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RESUMEN

La T riosa fosfa to isomerasa (rPI) es un a enzima de la vía glucolítica, la cual catali za la

in tercorversión de la dihidroxiaceto na fosfat o y gliceralde hído-3- fosfa to, el primero de ellos

altamente tó xico, de ahí que la carencia de la enzima sea inco mpatible co n la vida. Es por ello, que

los esfuerzos de varios estudios van encaminados en la búsqueda de inhib ido res específicos de la

T Pl de Taenia solium. Este parásito es el agente etio lógico de la teni osis y de la cisticercosis, en su fase

adulta y larvaria respectivame nte, siendo los países subdesarro llado s los má s afectados, debido a los

factor es soc ioeconómicos qu e imperan en estas zo nas. La cisticercosis causa serios problemas de

salud, lo cual repercute en el ám bito eco nómico.

En la actualidad, el empleo de anticuerpos en diversas áreas de investigación biológica ha

adquirido gran importancia, dado que son macromolécu las mu y específicas, hacen posib le la

realización de un a gran gama de estudios finos.

El ob jetivo de este tra ba jo fue evaluar la capacidad de los anticuerpos para inhibir la

actividad de la enz ima. Los anticuerpos fueron hechos en contra de pép tidos desplegados en la

cápside de fagos de tipo M13, la característica de estos péptidos es que no tienen iden tidad con la

estructura primaria de la enz ima , pero prese ntan mimetismo con ciertas regiones de ésta, es por ello

(jue son referidos co mo mimó topos. En este trabajo encontram os que los anticuerpos hechos en

rató n dirigidos co nt ra la enz ima, aun cuando la recon ocen, no so n cap aces de abatir su ac tividad, por

el co ntrario, los realizado s en co ne jo la disminuyen co nsiderablement e. Por otro lado, se enc ontraron

tres mim ót opos (Tsó , 1's15 y T s16) co n los cuales se generaro n anticuerpos que son capaces de

aumentar la actividad de la enz ima. Asimismo, se iden tificaron mimó topos con formacio nales pa ra

dos isoformas de la G lutatión S-trans ferasa (GST 2;; y GST",;), enz ima esencia l en el metabolism o

destoxificante de los cestod os.
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1. Introducción

La teniosis y la cisticercosis ocasionadas por TaeniaSO/i1l1Jl son problemas de salud pública que

prevalecen tanto en áreas urbanas como rurales, donde se asocian a las prácticas tradicionales de

crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y pobreza. La cisticercosis se

encuentra en África, Asia y Latinoamérica; en particular, México y Brasil son los paises que informan

las frecuencias más altas', aunque en la actualidad se informa el surgimiento de casos en naciones del

primer mundo tales como E UA,o. J debido al creciente número de migración poblacional y en menor

medida los viajes turísticos:

La cisticercosis se debe al parásito Taenia solito», cuya forma larvaria (metacestodo) llamada

cisticerco, se aloja en diversos tejidos y ocasiona graves daños, principalmente en el sistema nerviosos

cent ral del ser humano; por o tra parte, la forma adulta se alo ja en el inte stin o delgad o del humano

(hospedero único) y casi siem pre es asin to mática, pero existe especial atención para el portador del

gusano, ya que es parte medular del ciclo del parásito , pues es éste quien libera en las heces los

huevo s del parásito, los cuales, después de haberse ingerido, se desarrollan y ocasionan cisticercosis ,

tanto humana como porcina. s

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud, se calcula que hay en el mundo unos dos y

medio millones de personas con teniosis (portadores del gu sano adulto) . La contribución que tien e la

cisticercosis humana en las tasas de morbilidad y mortalidad es resultado del desarrollo del cisticerco

en el sistema nervi oso central (SN C), lo que frecuentemente cau sa discapacidad física y en oca siones

la m uerte . El número de gent es infectadas con cisticerco sis de Taenia solilllJl es posiblemente mucho

mas alto de lo rep ortado en estudios epidemiológicos y se calcula qu e unas 50 mil pers onas fallecen

anualmente por cisticercosis.'
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1.2 Taenia solium

1.2.1 Generalidades del parásito

La T aenia soluo» (Linneo 1758) pertenece al phylum Platyhelminthes, a la clase Cestoidea. a la

subclase E ucestoda, al orden Cyclophyllidea y a la familia Taeniidae. Lo más so bresalient e de los

ces todos es la ausencia de boca y aparato digest ivo, lo cual los diferencia de los tremátodos y

nem árodos, Tam bién se diferen cian por la estructura de su cuerpo, e! cual es segmentado . Los

ciclo filideos, están dentro de un grupo de cestod os que se carac terizan por tener glándulas o células

vite!óge nas compactas, y un escó lex con cuatr o ven tosas. (,

1.2.1.1 Morfología

1.2.1.1.1 Gusano adulto

La tenia ad ulta (Figura 1/1 ) mide entre 1.5 m y 5 m de lon gitud y su cuerpo es tá formado por

el escólex, e! cuello y e! es tróbilo. El escólex (Figura 1B) mide aproxima damente 1 mm de diámetro,

co n cuatro vent osas y un prominente ros te!o armado por una doble corona de ganchos (en tre 25 y

30). El cuello es co rto y delgado, es tá formado por células germina les qu e dan origen al estró bilo. E l

estróbilo es una cadena de segm entos o proglótidos . Los segmentos más cercanos al cue llo son

inmaduros, ya que aún no tienen desarrollados los órganos sexua les. Los últimos segmentos so n

grávidos y esenc ialm ente so n sacos lleno s de hue vos. Cada proglót ido grávido mide 0.5 a 2 cm y

co n tiene aproxima da m en te 30 ,000 a 50,000 huevos. Los segme ntos grávi dos so n liberados de!

estró bilo y transportados en la materia fecal, se co ns ide ra que se liberan de 2 a 5 segm entos con una

frecuenc ia de 2 a 3 veces por se ma na." 7. ' Cuando los proglótidos son expul sados, estos se de shacen

vert iendo los huevos al ambiente."
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Figura 1 A ) Fotogrtifia de ungusano adulto, en la cualsepueden observar las diferentes secciones q/le lo componen,
a la izquierda se encuentra el escólexy el CIIeJlo (EC), en el centro los proglótidos inmaduros (PI)y a la derecha los
proglótidosgrávidos (PG). B) Escólex. Pueden obseruarse los ó'l',anos defijación, lascuatro ventosas (Vt- V 4), yen
laparlecentral elrostelo armado (R).2+

