar el
diagnostico y discernir entre infeccion viable. De esta forma, se observo que los
pacientes que expresan anticuerpos contra 3 o mas glicoproteinas, incluyendo
glicoproteinas de la familia 8 kDa, tienen mayor probabilidad de tener quistes
viables. Esto se condice con reportes previos que describen que la reactividad a
proteinas de 8 kDa se relaciona a la presencia de cisticercos viables (93).
Particularmente en la poblacion de estudio (patron seroldgico clase 2 en LLGP-
EITB) aquellos que tienen mayor probabilidad de tener quistes viables tienen
resultados positivos también a glicoproteinas de mayor tamafio (rGP50 y rT24H)
que representan las bandas GP50, GP42-39 y GP24.

Los pacientes con un patron clase 2 en LLGP-EITB tienen un perfil de positividad
a las bandas GP50, GP39-42 y/o GP24 pertenecientes a la familia GP50 (80) y
T24/42 (83), sin reactividad a las bandas de 8-kDa en LLGP-EITB (GP21, GP18,

GP14 y GP13) asociadas a infeccion viable que se observan en otros patrones
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(patrones clase 3 y 4)(79,93). No obstante, existen otros antigenos de 8 kDa no
evaluados en el EITB que pueden también estar presentes en las bandas GP24 y
GP42-39, incluso en ausencia de reaccién contra las bandas de menor peso
molecular evaluadas en el EITB (79). La evaluacién de anticuerpos utilizando
antigenos recombinantes representativos de la familia de 8 kDa mediane MBA
permitid poder identificar subgrupos de pacientes con NCC viable.

Por otro lado, respecto al uso de proteinas recombinantes/sintéticas, la utilizacion
de este tipo de moléculas supone dos ventajas, la primera es que para su obtencion
no se requiere de tener material bioldgico (cisticercos de Taenia solium) como
fuente de antigeno, siendo producidos obtenidos a partir de bibliotecas de
cDNA(83,135) o sintetizados quimicamente (79), con menor variabilidad entre
lotes (136); y sensibilidad y especificidad comparables a las glicoproteinas nativas
utilizadas en la metodologia EITB (77,123-126,134). La segunda, es que son
adaptables a metodologias cuantitativas como el enzimoinmunoanalisis de
adsorcion (ELISA por sus siglas en inglés) o multiplex bead-based assay (MBA)
(109,118,137).

Respecto al uso de la tecnologia MBA, la generacion de resultados cuantitativos
permite el uso de un valor de corte, mejorando asi la sensibilidad en comparacion
con la lectura visual en otros tipos de plataformas como el western blot. No
obstante, ain son necesarios mejoras en el ajuste de la técnica que permitan
identificar puntos de corte con mejores resultados de sensibilidad y especificidad.
Las extensiones de este trabajo deben centrarse, justamente, en mejorar la

sensibilidad para la deteccion de la NCC viable que permita la determinacioén de
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todos los casos con infeccion viable en pacientes con un patron clase 2 en LLGP-
EITB.

En relacion con la edad, considerar evaluar a los pacientes con NCC que tienen un
patron de clase 2 en LLGP-EITB, en funcién de la edad, tomando como punto de
corte 40 afnos permite diferenciar al menos dos poblaciones con mayor y menor
probabilidad de presentar infeccion viable. Se ha reportado que en pacientes la
dindmica de anticuerpos puede cambiar alrededor de los 40 afos, lo cual es
consistente con los resultados encontrados (128,130—132). Se ha observado que la
presencia de infeccion viable es mas frecuente en varones, probablemente debido a
la dindmica de interaccion entre el perfil hormonal y la respuesta inmune. Un
estudio reportd que las mujeres tienen a desarrollar una respuesta de tipo TH2 frente
a infecciones parasitarias (138). La edad y el sexo juegan un rol importante tanto
en aspectos inmunoldgicos como en la interaccion hospedero-parasito (113,128
132).

El nimero de lesiones o cisticercos infectantes del SNC fue considerado
unicamente como una variable de ajuste, esto debido a que el objetivo del estudio
fue determinar aspectos relacionados con viabilidad del cisticerco. El nimero de
cisticercos no fue una variable para relacionar con la viabilidad ya que la presencia
de un solo cisticerco viable fue suficiente para considerar al paciente con NCC
viable. En ese sentido, que el paciente tenga uno o mas cisticercos viables,
indistintamente del numero de cisticercos no viables, estaria siempre relacionado a
viabilidad. Pero fue relevante tomar en cuenta el nlimero de cisticercos, dado que
puede ser una variable que influya en la respuesta de anticuerpos (139), para ajustar

la relacion entre las demas variables y la viabilidad del parasito.
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Los resultados presentados pueden tener ciertas limitaciones que deben ser
consideradas, especialmente relacionadas a la poblacion de estudio y la posibilidad
de generalizacion. Se incluyeron neuroimégenes, resultados de LLGP-EITB y
MBA de pacientes con NCC parenquimal con un patrén de anticuerpos clase 2, por
ello nuestros hallazgos no pueden ser generalizados a la poblacion total de pacientes
con NCC hospitalaria. Sin embargo, es importante sefalar que decidimos incluir
unicamente a estos pacientes dado que estos casos representan un grupo con mayor
necesidad de herramientas diagnosticas que permitan discernir si su infeccion es
causada por un cisticerco viable y pueda recibir tratamiento antiparasitario.
Finalmente, algunos pacientes podrian haber tenido lesiones tinicas o con pocos
quistes no detectadas en la RM o TAC, por lo cual se opto6 por incluir a este tipo de
pacientes, siempre que fueran sintomaticos y con un patron seroldgico de

anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.
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INVESTIGACION II: EVALUACION DE LA CAPACIDAD DEL PERFIL
CUANTITATIVO DE ANTICUERPOS CONTRA GLICOPROTEINAS
RECOMBINANTES/SINTETICAS DE TAENIA SOLIUM PARA EL
DIAGNOSTICO DE INFECCION VIABLE EN NEUROCISTICERCOSIS
PARENQUIMAL Y EXTRAPARENQUIMAL EN PACIENTES CON UN

PATRON DE ANTICUERPOS CLASE 2

5.1 Resumen

La NCC es una de las principales enfermedades parasitarias del sistema nervioso
central que contribuye de manera importante a la carga de trastornos convulsivos y
epilepsia, principalmente en paises de bajos recursos. Determinar infeccion viable
en pacientes con neurocisticercosis (NCC) es fundamental para establecer el mejor
manejo terapéutico. Las neuroimdgenes son la principal herramienta para
determinar infeccion viable; sin embargo, no siempre brindan un diagnéstico
definitivo; por lo cual la respuesta de anticuerpos frente a glicoproteinas del parésito
complementa el diagnostico. A nivel seroldgico, el patron de bandas ayuda a
identificar pacientes con mayor (patron clase 3 y 4) o menor (patron clase 2)
probabilidad de tener infeccion viable; sin embargo, los pacientes con un patron
clase 2, tienen similar probabilidad de tener o no infeccion viable, por lo cual su
diagnostico diferencial es mas complejo. Los pacientes con un patrdn clase 2 en
LLGP-EITB, representan aproximadamente un cuarto de la poblacion de pacientes
con NCC (27 %). En el estudio 1 exploramos la evaluacion cuantitativa de
anticuerpos contra las glicoproteinas recombinantes/sintéticas rGP50, rT24H,

