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¢No soy acaso un acorde falso
de una bella sinfonia,
mientras me sacude y muerde
esta voraz ironia?

Ella es sangre de mi sangre
y de mi mismo el reflejo.

La furia en mi se contempla,
yO SOy su siniestro espejo.

Soy la herida y el cuchillo,
soy el esclavo y el yugo,
el penado y la prisién,

la victima y el verdugo.

De mi propio corazén
condenado a ser vampiro,

y a reir sin mds razén.

Risa que, al fin, es suspiro.”

El heauronrtmorumenos, de C. Baudelaire.

“...Fui una parte de la ira del cordero.
También soy una parte del lobo.

Soy el lobo. Soy el cordero.

También soy lo que Satdn es para Dios.

Llamame un judas. LlAmame demente.
Pero, soy lo que soy, s6lo soy un hombre...”

Amarok-zorn des lammes [, de Kamwulf.
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RESUMEN

La Triosa fosfato isomerasa (TPI) es una enzima de la via glucolitica, la cual cataliza la
intercorversion de la dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, el primero de ellos
altamente tdxico, de ahi que la carencia de la enzima sea incompatble con la vida. Es por ello, que
los esfuerzos de varios estudios van encaminados en la busqueda de inhibidores especificos de la
TPI de Taenia solium. Este parasito es el agente etioldgico de la teniosis y de la cisucercosis, en su fase
adulta y larvaria respectivamente, siendo los paises subdesarrollados los mas afectados, debido a los
factores socioeconémicos que imperan en estas zonas. La cisticercosis causa serios problemas de
salud, lo cual repercute en el imbito econdémico.

En la actualidad, el empleo de antcuerpos en diversas dreas de investigacion biolégica ha
adquirido gran importancia, dado que son macromoléculas muy especificas, hacen posible la
realizacién de una gran gama de estudios finos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de los anucuerpos para inhibir la
actividad de la enzima. Los anticuerpos fueron hechos en contra de pépddos desplegados en la
capside de fagos de tipo M13, la caracteristica de estos pépridos es que no tenen idenudad con la
estructura primaria de la enzima, pero presentan mimetismo con ciertas regiones de ésta, es por ello
que son referidos como mimoétopos. En este trabajo encontramos que los andcuerpos hechos en
raton dirigidos contra la enzima, aun cuando la reconocen, no son capaces de abatir su acuvidad, por
el contrario, los realizados en conejo la disminuyen considerablemente. Por otro lado, se encontraron
tres mimétopos (Ts6, Ts15 y Ts16) con los cuales se generaron anticuerpos que son capaces de
aumentar la actividad de la enzima. Asimismo, se identificaron mimétopos conformacionales para
dos 1soformas de la Glutaudn S-transferasa (GST .55y GST,,;), enzima esencial en el metabolismo

destoxificante de los cestodos.



1. Introduccion

La teniosis y la cisticercosis ocasionadas por Taenia selium son problemas de salud puiblica que
prevalecen tanto cn 4reas urbanas como rurales, donde se asocian a las practicas tradicionales de
crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y pobreza. La cistcercosis se
encuentra en Africa, Asia y Latinoamérica; en particular, México y Brasil son los paises que informan
las frecuencias mis altas’', aunque en la actualidad se informa el surgimiento de casos en naciones del
primer mundo tales como EUA,** debido al creciente nimero de migracion poblacional y en menor
medida los viajes ruristicos.’

La cisticercosis se debe al parasito Taenia solium, cuya forma larvaria (metacestodo) llamada
cisticerco, se aloja en diversos tejidos y ocasiona graves danios, principalmente en el sistema nerviosos
central del ser humano; por otra parte, la forma adulta se aloja en el intestino delgado del humano
(hospedero Ginico) y casi siempre es asintomatica, pero existe especial atencion para el porm'dor del
gusano, ya que es parte medular del ciclo del parésito, pues es éste quien libera en las heces los
huevos del parasito, los cuales, después de haberse ingerido, se desarrollan y ocasionan cisticercosis,
tanto humana como porcina. ’

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, se calcula que hay en el mundo unos dos y
medio mullones de personas con teniosis (portadores del gusano adulto). La contribucién que tiene la
cisticercosis humana en las tasas de morbilidad y mortalidad es resultado del desarrollo del cisticerco
en el sistema nervioso central (SNC), lo que frecuentemente causa discapacidad fisica y en ocasiones
la muerte. El nimero de gentes infectadas con cisticercosis de Taenia soliunr es posiblemente mucho

mas alto de lo reportado en estudios epidemiolégicos y se calcula que unas 50 mil personas fallecen

S |
anualmente por cisticercosis.



1.2 Taensa solium

1.2.1 Generalidades del parasito

La Taenia soliwm (Linneo 1758) pertenece al phylum Platyhelminthes, a la clase Cestoidea, a la
subclase Eucestoda, al orden Cyclophyllidea y a la familia Taeniidae. Lo mds sobresaliente de los
cestodos es la ausencia de boca y aparato digestivo, lo cual los diferencia de los tremiatodos y
nematodos. También se diferencian por la estructura de su cuerpo, el cual es segmentado. Los
ciclofilideos, estan dentro de un grupo de cestodos que se caractertzan por tener glandulas o células
vitelégenas compactas, y un escolex con cuatro ventosas. ®
1.2.1.1 Morfologia
1.2.1.1.1 Gusano adulto

La tenia adulta (Fignra 7.41) mide entre 1.5 m y 5 m de longirud y su cuerpo esta formado por
cl esclex, el cuello v el eswdbilo. El escélex (Figura 1B) mide aproximadamente 1 mm de didmetro,
con cuatro ventosas y un prominente rostelo armado por una doble corona de ganchos (entre 25 y
30). El cuello es corto y delgado, estd formado por células germinales que dan otigen al estrébilo. El
estrobilo es una cadena de segmentos o proglotdos. Los segmentos mas cercanos al cuello son
inmaduros, ya que aun no tienen desarrollados los 6rganos sexuales. Los Gltimos segmentos son
gravidos y esencialmente son sacos llenos de huevos. Cada proglétido gravido mide 0.5 2 2 em y
contiene aproximadamente 30,000 a 50,000 huevos. Los segmentos gravidos son liberados del
estrobilo v transportados en la materia fecal, se considera que se liberan de 2 a 5 segmentos con una
frecuencia de 2 a 3 veces por semana.>”* Cuando los proglétidos son expulsados, estos se deshacen

vertiendo los huevos al ambiente.”



Figura 1 A) Fotografia de un gusano adulto, en la cual se pueden observar las diferentes secciones que lo componen,
a la izquierda se encuentra el escolex y el onello (EC), en el centro los proglotides inmaduros (Pl) y a la derecha los
proglotidos gravidos (PG). B) Escolex. Pueden observarse los drganos de figacion, las cuatro ventosas (V'1-V'4), y en
lu parte central el rostely armado (R).”
1.2.1.1.2 Cisticerco

La larva de la tenia o cisticerco localizados en el cerebro humano presenta dos tipos
morfoldgicos: celuloso y racemoso. El de tpo celuloso (Fignra 2.41) mide entre 4 y 20 mm de
longitud, es transparente y esta cubierto por una membrana delgada a través de la cual se puede
observar ¢l escélex como granulo solido excéntrico. En el interior de la vesicula se encuentra
contenido el fluido vesicular, donde abundan proteinas, carbohidratos y lipidos. Una caracteristica de
los cisticercos celulosos es que estin separados del tejido del hospedero por una capsula fina de

4 HG N . . .

colagena.™ Cuando el cisticerco esta vivo, es de un color claro, wansparente, con una opacidad
central que corresponde al escélex invaginado; si el pardsito estd muerto se observan alteraciones
como separacién de los ganchos o irregularidades en la membrana y en su cuello."" El cistcerco
racemoso (Fignra 2B), casi siempre es grande por el crecimiento de sus membranas, esta formado
esencialmente por vesiculas de morfologia variable que presentan estrangulaciones y arborizaciones,
faltando cominmente el escélex; su tamario varia de 5 a 200 mm vy, estd cubierto de una fina

membrana vesicular que presenta tres capas: una externa o de revestimiento, otra media y una

: ; : : 12
interior o profunda que presenta irregulandades.



Figura 2 ) Cisticercos de tipo celuloso, extraidos del misculo esquelético de un cerdo infectado naturalmeute. “
B) Cisticerco de tipo racemoso, extraido de la cisterna basal de nn cerebro humano.

3 4

1.2.1.1.3 Huevo

Los huevos son esféricos y miden de 30-40 um, en su interior alojan una oncésfera (Figura
31), o embrién hexacanto porque presenta seis pares de ganchos. La capa mas externa del huevo es
el vitelo, la siguiente es la membrana embrioférica que rodea al embriéforo, membrana que protege
al embrién mientras este se encuentra en el medio ambiente. El embrién esta rodeado por la
membrana oncosferal que es impermeable a las condiciones ambientales externas, aunque se vuelve
permeable al entrar en contacto con la pancreatina que ademas lo activa. El embrioén activado pone
en movimiento los ganchos, los que le permiten salir de la membrana oncosferal (Fignra 3B)."” Los
huevo son resistentes al medio ambiente, por lo que una vez expulsados por el hospedero se
mantenen viables, se calcula que un huevo puede permanecer viable hasta 3 meses en un ambiente
himedo y calido,” lo que ocurre en lugares donde el hombre defeca al aire libre, ya sea cuando trabaja

en el campo o en zonas peridomésticas, razén por la cual los porcinos tienen facil acceso a las heces.



€ 4 =
Figura 3. A) Micrografia de un hunevo de T. solinmr en ¢l que se observa claramente la oncdsfera o embriin
bexacanto. B) Fotografia de un buevo en eclosion, el embridn bexacanto bha puesto en movimiento sus ganchos para
poder salir de la membrana oncosferal. De www facmed.unam.mx [ grid{ fotos.him

1.2.1.2 Sistema de transporte y excrecién/secrecién

El cestodo al carecer de o6rganos digestivos realiza su alimentacién absorbiendo los
nuuimentos ya digeridos por el hospedero a través del tegumento. El tegumento esta cubierto por
una membrana plasmitca o tegumental que rodea a innumerables microtricas, que aumentan la
superficie de absorcién. La superficie mas externa de la membrana tegumental esta llena de un
glicocalix compuesto por glucoproteinas producidas activamente por los citones subtegumentales,
por debajo de la membrana tegumental se encuentra una gran cantidad de citoplasma perteneciente a
los citones subtegumentales lleno de vacuolas de diferentes tamanos. Es por este tegumento que el
parasito secreta o absorbe sus requerimientos nutricionales. Su sistema excretor es rudimentario y es
referido como sistema protonefridial, esta constmido por células en flama, capilares y tubos
colectores. De forma caracteristica, cada gusano dene un par de tubos colectores longitudinales
principales, uno dorsal y uno ventral, localizados sobre los margenes laterales y que vacian a través de

una vejiga terminal."