1.2.1.1.2 Cisticerco

La larva de la tenia o cisticerco localizados en el cerebro humano pr esenta dos tipos

morfológicos: celulosa y race moso. El de tipo celulos a (Figura 2A) mide entre 4 y 20 mm de

longitud, es transparente y es tá cubie rto por una membrana delgada a través de la cual se puede

observar e! escólex como gránulo sólido excé n trico. En el interio r de la vesícula se encuentra

contenido el fluido vesicular, donde abundan proteínas, carbohidratos y lípidos. Una característica de

los cisticercos celulosas es que están separado s de! tejido del hospedero por una cápsula fina de

colágena .tu Cuan do e! cisticerco está vivo, es de un color claro, transparent e, con una opa cidad

cent ral que correspo nde al escólex invagin ado; si e! pará sito est á muerto se observan alteraciones

como separación de los ganchos o irregularid ades en la membrana y en su cuello.11 El cisticerco

racemoso (Figura 2B), casi siempre es grand e por el crecimiento de sus mem branas, está formado

esencialme nt e por ves ículas de morfología variable qu e presentan estrangulaciones y arbo rizaciones ,

faltando comúnme nte e! escó lex; su tamaño varía de 5 a 200 mm y, está cubierto de una fina

membrana vesicular que presenta tres capas: un a extern a o de reve stimiento, o tra media y un a

interior o pro funda que pr esenta irregularid ades."
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... ,~ ~ ..
Figura 2 /1) Cistiarcos de tipo cehtloso, extraídosde!mlÍsCllIo esqllelético de IIn cerdoinftctado naturalmente. 24

B) Cistia rco detiporacemoso, extraídode la cisterna basal de IIn cerebrohumano. 7

1.2.1.1.3 Huevo

Los hu evos son esférico s y miden de 30-40 um, en su int erior alojan una oncós fera (Figllra

3/1) , o embrión hexacanto porque presenta seis pares de ganchos. La capa más exte rna del huevo es

el vitelo, la siguiente es la membran a embriofórica qu e rodea al embrió foro , membrana que protege

al embrión mien tras este se encuentra en el medio am biente. El embrión esta rodeado por la

me mbrana oncosferal que es im perm eable a las co ndiciones am bienta les externas , aun que se vuelve

pe rmeable al ent rar en contacto con la panc reatin a que además lo activa. El embrión activado pone

en movimien to los ganchos, los que le permiten salir de la membrana oncosferal (Figllra 3B).13 Los

huevo son resistentes al medio ambiente, por lo que una vez expulsados por el hospedero se

mantienen viables, se calcula que un huevo pu ede perm anecer viable hasta 3 meses en un ambiente

hú medo r cálido,' lo que ocurre en lugares donde el hombre defeca al aire libre, ya sea cua ndo trabaja

en el campo o en zonas peridorn ésticas, razón por la cual los porcinos tienen fácil acce so a las heces.
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Figura 3. A) Micrografia de un huevo de T. solium en el que se observa claramente la oncósfera o embrión
hexacanto. B) rotografia de un huevo eJ1 eclosión, el embnán hexacanto ha puesto en movimiento sus ganchos para
poder salir de la membrana oncosferaL De wwwfacmed'lnam.mx /grid/fotos.l1tm

1.2.1.2 Sistema de transporte y exc reció n/ secreción

El cestodo al carecer de órganos digestivos realiza su alimentación absorbiendo los

nutrimentos ya digeridos por e! hospedero a través de! tegumento. El tegumento está cubierto por

un a membrana plasmática o tegumental que rodea a innumerables microtricas, qu e aum enta n la

superficie de absor ción. La superficie más externa de la membrana tegumenta! está llena de un

glicocálix co m puesto por glucoproteínas producidas ac tivame nt e por los citones sub tegum entales,

por debajo de la membrana tegumental se encuen tra un a gran cantidad de citoplasma perteneciente a

los citones subtegumentales lleno de vacuolas de diferen tes tamaños. Es p or este tegumento que e!

parásito secreta o abso rbe sus requerimientos nutricionales, Su sistem a excre tor es rudi mentario y es

referido co mo sis tema protonefridial, esta constituido por células en flama, capi lares y tubos

colectores. De forma característica, cada gusano tiene un par de tubos cole ctores longitudinales

principales, uno dorsal y un o ven tral, locali zad os sobre los m árgenes laterales y que vacían a través de

un a vejiga terminal.,.

!O



1.2.1.3 Sistema nervioso

El sistema nervioso de los cestodos parte del escólex y presenta el diseño típico ortogón,

termino introducido por Reisinger en 1925, el cual describe al sistema nervioso de estos gusanos.'; E l

parásito cuenta con un sistema nervioso que co ns iste en una red rectangular de fibrillas simétricas

nerviosas con un ganglio cefálico y un agrupamiento denso de células nerviosas multipolares en un

estroma fibrilar que rodea esta área en el escólex.' Tiene cinco pares de nervios longitudinales que

corren de sde el ganglio cefálico a través de todo el estróbilo; también cuenta con terminaciones

nerviosas laterales en cada un o de los proglótidos, particularm ente en el tegumento. El cirro y la

vagina están ricamente inervados, y las terminaciones nerviosas alrededor del poro genital son más

abundantes que en o tras áreas del tegumento estrobilar." Estudios inmunohistoquímicos han

m ostrado sitios co n actividad de acetiIeolinesterasa y la presencia de neuropéptidos y de la 5

hidroxitriptamina (sero to nina). '(.