sTs14 y sTs18 y su relacion con la viabilidad del parasito segun la distribucion de
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bandas en pacientes con un patrén clase 2 en LLGP-EITB. Encontramos que las
glicoproteinas rT24H y las glicoproteinas de la familia 8 kDa sTs14 y sTs18 se
correlacionaron con la viabilidad segin determinados subgrupos de distribucion de
bandas, siendo necesario mayores evaluaciones que corroboren dichos hallazgos.
Cabe sefialar que en el estudio 1 se evalud unicamente pacientes con infeccion
intraparenquimal, por lo que es necesario también evaluar el desempefio de estas
glicoproteinas y su perfil en diferentes tipos de infeccion por NCC, incluyendo la
NCC extraparenquimal donde el cisticerco generalmente se encuentra en estado
viable. Objetivo. Evaluar la capacidad del perfil cuantitativo de anticuerpos contra
glicoproteinas (rGP50, rT24H y sTsl8) para discriminar infeccion viable
determinada por RM y TAC (estandar de oro) en pacientes con NCC con un patron
de anticuerpos en LLGP-EITB intra y extraparenquimal. Materiales y Métodos.
Evaluamos la cuantificacion de anticuerpos contra las glicoproteinas rGP50, rT24H
y sTs18 mediante multiplex bead-based assay (MBA). Los antigenos se probaron
en 160 sueros de 32 pacientes con NCC extraparenquimal, 64 pacientes con NCC
viable parenquimal y 64 pacientes con NCC calcificada, procedentes del Instituto
Nacional de Ciencias Neuroldgicas (INCN). La sensibilidad y especificidad se
estimaron al comparar los resultados de los pacientes con infeccion viable (NCC
viable intra y/o extraparenquimal) respecto al de los pacientes con infeccion no
viable (NCC calcificada). Resultados. Para la deteccion de infeccion viable
parenquimal la sensibilidad y especificidad fue de 60.9 y 59.4 para rGP50, 75.0 y
64.1 pararT24H, y de 79.7 y 65.6 para sTs18. Para la deteccion de infeccion viable
extraparenquimal la sensibilidad y especificidad fue de 71.9 y 53.1 para rGP50,

81.3y56.3 pararT24H y de 81.0 y 62.5 para sTs18. Asimismo, se encontrd que los
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pacientes con rT24H y sTs18 positivos tienen 5.28 (p<0.001) y 7.26 (p<0.001)
veces mas la posibilidad de tener infeccion viable parenquimal; o 5.6 (p<0.001) y
7.21 (p<0.001) veces mas la posibilidad de tener infeccion viable extraparenquimal
que aquellos con resultado negativo. Conclusion. Nuestros hallazgos sugieren
rT24H y sTs18 son potencialmente ttiles para el diagnostico diferencial de NCC
viable o no viable en pacientes con un patrén de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.
Son necesarios futuros estudios sobre la cuantificacion de anticuerpos contra
glicoproteinas de Taenia solium para confirmar estos hallazgos.

5.2 Introduccion

La NCC es una infeccion parasitaria del sistema nervioso central ocasionado por
el estadio larval (cisticerco) de Taenia solium (13). En el diagnostico de la NCC,
la adecuada identificacion de los pacientes con cisticercos viables es de suma
importancia para la definicion del tratamiento y manejo de la enfermedad (90). En
zonas rurales o regiones de bajos ingresos econdomicos, el acceso a exdmenes de
neuroimdgenes con equipos sofisticados y de alto costo como la TAC o RM son
limitados (140). Ademas, es posible que los hallazgos por imagenes no permitan
concluir con el diagnostico o que no se pueda definir claramente la presencia de
cisticercos viables (90,111,112). En ese escenario, las pruebas serologicas
complementan el diagnostico (93). La prueba de LLGP-EITB es la prueba de
eleccion para el diagndstico serologico de neurocisticercosis, aceptada por la
organizacion mundial de la salud y la organizacion panamericana de la salud
desde 1995 como el estandar de referencia para el serodiagnostico de cisticercosis

(79,123).
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La prueba de LLGP-EITB ofrece un resultado cualitativo en el que cada banda
positiva representa la presencia de anticuerpos contra glicoproteinas del parasito
(73). Esta prueba utiliza glicoproteinas purificadas unidas a lectina de lenteja en
un ensayo de inmunoelectrotransferencia ligado a enzimas, las cuales se
distribuyen en 7 bandas, segtn su peso molecular: GP50, GP42-39, GP24, GP21,
GP18, GP14y GP13 kDa (73). La deteccion de 1 a 7 bandas positivas es indicativa
de un resultado positivo para cisticercosis (73,79,140).

El patron de anticuerpos en LLGP-EITB puede orientar el diagnostico hacia la
presencia de cisticercos viables (93). Los pacientes con un patrén de anticuerpos
clase 3 0 4, es decir que expresan de 4 a 7 bandas positivas en LLGP-EITB, tienen
una frecuencia de parasitos viables alta; mientras que los pacientes con un patron
clase 1 (1 sola banda positiva en LLGP-EITB) tienen una baja frecuencia de
parasitos viables. Sin embargo, en los pacientes con un patron clase 2, tienen la
misma probabilidad de tener o no cisticercos viables (93), por lo cual su
diagnostico para determinar infeccion viable es complicado. Los pacientes con un
patron clase 2 representan aproximadamente un cuarto (27 %) del total de

pacientes con NCC (93).

Si bien los pacientes con un patron clase 2 solo expresan entre 2 a 3 bandas
positivas en LLGP-EITB a glicoproteinas de mayor peso molecular (GP50, GP42-
39 y GP24), es posible que también expresen anticuerpos frente a proteinas de
bajo peso como los de la familia de 8 kDa, puesto que éstas pueden estar
contenidas en las bandas GP42-39 o GP24. Las glicoproteinas GP50, GP42-39 y

GP24, pertenecen a la familia de proteinas GP50 y T24/42. Las bandas restantes
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(GP GP21, GP18, GP14 y GP13) pertenecen a la familia 8 kDa(77). Luego de
purificar y caracterizar estas glicoproteinas, se ha descrito que la banda antigénicas
de 42-39 kDa al ser reducida (ruptura de enlaces disulfuro en las proteinas)
expresa subunidades de 24 kDa y 8 kDa (122). De manera similar la banda
antigénica de 24 kDa, al ser reducida expresa subunidades de 8 kDa (122).
Asimismo, la GP42-39 estd compuesta por un homodimero de la glicoproteina de
GP24 (83). Tanto las fracciones no reducidas como las reducidas son reconocidas
por el suero hiperinmune contra GP 42-39 y GP24 respectivamente (122). Esto va
en linea con lo descrito por Hancock et al que sefala que las proteinas de la familia
de 8 kDa (que se encuentran en las bandas de menor peso molecular de LLGP-
EITB: GP21, GP18, GP14 y GP13 y que son negativas para los pacientes objetivo
de este estudio, se encuentran también en las bandas antigénicas de 24 y 42-39

kDa (79).

Ademés de la evaluacion cualitativa, la medicidon cuantitativa de anticuerpos
puede brindar mas informacion relevante para discernir en el diagndstico de
infeccion viable en pacientes con NCC, y para ello existen actualmente potenciales
herramientas de medicion. Se han desarrollado formas recombinantes o sintéticas
de las glicoproteinas representativas de las tres familias de glicoproteinas
utilizadas en LLGP-EITB. Se han caracterizado y clonado las glicoproteinas GP50
y T24. La proteina recombinante de GP50, antigénicamente activa, expresada en
el sistema de baculovirus, tiene un peso molecular de 29 kDa y se denomina rGP50
(80). Por su parte, la T24 es una proteina integral de membrana que pertenece a la

superfamilia de tetraspanina y migra en 24 kDa. Una porcion de T24, el dominio
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de bucle extracelular grande, se expres6 en cé¢lulas de Echerichia coli,
denominandose rT24H (83). Asi también, se ha sintetizado quimicamente las
proteinas de la familia de 8 kDa. Hancock et al sefalan que estas proteinas son
secretadas por el parasito viable, lo cual estaria en concordancia con que la
mayoria de pacientes que expresan anticuerpos contra las proteinas de 8 kDa en
LLGP-EITB presentan cisticercos viables en mas del 80 % (93). Estas proteinas
presentan 4 clados (ramas) (Ts18, Ts14, TsRS1 y TsR2), de los cuales se han
sintetizado 9 (Ts18, Ts18varl, Ts18var3, Ts18var4, Ts18var6, Ts18var8, TsR1,
TsRS1, Ts14)(79). Sin embargo las mas representativas de esta familia y que han
mostrado una mejor sensibilidad y especificidad para infecciones multiples o de
un solo parasito en pacientes con NCC fueron: Ts18varl (123-127), sTs14 (124—
126) y TsR1(77,124).