1.2.1.3 Sistema nervioso

El sistema nervioso de los cestodos parte del escolex y presenta el diseno tipico ortogén,
termino introducido por Reisinger en 1925, el cual describe al sistema nervioso de estos gusanos.15 El
pardsito cuenta con un sistema nervioso que consiste en una red rectangular de fibrillas simétricas
nerviosas con un ganglio cefilico y un agrupamiento denso de células nerviosas multipolares en un
estroma fibolar que rodea esta area en el escolex.” Tiene cinco pares de nervios longitudinales que
corren desde el ganglio cefilico a través de todo el estrébilo; también cuenta con terminaciones
nerviosas laterales en cada uno de los progléudos, particularmente en el tegumento. El cirro y la
vagina estan ricamente inervados, y las terminaciones nerviosas alrededor del poro genital son mads
abundantes que en otras areas del tegumento estrobilar.’ Estudios inmunohistoquimicos han
mostrado sitios con actividad de acetlcolinesterasa y la presencia de neuropéptdos y de la 5-
hidroxitriptamina (serotonina). '
1.2.1.4 Sistema muscular

El musculo consiste de dos porciones: las miofibrillas contrictiles y los miocitones no

contractiles, como otros platelmintos, sus musculos no son estriados y carecen de tibulos

,
transversos sarcolémicos (tubulos T). Los miocitones consttuyen el volumen del parénquima del
gusano y son referidos como células parénquirmles.4 El sistema muscular del cisticerco muestra una
distribucion diferente a la del adulto; en éste Gltimo, todo es parecido al musculo liso, la caracteristica
mas sobresaliente es un denso enrejado de miofilamentos de fibras conectivas, cada uno unido a una
extension sarcoplasmica de miocitones, a éste conjunto de estructuras se le denomina unidades
miociton-mjoftlamento-pseudopodo, las cuales estan involucradas en el transporte de glucégeno de

las células del tejido germinativo hacia los progléudos maduros; mientras que el primero tiene una

variedad de fibras musculares, circular en el rostelo y ventosas, circular, longitudinal y transversal en



el tejido tegumentario y una red subcudcular en el canal en espiral invaginado. La porcion contractil
contiene actina, paramiosina y fibrillas de miosina. '™'*
1.2.1.5 Sistema reproductor

Los proglétidos poseen cientos de testiculos y un ovario trilobulado (dos grandes y uno
pequeno), por lo cual son hermafroditas. El ovario libera los évulos hacia el oviducto, donde se lleva
a cabo la ferulizacién dentro del mismo proglétido, o podria ser entre diferentes segmentos cuando
el parisito se encuentra doblado sobre si mismo, o bien entre progléudos de diferentes gusanos
cuando hay dos o mis de ellos en el mismo hospedero.’®
1.2.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. sokum (Figura 4) incluye a dos hospederos mamiferos: humano y cerdo,
el primero el hospedero definitivo, y el segundo el hospedero intermediario. Los humanos también
pueden presentar el estadio larvario formando parte del ciclo como hospedero intermediario
accidental. Un gusano adulto puede permanecer en su hospedero por cerca de 20 anios, induciendo
una sintomatologia minima."” Las personas portadoras del gusano adulto pueden percatarse de ello,
debido a que los proglétdos gravidos son liberados en las heces y son visibles a simple vista, pero,
rara vez, saben que los huevos son liberados dentro de los proglétidos, por lo que desconocen su
condicién y perpetdan la infeccién.™ Después de la ingestién el embriéforo que protege al embrién
(oncésfera) en el huevo de T. solinm es deshecho en el tracto intestinal, el embrién hexacanto penetra
la mucosa y a través de la circulacién se sitda en diferentes tejidos. El cisticerco se desarrolla en
aproximadamente 2 meses después de la ingesuén de los huevos, la mayoria de las veces en musculo
esquelético, el sistema nervioso central y en el ojo.

Finalmente, el ciclo se cierra, cuando el hospedero definitivo consume carne de cerdo cruda o
insuficientemente cocida parasitada con cisticercos, condicién que permite la viabilidad de estos

ultimos. Cuando uno de los cisticerco viables entra en contacto con los fluidos gastricos e intestinales



se activa y evagina su escolex,” por medio del cual se adhiere a la pared intestinal con el uso de sus
cuatro ventosas y con la insercién de los ganchos en la mucosa intestinal.” Aproximadamente en un
periodo de 12 semanas después de la ingestién del cisticerco, comienzan a aparecer los proglétidos
gravidos en las heccs.”

Los cisticercos se mueren a temperaturas de 45-50°C, pero pueden sobrevivir en trozos
gruesos de carne si el centro no es cocinado adecuadamente.® Los cisticercos pueden sobrevivir de 26
a 30 dias a 4 °C, lo cual indica que la infeccion puede darse por la ingesta de carne mal cocida o cruda

‘ : : 23
después de haber sido refrigerada a 4 °C en un lapso menor a un mes.

Desarrolo de
cisticerco en el
cerebro

Ingeste de carne de
cerdo intectada
(prepsaracion
inadecuada).

Cisticerco en
muasculo
esqueaiético

; Desarrolio del cisticerco an
Srganos vitales

Infeccion deal
cerdo

Figura 4. Ciclo de vida de Taenia solium. Intervienen dos bospederos mamiferos, nno intermediario, ¢f cerdo, y ef
definitivo y iinico, el bumano, el cnal lambién forma parte del ciclo comro hospedero intermediario accidental. Tomado y
modificado de: wunw fao.org/ ag/ againfo/ programmes/ en/ vph/ cards/ Taenia-solinm.

13



1.2.3 Manifestaciones clinicas
1.2.3.1 Teniosis

Como ya se mencioné anteriormente, el gusano adulio se fija al intestno delgado por medio
de sus ventosas y ganchos. Por lo tanto, el gusano sélo causa una ligera inflamacién en el sitio de
implantacién, sin causarle un dano sustancial al intesino.™ Las manifestaciones clinicas son ligeras,
produciéndose en 2 a 3 meses después de la ingestién de los cisticercos. Inicia con malestar general,
alteraciones del apetito y pérdida de peso. En ocasiones se puede presentar también astenia y
adinamia, dolor abdominal, niusea de predominio matutino, diarrea que puede alternarse con con

periodos de constipacién y el prurito anal es frecuente.”

1.2.3.2 Cisticercosis

Ia forma larvaria comunmente infecta el sistema nervioso central, causando
neurocisticercosis; este tropismo se lo ha atribuido a los aspectos biomecanicos de la circulacion
junto al alto grado de concentracién de glucosa o glucégeno del tejido.' La neurocisticercosis es una
enfermedad pleomorfica, ya que sus manifestaciones principales dependen del namero, localizacion,
estadio y tipo de parasitos albergados El grado de la reaccién inflamatorta inducida por el parésito y
el estado del hospedero rambién son factores importantes.’

La neurocisticercosis es causa de la epilepsia de aparicién tardia en el 58% de los pacientes de
nuestro pais.” La prictica de estudios de neuroimagen es de fundamental importancia en todo
paciente con epilepsia de inicio tardio con el objeto de confirmar o descartar la sospecha clinica de
neurocisticercosis. Los signos clinicos mds frecuentes son: déficit motor, signos de liberacion
piramidal, ataxia cerebelosa, signos de disfuncién de tallo cerebral y movimientos involuntarios.
Estas manifestaciones usualmente siguen un curso progresivo, por lo que es dificil el diagnéstico

diferencial con neoplasias o con otros procesos infecciosos del sistema nervioso.”



1.2.4 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

El cisticerco ha elaborado diversos mecanismos para evadir el sistema inmune, entre los
cuales destacan, el alojamiento en zonas “inmunolégicamente privilegiadas”, como por ejemplo, el
ojo. Esto probablemente se deba a las caracteristicas anatomofuncionales del ojo, tales como la
ausencia de un sistemna linfatico intraocular, la presencia de una barrera hemato-retiniana y de una
barrera hemato-acuosa. Estas caracteristcas hacen del ojo un érgano con respuesta inmune
limitada.”” Por otra parte, experimentos realizados en conejos, demostraron que cuando estos son
sensibilizados previamente con cisticercos de Taenia crassiceps, ya sea por implantacién en el peritoneo
o por inmunizacién activa con extractos crudos, al ser infectados con un cisticerco en la camara
anterior del ojo, estos presentan una intensa reaccién inflamatoria, neovascularizacion corneal y
edema en el ojo infectado, asi como un alto titulo local de anticuerpos anti-cisticerco, lo que da como
resultado, que el cisticerco no  logre desarrollarse.® Otro  mecanismo importante es el
cnmascaramiento del cisticerco con inmunoglobulinas del hospedero. Estudios hechos en cisticercos
extraidos de varios érganos humanos, examinados por inmunofluorescencia mostraron la presencia
en orden de predominancia de la IgG, IgA, IgM , C3b e IgE.T) Estudios posteriores han demostrado
la presencia de un receptor para la fraccidén Fec de IgG en la superficie del cisticerco,*' en adicién, este
parasito cuenta con proteasas que digieren a este isotipo de inmunoglobulinas,” para ser utlizadas
como nutricntes.

El cisticerco cuenta con mecanismos mas finos para evadir al sistema inmune, como la
secrecion de sustancias especificas, tales como la paramiosina, la cual se une a Clq e inhibe la
activacién de la via clésica del complemento;™ la teniastatina que inhibe ambas vias de la activacién
del complemenro“ y tiene una ligera modulacién en la actividad leucocitaria;™ polisacaridos
polisulfatados que activan al complemento lejos del parésito.” El factor de meracestodo (MF),

complejo formado por ARN vy proteina, ™ el cual disminuye la proliferacion de linfocitos en



respuesta a mitégenos e inhibe la reaccion inflamatoria a la implantacion subcutinea de cisticercos en
ratones, asi como la produccién de anticuerpos y de la respuesta celular en contra de antigenos del
cisticerco.” Cuenta con una cisteina proteasa™ que disminuye la cantidad de linfocitos T
B S W

cooperadores via apoptosis.

La participacién de enzimas antoxidantes es primordial para la supervivencia del parisito,
debido 2 que estas neutralizan especies reactvas de oxigeno (ERO) provenientes de la respuesta
inmune celular (estallido respiratorio), asi como a otros xenobidticos y farmacos. Las dos enzimas

P .o . C. 243
mis importantes son la Superéxido dismutasa™ y la Glutatién S-transferasa’

1.2.5 Diagnostico

1.2.5.1 Teniosis

El diagnésuco de la teniosis presenta dos problemas: la baja sensibilidad de la microscopia
de luz, v la similitud morfoldgica entre los huevos de T. solium y T. saginata (parasito que no causa
cisticercosis en humanos). Para hacer el diagnéstico diferencial es necesario encontrar el escolex, y en
él poder observar la doble corona de ganchos presente en T. solium 6 los proglotdos para contar el
numero de ramas uterinas, mas de trece corresponden a T. sag/inata y menos de trece a T. solium. Para
recuperarlos se recurre al vaciado intestinal con la administracion de un purgante inmediatamente
después del tratamiento antiparasito, aunque no siempre se obtienen.”