1.2.1.4 Sistema muscular

El mú scul o consiste de dos porcion es: las miofibrillas contráctile s y los miocitones no

co ntráctiles, como o tro s platelmintos, sus músculos no so n estriados y carecen de túbulos

tra nsversos sarco lémicos (túbulos T). Los miocitones constituyen el vo lumen del paré nquima del

gusano y son refer ido s como células par énquimales.' E l sistema mu scu lar del cisticerco muestra una

distribución diferente a la del adulto; en éste último, tod o es parecido al mú sculo liso, la caracterís tica

más sobresalien te es un den so enre jado de mio filament os de fibr as co nectivas , cada uno unido a un a

extens ión sarco plásmica de miocitones, a éste co njunto de estructuras se le denomina unidades

miociton-miofilamento-pseudopodo, las cuale s están involucradas en el tran sporte de glucógeno de

las células del tejido germinativo hacia los proglótidos ma duros; mientras que el primero tiene un a

variedad de fibra s mu sculares, circular en el ro stelo y ventosas, circu lar, longitudinal y transversal en
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e! tejido tegumentario y una red subcuticular en el cana l en esp iral invaginado. La porción contrácti l

co ntiene actina, paramiosina y fibrillas de mios ina. 17. '"

1.2.1.5 Sis tema reproductor

Los proglótidos po seen cientos de testículos y un ovano trilobulado (dos grandes y un o

pe queño), por lo cual son hermafroditas. El ova rio libera los óvulos hacia e! oviducto, do nde se lleva

a cab o la fertilización dentro de! mismo progló tido, o podría ser entre diferentes segmentos cuando

e! par ásito se encuentra doblado sobre si mismo, o bien entre proglótidos de dife rentes gusa nos

cuando hay dos o más de ellos en e! mismo hospedero.'

1.2.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. sol¡11m (Figllra 4) incluye a dos hospederos mamifero s: humano y cerdo,

el pr imero e! hospedero definitivo, y e! segundo e! hospedero intermediario. Lo s humanos también

pueden pre sentar e! estadio larvario formando parte de! ciclo como hospedero intermediario

accid ental. Un gusa no adulto puede permanecer en su hospedero por cerca de 20 años , induciendo

una sint omatología mínima ." Las personas portadoras de! gusano adulto pueden percatar se de ello,

debido a que los proglótidos grávidos son liberados en las heces y son visibles a simple vis ta, pero,

rara vez, saben que los huevos son liberados dentro de los proglótidos, por lo que desconocen su

condición y perpetúan la infección?' Después de la ingestión e! em brióforo que pro tege al embrión

(oncós fera) en e! huevo de T. sol¡"m es deshecho en el trac to in testinal, e! embrión hexacanto penetra

la muc osa y a través de la circulación se sitúa en diferentes tejidos. El cisticerco se desarroll a en

ap rox imadame nte 2 meses después de la ingestión de los huevos, la mayoría de las vece s en músculo

esquelé tico , el sistema nervi oso central y en el o jo. 17

Finalmen te, el ciclo se cierra, cuan do el hospedero definitivo consume carne de cerdo cruda o

insuficientemente co cida parasitada con cisticercos, condición que permite la viabilid ad de estos

últim os. Cuando un o de los cisticerco viables entra en contacto con los fluidos gás tricos e intestinales
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se activa y evagina su escólex," por medio del cual se adhiere a la pared intestinal con el uso de sus

cuatro ventosas y con la inserción de los ganchos en la mucosa intestinal." Aproximadamente en un

periodo de 12 sem anas después de la ingestión del cisticerco, comienzan a aparecer los proglótidos

grávidos en las he ces."

Los cistic ercos se mueren a temperaturas de 4S-S0°C, pero pueden sobrevivir en trozos

gruesos de carne si el centro no es cocinado adecuadamente." Lo s cisticercos pueden so brevivir de 26

a 30 dias a 4 oC, lo cual indica que la infección pu ede darse por la inges ta de carne m al cocida o cruda

después de haber sido refri gerada a 4 "C en un lapso menor a un mes."

In g e ste de carne d e
cer do infectada
(preparación
inedecuade) .

Figura 4. Ciclo de l/ida de Taenia solito». Intervienen dos hospederos mamíferos, lino intermediario, e! cerdo,J' el
definitivoJ' único, e!humano, e! mal tambiénformaparte de!ciclo como hospedero intermediario aaidentai: TomadoJ'
modificado de: wwwjao.Of;g/aglagainJolprogrammeslmlvphlcardsI Tamia-solillln.
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1.2.3 Manifestaciones clínicas

1.2.3.1 Teniosis

Como ya se m encion ó anterior mente, e! gusa no adulto se fija al intestino delgado por m edio

dc sus vent osas y ganchos. Por lo tanto, e! gu san o só lo causa un a ligera inflamación en e! sitio de

implantación, sin causarle un daño sustancial al intestino." Las manifest aciones clínicas son ligeras,

produciéndose en 2 a 3 meses de spués de la inge stión de los cis ticercos . Inicia con m alestar gene ral,

altera cion es del apetito y pérdida de pe so . En ocasiones se puede presentar también astenia y

adinamia , dol or abdomi nal, náusea de predominio m atutino , d iarrea que puede alternarse con co n

peri od os de constipación y e! prurito anal es frecuente.' ;

1.2.3.2 Cisticercosis

La forma larv aria comunment e infecta e! sistema nervioso central, cau san do

neuroc isricer cosis; es te tropismo se lo ha atribuido a los aspectos biomecánicos de la circ ulación

junto al alto grado de concentración de glucosa o glucógeno del tejido .' La neurocisticercosis es un a

enfermedad pleomórfica, ya qu e sus manifestaciones princip ales dependen de! número , localización,

estadio y tip o de parásitos albergados E l grado de la reacci ón inflamatoria inducida por e! pará sito y

el es tado de! hospedero también son factores importantes .'

La neurocisticercosis es cau sa de la epileps ia de aparición tardía en e! 58% de los pacientes de

nuest ro país ." La práctic a de estudios de neuroim agen es de fundam ent al importancia en todo

paciente co n epilep sia de inicio tardí o co n el objeto de confirma r o de scartar la sospecha clíni ca de

neuroci sticercosis. Lo s signos clínicos más frecu entes son : déficit mot or , sign os de liberación

piramidal, ata xia cerebelos a, sign os de disfunción de tallo cere bral y movimientos involuntarios.