La metodologia MBA es la metodologia de eleccion para la cuantificacion de
anticuerpos utilizando proteinas recombinantes o sintéticas dado que puede ser
mas sensible para detectar anticuerpos, incluso en pacientes con baja carga
parasitaria (1 cisticerco viable), que otras metoddlogas como el ELISA, WB,
Multiantigen print, las cuales no logran mejorar su sensibilidad para detectar
infecciones unicas (77,125), como si sucede con MBA(126). Asimismo, se sefiala
que la sensibilidad para detectar casos de pacientes con NCC con un cisticerco
viable es del 92 % con MBA utilizando los antigenos recombinantes/sintéticos
sTs18varl, rGP50, y rT24H (126). Es importante mencionar que esta sensibilidad
se estimd en pacientes con NCC en general, no especificamente en aquellos con

un patrén de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.
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En el estudio 1 se observd exploratoriamente que la evaluacion cuantitativa de
ciertas glicoproteinas podria ayudar a orientar el diagnostico en los pacientes con
NCC con un patréon clase 2 en LLGP-EITB de tipo parenquimal segin su
distribucién de bandas; no obstante, es relevante evaluar la medicion de
anticuerpos en los pacientes con un patron clase 2 en general, segin su viabilidad
incluyendo a aquellos con infeccion extraparenquimal. De tal manera, la
evaluacion cuantitativa de anticuerpos propuesta en este estudio 2 brindaria
informacion adicional sobre el perfil de anticuerpos a glicoproteinas especificas
del parasito y su capacidad para identificar infeccion viable en estos pacientes.
Dicha informaciéon podria ser 1til para establecer criterios serologicos que
permitan identificar pacientes con NCC con presencia de cisticercos viables, y con
ello, poder caracterizarlos adecuadamente. Esto representaria una herramienta
diagnostica que beneficiaria a este grupo de pacientes con NCC (patrén clase 2),
orientando adecuadamente su diagnostico, tratamiento y seguimiento.
Adicionalmente, se considerard evaluar si las caracteristicas demogréficas (edad,
sexo, lugar de procedencia) y/o nlimero cisticercos infectantes del SNC podrian
estar relacionadas con la produccion de anticuerpos y la viabilidad del parasito. En
ese sentido, la evaluacion de estas variables podria servir para explorar su
asociacion con la viabilidad del parasito en pacientes con NCC con un patrén de
anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.

Por ello, el objetivo del presente estudio 2 es evaluar la capacidad del perfil
cuantitativo de anticuerpos contra glicoproteinas recombinantes/sintéticas

(rGP50, rT24H y sTs18) para determinar infeccion viable en pacientes con NCC
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con un patréon de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB intra y extraparenquimal,

ajustando por covariables de interés descritas previamente.

5.3 Materiales y métodos

V.3.1. Disefio de estudio, poblacion y criterios de inclusion

El presente estudio es estudio es de tipo casos y controles. Se incluyeron pacientes
que acudieron a la Unidad de Cisticercosis del INCN de Lima para su diagnostico
inicial de NCC bajo la sospecha de tener esta infeccion debido a la presencia de
sintomas compatibles con NCC como convulsiones, dolor de cabeza crénico, entre
otros durante el periodo 2001 a 2017.

Los pacientes fueron inicialmente elegibles si tuvieron un patrén de anticuerpos
clase 2 en LLGP-EITB en la evaluacion seroldgica inicial. Asimismo, si tuvieron
una RM y TAC tomadas en un periodo de tiempo no mayor de 3 meses antes o
después de su primera muestra de suero con la finalidad de evitar un efecto de sesgo
en la evolucion de la enfermedad entre los resultados de neuroimagenes y la

serologia.

Definicion de caso: Se defini6 como caso a aquel paciente con infeccion viable
evaluado mediante RM y TAC (90). Se consideraron dos grupos casos, aquellos
con infeccidon parenquimal y aquellos con infeccion extraparenquimal. La NCC
parenquimal viable se definidé como la presencia de lesiones redondeadas pequetias
alrededor de 10 milimetros de diametro, llenas de contenido en su interior de sefial
hiperintensa en secuencias T2 de RM, con o sin edema periquistico y en algunos

casos con un nddulo interno correspondiente al escédlex invaginado. La NCC
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extraparenquimal viable se defini6 como la presencia de quistes en la region
subaracnoidea vistos mediante RM como una lesion quistica hipointensa, lobulada
0 no, con o sin tabique interno y sin escélex. Los quistes subaracnoideos sobre la
convexidad de los hemisferios cerebrales son pequefios, pero los de la fisura de
Silvio pueden alcanzar un tamafio de 50 mm o mas(51). Se excluyeron pacientes
con lesiones compatibles con NCC intraventricular debido a que se espera que su
desarrollo inmunopatologico sea distinto y particular a los otros tipos de

presentaciones.

Definicion de control: se defini6 como control a aquel paciente con infeccién no
viable, es decir con presencia de tinicamente quistes calcificados evaluado mediante
TAC y RM (90). La NCC parenquimal calcificada, o no viable, se defini6 como
lesiones nodulares pequefias con sefial hiperdensa en la TAC, con o sin edema

perilesional, Figura 2B.

Se seleccionaron a todos los pacientes con NCC extraparenquimal. Los pacientes
con NCC parenquimal viable o calcificada fueron seleccionados en una proporcion
de 2:1 con respecto a los pacientes con NCC extraparenquimal. Los resultados de

las neuroimagenes fueron revisadas por radidlogos especializados.

Todos los pacientes contaron con datos demograficos y datos de los hallazgos de
neuroimagenes (TAC y RM) descritos en la base de datos de la Unidad de
Cisticercosis de INCN. De manera prospectiva, se realizo la evaluacion cuantitativa

de anticuerpos mediante MBA. Estos resultados fueron utilizados para hacer el
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analisis comparativo del perfil de anticuerpos cuantitativo segin el tipo de

infeccion: viable (NCC intra o extra parenquimal) vs no viable (NCC calcificada).

V.3.2. Procedimientos de estudio

V.3.2.1. Muestras

Durante la evaluacion de rutina de los pacientes atendidos en la Unidad de
Cisticercosis del INCN (al diagndstico inicial) se obtuvieron muestras de sangre, de
la que se separ6 el suero, para la deteccion de anticuerpos especificos a
glicoproteinas de Taenia solium a través de la prueba LLGP-EITB. Se extrajo una
muestra de sangre (9ml) en tubo sin anticoagulante a fin de separar el suero por
centrifugacion (15 minutos a 3500 rpm) y se almacend a -70° hasta su
procesamiento. En el presente estudio se utilizaron los sueros de los pacientes que
brindaron su consentimiento informado para uso posterior de dichas muestras y

cumplieron con los criterios de inclusion.

V.3.2.2. Cuantificacion de anticuerpos mediante MBA

La deteccion cuantitativa de anticuerpos se llevo a cabo través de la técnica de MBA
empleando el equipo MagPix de Luminex®. Se emplearon 3 antigenos
recombinantes: rGP50, rT24H y sintético: sTsl8, acoplados a unas perlas
magnéticas (beads). El método fue estandarizado en el laboratorio de Cisticercosis
que pertenece a los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) y descrito en el estudio 1.
Brevemente, el procedimiento consistié en diluir la muestra de suero 1:100 en PBS

Tween 0.3% Leche 5%. A una microplaca de inmunoensayos de color oscuro para
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proteger a los beads de la luz, se le adicion6 50 ul de la muestra de suero
previamente diluido y 50 ul de la solucion con los beads magnéticos acoplados, se
incub6 por 30 minutos en movimiento constante a temperatura ambiente. Posterior
a ellos, se realizaron 4 lavados con PBS Tween 0.3% y se adicion6 50 ul de
conjugado (anti human IgG con biotina diluido 1:200 en PBS Tween 0.3% Leche
5%) e incubd por 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se adiciond 50 ul de
Estreptavidina-Ficoeritrina diluido 1:250 en PBS Tween 0.3% Leche 5% y se
incubo por otros 30 minutos. Finalmente se lavo, los beads se suspenden en 125 ul
de PBS BSA 1% Azida de sodio 0.05% y se ley6 en el equipo MagPix (Luminex
corp. TM).