Existen varias técnicas diagnésticas, pero ninguna de ellas se ha podido implementar para
llevar a cabo un diagnéstico masivo, ya que debe tomarse en cuenta que las zonas de mayor
prevalencia de la infeccidén son de escasos recursos econdmicos y el costo de estas técnicas es
elevado. Las técnicas que se han desarrollado son: la deteccidén de coproantgenos por un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), en el cual son detectadas moléculas especificas del cestodo en muestras

fecales;"™ * la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar genes mitocondriales del
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ADN proveniente de huevos;* e inmunoelectrotransferencia (IET) para detectar moléculas

especificas del parésito, como los antigenos de excrecién-secrecién (TSES33 y TSES38);" * Ia
busqueda de moléculas especificas de este estadio atin continda.
1.2.5.2 Cisticercosis

El diagnéstico de la cisticercosis mas certero se basa en la neuroimagen con ayuda de la
serologia, y otras como el diagnostico molecular.

La tomografia axial computarizada (I'C) es considerada como una de las técnicas mis
confiables para apoyar el diagnéstico de la neurocisticercosis. La resonancia magnética nuclear
(RMN) al igual que TC permite distinguir los cisticercos en el tejido nervioso. La eleccién de una u
otra depende del estado de la enfermedad y la localizacion de los parasitos. Ambas técnicas son
especificas y sensibles, pero su principal limitacién es que tienen un costo muy elevado.’

En la serologia, la bisqueda de anticuerpos especificos se realiza por medio del ELISA
utilizando como antigeno extractos crudos del cisticerco o el antigeno B, esta técnica tiene muchas
ventajas y por ello se sigue utlizando, pero su mayor limitacién es que presenta reacciones
cruzadas”' También se emplea la inmunoelectrotransferencia (IET), con una fraccién de
glicoproteinas,” las LLGP's” (14, 18, 40, 42 y 50 kDDa) que permiten obtener una sensibilidad del
90% y una especificidad del 100% ya que no presentan reaccién cruzada con sueros provenientes de
individuos infectados con otros parasitos, tales como T. saginata, E. multilocularss, E. granulosus, S.
haematobinm, S. mansoni, A. lumbricoides y Trichinella sp.

Finalmente, las técnicas de diagndstico molecular estan basadas en el desarrollo de proteinas
sintéticas o recombinantes que son combinadas con técnicas inmunolégicas, asi como las técnicas de
hibridacién con sondas de ADN o el uso de la PCR para identificar regiones especificas.”’ Sin

embargo, estas técnicas estan aun en desarrollo.



1.2.6 Tratamiento

1.2.6.1 Teniosis

El firmaco de eleccién es la niclosamida. Acnia directamente en los proglétidos de las tenias,
haciéndolos susceptibles a la accién de las enzimas proteoliticas. Al emplear las dosis adecuadas, el
escolex y los proglotidos pueden estar parcialmente digeridos e irreconocibles. No tiene accion
contra los huevos ni contra los cisticercos. Es obligada la administracién de un laxante una o dos
horas después del tratamiento, con la finalidad de no poner en riesgo al paciente al liberarse los
huevos en la luz intestinal. >
1.2.6.2 Cisticercosis

El enfoque terapéutico estd condicionado al diagnéstico preciso del tipo de cisticercosis
tomando en cuenta los siguientes aspectos: a) la variabilidad que presenta el cuadro clinico de la
cisticercosis; b) las diferentes erapas bioldgicas en la historia natural de la enfermedad (encefalits,
quistes, racimos calcificaciones y otros), y c) la localizacién y los cuadros patolégicos secundarios
(meningitis, aracnoidius, hidrocefalia, vasculitis y otros).

El tratamiento puede ser sintomitico, enfocado en el conuol de cnsis convulsivas
(anuepilépticos), cefalea (analgésicos), hipertensién intracraneal (esteroides y drétcos) vy
alteraciones de la conducta (psicodrogas). El tratamiento quirtirgico varia segin la localizacién y las
caracteristicas anatomopatoldgicas de la cisticercosts, asi como el nimero y tamano de los parasitos.
El tratamiento farmacolégico esta basado en un diagnostico confiable v preciso de todos los aspectos
de la enfermedad. Los dos firmacos de eleccidn son el praziquantel y el albendazol, el primero
incrementa la permeabilidad de las membranas celulares para el calcio, causando contractura y
paralisis del pardsito; el segundo, inhibicidén de formacién de citbesqueleto y bloquea la captacion de

la glucosa. Otros farmacos empleados son el mebendazol, el metrifonato y el flubendazol.*”



1.2.7 Medidas de control

Debido a que la teniosis es exclusivamente una enfermedad humana, el hombre es el
responsable de difundir la enfermedad. Los factores involucrados en la transmision de la enfermedad
incluyen el contacto de los cerdos con las heces humanas, la carencia de inspeccién de los cerdos,
consumo de carne cruda o mal cocida, falta de higiene personal (lavado inadecuado de manos antes
de comer y después de ir al bano), etc.

La Tuenia solium es vulnerable al control y a una potencial erradicacion en base a las siguientes
caracteristicas: 1) el ciclo de vida requiere del ser humano como hospedero defintuvo; 2) la temosis es
la tnica fuente de infeccién para el hospedero intermediario; 3) los cerdos pueden ser monitoreados,
considerando la corta duracién de su vida; 4) no hay reservorios salvajes; v 5) el empleo de
antiparasitarios seguros y eficaces.

Las medidas preventivas que deben tomarse en cuenta para el control de Taenia solium son: el
diagnéstico y el tratamiento de los portadores del estadio adulto del parasito, asi como la terapéutica
masiva;” la mejora en la crianza de cerdos, en la que debe incluirse, de igual manera, el tratamiento
masivo y en el fururo fa vacunacién, ya que actualmente no se cuenta con una vacuna comercial; una
rigurosa inspeccion en los rastros; el desarrollo e implementacién de campanas de educacion para la
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salud™ que promuevan medidas de higiene, asi como el conocimiento de la enfermedad

1.2.8 Vacunas

Una alternatva viable para el control de la teniosis y cisticercosis es el empleo de una vacuna

58 . . - . . . .

en cerdos.” Ademas una vacuna segura y efectiva en contra de la cisticercosis porcina cs obligatoria
para la evaluacién de vacunas similares de uso humano.” Se han realizado una gran cantidad de

ensayos en la busqueda de dicha vacuna. La naturaleza del inmunégeno empleado ¢s muy vanada, se

60, 61 62, 63

han utilizado extractos crudos de oncosferas y cistcercos, en los cuales se ha encontrado



resultados promctedores, pero también han sido probadas moléculas mas especificas, como las

™, 65
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provenientes del escolex o productos de excrecién/secrecion de oncdsferas,” y recientemente se

estan utilizando antigenos provenientes de otras tenias como T. cassiceps “ y T. ovis ™ ya que
presentan reaccién cruzadas con T. solum, con buenos resultados. En la actualidad se ha
profundizado la busqueda recurriendo a la Biologia Molecular para obtener proteinas recombinantes

6, 0, 7N

n . L . . . 7 .
o pépudos sintéticos e inclusive construcciones de ADN "= ™ que confieran una mejor

proteccién en contra del parasito.

1.3 Via glucolitica

La glucosa normalmente aparece en sangre como resultado de la degradacién de polisacaridos
complejos o de su sintesis a partr de fuentes distintas de los carbohidratos (gluconeogénesis). La
glucosa penetra la mayoria de las células a través de un transportador especifico que la traslada desde
el exterior de la célula hasta el citosol. La glucdlisis convierte la glucosa a dos unidades C, (piruvato),
de menor energia libre, en un proceso que utiliza la energia para sintetizar ATP a partir de ADP y Pi.
Este proceso requiere una via de reacciones acopladas quimicamente para llevar a cabo la
transferencta del grupo fosfato. Asi pues, la estrategia quimica de la glucdlisis es: 1) ta adicion de
grupos fosfato a la glucosa, 2) la conversién quimica de los intermediarios fosfatados a compuestos
con elevado potencial de transferencia de dicho grupo, v 3) la subsiguiente hidrélisis de las sustancias
reactivas para llevar a cabo la sintesis de ATP.

La glucolisis consta de 10 reacciones enzimatcas (Figwra 5) que pueden dividirse en dos
etapas cn base a la Inversidén y resttucion energética respectdvamente. En la tase [, una hexosa (la
glucosa) es fosforilada y fragmentada, dando lugar a dos azicares de 3 carbonos la  hidroxiacetona
fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato, este proceso consume dos ATP’s; aqui empieza la fase II de la

via, las triosas s¢ convierten a piruvaro, con la produccién de cuatro ATP’s. Por consiguiente, el
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rendimiento neto de la glucdlisis es de dos ATP’s por molécula de glucosa, ya que en la fase I se

consumen dos ATP's y la fase 1T produce cuatro ATP’s.” La reaccién global de la via es:

Glucosa + 2NAD* + 2ADP + 2p; =l )NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H,0 + 4 H*

GLUCOSA

1 ATP
ADpP

Gilucosa &-Tosrare

2

Fru stosa Sé-fosfaro
3 ATP
ADP

Fructozaa 1 G-bifoastato

A
Dihldroxlacecrona

fonfato -2 Gliceraldehido 3-fosafato

C NAD+ p
NADH

1.3-bifoctfoglicerarte

y—ADP

3-fosfoglicerato

o

Z-fosfoglicerato

9$¥H20

Fosfoenol piruvato

10 t- ——ADP
ATP

Piruvato

Frgura 5 Via glucolitica. Desplegado de las 10 reacciones enzimaticas participantes. Las enzimas participantes son:
1) Hexoquinasa, 2) Fosfoglncosa isomerasa, 3) Fosfofructoguinasa, 4) “Aldolasa, 5) Triosa fosfato isomerasa, 6)
Gliceraldebido 3-fosfato deshidrogenasa, 7) Fosfoglicerato cinasa, 8) fosfoglicerato mutasa, 9) Enolasa y 10) Piruvato
cinasa. Tomado y modificado de”’
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1.3.1 Triosa fosfato isomerasa (TPI)

La segunda etapa de la glucdlisis comienza por la division de la fructosa-1,6-bifosfato en
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato. El gliceraldehido-3-fosfato se encuenua en la via
directa de la glucdlisis, pero no la hidroxiacetona fosfato. Sin embargo, esta ultima puede convertirse
facilmente en gliceraldehido-3-fosfato. Estos compuestos son isémeros: la hidroxiacetona fosfato es
una cetosa, mientras que el gliceraldehido-3-fosfato es una aldosa. La isomerizacion de los azucares
fosforilados de tres carbonos esta catalizada por la triosa fosfato isomerasa (Figura 6), su principal
importancia radica en no permitir la acumulacién de la hidroxiacetona fosfato que es téxica, por lo

. . . . . . L 6
que la ausencia de ¢sta enzima es incompatible con la vida. Esta reaccidén es muy ripida y reversible.™

triosa fosfato O\\ A

2.
CHZ0R03 jsomerasa ¢
=0 H—C—O0H
CHOH CHAOPOy&
Dihidroxiacetona fosfato Gliceraldehido-3-fosfato

Figura 6. La trivsa fosfato isomerasa reconduce la hidroxiacetona fosfato hacia la via glucolitica principal, de modo
que no se requiere una serie separada d reacciones.