Es tas m an ifestaciones usualm ente sigue n un curso pro gresivo , por lo quc es dificil el diagnóstico

diferen cial con ne opl asias o co n o tros pro cesos infeccioso s del sistema nerv ioso.'
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1.2.4 Mecanismos de evasión de la respuesta inmune

E l cisticerco ha elab orado diversos me canism os para evadir el sistema inmune, entre los

cuales destacan, el alojami en to en zo nas "inmunológicamente privilegiad as", co mo por ejemplo, el

o jo. Es to probablemente se deba a las características an atomofuncionales del ojo, tales co mo la

ausencia de un sistema linfático intraocular, la presencia de una barrera hernato-retiniana y de una

barr era hem ato-acuosa. E stas característic as hacen del ojo un ó rga no con respuesta inmune

limitada." Por otra parte, experimentos realizados en conejos, demostraron que cua ndo estos son

sensibilizados previamente con cisricercos de Taenia crassiceps, ya sea por implantación en el peritoneo

o por inmunización activa con extractos crudos, al ser infectados con un cisticerco en la cám ara

anterior del o jo, estos presen tan una intensa reacción inflamatoria, ne ova scu larización corneal y

ede ma en el o jo in fectado , así como un alto títu lo local de anticuerpos an ti-cis ticerco, lo que da como

resultado , que el cisticerco no logre de sarro llarse ." Otro mecani sm o importante es el

enmasca ram iento del cistic erc o co n inmunoglobulinas del hosp edero . Es tudios hech os en cisticerco s

extraídos de varios ó rganos huma nos, examinados por inmunofluorescen cia mostraron la presen cia

en o rden de pred ominancia de la IgG, IgA, IgM , C3 b e IgE.2'} Estu dios posterio res han dem ostrado

la pre senci a de un rec ep tor para la fracció n Fe de IgG en la superficie del cisticerco," en adición, este

parásito cuent a con proteasas que digieren a es te isotipo de inmunoglobulinas," para ser utiliz ada s

co mo nut rientes.

E l cis ticerco cuenta con mecanismos más finos para evadir al sistema inmune, como la

secreción de su stancias especifica s, tales como la paramiosina, la cu al se une a C l q e inhibe la

activación de la vía clásica del cornplernenro.f la teniastatina que inhibe ambas vías de la activación

del complem en to" y tiene una ligera modulación en la actividad leucocitaria;" polisacáridos

polisulfatados que activan al complemento lejos del parásito:'; El fact or de metace stodo (Ml-),

co mplejo formado por AlU'\! y proteína, '" el cual disminuye la pro liferación de linfocitos en
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respu esta a mitógenos e inhi be la reacción inflamatoria a la implanta ción subcutánea de cisticercos en

rato nes, así co mo la producción de anticuerpos y de la respu esta celular en co ntra de antí gen os del

cisticerco." Cuenta con una cisteína proreasa'" que disminuye la can tidad de linfocitos T

cooperadores vía apo p rosis."

La pa rt icipac ión de enz ima s antioxidantes es primordial para la supervivencia del pa rásito ,

debido a que es tas neutralizan esp ecies reactivas de oxígeno (ERO) provenientes de la respu esta

inmune celul ar (estallido respira to rio), así como a o tros xenobió ticos y fárm acos . Las dos enz imas

más importan tes so n la Superóx ido dismutasa'" y la G lutatió n S-trans ferasa-ll·-l2·-l3

1.2.5 Diagnóstico

1.2.5.1Teniosis

E l diagn óstico de la teniosis presenta dos probl emas: la ba ja sensibilidad de la micro sco pia

de luz, y la simi litud mo rfológica entre los hu evos de T solium y T mgif/ata (parásito que no causa

cisticercos is en humanos). Para hacer el diagn óstico diferen cial es necesario encontrar el escó lex, y en

él poder observar la doble corona de ganchos prese nte en T solito» Ó los proglótidos para contar el

número de ramas uter inas , más de trece corresponde n a T sagif/ata y men os de trece a T soüm». Para

recuperarlos se recurre al vac iado int estinal con la administr ación de un purgante inm ediatam ente

despu és del tratami ento antiparásito, aunque no siempre se ob tiene n."

Existen var ias técni cas diagnósticas, pe ro ninguna de ellas se ha podido implementa r para

llevar a cabo un diagn óstico masivo, ya qu e debe tomarse en cuenta que las zonas de mayor

pr evalen cia de la infección son de escasos recursos económ icos y el costo de es tas técnicas es

elevado . Las técnicas qu e se han desarrollado so n: la det ección de co proantígenos por un ensayo

inmun oenzim ático (E LISA), en el cual so n det ectadas m oléculas específicas del ces rodo en mu estr as

fecales;" -lS la reacción en cadena de la po lime rasa (PC R) pa ra amplificar genes mitocondriales del
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t\DN proveniente de huevos;" e inmunoe!ectrotransferencia (IE1) para detectar moléculas

especificas de! parásito, como los antígenos de excreción-secreción (TSES33 y TSES38);H. •• la

búsqueda de moléculas especificas de este estadio aún continúa.

1.2.5.2 Cisticercosis

El cliagnóstico de la cisticercosis más certero se basa en la neuroimagen con ayuda de la

sero logía, y o tras como e! diagnóstico molecular.

La tom ografía axial cornputarizada (TC) es consíderada como una de las técn icas más

confiables para apoyar e! diagnóstico de la neurocísticercosís. La resonancía magnética nuclear

(RMN) al igual que TC permite distinguir los císticercos en e! tejído nervioso. La elección de una u

otra depende de! estado de la enfermedad y la localizacíón de los parásitos. Ambas técnicas son

específicas y sensibles, pero su princípallímitacíón es que tíenen un costo muy elevado.'

E n la serología, la búsqueda de anticuerpos específicos se realiza por medía de! ELISA

utilizand o como antigeno extractos cru dos de! císticerco o el antígeno B:" esta técnica tiene mu chas

ventajas y por ello se sigue utiliz ando, pero su ma yor limi tación es que presenta reaccíones

cruzadasS rt También se emplea la inmunoe!ectro transferencía (IE1), con una fracción de

glicoproteínas/' las LLGP 's" (14, 18,40,42 Y 50 kDa) que permiten obtener una sen sibilidad de!