El resultado fue la intensidad de fluorescencia media (MFI). El MFI obtenido para
cada muestra y antigeno en MBA se transformo en un ratio seroldgico (MBA-ratio)

de la siguiente manera(133) :

MFI muestra

MBA-ratio = (Promedio de MFI control negativo®*) x 3 DS control

negativo

*Sueros de 8 voluntarios sanos, sin exposicion ni sospecha de NCC, teniasis u otras
parasitosis relacionadas
DS: Desviacion estandar

Asimismo, ademas de los sueros de los pacientes (Tabla 10), se utilizaron controles
negativos (pool de sueros negativos de pacientes sanos) y sueros positivos a fin de
garantizar la repetibilidad inter e intra test MBA. El andlisis de las muestras fue

cegado.
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V.3.2.3. Determinacion de la viabilidad por neuroiméagenes

La viabilidad del parasito o cisticerco se determind en funcion de los resultados de
imagenes de la TAC y RM. Un parésito viable (o cisticerco viable) fue definido
como aquel que conserva su estructura (membrana, liquido vesicular y escolex), se

observa de forma oval, con presencia de liquido en el interior y el escolex (48).

Las lecturas de neuroimagenes fueron realizadas por un radiologo independiente.
Estos resultados fueron posteriormente confirmados por un segundo neurdlogo del
grupo de investigacion. A partir de las lecturas de neuroimagenes los casos fueron
clasificados como con NCC viable extraparenquimal (al menos un cisticerco
subaracnoideo, independientemente de la presencia o ausencia de calcificaciones o
granulomas o cisticercos parenquimales viables), NCC viable parenquimal (al
menos un cisticerco parenquimal viable, independientemente de la presencia o
ausencia de calcificaciones o granulomas, y sin cisticerco extraparenquimal) o con

NCC calcificada (inicamente presencia de lesiones calcificadas).

1V.3.3. Analisis estadistico

La informacion demografica de los pacientes y el resultado cuantitativo de
anticuerpos por MBA fueron presentados mediante estadisticos descriptivos. La
comparacion de las medias de los niveles de anticuerpos (contra rGP50, rT24H, y
sTs18) entre quienes presentaron NCC viable y no viable se realiz6 mediante la

Prueba U de Mann Whitney para distribuciones no paramétricas.
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Para evaluar el rendimiento de la prueba MBA, que detecta anticuerpos contra
rGP50, rT24H y sTsl8, para discernir entre infeccion viable y no viable, en
comparacion con el analisis de neuroimagenes, se determinaron los valores MBA-
ratio para cada antigeno. Los valores del MBA-ratio se utilizaron para construir
curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para determinar los valores
de corte (cutt-off), la sensibilidad y la especificidad para cada antigeno evaluado
por MBA. Posterior a ello se determind la proporcion de pacientes con un resultado
positivo (igual o mayor al cutt-off establecido) o negativo (menor al cut-off
establecido) para cada antigeno en evaluacion. Se compar6 el desempefio de cada
antigeno, en términos de sensibilidad y especificidad, para detectar pacientes con
quistes viables (NCC parenquimal viable [n=64] vs NCC calcificada [n=64]; o
NCC extraparenquimal[n=32] vs NCC calcificada [n=64]). Se utiliz6 la prueba de
Chi-cuadrado para calcular los valores de p y la significacion estadistica se fijé en
p<0,05.

La concordancia entre el método MBA para cada uno de los antigenos
glicoproteicos (rGP50, rT24H y sTs18) y la viabilidad por neuroimégenes se evaluo
mediante la estadistica kappa de Cohen, con valores de 0,00 a 0,20 que indican una
concordancia deficiente; 0,21 a 0,40, acuerdo justo; 0,41 a 0,60, acuerdo moderado;
0,61 a 0,8, acuerdo sustancial; y 0,81 a 1,00 concordancia casi perfecta (141). Los

datos se analizaron con STATA (Version 17) y EPIDAT (Version 3.1).

I1V.3.4. Consideraciones éticas

Cada uno de los procedimientos descritos en el presente estudio han sido

previamente revisados y aprobados por los Comités Institucionales de Etica de la
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Universidad Peruana Cayetano Heredia (nimero de aprobacion 554-48-22). En el
presente estudio se utiliz6 informacion anénima de los pacientes que previamente
firmaron un consentimiento informado autorizando el uso de la informaciéon y

muestras de sueros remanentes.

5.4 Resultados

Se incluyeron 160 sueros de pacientes con NCC con un patron de anticuerpos clase
2 en LLGP-EITB que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion del
estudio, de los cuales 64 tuvieron infeccion viable parenquimal, 64 tuvieron
infeccion no viable (calcificada) y 32 tuvieron infeccion extraparenquimal viable

(Tabla 10).

Tabla 10. Numero y tipo de sueros analizados

Tipo de infeccion n°
Viable

Extraparenquimal 32

Parenquimal 64
No viable

Calcificada 64
Total 160

Las caracteristicas demograficas fueron similares entre los pacientes con infeccion
viable (extra e intraparenquimal) e infeccion no viable, referente a la edad
(p=0.174) y el sexo (p=0.301), aunque los pacientes con infeccién viable
procedieron en mayor proporciéon de pacientes de zonas endémicas (p=0.032).
Sobre el numero de quistes, este fue similar entre aquellos con infeccion viable

(parenquimal) y no viable (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas de los sueros analizados

Viable No Viable
Extraparenquimal Parenquimal Calcificada
n=32 n=64 n=64
Edad, mediana (rango) 39.4 (12 a 86) 29.6 (17 a73) 35.6 (16 a 83)
<40 afios, n (%) 18 (56.3) 49 (76.6) 38 (59.4)
>40 afios, n (%) 14 (43.7) 15(23.4) 26 (40.6)
Sexo
Femenino, n (%) 17 (53.1) 26 (40.6) 34 (53.1)
Masculino, n (%) 15 (46.9) 38(59.4) 30 (46.9)
Lugar de procedencia
No endémico, n (%) 6 (18.8) 9 (14.1) 34.7)
Endémico, n (%) 26 (81.2) 55 (85.9) 61 (95.3)
Numero de quistes, 1(1a2) 4(3210) 4(1a10)

mediana (rango)

n: frecuencia absoluta, %: porcentaje de columna

Se consideraron regiones no endémicas a Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna, Moquegua e Ica. Las
regiones endémicas fueron cualquier departamento del Pert excepto Lima, Loreto, Madre de Dios, Tacna,
Moquegua e Ica.

La mediana del ratio de anticuerpos contra cada una de las 3 glicoproteinas
evaluadas (rGP50, rT24H y sTs18) se presentan en la Tabla 12. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas del ratio de
anticuerpos entre quienes tuvieron quistes viables (parenquimales o
extraparenquimales) y no viables. Estos resultados también se muestran de forma

grafica (Figura 14, 15y 16).

Tabla 12. Mediana del ratio de anticuerpos segun tipo de infeccién

Viable Viable No viable -
Glicoproteina  Extraparenquimal Parenquimal Calcificado P
rGP50 14.9 7.4 0.1561
19.3 7.4 0.0373
rT24H 7.1 1.9 0.0002
7.1 1.9 <0.001
sTs18 6.3 1.4 <0.001
4.5 1.4 <0.001
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*Valor p estimado mediante la prueba de U de Mann-Whitney para comparacion
de medianas
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Figura 14. Grafico de distribucion del ratio de anticuerpos contra la glicoproteina
rGP50, segun el tipo de infeccion.
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Figura 15. Grafico de distribucion del ratio de anticuerpos contra la glicoproteina
rT24H, segun el tipo de infeccion. Se excluy6d un dato del grupo extraparenquimal
que correspondid al valor 1096 por ser un valor muy extremo.
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Figura 16. Grafico de distribucion del ratio de anticuerpos contra la glicoproteina
STs18, segun el tipo de infeccion. Se incluy6 un dato del grupo parenquimal que
correspondio al valor 361 por ser un valor muy extremo.

Luego de obtener el valor de MFI y calcular el ratio de anticuerpos contra cada
antigeno, se evalu¢ el area bajo la curva (AUC) e identifico el mejor punto de corte.
Las mediciones de anticuerpos por MBA contra las glicoproteinas rT24H y sTs18
mostraron una buena (AUC=0.7554) o regular capacidad (AUC=0.7332) para
detectar infeccion viable parenquimal, respectivamente. Por su parte, la evaluacion
de anticuerpos contra la glicoproteina rGP50 mostrdé una baja capacidad para

detectar infeccion viable (AUC=0.6067) (Figura 17).
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Figura 17. Gréfico de area bajo la curva (AUC) para detectar infeccion viable
parenquimal de cada antigeno, evaluados por MBA.