La TPI es una enzima homodimérica con subunidades (Fionra 7) de alrededor de 27 kDa, su
estructura de barril (af3), es muy conservada,” no obstante existen variaciones considerables en su
secuencia primaria. EI mecanismo caralitico de la TPI involucra la quimica acido/base, por estudios
cristalograticos con rayos X se ha demostrado que el sitio catalitico estd conformado por 3 residuos
de aminoacidos, el Glutamato 165, la Histudina 95, los cuales participan en la transterencia del
protdn, y la Lisina 12 que forma un puente salino con el sustrato.™ La diferencia en algunos
aminoacidos v regiones de la molécula han sido usadas para disenar inhibidores especificos para

Inactivar a la enzima.
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Figura 7. Monomero de la TPL Consta de un nicko central formado por ocho hebras f paralelas rodeadas por ocho
hélices a. Este patron estructural es lamado barritete aB.” Las flechas indican la posicion del sustrato en el sitio
catlitico. Tomado de www.cclre.ac.nk [ Activities/ Gallery/ Quasispr.jpg
1.3.1.1 Triosafosfato isomerasa en parasitos

La enzima ha sido estudiada en Schistosoma mansoni por clonacién del ADNc y subsiguiente
expresion,” lo cual demostrd que la TPI correspondia al antigeno de 28 kDa presente en todos los
estadios del parisito y para el cual ya se habia encontrado un anticuerpo monoclonal (M.1)* que
confiere resistencia parcial a la infeccién en ratones. Estudios acerca del andlisis estructural han
demostrado que la interfase es el blanco para desarrollar inhibidores especificos tales como
péptidos.”" ** En adicién, un residuo de cisteina no conservado presente en la interfase ha sido
propuesto como blanco. Esta cisteina esta presente en varios parasitos como Trypanosoma bricei
(Cistdy, Trypanosoma crusy (Cis15), Leishmania mexicana (Cis16), Plasmodinm faliparum (Cis13) y
Exntamocba bhistolytica (Cis14). El vosulfonato de metlmetano es capaz de modificar la conformacién

estructural de la vecindad de la cisteina, dando como resultado una disminucion de la actividad,
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siendo la de humano la menos afectada.*® Para Plasmodium falciparum se ha encontrado una familia de
colorantes sulfonados que son efectivos en la inhibicién®* y para Tripanosoma cruzi se ha encontrado
un compuesto [icido 3-(2-benzothiazoliltio)-1-propanesulfénico] que abate la actividad con un alto
nivel de selecuvidad por unién a la interfase.”

Para el caso de la TPI de Taewia solium (TTPI) se ha clonado, expresado y caracterizado una

- . " . L . .
I'PI recombinante,” y la bisqueda de inhibidores especificos ain se encuentra en fase temprana.

1.4 Metabolismo destoxificante

Tanto los organismos de vida libre como los parasitos estan expuestos a xenobidticos en sus
ambientes. Muchos de estos xenobioticos son toxicos para las funciones normales del metabolismo,
son lipofilicos y son absorbidos al interior de las células por difusién pasiva. Pocos xenobioticos son
eliminados sin cambio alguno, y algunos otros sufren una biotransformacién catalizada por enzimas,
haciéndolos generalmente mas solubles en agua que el compuesto original, para facilitar su
eliminacién. Sin embargo, hay excepciones a la regla y algunas veces, los xenobidticos son
metabolizados a productos mas reactivos que son toxicos.

Las rutas del metabolismo para destoxificar xenobiéticos pueden ser divididas en dos grupos
de reacciones. Fase T del metabolismo en la que se incluyen reacciones de oxidacién, reducciéon e
hidrélisis, estas son llamadas reacciones de “funcionalizacién”, porque un grupo funcional polar es
introducido a la molécula. Los principales representantes de esta fase son: el citocromo P450, Ja
sulfoxidasa, las peroxidasas, la xantina oxidasa, y la monoamina oxidasa. La fase II del metabolismo
incluye varias reacciones de sintesis entre un grupo funcional polar del xenobidtico (sustrato) y un
cosustrato endogeno, tales como el glutation reducido (GSH), UDP-icido glucurénico o glicina,
resultando la formacion de un enlace covalente, es por ello que estas reacciones son referidas como

reacciones de conjugacion y los productos de reaccién como conjugados. La principal representantes
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de esta fase son las Gluratidén S-transferasas (GST's), una familia de enzimas multifuncionales, la
mayoria de ellas se encuentran en el citosol, han sido ampliamente estudiadas ya que se encuentran

, . . K7
presentes en la mayoria de los organismos, desde protozoarios hasta vertebrados.

1.4.1 Glutatién S-transferasas (GST's)

Estas enzimas catalizan la conjugacién de glutauén (GSH) a una variedad de sustratos
electrofilicos (Figura 9), realizando sustituciones nucleofilicas aromaticas, adiciones de Michael para
cetonas a, B-insaturadas y reacciones de apertura del anillo epéxido, todas de las cuales resultan en la
formacion de GSH conjugados y la reduccién de hidroperdxidos, dando a su vez la formacién de
GSH oxidado (GSSG).* Muchas de las GST’s existen como enzimas solubles, aunque existen
GST’s microsomales y una GST mitocondrial. En humanos y roedores, las GST's solubles son
expresadas colectivamente en gran cantidad, constituyendo cerca del 4 % de la proteina soluble total

en ¢l higado.”
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Glutation R-S-Glutation

Figura 8 Reaccidn de catdlisis de la Glutation S-transferasa, en donde R puede ser un grupo alifitico, aromtico o
heterociclico; y X un gripo polar, como suifato, nitrilo o un haligeno.

Las GST’s son enzimas diméricas (Figrra §) con masas moleculares monomeéricas que van
desde los 13 a los 28 kDa. Cada subunidad tiene un sitio activo compuesto de dos distintas regiones
funcionales: el sitio-G hidrofilico, el cual se une glutatién, y un sitio-H adyacente, el cual provee un
ambiente hidrofébico para la unién de diversos sustratos electrofilicos. El sitio-G esta altamente

conservado entre todas las GST s debido a su alta especificidad por el glutatién, mientras que el sitio-
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H es divergente entre las diferentes GST’s, y exhibe una amplia y variable especificidad de unién a

o0
sustrato.

Figura 9. Modelo de cintas del dimero de una  Glutation S-transferasa humana de clase Theta. Tomado y
modificado de: hitp:/ [ depts.washington.edn/ wmatkins/ lab.htmt# Biophysical

1.4.1.1 Glutatién S-transferasa en parasitos

La interacciéon de la GST con algunos farmacos andparasitarios contribuye a la
destoxificacion y sobre todo a la resistencia farmacolédgica Se ha observado que la distribucion de
GST’s en helmintos es mucho mayor en trematodos digeneos y cestodos intestinales que en
nematodos. De los helmintos analizados, los esquistosomas muestran el nivel de actividad mas alto,
ademas de que han sido las enzimas mas estudiadas, por ejemplo, las de S. wmansoni y S. japonicum.
También han sido identficadas en algunas especies de protozoarios, incluyendo a T. wrug/ y algunas
especies de .“Iaanthamochas, pero no se ha detectado su actvidad en Entamoeba histolytica, G. intestinalis

o T. vuginulis.”
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En el caso particular de T. solium, hasta la fecha han sido descritas dos isoformas de la GST,
una de 25,500 Da de clase Mu y otra de 26,500 Da de clase alfa. Ensayos de vacunacién en el modelo
Taenia crassiceps-ratén con estas GST s, produjeron un 90 % de proteccién, y por separado, la de 26.5
kDa 74 % y la de 25.5 kDa 46 %,*"* por lo que se les ha considerado como en otros parésitos,

potenciales candidatos para el desarrollo de una vacuna.

1.5 Despliegue en fagos (PhD)

La tecnologia de despliegue en fagos fue descrita por vez primera por George P. Smith en
1985, en la cual empled fagos filamentosos de Escheruchia coli M13, fd y f1) como vehiculos para
expresar diversas proteinas o secuencias peptidicas como parte de las proteinas de su cubierta. Esta
tecnologla ha tenido un auge muy importante en las areas de la Inmunologia, Biologia celular,
Farmacologia e investigacién de farmacos La técnica es una herramienta muy poderosa para
identficar y caracterizar interacciones de polipéptidos recombinantes con sus blancos de unién. Su
aplicacién portencial incluye identificacién de moléculas lideres para su uso en terapéutica.”
1.5.1 Fagos filamentosos

Bacteriéfagos son virus que infectan una variedad de bacterias Gram-negativas usando el pili
como receptor. Los fagos filamentosos que infectan a la E. cw/ consisten de una cadena sencilla de
ADN (ADNcs). El genoma total del fago consiste de 11 genes. Un fago viable expresa cerca de 2700
copias de la proteina 8 (pVIII) y 3 a 5 copias de la proteina 3 (pllI) en su conformacién estructural
(Figura 6).”

Los fagos filamentosos no producen una infeccién litica en E. co, pero si inducen un estado
en el cual la bacteria infectada produce y secreta las particulas virales sin sufrir lisis. Por cada division
celular son liberadas cerca de 100 particulas virales, lo que da como resultado una disminucién

considerable de ésta; en cultivos solidos puede observarse una placa turbia que contiene un
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aproximado de 10" particulas de fagos. La infeccién es iniciada por la unién de la proteina 11T al
extremo del pili f de E. ok (ejemplo, cepa TG1). La unién induce la retraccion del pili y la
subsiguiente inyeccién del ADN del fago. Sélo el ADNecs circular del fago es introducido a la
bacteria, donde es convertido por la maquinaria de replicacién del hospedero a la forma replicativa
(RF). La RF experimenta replicacién para hacer el ADNcs y también sirve como templado para
expresar las proteinas VIII y III. La progenie del fago es ensamblada por empaquetamiento del
ADNcs dentro de las proteinas de cubierta, y expulsada al medio a través de la membrana

: 93
bacteriana.