90'1'0 Yuna especificidad del 100% ya que no presentan reacción cruzada con sueros provenientes de

individuos infectados con o tros pa rási tos, tales como T Jagitlata, E. mtlftifomfariJ, E. gratltlfoms, S.

haematobmm, S. manfotli,./I. Iumbncoides y T ricbinella sp.

Finalmente, las técnicas de diagnóstico molecular están basadas en e! desarrollo de proteínas

sintética s o recombinantes que son combinadas con técnicas inmunológícas, así como las técnicas de

hibr idación con sondas de ADN o e! uso de la PCR para identificar regiones específicas." Sin

embargo, estas técnicas están aun en desarrollo.
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1.2.6 Tratamiento

1.2.6.1 Teniosis

El fármaco de elección es la niclosamida. Act úa directam ente en los proglótidos de las ten ias,

haciéndolos susceptibles a la acción de las enzim as proteolíticas. Al emplear las dosis adecuadas, el

escólex y los proglótid os pu eden estar parcialmente digeridos e irreconocibles. N o tiene acció n

contra los hu evos ni contra los cisticerco s. E s obligada la administraci ón de un laxante una o dos

horas despu és del tratamien to, con la finalidad de no poner en riesgo al paciente al liberarse lo s

huevos en la luz intes tinal.;"

1.2.6.2 Cisticercosis

El enfoque terap éutico está condicionado al diagn óstico preci so del tipo de cisticercosis

tomando en cue nta los siguientes aspectos: a) la variabilidad que present a el cuadro clínico de la

cisticercosis; b) las diferentes etapas biológicas en la historia natural de la enfermedad (encefalitis,

quistes, racim o s calcificacion es y o tros), y c) la localización y lo s cuadro s patológicos secundarios

(meningitis, aracn oiditi s, hid rocefalia, vasculitis y otros) .

El tratamiento pu ede ser sintomático, en foca do en el control de crisis convulsivas

(antiepiléptico s), cefalea (analgésicos), hiperten sión intracran eal (es teroides y diuréticos) y

altera cion es de la conducta (psicodrogas). E l tratamiento quirúrgico varía según la localización y las

características anatomopa to lógicas de la cisticercos is, así como el número y tarnano de los parásito s.

El tra tamie nto farmacológíco está basado en un diagnóstico con fiable y preciso de todos los aspec tos

de la enfermedad. Los dos fárm aco s de elección son el pra ziquantel y el albendazol, el primero

increm enta la permeabilidad de las membranas celulares para el calcio, causando contractura y

parálisis del parásito; el segundo , inhibi ción de formación de ci r óesqueleto y bloquea la cap tación de

la glucosa. O tro s fármacos emp leados son el mebendazol, el me trifon ato y el flubendazol."l
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1.2.7 Medidas de control

Debido a que la tenio sis es exclu sivamente un a enfermedad humana, el hombre es el

responsable de difundir la en fermedad . Los factores involucrados en la tran smi sión de la enfermedad

incluyen e! contacto de los cerdos con las heces hu manas, la carencia de inspección de los cerdos,

consu mo de carne cru da o mal co cida , falta de higien e persona l (lavado inadecuado de manos antes

de comer y después de ir al baño), etc.

La Taenia solium es vulnerable al co ntrol y a un a potenc ial erradicación en base a las siguientes

característica s: 1) el ciclo de vida requiere de! ser human o como hospedero de finitivo; 2) la teniosis es

la única fuente de infección pa ra e! hospedero int ermediario; 3) los cerdos pu eden ser monitoreados,

co nsiderando la corta duración de su vida ; 4) no hay re servorios salvajes; )" 5) el empleo de

an tiparasitar ios seguro s y eficace s.

Las medidas pr eventi vas qu e deben tomarse en cuen ta para el contro l de Taenia JO/illm son: e!

díagnóstico y e! tratamiento de los portadores del es tadio adulto del parásito, así co mo la terapéutica

masiva;" la mejo ra en la crian za de cerdos, en la que debe incluirse, de igu al man era, el tratamien to

masivo y en e! futuro la vacunación, ya que actualm en te no se cuenta con un a vacuna comercial; una

riguros a inspección en los rastros; e! desarrollo e implementación de campañas de ed ucación para la

salud;" que promuevan medidas de higiene, así como el co nocimiento de la en ferme dad."

1.2.8 Vacunas

Una alterna tiva viable p ara el contro l de la teniosis y cisticercosis es el empleo de un a vac una

en cerdos .;' Ade m ás una vacuna segura y efectiva en contra de la cisticercosis porcina es obligator ia

para la evaluación de vacunas similares de uso humano.i" Se han rea lizado una gran cantidad de

ensayos en la bú squeda de dich a vacuna. La naturaleza del inm unógeno empleado es muy variada, se

han utilizado ext ractos cru dos de oncós feras '<l. 6 1 Y cis tice rcos.f '" en los cuales se ha encontrado
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resultados p rometedores, pero también han sido probadas moléculas más especificas, como las

proveni ent es del escólex (,·1.<>5 o productos de excreció n / secreción de onc ósfera s.l" y recientemente se

están utili zando antígenos provenientes de otras tenias como T. crassiceps (,7 y T. ovis 5" ya que

presentan reacción cruzadas con T. so/ium, con buenos resultados. En la actualidad se ha

profundizado la bú squeda recurriendo a la Biologia Molecular para obtener proteínas recombinantes

'oi< o p éptid os sin téticos to, 7U. 71 e inclusive construcciones de ADN n. n que confieran un a m ejor

protecció n en co nt ra del parásit o .

1.3 Vía glucolitica

La glucosa normalmente aparece en sangre como resultado de la degradación de polisacáridos

co mplejos o de su síntesis a partir de fuentes distintas de los carbo hidratos (gluconeogénesis) . La

glucosa pen e tra la ma yoría de las células a través de un transportador específico qu e la traslada de sde

el ex terio r de la célula hasta el citosol. La glucólisis co nvier te la glucosa a dos unidades C, (piruva to),

de men or en e rgía libre, en un proceso que utiliz a la energía para sin te tiza r ATP a partir de ADP y Pi.