La deteccion de anticuerpos contra las glicoproteinas sTs18 y rT24H, por MBA,
mostraron una buena o regular capacidad para detectar infeccion viable
extraparenquimal (AUC=0.7554; AUC=0.7332, respectivamente). Por su parte la

la glicoproteina rGP50 mostré una baja capacidad para detectar infeccion viable

(AUC=0.6067) (Figura 18).
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Figura 18. Grafico de area bajo la curva (AUC) para detectar infeccion viable
extraparenquimal de cada antigeno, evaluados por MBA.

En el escenario de infeccion viable parenquimal, los puntos de corte (cut-off)
establecidos para determinar si el valor de ratio de anticuerpos contra rGP50, rT24H
y sTs18 se clasifica como positivo o negativo fueron: 12.1; 3.438 y 2.307,
respectivamente (Tabla 13). Asimismo, los puntos de corte para el ratio de
anticuerpos contra rGP50, rT24H y sTsl8, en un escenario extraparenquimal,

fueron: 7.79; 2.202 y 2.084 (Tabla 14).
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Tabla 13. Caracteristicas de la prueba de deteccion de anticuerpos contra glicoproteinas
recombinantes/sintéticas de Taenia solium (MBA) para detectar infeccion viable

(parenquimal)
. Viable 1O Cut-  Indice
Glicoproteina _ viable AUC E VPP VPN
(n=64) - Off Youden
(n=64)
rGP50
positivo 39 26 0.6067 12.1 0.203  60.9 59.4 60 60.3
negativo 25 38
rT24H
positivo 48 23 0.7554 3.438 0.391 75 64.1 67.6 719
negativo 16 41
sTs18
positivo 51 22 0.7332 2.307 0.453  79.7 65.6 69.9 76.4
negativo 13 43

S: Sensibilidad; E: Especificidad

Tabla 14. Desempeiio de la prueba de deteccion de anticuerpos contra glicoproteinas
recombinantes/sintéticas de Taenia solium (MBA) para detectar infeccion viable

(extraparenquimal)
. No coL
Glicoproteina ~ V130le (ible  auc G4t Indice E VPP VPN
(n=32) , Off Youden
(n=64)
rGP50
positivo 23 30 05891 7.79 0.025 71.9 53.1 43.4 79.1
negativo 9 34
rT24H
positivo 26 28 0.7373 2.202 0.376 81.3 563 48.2 85.7
negativo 6 36
sTs18
positivo 26 24 0.7666 2.084 0.438 81.3 62.5 52 87
negativo 6 40

S: Sensibilidad; E: Especificidad

Finalmente, se encontr6 asociacion entre la deteccion de anticuerpos contra rT24H

y sTs18 e infeccion viable parenquimal (p<0.001, en ambos casos). Los resultados

mostraron que tener un resultado positivo a rT24H (cutoff=12.1) representd 5.28

veces mas la probabilidad de tener infeccion viable parenquimal; o tener un
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resultado positivo a sTs18 (cut-off = 3.438) representa 7.26 veces mas la

probabilidad de tener infeccion viable parenquimal (Tabla 15).

Tabla 15. Asociacion entre la deteccion de anticuerpos contra 3 glicoproteinas
recombinantes/sintéticas e infeccion viable parenquimal

. No
. . Viable . OR o OR  IC9 «
Glicoproteina (n=64) Vlible crudo IC 95% p ajustado % p
(n=64)
rGP50
1.12a 0.96 a
positivo 39 26 2.28 463 0.022  1.98 410 0.066
negativo 25 38
rT24H
249 a 242 a
positivo 48 23 5.34 11.46 <0.001 5.28 11.53 <0.001
negativo 16 41
sTs18
337a 3.21a
positivo 51 22 7.49 16.6 <0.001 7.26 16.40 <0.001
negativo 13 43

*Ajustado por edad, sexo

Asimismo, se encontrd asociacion entre la deteccion de anticuerpos contra rT24H

y sTsl8 e infeccion viable extraparenquimal (p<0.001, en ambos casos). Los

resultados mostraron que tener un resultado positivo a rT24H (cut-off=2.202)

representd 5.6 veces

mas

la probabilidad de

tener

infeccion viable

extraparenquimal; o tener un resultado positivo a sTs18 (cut-off=2.084) represento

7.21 veces mas la probabilidad de tener infeccion viable parenquimal (Tabla 16).
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Tabla 16. Asociacion entre la deteccion de anticuerpos contra 3 glicoproteinas
recombinantes/sintéticas e infeccion viable extraparenquimal

Glicoproteina Viable ViI:I(a)le OR IC OR —1C9 *
— 0 1 0
(n=32) (n=64) crudo 95% ajustado %
rGP50
1.16 a 1.17 a
positivo 23 30 2.9 799 0.023 294 737 0.021
negativo 9 34
rT24H
2.02 a 2.02a
positivo 26 28 5.57 15.39 0.001 5.6 15.51 0.001
negativo 6 36
sTs18
2.60 a 259 a
positivo 26 24 7.22 20.06 <0.001 7.21 20.06 <0.001
negativo 6 40

*Ajustado por edad, sexo

5.5 Discusion

Los pacientes con NCC con un patron clase 2 en LLGP-EITB representan

aproximadamente un cuarto de la poblacion de pacientes con NCC (93), y pueden

tener resultados imagenoldgicos no definitivos de viabilidad, por lo cual tomando

en cuenta que determinar infeccion viable es fundamental para establecer el mejor

manejo terapéutico, se necesitan herramientas que apoyen su correcto diagndstico.

En este segundo estudio evaluamos la capacidad de la deteccion cuantitativa de

anticuerpos contra glicoproteinas especificas de Taenia solium recombinantes o

sintéticas mediante MBA, para detectar infeccion viable intra o extraparenquimal

en pacientes con NCC con un patron clase 2. Para ello seleccionamos sueros de

pacientes con infeccion viable de tipo intra o extraparenquimal, las cuales se
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compararon con los sueros de pacientes con infeccion no viable, especificamente
de tipo calcificada. Los pacientes con quistes calcificados, representan los
controles de infeccion no viable dado que el parésito se evidencia en su totalidad
calcificado (60), por lo cual no tendria la capacidad de ejercer funciones
biologicas. Todos estos tipos de infecciones, intraparenquimal, extraparenquimal
y calcificada se encuentran en pacientes con un patrén clase 2 en LLGP-EITB y
en los pacientes con NCC en general. El método utilizado para evaluar la
viabilidad fue la prueba de imagenes mediante TAC y RM (Gold estandar) que
permiten verificar el estado del parasito con bastante resolucion y es la prueba de

eleccion utilizada actualmente para el diagndstico de NCC (90).