Figura 10. Represeitacion esquemdtica de (a) el fago silvestre, (b) nn péptido desplegado en plil, y (c) un péptido
desplegado en p1/ 111
1.5.1.1 Proteina III

Lista consutuida de 406 residuos de aa, es la proteina de cubierta que se encuentra en menor
proporcion, pues solo estd presente en 3 a 5 copias por fago. La proteina puede ser dividida en dos

dominios: el C- terminal, que interactta con la pVIII para mantenerse unida a la cubierta del fago; y
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el N-terminal, dos tercios de la proteina forman una estructura abultada que median la unién al pili F,
esencial para la infeccidon. La insercion de pépudos en el dominio N-terminal regularmente no
interfiere con la capacidad infectiva. Por manipulacién genética han sido insertados péptidos
espaciadores flexibles (ejemplo, GGGGSGGGGS) 6 el flanqueo con cisteinas que al plegarse
forman puentes disulfuro, los cuales mantienen separado el péptido desplegado del resto de las
proteinas de cubierta (Figura 9), haciéndolo mis accesible para interactuar con el receptor de interés.”
1.5.1.2 Proteina VIII

Es la proteina principal de la cubierta, es un polipéptido de sélo 50 residuos de aa, y forma el
cuerpo del fago. El nimero de copias de la pVIII depende de la longitud de la particula del fago, la
cual depende a su vez del tamano del genoma. Generalmente, una molécula de la pVIII es requerida
para envolver 2.3 nucleéudos, lo cual corresponde a 2800 copias para un genoma de 6.5 kb. Al igual
que la plII, oligonucleétidos aleatorios pueden ser clonados en el gen para la pVIII y expresados
como una proteina de fusién al dominio N-terminal que es proyectado hacia 2l exterior de la
superficie del fago. Debido a que pVIII compone casi en su rotalidad de la cubierta del fago, las
proteinas de fusidén deben ser distril':)uidas a lo largo de la longitud del cuerpo del fago (Figura 5). La
adicién de mas de cinco aminodcidos en el dominio N-rerminal se vuelve téxico para el ensamblaje

de la capside del fago, disminuyendo su infectividad
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2. HIPOTESIS

o Los antcuerpos desarrollados en contra de mimétopos de enzimas, identificados con
anticuerpos inhibidores modificaran la actividad de las mismas.

3. OBJETIVO

O Evaluar la capacidad de inhibicién de la actividad de la Triosa fosfato 1somerasa con
anticuerpos contra mimétopos de esta enzima, asi como identificar mimétopos de dos
isoformas de la Glutation-S transferasa (GST) de Taenia sofium.

3.1 Objetivos particulares

o Amplificacién de fagos con los mimétopos de TTPI.
o Produccion de anticuerpos contra mumotopos de la TTPL.
o Purificar las [gG s dirigidas contra mimétopos de la TITPI.

o Ensayos de la actvidad enzimatca de la TTPI con sueros e IgG s purificadas.

o Identificar mimétopos de dos isoformas de la Glutatién S-transferasa (GST,; ;v GST,, 5).

o Desarrollar anticuerpos en contra de los mimétopos de las dos isoformas de la GST.

o Hacer una caractertzacién inmunologica parcial de los anticuerpos anti-mimotopos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Todos los materiales usados en esta tesis, asi como sus especificaciones han sido incluidos en
la descripcion del método en que fueron requeridos. Los animales cmpleados para las
inmunizaciones fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Las
centrifugaciones menores a 3700 rpm se hicieron en una centrifuga modelo Centra CL2 de IEC, y las

mayores a 10 000 rpm en una microfuga modelo 5415C de eppendorf.

4.2 Métodos

4.2.1 Reamplificacién y titulacion de fagos

Las clonas de los fagos que contienen los mimétopos de la TTPI (previamente identficados)
se muestran en la Tabla 1. Estos fagos se utilizaron para generar los sueros and-mimétopos de la
TTPI, siguiendo el método descrito en la siguiente seccién. Los fagos fueron reamplificados
colocando 20 uL de la suspensién de los fagos en 50 mL de medio LB y 1T mL de cultvo (D.O. ,,...=
0.8) de E. cwlk cepa TG1 (ver Anexos), e incubando a 37 °C con agitacién durante 5 horas.
Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados a 3700 rpm durante 30 minutos, al sobrenadante
recuperado, se le agregaron 8 ml. de una solucién de PEG 20 %/NaCl 2.5 M, y se guardaron a 4 °C
toda la noche. Los fagos fueron concentrados centrifugando a 10,000 rpm por 10 minutos y
resuspendiendo el botén en 1 mL de TBS pH 7.5 (Stock). El remanente de bacterias fue retirado
centrifugando a 14,000 rpm por 10 minutos. La titulacién de los fagos se realizé con diluciones (10
a 10 ") seriadas realizadas con el sobrenadante stock. Se tomaron 10 uL de las diluciones y con ellas
se infectaron 200 pL de un cultivo de E. co/ cepa TG1 (D.O. (4,,,= 0.8), a 37 °C durante 30 minutos.

Después fueron diluidos ¢n 3 mL de medio Top SOB (45 °C) y vertidos en cajas con medio SOB.
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Finalmente, las cajas fueron incubadas a 37 °C por toda la noche. Al dia siguiente, se realizé el

conteo de placas para determinar el titulo.

Ts 1 TPDMMMMRPGVR
Ts 6 MPPGMHQPPPSA
Ts 11 DANKHKQELPHF
Ts 13 FTSQNTIGSDVI
Ts 15 TQQQQCCTSQIE
Ts 16 DSVIPTSVMAVA

Tabla 1.Secuencia de los nimétopos de la TTPL.

4.2.2 Inmunizacién de animales

Se utilizaron ratones Balb/C hembras de seis semanas de edad, cinco por cada grupo. Cada
ratén se inéeulo con 10" fagos en 200 pl. de PBS 1X estéril y 1 pg de saponina, se realizaron cuatro
inmunizaciones subcutaneas a intervalos de una semana. Se incluyé un grupo control positivo
inmunizado con 20 ug TTPI y 1 ug de saponina, y dos grupos control negativo, uno inoculado sélo
con PBS 1X estéril v otro con el fago silvestre (M13KE). Una semana después del alumo refuerzo,
los ratones fueron sangrados a blanco por puncién en el plexo retrorbital (Kakaturu et al. 2003).”

Para ¢l caso de los conejos, se utilizaron hembras de la cepa Nueva Zelanda de 3 meses de
edad, uno por cada antigeno. El inéculo de fagos fue de 10" pfu en 200 ul. de PBS 1X estéril (sin
acvuvante), para el caso de las proteinas (control positivo) se utilizé 250 pg de TTPI 1:1 con
adyuvante completo de Freund para la primera vez y posteriormente tres refuerzos con el adyuvante
incompleto. Se incluyeron los mismos controles negativos que en los ratones. El tipo de
inmunizacién fue subcutinea con intervalos de 15 dias cada una. Una semana después del dlumo

refuerzo. los conejos fueron sangrados a blanco por puncién cardiaca.

32



4.2.3 Purificacion de IgG’s de conejo
Las IgG’s se purificaron por una columna de afinidad de Protein A-sefarosa (Amersham

Pharmacia Biotech) la cual fue estabilizada pasando por ella 5 mL de una solucion de fosfato de
sodio 0.02 M pH 7.0 (solucién I). Un mL de sueto fue diluido en 1 mL de solucién I y pasado por
la columna. La columna fue lavada con 15 mL de solucién 1. La elucién de las 1gG’s se llevo a cabo
pasando por la columna 5 mL de una solucién de acido citrico 0.1 M pH 4.0 y recibiendo el eluido
en 5> ml de una solucion de Tris-HCI 1.0 M pH 9.0 para neutralizar la solucién. La elucidén
neutralizada fue dializada y concentrada, para después determinar su cantidad de proteina por el
método de Lowry (zer <nexos) y ajustarlas a 1 mg/mL. Finalmente, la columna fue estabilizada con la

solucién I para pasar mas suero o lavada en PBS 1X para ser guardada en frio hasta nuevo uso.

4.2.4 Inmunoelectrotransferencia (IET)

Se preparé un gel de acrilamida preparativo al 12.5 % (ver Anexos), en el cual fue cargada una
cantidad de 100 ng de proteina/mm. Previo al cargado, la proteina fue diluida (1:1) en solucion de
amortiguador de cargado (Tris-FICl 100 mM pH 6.8, SDS 4 %, azul de bromofenol 0.2 % y glicerol
20 %) e incubada a 100 °C durante 5 minutos. El proceso de electroforesis se llevo a cabo a 100 V,
diandole ¢l tiempo suficiente para que el azul de bromofenol llegara a 1.0 cm antes del final del gel.

La inmunoclectrotransferencia se realizé colocando el gel frente 2 una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Biosciences) en una camara de inmunoelectrotransferencia (BioRad) a una
diferencia de potencial de 100 V durante una hora. La membrana se bloqueb con BLOTTO (leche
descremada 10 % y NaN; 0.2 %) y los sueros y las IgG's (1 mg/ml.) obtenidos de los ratones y
conejos fueron probados a una dilucién 1:10, 1:100 y 1:500. Los anticuerpos unidos a la membrana
fueron revelados con un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén o de conejo segin el caso,

acoplados a peroxidasa (Life Technologies) a una dilucién 1:2000 y con diaminobencidina (Sigma).
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4.2.5 Obtencion de anticuerpos especificos para la TTPI

Se hizo una inmunoelectrotransferencia con 2 mg de la TTPI, siguiendo el prorocolo que se
describe en el apartado anterior. La membrana después de ser blogueada con BLOTTO se incubd
con 2 mL del anticuerpo anu-TTPI diluido 1:50 en PBS-Tween 0.3 % durante 2 horas. Al término
de la incubacién, se hizo un lavado exhaustvo con PBS 1X pH 7.2. Los anticuerpos unidos a la
membrana fueron eluidos con 5 mL de una solucién de glicina 100 mM/ NaCl 150 mM por 5
minutos y neutralizados con 10 mL de PBS 10 X pH 7.4. Los anticuerpos fueron probados por IET

y cuantificados por el método de Lowry (ver Anexos).

4.2.6 Ensayos de actividad de la TTPI

Primeramente la enzima purificada fue cuantificada tomando en cuenta su absorbancia a 280
nm y usando el coeficiente de absorcion molecular €= 1.3414 M' cm™. La actividad de la TPI fue
determinada en la direccién de gliceraldehido 3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato. La actividad fue
medida a pH 7.4 en 1 mL de mezcla que contenia, amortiguador TED 100/10/1 (Trictanolamina
100 mM, EDTA 10 mM, DTT 1 mM), 1 mM de gliceraldehido 3-fosfato (Sigma), 0.2 mM de 3-
NADH (Sigma), 2.5 unidades de a-glicerofosfato deshidrogenasa (Sigma) y 30 ng de la enzima (10
wl. de la preincubacién), la cinética fue monitoreada por el decremento de la absorbancia a 340 nim

en funcién del tempo en un espectrofotémetro (Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech).

4.2.7 Ensayo de inhibicion de la actividad de la TTPI

Se hizo una preincubaciéon con 300 ng de la enzima, para el control positivo solo se puso la
enzima (100% de la actividad), y para las demds determinaciones se colocé junto con 10 uL de los
sueros o de las 1gG s purificadas (1 mg/mL), en los ensayos se incluyé un control experimental, la

TPI de Sus scrofa. La mezcla de preincubacion se hizo en un volumen final de 100 ul, en el cual esta
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incluida la enzima, tos andcuerpos, BSA al 1% y amortiguador TED 10/1/1 (Trietanolamina 10 mM,
EDTA 1 mM, DTT 1 mM). La mezcla fue incubada a 37 °C durante 1 hora y después 30 ng fueron
ensayados para determinar su actvidad. Se unlizaron como controles negativos de la inhibicién

sueros andM13KE (fago silvestre), normales de ratén o conejo ¢ IgG's normales de conejo.