Es te proceso requiere una vía de reacciones aco pladas químicamente para llevar a cab o la

transferencia del gru p o fosfato. Así pues, la estrategia química de la glucólisis es: 1) la adición de

grupos fo sfato a la glucosa, 2) la conversión química de los intermediarios fosfatados a co mpues tos

co n eleva do pot en cial de tran sferencia de dich o grupo, y 3) la subsig uient e hidróli sis de las sustancias

reactivas para llevar a cabo la síntesis de ATP.

La glucólisis consta de 10 reacciones enz imá ticas (I"¡gJ(Ta .5) que pu eden dividir se en dos

etapas en base a la inversión y restitución energé tica resp ectivamente. E n la fase 1, una hcxosa (la

gluco sa) es fosfo rilada y fragmentada, dando lugar a dos azúcares de 3 carbonos la hidroxiacctona

fo sfato y el gliceraldehído-3-fos fato , este proceso consume dos ATP 's; aquí empieza la fase Ir de la

vía, las triosas se co nvierten a piruvato, con la producción de cuatro ATP 's. Po r consiguiente, el
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rendimiento neto de la glucólísis es de dos ATP's por molécula de glucosa, ya que en la fase 1 se

consumen dos ATP's y la fase II produce cuatro ATP' S.7~ La reacción global de la vía es:

Glucosa + 2NAD+ + 2ADP + 2Pi --~.~2NADH + 2 piruvato + 2ATP + 2H20 + 4 H+

ATP
ADP

·'.3-l>lfó~fóSllle.. r4\l:ó

7F==:~:
3-fo:..foulieer..3to

O~
2-r0 5 f oolíecrl)to

9~-H:lP
Po!::t'oono' piruv::l~o

1 O V--__~ __ AOP
~ ATP

Figura 5. Via gll/fOlitica. Desplegado delas 10 reacciones en;;jmáticasparticipantes. Las efl;;jmas partiapantes son:
1) Hexoqmnasa, 2) FosfoglllfOsa isomerasa, 3) Fosfofructoquiflasa, 4) Aldolasa, 5) Triosa fosfato isomerasa, 6)
Cliccraldebído 3fosfato desbidrogenasa, 7) rosfoglzárato cinasa, 8) fosfogliterato mutasa, 9) Enolasay 10) Piruvato
cinasa. Tomadoy modificado de 7;

21



1.3.1 Triosa fosfato isomerasa (TPI)

La segunda etapa de la glucó lisis co mienza por la divi sión de la fruc to sa-1,6-b ifosfato en

gliceraldehído-3-fosfato y dihidroxiaceton a fosfato . E l gliceraldehído-3-fosfato se encuentra en la vía

directa de la gluc ólisis, pero no la hidroxiacet ona fosfato. Sin em bargo, esta últim a pued e conve rtirse

fácilmente en glice ralde hído -3-fosfato . Estos compu estos so n isó m eros; la hidroxiacetona fosfato es

una cerosa, mie ntras qu e el gliceraldehído- 3-fosfa to es una aldosa. La isomerización de los azuc ares

fosforilados de tre s carbonos está catalizada por la triosa fosfato isom erasa (Figllra 6), su pr inc ipal

importancia radica en no permitir la acumulació n de la hid ro xiacet on a fosfato qu e es tóx ica, por lo

que la ause ncia de esta enzima es incompatible con la vida. Esta reac ción es muy ráp ida y reversible. "

mosafosfato
isomerasacHprol

I
C= 0 :::::-c"""========;:::
I
CH20H

Dihidrcxiacetonafosfato

\ / H
C

I
H-C-OH

I
CHprol

Gliceraldehído-3-fosfato
Figura 6. La triosa ftifalo isomerasa recondua la bidroxiacetonafosfato hacíala víaglm-olílica primipa/' de modo
qlle l/O se requiere una serie separada de reacciones.

La TPI es una enzima hom odimérica co n subunidades (Ftgllra 7) de alrededo r de '27 kD a, su

estructura de barril (af3), es mu y conservada," no obstante exis ten variaciones conside rables en su

secuencia pr imaria. E l mecanismo catalítico de la TPI involucra la quím ica ácido/base, por estudios

cristalográficos con rayo s X se ha demostrado que el sitio catalítico está conformado por 3 residuos

de am inoácido s, el G luta ma to 165, la Histidina 95, los cuales parti cip an en la tran sferencia del

prot ón, y la Lisina 12 que forma un puen te salino co n el sus trat o ." La diferencia en algunos

aminoácido s y regiones de la molécula han sido usadas para diseñar inh ibidores específicos para

inac tiva r a la enzima.
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Figura 7. Monomero de la TPI. Consta de 1111 núdeo centralformado por ocho hebras f3 paralelas rodeadaspor ocho
Mlú-es a. Este patrán estruaural es llamado barrilete afJ. 7X Las flechas indican la posiaán del sustrato en el sitio
catlitico. Tomadodewww.alrc.ac.llk/ A ctivities/ Callery/Q"aJisprjpg

1.3.1.1Triosafosfato isomerasa en parásitos

La enzim a ha sido estudiada en Schistosoma mansoni por clonación de! ADNc y subsiguiente

expresión," lo cual demostró que la TPI correspondia al antígeno de 28 kDa presente en todos los

estadios del parásito y para el cual ya se había encontrado un ant icuerp o monoclonal (M.lt' qu e

confiere resistencia parcia! a la infección en ratones. Estudios acerca del análisis estructural han

demostrado que la interfase es e! blanco para desarrollar inhibidores específicos tales como

p éptidos.": " En adición, un residuo de cisteína no conservado presente en la interfase ha sido

propuesto como blanco. Esta cisteína esta presente en varios parásitos como Trypanosoma brucei

(Cis14), Trypanosom a cmzi (Cis15), Leishmama mexicana (Cis16), Plasmoditor: falcipamm (Cis13) y

Elltamoeba húto!ytica (Cis14). El tio sulfonato de metilmetano es capaz de modificar la conformación

estruc tural de la vecindad de la cisteína, dando como resultado una disminución de la actividad,
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siendo la de humano la menos afectada." Para PlasmodiumJalcipammse ha encont rado una familia de

colo rant es sulfona dos que so n efec tivos en la inhibici ón" y para Tripanosoma tTU::;! se ha enc ontrado

un co mp ues to [ácido 3-(2-be nzothiazo liltio)-1-propanes ulfón ico ] que aba te la actividad co n un alto

nivel de selectividad por unión a la interfase.";

Para el caso de la TPI de Taenia solium~I) se ha clonado, expresado y caracterizad o una

TPI reco mbinan re," y la bús queda de inhibido res específicos aú n se encuen tra en fase temprana.