Observamos que la deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina recombinante
rT24H se asocid a infeccion viable intra o extraparenquimal. A diferencia de la
glicoproteina GP50, que también es de tipo estructural (proteina de membrana), la
glicoproteina T24, de donde deriva rT24H, tiene constitutivamente un bucle
extracelular grande y bastante antigénico (83). Nuestros resultados mostraron que
los pacientes con quistes viables expresan en mayor intensidad anticuerpos contra
rT24H. Esto podria estar relacionado con la estructura y funcion aun desconocida
de esta glicoproteina (84). Aunque se presume que, por ser una tetraspanina,
podria estar involucrada en una variedad de procesos como la activacion y
proliferacion celular, la adhesion, la motilidad y la diferenciacion, asociacion con
otras proteinas o servir de andamiaje para el ensamblaje de diversos complejos de

proteinas en la membrana celular (83).
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La poblacion de estudio son pacientes con NCC con un patréon clase 2 en LLGP-
EITB, es decir que a nivel cualitativo expresan anticuerpos contra 2 a 3 bandas de
mayor peso molecular en LLGP-EITB (GP50, GP42-39 y/o GP24), por lo cual era
de esperar que en la evaluacidon cuantitativa presenten ciertos niveles de
anticuerpos contra dichas glicoproteinas, especialmente rT24H; sin embargo, no
se conocia si estos valores cuantitativos iban a ser diferentes entre quienes tienen
infeccion viable o no viable. Se ha reportado que los cisticercos viables y
degenerados expresan diferentes moléculas inmunes (moléculas de adhesion y/o
proteinasas); dichas diferencias podrian jugar un papel en la patogénesis de la
enfermedad pero que aun deben ser investigadas (142). Se ha evaluado
previamente la sensibilidad de rT24H para detectar infecciones viables multiples
y unicas mediante western blot, en pacientes con NCC en general, mostrando en
esta plataforma un 80 % y 66.7 % de sensibilidad para detectar infecciones viables
multiples e infecciones viables Unicas, respectivamente, siendo menos sensible
(25 %) para identificar NCC calcificada (101). Los investigadores concluyeron
que rT24H seria tan Util como la proteina T24 nativa para el diagndstico de NCC
en general y su presencia podria estar relacionada en mayor medida con la
infeccion viable. En ese sentido, nuestros hallazgos refuerzan la hipotesis de que
la glicoproteina T24 podria estar relacionada a funciones fisioldgicas del

cisticerco en estado viable, aunque son necesarios mayores estudios.

La proteina recombinante rT24H es una de las 25 proteinas mas frecuentemente

expresada en el cisticerco de Taenia solium y es un candidato de diagnostico (84).

Ha sido utilizada anteriormente, en plataformas como inmunocromatografia
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magnética (134) o pruebas de ELISA para estudios seroepidemioldgicos (143),
para detectar especificamente la infeccion por el estadio larval de Taenia solium
(cisticercosis). Asimismo, ha sido evaluada, mediante western blot, en pacientes
con NCC mostrando en esta plataforma un 80 % y 66.7 % de sensibilidad para
detectar infecciones viables multiples e infecciones viables Uunicas,
respectivamente (101). Pero no se habia evaluado atin, su potencial uso
cuantitativo mediante MBA para ayudar en el diagnostico diferencial entre
infeccion viable y no viable en pacientes con NCC con un patrén clase 2 en LLGP-
EITB. Nuestros resultados mostraron que rT24H seria potencialmente util para

ayudar al diagnostico de infeccion viable parenquimal o extraparenquimal.

Con respecto a la glicoproteina sTs18, la poblacion evaluada present6 anticuerpos
frente a este antigeno de bajo peso molecular y ello se asocié a una mayor
probabilidad de tener infeccion viable. Estudios previos reportaron que la banda
GP24 de LLGP-EITB, de donde deriva rT24H, contiene subunidades
glicoproteicas de menores pesos moleculares, las cuales corresponderia a
glicoproteinas de la familia 8 kDa (por ejemplo sTs18) (79,122). Esto es relevante,
porque la poblacion evaluada no presenta bandas positivas a glicoproteinas de bajo
peso molecular en western blot (LLGP-EITB), pero se observo que si expresan
anticuerpos contra sTs18 en MBA. Mas aun, nuestros hallazgos mostraron que los
pacientes con infeccion viable tuvieron en mayor proporcidon anticuerpos contra
la glicoproteina sTs18 mediante MBA, en comparacion con los pacientes con

infeccion no viable. En ese sentido, es posible que los pacientes evaluados
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presentan anticuerpos contra antigenos de 8 kDa que posiblemente no son

detectados mediante la prueba de LLGP-EITB.

Se ha informado el uso de la proteina sintética sTs18 previamente y su relacion a
la infeccion viable en cisticercosis. Por ejemplo un estudio evalud la respuesta de
anticuerpos frente a dos proteinas de diagndstico en FAST-ELISA (rGP50 y
sTsl8varl) y encontr6 que la presencia de anticuerpos se correlaciond
cuantitativamente con la infeccion por quistes viables, siendo la actividad anti
sTs18 la que respondi6é mas al estado de la infeccion (135).

Nuestra poblacion de estudio, pacientes con NCC con un patrén de anticuerpos
clase 2 en LLGP-EITB, tuvieron diferencias en la respuesta de anticuerpos entre
quienes tuvieron infeccidon viable y no viable, que no pudieron ser detectadas con
solo los resultados cualitativos de la prueba LLGP-EITB. La evaluacion
cuantitativa de anticuerpos frente a glicoproteinas representativas de las bandas
GP50 (rGP50), GP42-39 y GP24 (fT24H); y adicionalmente frente a una
glicoproteina de menor peso molecular (sTs18) permiti6 ver diferencias entre
estos dos grupos de pacientes. Se han propuesto métodos o pruebas que podrian
ser utiles en la identificacion de infeccion viable en pacientes con NCC. Algunos
de ellos fueron realizados en cerdos con cisticercosis utilizando rGP50 y sTs18
(135) o identificando nuevas proteinas mediante técnicas de fraccionamiento y
captura selectiva de proteinas “ProteinChip”(144); o en seres humanos utilizando
antigeno circulante del parasito, medido por ELISA, para identificar cisticercos
viables no identificados por TAC (120) o en pacientes con NCC en general (145);

o utilizando una combinaciéon de patrones de bandas en LLGP-EITB mas
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antigenos circulantes en suero (146). En ese sentido, es claro que existe una
necesidad de identificar y evaluar pruebas que ayuden en la caracterizacion de los
pacientes con NCC entre infeccion viable y no viable. Sobre todo, tomando en
cuenta que el objetivo del diagnéstico es brindar el tratamiento adecuado. Ademas,
los tratamiento disponibles, como albendazol y praziquantel, pueden ser
controvertidos ya que solo son parcialmente efectivos y se han informado efectos
secundarios (84). Nuestros resultados muestran que evaluar las glicoproteinas
rT24H y sTs18 por MBA podria ser util para apoyar la identificacion adecuada de
infeccion viable en pacientes con NCC con un patron clase 2 en LLGP-EITB.

Sobre la variabilidad en la respuesta de anticuerpos frente a las glicoproteinas
rT24H y sTs18. Si bien se observd que la mayor parte de pacientes con quistes
viables presentaron valores altos de anticuerpos contra las glicoproteinas rT24H o
sTs18, también se observd que algunos pacientes con quistes viables (extra o
intraparenquimal) presentaron bajos valores de anticuerpos frente a estos mismos
antigenos, indistintamente del nimero de quistes. Esto reflejaria la variabilidad en
la respuesta de anticuerpos entre individuos, incluso frente a las mismas
caracteristicas de infeccion, tal como lo sefialo anteriormente Sotelo et al. Estos
investigadores, que presentan las pautas para clasificar una infeccién activa
(viable) o inactiva (no viable) en NCC, informaron que algunos pacientes con
NCC podian presentar inflamacion y edema mientras que otros no incluso
teniendo un gran numero de quistes en el parénquima cerebral (147). Esta
variabilidad en la respuesta inmune puede verse reflejada en la cantidad de
anticuerpos producido frente a determinados antigenos glicoproteicos. Sin

embargo, de manera general se observd que, a pesar de dicha variabilidad en la
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respuesta inmune entre individuos, los anticuerpos frente a rT24H y sTs18 podrian

ser de utilidad para la identificacion de infeccion viable en NCC.

Nuestros hallazgos van en linea de lo reportado previamente sobre marcadores
para diferenciar entre infeccién viable o no viable en la NCC. Previamente, un
estudio realizado en cerdos, buscd identificar proteinas que sirvan como
marcadores para reconocer cisticercos viables o degenerados en cerdos
naturalmente infectados. Dicho estudio reporté la identificacion de 13 moléculas
relacionadas a infeccion viable (p<0.05), las cuales tuvieron un peso molecular
entre 3.63 kDa y 27.9 kDa; mientras que aquellas moléculas relacionadas a
cisticercos degenerados incluyeron a dos de 28.5 kDa y 55.9 kDa (144). Al
respecto, nuestro estudio mostré que las moléculas mas utiles para diferenciar
entre infeccion viable y no viable en la poblacion evaluada fueron aquellas que se
encontraron en ese rango de peso molecular, es decir la rT24H y la sTs18. Por el
contrario, rGP50, representativa de la glicoproteina GP50, y con un peso
molecular mayor (50 kDa) no mostrd alguna utilidad para el diagnostico de

infeccion viable en nuestro estudio.