4.2.8 Seleccion de mimétopos

Dos placas con 8 pozos (Costar) fueron sensibilizadas con 100 uL las IgG s de conejo (100
ug/mL) en cada pozo diluidas en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 8.6 a 4°C por toda la noche
en una camara himeda. Al dia siguiente, fue retrado el cxceso de anticuerpos y las placas fueron
bloqueadas con una solucién de BSA al 1% y Tween al 0.1% en TBS pH 7.5 por 30 minutos en
camara himeda con agitacién. La solucidon bloqueadora fue descartada e inmediatamente se hicieron
seis lavados con una solucién de TBS-Tween al 0.01%. Se usaron 10 ul. una biblioteca de péptidos
de 12 aa. desplegados en el fago M13KE (PhD12, New England Biolabs) que se diluyeron 1:160 con
TBS pH 7.5. Se adicionaron 100 uL en cada pozo y las placas se incubaron en camara himeda con
agitacion durante 1 h. El exceso de fagos fue recuperado y las placas sc lavaron 6 veces con una
solucion de TBS-Tween al 0.05%. Se preparé una solucién de trietitamina 100 mM (Sigma) para
hacer la elucidon de los fagos, para ello se colocaron 100 uL de la solucion en cada pozo e incubando
en una camara humeda con agitacién por 20 minutos. Al término de la incubacién, se recuperd el
volumen total de la elucién (800 uL de cada placa) y se neutralizé con 400 pL de una solucién de
Tns-HCI' T M pH 8.0. Los fagos recuperados en esta ronda fueron amplificados y trulados.
Posteriormente, sc realizé una segunda y tercera ronda de seleccion, pero utlizando 10" fagos por

pozo v utilizando una solucién de lavado de TBS-Tween al 0.1% y 0.2 % respectivamente.
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4.2.9 Seleccidén de clonas de fagos

Después de realizar la rereera ronda de seleccién, los fagos se reamplificacién v tirularon
siguiendo el procedimicnto previamente descrito, pero con una ligera wvariante que permiud
scleccionar las clonas de fagos que tienen inserto. Antes de sembrar las bacterias con los fagos se
adicionaron 200 ul. de una solucion de IPTG 200 mM (Invitrogen)/X-gal 100 mM (Invitrogen) en
dimetilformamida (Sigma). Las clonas que tienen inserto llevan a cabo un proceso denominado a-
complemenmcién,‘” y se muestran azules debido a la hidrolisis de X-gal. Con la avuda de una pipeta

Pasteur se recuperaron las clonas azules v sc almacenaron en 100 uL. de TBS pl1 7.5 a 4°C.

4.2.10 Preparacion del ADN de fagos para secuencia

Para la preparacion de los templados se uso 1.1 mlL del amplificado de fagos y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 1 minuto. Ll sobrenadante (1 mL) se transficre a un wbo nuevo,
al cual se le adicionaron 300 uL de una solucién de PEG 20%/ NaCl 2.5 M y se dejé reposar la
mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los fagos fueron recuperados centrifugando a
14,000 rpm por 10 min y descartando el sobrenadante. Los fagos precipitados se resuspendicron en
100 uL de TE y un volumen igual de fenol saturado con TE (Gibco/BRL) fuc utlizado para cxtraer
el ADN, la mezcla se agité fuertemente, se dejé reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 minutos. Se recuperd la fase acuosa y un volumen igual de
clorotformo fue adicionado (100 pL), la mezcla se agitd, se centrifugd como antes y se recuperd la
fase acuosa, este paso se repitié una vez mas para retirar las impurezas del ADN del fago. La fasc
acuosa con el ADN del fago se concentrd por precipitacién usando 10 uL acetato de sodio 3M y 250
uL de etanol absoluto y congelando a -70 °C durante toda la noche. El ADN fue obtenido por
centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 minutos, la cual permitd obtener un botén con el ADN, que

posteriormente fue resuspendido en 25 uL de TE. Con el propésito de deternunar la pureza y
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concentracion del templado, 1 uL del ADNcs fue corrido en un gel de agarosa al 1.5% con TAE v

tenido con bromuro de etidio.

4.2.11 Determinacién de la secuencia del ADN de fagos

La secuenciacién del ADN de los fagos se hizo manualmente acorde al procedimiento
descrito por Sanger, para lo cual se utlizaron los reactivos del estuche de secuencia Secuenasa
version 2.0 (USB Co.) sigwendo las recomendaciones del proveedor. Para cada muestra de ADNcs
se hizo lo siguiente: 4 tubos eppendorf de 0.6 mL se rotularon con las leras A, C, G v T
respectivamente y se les adicionaron 2.5 pL del la mezcla nucletidos conteniendo ¢l
dideoxinucleétido trifosfatado correspondiente (terminador: ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP).
Alineacion: En un tubo eppendorf de 1 mL se colocaron 5 uL del ADNes (1 ug), 2 pL de H,O, 2 ul
del amortiguador de la Secuenasa y 1 pmol del oligonucleéudo -28 plIT (5"-GTA TGG GAT TTT
GCT AAA CAA C-73), dicha mezcla fue incubada a 65°C durante 2 minutos, posteriormente se dejoé
enfriar gradualmente hasta alcanzar la temperatura de 35°C, se pasé a hielo.
La mezcla de marcaje (labeling mix) fue diluida 1:5 en H,0, asimismo, la T7 Polimerasa fue diluida
1:8 con amoruguador de dilucién (T7 dilution buffer) y se mantuvo en hielo hasta su utilizacion. La
Mezcla maestra se preparé con: 1 ull de DTT, 2 uL de la mezcla de marcaje (1:3), 0.5 pL de la marca
radiactiva oS [dATP} (Amersham Biosciences) y 2 pl. de la T7 sequenasa pol diluida. A cada tubo
del paso 2, les fueron adicionados 5.5 pL de la mezcla maestra, v fueron incubados a temperatura
ambicnte durante 5 minutos. Entonces 3.8 uL de esta mezcla fueron adicionados a los tubos del paso
1 v estos se incubaron a 37°C durante 5 minutos. Pasado el tiempo de incubacién, la reaccion fue
detenida con la solucion de paro, la cual contiene formamida y dos marcadores de corrida, el azul de
bromofenol v el ctanol xileno. Los tubos fueron mantenidos a -20 °C hasta su uso. Las reaccioncs s¢

cargaron siguiendo el orden A, C, G y T en un gel de acrilamida al 6 % (zer .4nexo) en una cimara
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para electroforesis de secuencia (Life Technologies). La electroforesis se realizdé a 2100 V y a 60 W
durante 3 horas aproximadamente, tiempo necesario para que el azul de bromofenol migre a la mirad
del gel v el cianol xileno a /4 del gel (cornida corra). Al término de la electroforesis, los geles fueron
fijados en una solucién de dcido acétco y metanol al 10 % y secados a 45 °C toda la noche. La
exposicién del gel se hizo en placas para rayos X Omat (Kodak) a -70 °C durante 2 dias.
Posteriormente, las placas se revelaron con Dektol (IKodak) y finalmente las secuencias nucleotidicas

fueron leidas y analizadas con el programa informatico PC/GENE.

4.2.12 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

La especificidad y titulo de los sueros se evalué mediante un mérodo inmunoenzimatico en
placa (ELISA). Para esto se sensibilizo una placa de 96 pozos (Maxisorb, Nunc) con 100 uL de la
proteina a estudiar a una concentracion de 1 pg/mL en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.6
durante toda la noche a 4 °C. La placa se lavd 5 veces con 200 L por pozo de PBS-Tween al 0.05 %
y fue bloqueada con una solucién de BSA al 1 % en PBS-Tween al 0.05 % a 37 °C durante 30
minutos. Se efectuaron cinco lavados como antes y se adicionaron los sueros de ratén o conejo
diluidos 1:50 y 1:500 en PBS-Tween 0.05% y se incub6 la placa a 37 °C durante 1 hora. Se efectuaron
cinco lavados, se adicionaron 100 pL de un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG ratoén o conejo
acoplados a peroxidasa (Life Technologies) a una dilucién 1:2000, e incubaron a 37 °C durante 1
hora. Se hicieron los lavados correspondientes, se agregé el sustrato o-fenilendiamina (Sigma) al 0.04
% en fosfato de sodio 26 mM, acido citrico 25 mM y H,O, 0.45 %, y después de 15 minutos la
reaccién fue detenida con icido sulfirico al 5 %. La placa se ley6 a una longitud de onda de 490 nm

en un lector de microplacas (modelo 550, BioRad).
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5. RESULTADOS

5.1 Inhibicién de la Triosafosfato isomerasa por anticuerpos

Basindonos en los antecedentes de que el sueto contra la TTPI inhibe la actividad de la
enzima,” en esta tesis se purificaron las IgG’s a partir de los sueros ani-TTPI y se obtuvieron
anticuerpos especificos ant-TTPI,, con la finalidad de conocer si esta molécula es la responsable de
la inhibicién. La Fignra 17, muestra que las IgG’s anu-TTPI inhiben un 60%, mientras que los
anticuerpos especificos s6lo un 30%, respecto a un control que sélo contenia a la enzima (100% de
actividad) y un control negativo, en el cual se hizo la preincubacién de la enzima con IgG’s normales
de conejo. Asimismo, se incluyé un control del experimento, una TPI de Sus sorofa (cerdo), la cual
solo sufrié una ligera disminucién de actividad con las IgG’s ant-TTPI y no con las IgG’s normales

nt con los anticuerpos especificos.

Inhibicldn de la actividad de la TTPI por igG’s de conejo.

120 [

80
60

40

% de actividad residual

20

control {100%) 1gG’s nommales Ac’s ads antl-TTPI

Figura 11 Ensayo de inhibicion de la actividad de la TTPI con 1gG s y anticuerpos especificos anti-TTPL. Las
barras claras corresponden a la TPI de Taenia solinm y las oscuras a la de Sus scrofa.
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5.1.1 Inmunoelectrotransferencia de la TTPI con sueros de raton

En el laboratorio ya se habia hecho una seleccién de clonas de fagos conteniendo mimétopos
con suero hiperinmune ant-TTPI. Estas clonas se utlizaron para producir antisueros contra cada
uno de los mimétopos (Ts1, Ts6, Ts11, Ts13, Ts15, Ts16) de la Tabla I. Los antisueros (Ts1, Ts6,
Ts11, Ts13, Ts15, Ts16) hechos en ratén fueron evaluados por medio de una
inmunoelectrotransferencia con la TIPL. En la Figwra 12 se observa que los seis sueros
antimimoétopos reconocen a la TTPI, en contraste el suero normal de ratén y el suero antiM13KE
no reconocen a la TTPI. El control positivo (carril 1) suero hiperinmune de ratén antd TTPI

reconoce 1 la enzima.