1.4 Metabolismo destoxificante

Tanto los organismos de vida libr e como los parásitos es tán expuestos a xenobi óticos en sus

ambientes . Muchos de estos xenobió ticos so n tóxicos para las funciones normales del me tabolismo,

son lipofílicos y son absorbidos al interior de las células por rlifusión pasiva. Pocos xenobi óticos son

elim inados sin cambio alguno, y algunos otros sufren una bio transformación cata lizada por enzimas,

haciéndolos generalmente más so lub les en agua que el compuesto origi nal. para facilitar su

eliminación. Sin em ba rgo, hay excepciones a la regla y algunas veces, los xeno bióticos son

metabolizados a productos más reactivos que so n tóxicos.

Las rutas de l metabolismo para destoxificar xeno bióticos pu eden ser divididas en dos gru pos

de reaccion es. Fase 1 del me tab olismo en la que se incluyen reaccion es de oxidac ión. reducción e

hid rólisis, es tas so n llam adas reacciones de " funcio nalización", p orque un grupo funcion al polar es

introducido a la molécula. Los principales represen tan tes de es ta fase so n: el citocromo P450, la

sulfox idasa , las peroxidasas, la xantina oxidasa, y la m on oamina oxidasa . La fase II del metabolismo

incluye varias reaccion es de sín tesis en tre un grupo funciona l polar del xenobi ótico (sus trato) y un

cosustra to endógeno, tales como el glutatión reducido (GS H) , UD P-áci do glucurónico o glicina ,

resultando la formación de un enlace covalente , es por ello que estas reaccion es son referi das como

reacciones de conjugación y los produc tos de reacción como co njuga dos . La principal representantes
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de esta fase son las G lutatión S-trans ferasas (G ST's), una familia de enzimas multifuncio nales, la

mayoría de ellas se encuen tra n en el citosol, han sido ampliamente estudiadas ya que se encuentran

presentes en la ma yoría de los organismos, desde protozoarios hasta ve rtebrad os ."

1.4.1 Glutatión S-transferasas (GSTs)

Es tas enzimas catali zan la conjugación de glutatión (GSH) a una variedad de sustratos

dectrofíli cos (I-<igllra 9), realizan do sustituciones nu c!eo fílicas aromáticas, adiciones de Michael para

cetona s (J., ~-insaturadas y reacciones de apertura de! anillo epóxido, todas de las cuales resultan en la

formación de GSH conjugados y la reducción de hidroperóxidos , dando a su vez la formació n de

GSH oxidado (GSSG)." Muc has de las GST's exis ten como enzimas solubles, aun que existen

GST's microsomales y una GST mitocondrial. En humanos y roedores, las G ST ' s solub les son

expresadas colectivamente en gran cantidad, constituyendo cerca del 4 % de la proteína solub le tot al

en el hígado.""

RX +

Glutatión

-- HX +

N o

°hN~N/'j°
o o) o

s
I
p.

R-S-Glutatión

Figura 8. Reacaán de catálisis de la ClutatiólI S-tralliferasa, m donde R pned« ser 111/ gmpo alifátiea, aromático o
he/ovddim;y X ungmpopolar, como sulfato, nitrilo o un halógel/o.

Las G ST's son enzimas diméricas (Figura 8) con masas moleculares monoméricas que van

desde los 13 a los 28 kD a. Cada subunidad tiene un sitio ac tivo compuesto de dos distintas regiones

funcionales: el sitio-G hidrofílico, e! cual se une glu tatió n, y un sitio -H adyacente, el cual provee un

ambiente hidrofóbico para la unión de diversos sustratos electrofílicos . El sitio-G está altamente

conservado entre todas las GST os debido a su alta esp ecificidad por el glutatión, mientras que el sitio-
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H es divergente entre las diferentes G ST's, y exhibe una amplia y variable especificidad de un ión a

""sustrato .

Figura 9. M odelo de tintas del dímero de una Clutatión S -tran.iferasa humana de ciase Theta. Tomado y
modificado de: http://depts.washington.edll/ wmatk ins/Iab.html#Biophysical

1.4.1.1 Glutati ón S-transferasa en parásitos

La interacción de la GST con algunos fármacos antiparasitarios co ntribuye a la

dc sroxificaci ón y sobre rodo a la resis tencia farma cológica Se ha observado qu e la distribución de

GSTOs en helmintos es mucho ma yor en tremátod os digeneos y cestodos inte stinales qu e en

nemá todos. De los helmintos analizados , los esquistosomas mu estran el nivel de actividad más alto,

además de qu e han sido las enzimas más estudiadas, por ejemplo, las de S. mansoni y S. j oponimm.

También han sido identificadas en algunas espe cies de protozoarios, incluy endo a T. (mi! y algun as

especies de .Acanthamaebas, pe ro no se ha det ectado su actividad en Entamoeba hiJto(ytica, G. intestinalis

o T ¡)aginalis."
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En el caso particular de T. solium, hasta la fecha han sido descritas dos iso formas de la GST,

una de 25,500 Da de clase Mu y otra de 26,500 Da de clase alfa. Ensayos de vacunación en el modelo

Taenia crassiceps-tsiin: con estas GST's, produjeron un 90 % de protección, y por separado, la de 26.5

kDa 74 % y la de 25.5 kDa 46 %;11. •2 por lo que se les ha considerado como en otros parásitos,

potenciales candidatos para el desarrollo de una vacuna.

1.5 Despliegue en fagos (PhD)

La tecnología de despliegue en fagos fue descrita por vez primera por George P. Smith en

1985, en la cual empleó fagos filamentosos de Iisrberichia coli (M13, fd y fl) como vehículos para

expresar diversas proteínas o secuencias peptídicas como parte de las proteínas de su cubierta. Esta

tecnología ha tenido un auge muy importante en las áreas de la Inmunología, Biología celular,

Farmacología e investigación de fármacos La técnica es una herramienta muy poderosa para

identificar y caracterizar interacciones de polip éptidos recombinantes con sus blancos de unión. Su

aplicación potencial incluye identificación de moléculas líderes para su uso en terap éutica."