Las diferencias en la respuesta inmune entre quienes tienen cisticercos viables y no
viables en la podria relacionarse a la interaccion activa entre el sistema inmune del
hospedero y el parésito viable (3,47,48,60,113,119,120). Hasta el momento, en
estos pacientes con un patron clase 2 en LLGP-EITB, la diferencia en la respuesta
de anticuerpos contra glicoproteinas especificas del parasito no se logra evidenciar

con solamente la prueba cualitativa. No obstante, la evaluacion cuantitativa de
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anticuerpos mediante MBA pueden ayudar a discernir entre infeccion viable o no

viable.

Por otro lado, la edad y el sexo juegan un rol importante tanto en aspectos
inmunolégicos como en la interaccion hospedero-parasito (113,128—132). Como se
observo en el estudio 1, la edad (menor a 40 afios) y el sexo (masculino) fueron
aspectos que permitieron orientar el diagnostico hacia una infeccion viable. Por esa
razon, la evaluacion de la asociacion entre la medicion de anticuerpos contra cada
una de las glicoproteinas (rGP50, rT24H y sTs18) fueron ajustados por estas
variables. De esta forma luego del ajuste, se observé que la asociacion entre rT24H,

o sTs18 y tener infeccion viable se mantuvo y fue estadisticamente significativa.

Por otra parte, la utilizacion de glicoproteinas recombinantes o sintéticas supone
dos ventajas en la evaluacion de pacientes con NCC. La primera es que para su
obtencion no se requiere de tener material bioldgico (cisticercos de Taenia solium)
como fuente de antigeno, siendo producidos a partir de bibliotecas de
cDNA(83,135) o sintetizados quimicamente (79). Esto con menor variabilidad
entre lotes (136), y sensibilidad y especificidad comparables a las glicoproteinas
nativas utilizadas en la metodologia EITB (77,123-126,134). La segunda, es que
son adaptables a metodologias cuantitativas como multiplex bead-based assay
(MBA) o el enzimoinmunoanadlisis de adsorcion (ELISA por sus siglas en inglés)

(109,118,137).
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Sobre las limitaciones del estudio, evaluamos solo 3 glicoproteinas recombinantes
o sintéticas seleccionadas Esto puede limitar la evaluacion de la dinamica
completa de anticuerpos en pacientes con cisticercos viables. No obstante, los
resultados mostraron que al menos dos de las tres glicoproteinas evaluadas serian
potencialmente ttiles para discernir entre infeccion viable y no viable en la
poblacion de estudio. Asi también, dichos resultados solo seran representativos de
los pacientes con NCC que tienen un patrén de anticuerpos clase 2. Se espera que
nuestros hallazgos brinden un primer panorama de la utilidad de evaluar
cuantitativamente anticuerpos contra glicoproteinas de Taenia solium, mediante
MBA, identificando preliminarmente a rT24H y sTs18 como las glicoproteinas
potencialmente utiles en pacientes con patrones de anticuerpos de tipo clase 2 en

LLGP-EITB.

Asimismo, la poblacion de estudio provino de una sola institucion (INCN), sin
embargo, es importante considerar que el INCN es un establecimiento de alta
complejidad y de referencia a nivel nacional al que acuden pacientes desde todas
partes del Peri con afecciones neurologicas y que son derivados para manejo
especializado. Por lo que la poblacion de estudio, procedentes de areas endémicas
y no endémicas del pais, podria ser representativa de los pacientes con NCC, con
un patrén de anticuerpos clase 2, a nivel nacional. Dado el disefio de este estudio,
existe el riego de causalidad reversa debido a que no solo la presencia de
cisticercos viables podria generar la liberacion de antigeno (glicoproteinas) y con
ello el incremento de niveles de anticuerpos contra estas glicoproteinas; sino que

también el nivel de anticuerpos puede influir en la viabilidad del cisticerco. No
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obstante, este estudio tuvo por objetivo evaluar la deteccion de anticuerpos contra
glicoproteinas de Taenia solium por MBA como el factor de riesgo para tener o

no cisticercos viables, mas alla de establecer una relacion causal.
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VI

DISCUSION INTEGRADA

Los pacientes con NCC con un patrén clase 2 en LLGP-EITB representan
aproximadamente un cuarto de la poblacién de pacientes con NCC (93) y pueden
tener resultados imagenologicos no definitivos de viabilidad, por lo cual tomando
en cuenta que determinar infeccion viable es fundamental para establecer el mejor

manejo terapéutico, se necesitan herramientas que apoyen su correcto diagndstico.

En el presente trabajo de tesis, los estudio 1 y 2 presentan resultados sobre la
evaluacion de variables demograficas y nivel de anticuerpos contra glicoproteinas
especificas de Taenia solium para discernir entre infeccion viable y no viable en

pacientes con NCC con un patron de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.

En el primer estudio, los resultados mostraron que la edad y el sexo son factores
demogréficos asociados a la infeccion viable. En primer lugar, tener 40 afios o
menos de edad se asocid e incremento la posibilidad de tener infeccion viable. Se
ha reportado que en pacientes la dinamica de anticuerpos puede cambiar alrededor
de los 40 afios, lo cual es consistente con los resultados encontrados (128,130-132).
En segundo lugar, ser del sexo masculino también se asocié e incremento la
posibilidad de tener infeccion viable. Se ha observado que la presencia de infeccion
viable es mas frecuente en varones, probablemente debido a la dinamica de
interaccion entre el perfil hormonal y la respuesta inmune. Un estudio reportd que
las mujeres tienen a desarrollar una respuesta de tipo TH2 frente a infecciones
parasitarias (138). La edad y el sexo juegan un rol importante tanto en aspectos

inmunologicos como en la interaccion hospedero-parésito (113,128-132).
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Sobre la distribucion de bandas en LLGP-EITB, se observé que tener 3 bandas se
asocid a tener infeccion viable que solo 2 bandas positivas en western blot. Un
estudio informd que los patrones de anticuerpos con un mayor nimero de bandas
positivas en LLGP-EITB y con reactividad a glicoproteinas de la familia 8 kDa
presentan en su mayoria en los pacientes con cisticercos viables (93). Otro estudio
reportd que los pacientes con multiples quistes viables expresan frecuentemente
anticuerpos contra las bandas GP 50 (89 %), GP42-39 (92 %) y GP24 (90 %) en
LLGP EITB (81). Por otra parte, se ha descrito que las proteinas de la familia 8
kDa, ademas de estar en las bandas GP21, GP18, GP14 y GP13 de LLGP-EITB,
también estarian en las bandas GP42-39 y GP24 (79,122), las cuales son positivas
para la poblacion de estudio. Esto es importante dado que los pacientes con
presencia de cisticercos viables frecuentemente expresan anticuerpos contra las

glicoproteinas de la familia 8 kDa (93).

En el Segundo estudio, la evaluacion cuantitativa de anticuerpos contra 3
glicoproteinas especificas de Taenia solium mostrd que dos de ellas (rT24H y
sTs18) estuvieron en mayor intensidad y existi6 una asociacion entre su deteccion
y la presencia de infeccion viable parenquimal o extraparenquimal. No obstante, no
se vio diferencias con respecto a la medicion de anticuerpos contra rGP50 entre

pacientes con infeccion viable o no viable.

Sobre r'T24H, observamos que la deteccion de anticuerpos contra la glicoproteina

recombinante rT24H se asocid a infeccion viable intra o extraparenquimal. La
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glicoproteina T24, de donde deriva rT24H, tiene constitutivamente un bucle
extracelular grande y bastante antigénico (83). Nuestros resultados mostraron que
los pacientes con quistes viables expresan en mayor intensidad anticuerpos contra
rT24H. Esto podria estar relacionado con la estructura y funcion aun desconocida
de esta glicoproteina (84). Aunque se presume que, por ser una tetraspanina,
podria estar involucrada en una variedad de procesos como la activacion y
proliferacion celular, la adhesion, la motilidad y la diferenciacion, asociacion con
otras proteinas o servir de andamiaje para el ensamblaje de diversos complejos de

proteinas en la membrana celular (83).