123456 78 9

27kDa .

Figura 12 Inmunoelectrotransferencia de los sueros de raién antimimétopos frente a la TTPL 1) biperinmune de
raton anti-TTPI (control positive), 2) normal de raton,, 3) anti-M13KE, 4) antiTs1, 5) antiTs6,6) antils11,7)
antiTs513, 8) antils15 y 9) antils16. Los sueros fueron diluides 1:10.

5.1.2 Ensayos de actividad de la TTPI con sueros de rat6n antimimoétopos

Habiendo demostrado que los sueros antimimétopos reconocian a la TTPI, se hizo el ensayo
de la actividad con estos sueros. En la Figura 13 se observa que ninguno de los sueros antimimétopos

abate la actividad de la enzima TTPI, en contraste tres de ellos la aumentan como el antiTs6 un 20
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%, el antiTs15 un 35 % y el antiTs16 un 27 %. Al realizar el mismo ensayo con los sueros antiTs15 y
antiTs16 simultdneos se encontrd un valor de aumento de la actividad muy cercano al que se obtuvo
con Ts15 solo. Otro hecho importante que puede observarse en la figura es que el suero
hiperinmune de ratén dirigido contra la enzima no disminuye su actividad mas alla del 11 %,
contrario a lo observado en el suero de conejo que fue de 60%. Los sueros, normal y ant-M13KE no

modificaron la actividad de la enzima.

Ensayo de actividad de la TTPI con antisueros de ratén
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Figura 13. Grafico de actividad de la TTPI con los distintos antisueros de raton, A) conirol de/ 100% de actividad,
B) amiTs1, C) antiTs6, D) antiTs11, E) antiTs13, E) antiTs15, G) antiTs16, H) antiTs15 + antiTs16, I)
amti-TTPI de raton, ]) anti-TTPI de congo, K) anti-M13KE y L) suero normal de ratén. Las barras oscuras

corresponden a los sueros que mds aumentaron la actividad.
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5.1.3 Inmunoelectrotransferencia de la TTPI con sueros de conejo

Con los antecedentes del experimento realizado con los antisueros de ratén que aumentaron
la actividad de la enzima, se escogieron los tres fagos con los mimétopos que mas aumentaron la
actividad y con ellos se inmunizaron conejos. Se obtuvieron antisueros contra los mimétopos TS6,
Ts15 y TS16. En la Figura 14 se muestran los antisueros de conejo (T's6, Ts15 y Ts16) diluidos 1:500
y enfrentados a la TTPI por medio de una imunoelectrotransferencia. Se observé que los tres sucros
antimimotopos reconocen a la enzima, al igual que el suero hiperinmune ant'TTPI, en contraste, el
suero normal y aniM13KE no la reconocieron.

1 2 3 4 5 6

27 kDa an sl

Figura 4. Inmunosiectrotransferencia con sueros de concjo antimimilapos. 1) hiperinmune awti-TTPI (control
positive), 2) normal de conejo, 3) antiM13KE 4) antiTs6, 5) antiTs15, y 6) antiTs16. Todes los sueros fueron
dilwidos 1:500.

5.1.4 Ensayos de actividad de la TTPI con sueros e IgG’s de conejo

Se realiz6 un ensayo de actividad de la TTPI con los sueros e 1gG’s de conejo
antimimétopos de Ts6, Ts15 y Ts16, manteniendo las mismas condiciones 2 los realizados con los
sueros antimimétopos de ratén. Como muestra la Figura 75 se observa la misma tendencia a lo
encontrado en ratén, un aumento de la actividad, aunque los valores son ligeramente mas bajos, el

aumento fue de 10%, 29% y 21 % para antiTs6, antiTs15 y antiTs16, respectivamente. Este
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experimento también se realizé con IgG’s purificadas de cada suero antmimoétopos (Ts6, Ts15,
Ts16) usando una dilucién 1:10 de las IgG’s (1 mg/mL). No se encontrd una variacién significativa

respecto a lo encontrado en los sueros.

Ensayo de actividad de la TTPI con antisueros de conejo
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Figura 15, Ensayo de actividad de fa TTPI con sueros de conejo, A) Sin suero (control del 100% de actividad). B)
normal de conejo, C) antitd13KE, D) antiTs6, E) antiIs15, F) antiTs16 y G) biperinmune ants TTPI

5.2 Identificacién y caracterizacién parcial de mimétopos de las isoformas

de GSTzs‘sy GSTos

Uudlizando la técnica de seleccion de fagos con anticuerpos policlonales antiGST,;; y
antiGST,,;, se aislaron e identificaron las secuencias peptidicas de los mimdtopos para cada una de

las isoformas de estas GSTs. En la Fjgura 16 se resumen las secuencias encontradas para cada
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isoforma. Un analisis de la estructura primaria de las clonas de los mimoétopos encontrados,

determiné que en ninguno de ellos hay correspondencia.

GST 55 GST 55

251: IPNNSTDPAALHA 271: QHUNPLELHHTTL
253: NAHLQSDALP-T 272: IDTRVPWSTMQM
254: DARIVSPHTY-T 273: IHAALMPLTTLT
256: YAESVRRPVTDL 274: AINAHSIT-AAT
257: WGQTLSAASSRE 275: TLNWTPGQQPEP
2512: STTTSGLSRSAI 278: TSPLSEELLLAL

Figura 16, Secuencias de mimolopos aislados. Notese que las clonas 253, 254 y 274, tienen nna linea, lo cual
representa el tnico codon de termino que bay en la biblioteca (TAG), pero la cepa bacteriana en lu que fue replicada
decodifica este codon como mna Glutamina (Q) para darle continnidad a la traduccion.

Obtenidos los mimétopos, se produjeron sueros antimimétopos contra cada uno de ellos y
se evalvaron mediante un ELISA. Se escogié este método debido a su alta sensibilidad y a que los
sueros antimimétopos no lograron detectar a las GSTs en ensayos de inmunoelectrotransferencia.
En la Figrra 17 podemos observar que los seis sueros antimimétopos de la isoforma de 25.5 kDa
reconocen muy bien a la fraccién nativa que contiene a ambas isoformas, por otra parte, sélo cuatro
de los sueros antimimétopos contra la isoforma de 26.5 kDa tuvieron un buen reconocimiento, no
asi los antimimétopos 273 y 278 que muestran valores muy bajos (no hay diferencia estadistica) al

compararlos con los controles negativos (suero normal y antiM13KE de ratén).
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ELISA DE SUEROS DE RATON ANTIMMOTOPOS

o
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Figura 17. Inmunodeteccion de los sueros antimimitopos de las dos isoformas de la GST por ELIS.A wtilizando
una EGST. 1) suero hiperinmune de conejo anti-FGST, B) suero de hiperinmune de ratin anti-FGST, C) anti251,
D) anti253, E) anti254, F) anti256, G) anti257, H) anti2512, 1) anti271, ) anti272, K) anti273, L) anti274,
M) anti275, N) anti278, O) antiM13KE y P) suero normal de raton..
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6. DISCUSION

La tecnologia de despliegue en fagos ha adquirido gran relevancia en todas las areas de la
Biologia, ya que es una herramienta muy efectiva para la investigacion, dado que ofrece grandes
ventajas, tales como la especificidad y bajo costo. En adicién, los anticuerpos son otra herramienta de
primera necesidad, ya que permiten hacer estudios muy finos. En la actualidad, se construyen
bibliotecas de péptidos aleatorios o proteinas en fagos usando oligonucleétidos sintéticos clonados
en los genes que codifican para proteinas de la capside del fago y que se expresan como fusién con
las proteinas (pIII y pVIII) de la cipside del fago M13. Los péptidos en el fago tienen un alto
potencial de mimetsmo para los epitopes lineales, conformacionales o no proteicos. Diferentes
ligandos pueden ser usados para seleccionar o aislar péptidos de estas bibliotecas mencionadas, como
por ejemplo, el uso de anticuerpos especificos para seleccionar péptidos de un blanco partcular. En
el caso particular donde los péptidos seleccionados no se parecen al péptido natural, pero que son
reconocidos por el ligando, son referidos como mimétopos.

En este wabajo se evalué la capacidad de inhibicién de anticuerpos dirigidos contra
mimoétopos de la TTPI, asimismo, con la ayuda de anticuerpos especificos contra las dos isoformas
de la TGST, se identificaron y caracterizaron parcialmente mimétopos para cada una de ellas.

Un reporte previo que utilizé un suero hiperinmune de conejo andTTPI, mostro una efectiva
disminucién de la actividad de la enzima TTPL” Para explicar si las inmunoglobulinas eran las
responsables de este efecto, se purificd de este suero de conejo andTTPI la fraccién IgG y se realizd
un ensayo de inhibicién de la actividad de la enzima. El resultado muestra que en efecto son las
IgG’s las responsables de la disminucién de la actvidad y no algin otro componente del suero
(Figura 11). También se probaron anticuerpos especificos en contra de la enzima, éstos obtenidos por
medio de una adsorcién/elucion con la TTPIL. Estos anticuerpos especificos anuTTPT también

disminuyen la actividad de la enzima, aunque 30% menor que las IgG s anti-T'TPI (Fiure 11). Esta
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diferencia puede ser debida a que estos anticuerpos especificos fueron obtenidos con una proteina
desnaturalizada, y tal vez sélo reconocen epitopes lineales; por lo que la diferencia del 30% de la
inhibicién que producen las 1gG’s anuTTPI, podria corresponder a anticuerpos dirigidos contra
epitopes conformacionales.

Con el conocimiento del resultado antes obtenido, se realizé el aislamiento de mimoétopos de
la TTPI utlizando la fraccién IgG s anti'TIPI. Se obtuvieron al final del tercer episodio de selecciéon
solo 6 fagos con los mimétopos (Tsl, Ts1t, Ts13, Ts6, Ts15 y Ts16) y se prepararon suero
antimimétopos en ratén.”’ Los ensayos de actividad con los sueros antimimétopos de ratén,
mostraron que tres de ellos (Ts1, Ts11 y Ts13) no modificaban en lo mas minimo la actividad y los
otros tres (Ts6, Ts15 y Ts16), contrario a lo que se esperaba, la aumentaron en un 20, 35y 27 %
respectivamente.

Para verificar este hallazgo, se prepararon sueros en conejo contra los 3 mimétopos que
aumentaban la actividad de la TTPI (TS6, Ts15 y Ts16) y se realizé un ensayo de actividad para la
TTPI usando dichos sueros y la fraccion IgG proveniente de éstos, el resultado fue similar aunque la
inhibicién fue ligeramente menor en los antisueros e IgG’s del conejo. Asimismo, un ensayo en el
que se probaron los sueros antiTs15 y antiTs16 en conjunto, la actividad no se vio aumentada mas
alla de los valores individuales, es decir, entre ellos no hay una sinergia.