Asimismo, la proteina recombinante rT24H ha sido utilizada anteriormente para
estudios seroepidemioldgicos (ELISA, inmunocromatografia) (134,143) para
detectar infeccion por el estadio larval de Taenia solium (cisticercosis). También,
ha sido evaluada cualitativamente, mediante western blot, en pacientes con NCC
mostrando en esta plataforma un 80 % y 66.7 % de sensibilidad para detectar
infecciones viables multiples e infecciones viables tinicas, respectivamente (101).
Pero no se habia evaluado atn, su potencial uso cuantitativo mediante MBA para
ayudar en el diagnoéstico diferencial entre infeccion viable y no viable en pacientes
con NCC con un patron de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB. Nuestros
resultados mostraron que rT24H seria potencialmente 1util para ayudar al

diagnostico de infeccion viable parenquimal o extraparenquimal.

Sobre sTs18, la poblacion evaluada present6 anticuerpos frente a este antigeno de

bajo peso molecular y ello se asoci6 a una mayor probabilidad de tener infeccion
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viable. Estudios previos reportaron que la banda GP24 de LLGP-EITB, de donde
deriva rT24H, contiene subunidades glicoproteicas de menores pesos moleculares,
las cuales corresponderia a glicoproteinas de la familia 8 kDa (por ejemplo sTs18)
(79,122). Esto es relevante, porque la poblacién evaluada no presenta bandas
positivas a glicoproteinas de bajo peso molecular en western blot (LLGP-
EITB)(93), pero se observo que si expresan anticuerpos contra sTs18 en MBA.
Mas aun, nuestros hallazgos mostraron que los pacientes con infeccién viable
tuvieron en mayor proporcion anticuerpos contra la glicoproteina sTs18 mediante
MBA, en comparacion con los pacientes con infeccion no viable. En ese sentido,
es posible que los pacientes evaluados presentan anticuerpos contra antigenos de

8 kDa que posiblemente no son detectados mediante la prueba de LLGP-EITB.

Por otro lado, es relevante sefialar que en la poblacion de estudio (tanto para el
estudio 1 como para el estudio 2) la determinacion de la presencia de quistes se
centrd en el sistema nervioso central, mediante TAC y RM, y a nivel ocular (examen
de fondo de 0jo). Por lo cual, dado que no se descartd la presencia de quistes en
otras areas del cuerpo, existe la posibilidad de que algunos pacientes presenten
quistes que pudieron de alguna forma influir en la estimulacion antigénica y con

ellos en la produccion de anticuerpos.

Sobre la reaccion cruzada en las pruebas serologicas para cisticercosis,
especificamente para neurocisticercosis, este representa un desafio significativo en
el diagnostico de la enfermedad. En general, existe la posibilidad de reaccion

cruzada con otros céstodos como Echinococcus granulosus y helmintos como
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Schistosoma spp y Fasciola hepatica; llevando a resultados falsos positivos. No
obstante, la prueba LLGP-EITB es considerada mas especifica para diferenciar
anticuerpos contra Taenia solium vs otros parasitos, dado que utiliza antigenos mas
especificos que reducen la posibilidad de reacciones cruzadas (especificidad de 94
% al 100 %) (12, 73). El desarrollo de antigenos recombinantes y sintéticos
especificos para Taenia solium (99, 100, 115. 128, 136 y 138) muestran una mayor
especificidad y menor probabilidad de reaccionar con anticuerpos de otros parasitos
(77). En ese sentido, se espera que los avances en el uso de antigenos recombinantes
o sintéticos y técnicas mas especificas, como la MBA (127), mejorarian la precision
diagnostica.

Por otra parte, sobre el uso de proteinas recombinantes/sintéticas, la utilizacion de
este tipo de moléculas supone dos ventajas, la primera es que para su obtencion no
se requiere de tener material bioldgico (cisticercos de Taenia solium) como fuente
de antigeno, siendo producidos obtenidos a partir de bibliotecas de cDNA(83,135)
o sintetizados quimicamente (79), con menor variabilidad entre lotes (136); y
sensibilidad y especificidad comparables a las glicoproteinas nativas utilizadas en
la metodologia LLGP-EITB (77,123-126,134). La segunda, es que son adaptables
a metodologias cuantitativas como MBA (109,118,137), utilizada en el presente
estudio. La adaptabilidad de estos antigenos permite la implementacion de estos
test en plataformas de quimioluminiscencia de tipo point of care, utiles en sistemas
deteccion primaria. A través de estas plataformas econdmicas es esperable que el
desarrollo e implementacion de estas pruebas representen un costo beneficio
favorable para el sistema de salud. No obstante, aun son necesarios mayores

estudios para determinar los costos exactos.
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Respecto al uso de la tecnologia MBA, la generacioén de resultados cuantitativos
permite el uso de un valor de corte, mejorando asi la sensibilidad en comparacion
con la lectura visual en otros tipos de plataformas como el western blot. No
obstante, aun son necesarios mejoras en el ajuste de la técnica que permitan
identificar puntos de corte con mejores resultados de sensibilidad y especificidad.

Por lo mencionado, los resultados de estos dos estudios mostraron que el uso de
variables demograficas (edad y sexo), la distribucion de bandas y la cuantificacion
de anticuerpos contra rT24H y sTs18 mediante MBA serian utiles para ayudar en
la diferenciacion entre infeccion viable y no viables en pacientes con NCC con un
patrén de anticuerpos clase 2. De esta forma, se provee resultados que fortalecen la
contribucion de las pruebas seroldgicos para discernir entre los casos con o sin
infeccion viable en un grupo de pacientes con NCC cuyo diagnoéstico de infeccion

viable, actualmente, es mas complejo.
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VII.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

Los pacientes con NCC con un patrén clase 2 en LLGP-EITB son un grupo
importante dentro de la poblacion de pacientes con NCC (93) , lo cuales pueden
tener resultados imagenoldgicos no definitivos de viabilidad; por lo que, tomando
en cuenta que determinar infeccion viable es fundamental para establecer el mejor
manejo terapéutico, se necesitan herramientas que apoyen su correcto diagnostico.
Evaluar la edad y el sexo en pacientes con NCC con un patrén de anticuerpos clase
2 permite orientar el diagnostico de infeccion viable ya que aquellos con pacientes
con 40 afios o menos y del sexo masculino tienen mayor probabilidad de tener
infeccion viable.

En pacientes con NCC con un patron de anticuerpos clase 2, tener 3 bandas en lugar
de 2 bandas positivas aumenta la probabilidad de tener infeccion viable

La evaluacion de anticuerpos contra las glicoproteinas rT24H y sTs18 por MBA es
potencialmente util para el diagnostico diferencial de NCC viable en pacientes con
NCC con un patrén de anticuerpos clase 2 en LLGP-EITB.

La evaluacién cuantifica de anticuerpos permitié identificar anticuerpos contra
glicoproteinas que no fueron posibles de evidenciar en LLGP-EITB en pacientes
con un patrdn clase 2. Estas discrepancias pudieron deberse a las diferencias en la
sensibilidad de cada método.

Los resultados de estos estudios proveen elementos que fortalecen la contribucion
de las pruebas serologicos para discernir entre los casos con o sin infeccion viable
en un grupo de pacientes con NCC cuyo diagnéstico de infeccion viable,

actualmente, es mas complejo.
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Recomendaciones:

En nuestra investigacion hemos informado que se detectaron cuantitativamente
anticuerpos contra glicoproteinas de la familia 8kDa mediante MBA que no son
evidenciadas por la prueba cualitativa LLGP-EITB. En ese sentido, se recomienda
evaluar otras glicoproteinas de la familia 8 kDa que posiblemente pudieran generan
una repuesta de anticuerpos no detectas por LLGP-EITB en estos pacientes.

Realizar estudios adicionales incluyendo una poblacion mas amplia y comparando
la respuesta de anticuerpos frente a glicoproteinas en pacientes con distintos perfiles
en LLGP-EITB, es decir entre aquellos con un patron de respuesta clase 1, 2,3 0 4.
Tomar en cuenta la presencia de cisticercos en otras partes del cuerpo distintas al

sistema nervioso central o a nivel ocular, sobre para estudios de tipo serologicos.
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