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad para la TTPI donde se usaron los sueros
hiperinmunes de ratén anuT 1Pl que no disminuyen la actividad de la enzima (contrario a lo que se
encontré con el suero de conejo antuTTPI que si la disminuye constderablemente), puede explicarse,
debido a que la respuesta inmune en contra de la TTPI puede ser diferente en cada especie por el
fondo genético, o a que la TTPI (antigeno) puede ser reconocida y procesada diferente por sus
sistemas inmunolégicos. Por lo que en este caso se sugiere que el ratdn esté pasando por alto algunos

epitopes importantes para la catalisis de la enzima.
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Haciendo referencia a los tres mimétopos que generan anticuerpos que son capaces de
aumentar la acdvidad de la TTPI (Ts6, Ts15 y Ts16), este hallazgo resulto muy interesante ya que
esta enzima posee una de las mds altas eficiencias cataliticas muy conservada a través de la evolucién,
cayendo casi en la perfeccién.” Explicaciones posibles a este resultado es que |2 unién del anticuerpo
modifica la estructura de tal forma que aumenta la oportunidad de interaccion entre el sitio catalitico
y el sustrato. Algunos autores ya han reportado hallazgos de este tipo ¢n donde los anticuerpos
aumentan la actividad de enzimas recombinantes, el caso mas drastico es el de una B-galactosidasa,
en la que un antcuerpo especifico aumenta su actividad en un 200 %.” ™

Esta enzima es esencial para los organismos, y las Tenias no son la excepcién, ya que un
ensayo de vacunacién realizado con la TTPI en el modelo ratén-T. crassiceps, redujo la carga
parasitaria en un 52 %.”” Por otro lado, los anticuerpos juegan un papel importante en la proteccién
contra la cisticercosis ya que los anticuerpos y complemento destruyen a los estadios oncésferales."”

La otra fase de este trabajo de tesis fue identificar mimétopos para dos isoformas de la
TGST, una de 25.5 kDa y otra de 26.5 kDa, en ensayos de proteccién la segunda demostrd ser la mas
efectiva (70% de proteccién), pero también se encontraron buenos resultados al administrar las dos
en conjunto (> a 90% de proteccién),” y bajo esta premisa nos encausamos a buscar mimétopos
para cada una. La seleccién se hizo con la fraccién 1gG’s proveniente de sueros anti cada isoforma
de GST, se aislaron 12 clonas para cada isoforma. El analisis de cada una de ellas, comparando con
las secuencias primarias de las GSTs de T. sokiwm, mostrd que no tenian idenudad con éstas,
reforzando asi su condicién de mimétopos. Se produjeron anticuerpos contra cada uno de los
mimétopos. Los anticuerpos antimimétopos de las GSTs no reconocieron a ninguna isoforma de la
GST en los ensayos de inmunoelectrotransferencia, por lo que la inmunodeteccién se hizo por
medio de un ELISA, usando como antigeno la fraccién purificada de la TGST que contene las 2

isoformas, se encontd que los seis sueros anti-mimoétopos de la GST,;; vy sélo cuatro de los
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antimimoétopos de la GST,, 5, reconocen su isoforma en la fraccidn TGST. Puesto que ninguno de
los sueros antimimoétopos de ambas GSTs reconocieron a la enzima en IET, pero st en ELISA, este
resultado sugiere que reconocen epitopes conformacionales.

Varios estudios han demostrado que los anticuerpos son efectivos inhibiendo enzimas, pero
algunas veces presentan limitantes, ya que algunos epitopes se encuentran ocultos o impedidos para
interaccionar con los anticuerpos. Por lo que se ha sugerido utilizar anticuerpos o fracciones de ellos
para mejorar estas funciones de inhibicién o activacion de las enzimas.

Esta tesis y sus hallazgos en la activacién e inhibicién hecha por los anticuerpos sobre la
TTPI, abre la posibilidad de utilizar a estas moléculas como herramientas para el estudio de los
mecanismos de activacién o inhibicién de las enzimas en patégenos y sus hospederos, con el objetivo
de disenar moléculas o identificar regiones especificas para destruir su funcién y por ende al parisito,

en este caso a la T. solum.
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7. CONCLUSIONES

o Anticuerpos anuTTPI pueden aumentar o inhibir la actividad de la enzima.

o La propiedad de inhibicién de los anticuerpos es dependiente de la especie que los produce.

o Se identificaron secuencias (mimétopos) importantes para la funcién catalitica de la TTPL

o Los anticuerpos desarrollados contra ciertos mimétopos de la TPI aumentan la acuvidad de
la enzima.

o Se identificaron mimétopos para dos isoformas de la GST.

o Los anucuerpos anumimétopos contra las i1soformas de GST reconocen epitopes

conformacionales.
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8. ANEXOS

Preparacion de soluciones.

PBS.
Para un ktro:
NaCl
KCl
Na,HPO,
IKH,PO,
Ajustar el pH a 7.4 y aforar.
TE
Para un litro:
Trs-HICl 10 mM
EDTA 1 mM
PEG 20 %/NaCl2.5 M
Para un litro:
Polieulengticol 8000
NaCl
TBE.
Para un litro:
Tris-Base
Acido bérico
EDTA 0.5 M (pH 8.0)
TBS pH 7.5

Para un htro:

8g
02g.
14 g

0.24 g

200 g.

1461 g.
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Tris-HCI 1211 ¢

NaCl 5 M 60 mL
TED 10/1/1
Para 200 mL:
Trietanolamina 371 mg
EDTA 0.5 M 400 L
Diuotreitol 31 mg

TED 100/10/1

Para 200 mL:

Trietanolamina 371 g
EDTA 0.5 M 4 mL
Diuotreitol 31 mg.

IPTG 200 mM/ X-gal 100 mM

Para 25 mL:
IPTG 125¢g
X-gal lg

Disolver en 25 mL de Dimetilformamida, proteger de la luz y almacenar a -20 °C.

Amortiguador para electroforesis de proteinas.

Para un litro:

Tris-Base 151g
Glicina 94 g.
SDS 10 % 50 mL
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Amortiguador para transferencia de proteinas.

Para un litro:

Tris-Base 3.08g.
Glicina 14.48 g.
Metanol abs. 200 mL

Preparaciéon de medios.

Medio LB

Para un litro:

Triptona 10g.
Extracto de levadura 5g.
NaCl 10 g.
SOB
Para un litro:
Triptona 20g.
Extracto de levadura 5g
NaCl 05g
KCI 250 mM 10 mL
Agar 15¢.
Sulfato de magnesio 2 M 5mL

Para hacer medio Top SOB agregar 10.5 g
Medio minimo (M9)
PPara un litro:

Sales 5X M9 200 mL

Glucosa 20 % 20 mL
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Sulfato de magnesio 1T M 2mL
CaCl, 1M 0.1 mL
Escherichia coli cepa TGl.
Genotipo: supE bsd-15 thi-VlacproAB) F [traD36 proAB” lacl’ lacZ-1M15]
Par inducir la formacién del pili F debe ser cultivada en cajas de medio adicionado con vitamina B1
al 0.5 %.

Preparacién de gel de acrilamida para electroforesis de proteinas
2.5 %)

Canudades para dos geles:
Gel separador:
Mezclar perfectamente 4.2 mL de acrilamida 30 %/bis-acrilamida 0.8 %, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH
8.8, 2.4 mL de H,O, 200 pL de SDS 10 %, 66 pL de persulfato de amonio 10 %, 6.6 nL. de Temed y
cargar en los vidrios. Adicionar H,O hasta el tope de los vidrios.
Gel concentrador:
Mezclar perfectamentel.3 mL de acrilamida 30 %/bis-acrilaruda 0.8 %, 1.5 mL de Tus 0.5 M pH
6.8, 2.7 mL de H,O, 60 L de SDS 10 %, 20 uL de persulfato de amonio 10 % , 3 pL de TEMED y
cargar encima del gel separador ya polimerizado. Colocar el peine.
Preparacién de gel de secuencia (acrilamida 6 %).

Mezclar 33.75 g de urea, 18 mL de H,O desionizada, 11. 25 mL de acrilamida 40 %/bis-
acrilamida 2 %, 13.5 mL de TBE 5X y 800 uL de persulfato de amonio al 10 % con agitacién hasta
disolucion total. Filtrar la solucién a través de una membrana Millipore de 0.45 pm. Agregar 8 uL de
TEMED, homogenizar bien la solucién. Con ayuda de una jeringa, vaciar en los vidrios y colocar los

peines. Se deja polimerizar toda la noche.
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Preparacion de gel de agarosa al 1.5 % + bromuro de etidio.

Para cuatro geles: Disolver 2.4 g de agarosa en 160 mL de TAE 1X, adicionar 36 pL de bromuro de

etidio, mezclar bien y verter en los moldes. Dejar solidificando a 4 °C.

Cuantificacion de proteinas (Folin-fenol o Lowry).
La muestra debera estar diluida en PBS 1X en un volumen final de 1 mL. Para la curva
patrén se coloca 1 mL de la concentracién correspondiente en cada tubo.

Solucién Lowry:

Na,CO, anhidro al 2 % ¢ n NaOH 0.1M 9.8 mL
Tartrato de sodio y potasio al 2 % 0.1 mL
Sulfato cuprico al 1 % 0.1 mL

Agregar 4 mL de solucién Lowry a cada tubo, agitar e incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Agregar 0.4 mL de reactivo Folin & Ciocalteu (Sigma) diluido 1:1 en agua, agitar e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

Leer a una longitud de onda de 600 nm, el blanco es PBS 1X y la curva patrén es una dilucién
seriada de BSA iniciando con una concentracién de 1000 ug/mL.

IET

1. Bloquear las tiras de la transferencia con 600 ul. de BLOTTO (leche descremada 10 % y NaN, 0.2
%) en PBS-Tween 0.3 %. Incubar a temperatura ambiente y agitacién durante 15 minutos.

2. Adicionar el suero a probar, haciendo los calculos pertinentes para que la dilucién sea la adecuada,
generalmente se utiliza una dilucién 1:300. Incubar durante 1 hora.

3. Hacer 3 lavados con PBS-Tween 0.3 % dando agitacién de 5 minutos entre cada uno de ellos.
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4. Adicionar 600 uL del 2do anticuerpo (dirigido contra el primero y acoplado a peroxidasa) diluido
1:2000 en PBS-Tween 0.3 %. Incubar 45 minutos. Al termino de la incubacién, hacer 3 lavados igual
que en 3, y un ultimo sélo con PBS 1X.

5. Adicionar 600 uL de una solucién reveladora de diaminobencidina 0.02 % y H,O, 0.001% en PBS

1X. Incubar de 3 a 5 minutos y parar la reaccion con agua.

Dilucién de fagos para titulacion y calculos para la obtencién del titulo.

10 ul. 10 uL 10 ul. 10 L 10 uL
Stock de fagos 990 pL. de TBS pH 7.4 106 108 1010
10 l 10 L l
200 pL de cultivo de TG1

|

Calculo del tirulo: # de calvas * 100 * (dilucién) ! = pfu/ mL
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