1.5.1 Fagos filamentosos

Bacteriófagos son virus que infectan una variedad de bacterias Gram-negativas usando el pili

como receptor. Los fagos filamentosos que infectan a la E. coli consisten de una cadena sencilla de

l\DN (ADNcs) . El gen ama total del fago consiste de 11 genes. Un fago viable expresa cerca de 2700

copias de la proteína 8 (pVIII) Y 3 a 5 copias de la proteína 3 (PHI) en su conformación estructural

(FigJlra 6).')2

Los fagos filamentosos no producen una infección lítica en E. coli, pero si inducen un estado

en el cual la bacteria infectada produce y secreta las partículas virales sin sufrir lisis. Por cada división

celular son liberadas cerca de 100 partículas virales, lo que da como resultado una disminución

considerable de ésta; en cultivos sólidos puede observarse una placa turbia que contiene un
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aproximado de 10' partículas de fagos. La infección es iniciada por la unión de la proteína III al

extremo del pili f de E. eoli (ejemplo, cepa TG1 ). La unión induce la retracción del pili Y la

subsiguiente Inyección del ADN del fago. Sólo el ADNcs circular del fago es introducido a la

bacteria, donde es convertido por la maquinaria de replicación del hospedero a la forma replicativa

(RF). La RF experimenta replicación para hacer el ADNcs y tamhién sirve como templado para

expresar las proteínas VIII y IIl . La progenie del fago es ensamblada por empaquetamiento del

ADNcs dentro de las proteínas de cubierta, y expulsada al medio a través de la membrana

bacteriana.'H

plll\ pVIII\

(a )

(b)

(e )

Figura 10. RepreJelllaáón esquemática de (a) elfago siliestre, (b) IIn péplido deJplegado en pIIl,'y (e) //1/ péplido
de.'plec~ado en PVI!!. "'

1.5.1.1 Proteína III

Está con stituida de 406 residuos de aa, es la proteína de cubiert a que se encuent ra en menor

proporción , pues so lo está presente en 3 a 5 copias por fago . La proteína puede ser dividida en dos

dominios: el C- terminal, que interactúa con la pVIIl para mantenerse unida a la cubierta del fago; y
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el N-terminal, dos tercios de la proteína forman una estructura abultada que median la unión al pili F ,

esencial para la infección. La inserción de péptidos en el dominio N -terminal regularmente no

interfiere con la capacidad infectiva . Por manipulación genética han sido insertados péptidos

espaciadores flexibles (ejemplo, GGGGSGGGGS) ó el flanqueo con cisteínas que al plegarse

fo rman puentes disulfuro, los cuales mantienen separado el péptido desplegado del resto de las

proteínas de cubierta (l'¡gura 9), haciéndolo más accesible para interactuar con el receptor de interés.x
,

1.5.1.2 Proteína VIII

Es la proteína principal de la cubierta, es un po lipéptido de sólo 50 resi du os de aa, y forma el

cuerpo del fago . E l número de copias de la pVIII depende de la longitud de la partícula del fago , la

cual depende a su vez del tamaño del genoma. Generalmente, un a molécula de la pVIII es requerida

para envolver 2.3 nucleótidos, lo cua l corresponde a 2800 copias para un genoma de 6.5 kb . Al igual

que la pIlI, oligo nucleó tidos aleatorios pueden ser clonados en el gen para la pVlIl y expresados

como una proteín a de fu sión al dominio N- terminal qu e es proyectado hacia al exterior de la

superficie del fago. D ebid o a que pVIII compone casi en su totalidad de la cubi erta del fago, las

proteínas de fusión deben ser distri?uidas a lo largo de la longitud del cuerpo del fago ([<¡gura 5) . La

adición de más de cinco aminoácidos en el dominio N -terminal se vuelve tóxico para el ensamblaje

de la cápside del fago, disminuyendo su infectividad X}
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2. HIPÓTESIS

o Los ant icuerpos desarrollad os en contra de mimótop os de en zimas, identificados con
anticue rpos inhib idores modi ficaran la actividad de las mismas.

3. OBJETIVO

o Evaluar la capacid ad de inhibici ón de la activ idad de la Triosa fosfat o isomerasa con
an ticuerpos contra mimó topos de esta enzima , así como identificar mimótop os de dos
isoformas de la G luta ti ón-S transferasa (G S1) de Taenia so/illm.

3.1 Objetivos particulares

o Amplificación de fagos con los mim ó top os de TTP1.

o Producción de anticuerpos contra mimótopos de la TI1'1.

o Purificar las IgG's dirigidas contra mimótopos de la 'TI'Pl .

o Ensayos de la actividad enzimática de la TTPI con sueros e IgG 's purificadas.

o Identifi car mimó topos de dos iso formas de la G lu tatión S-transferasa (GST,, ; yGST",J

o Desarrollar anticuerpos en contra de los mimótopos de las dos iso formas de la GST.

o Hacer una caracterización inmunológica parcial de los an ticuerpos anti-mimótopos .
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4. MATERIALES Y MÉTODOS

4.1 Materiales

Todos los materi ales usado s en esta tesis, así como sus especificaciones han sido incluid os en

la descripción de! métod o en que fueron requeridos. Los animales em pleados para las

inmunizaciones fuero n proporcion ados por e! bio terio de la Facu ltad de Medicina, UN AM. Las

centrifugaciones menores a 3700 rpm se hicieron en una centrifuga modelo Centra CL2 de lEC, y las

mayores a 10000 rpm en una microfuga model o 5415C de eppendorf.

4.2 Métodos

4.2.1 Reamplificación y titulación de fagos

Las clona s de los fagos qu e contienen los mim ót opos de la TrPI (previamente iden tificados)

se muestran en la Ta bla 1. Es tos fagos se utilizaron para generar los sueros anti-mimótopos de la

TTI)I, siguiendo e! métod o descrito en la siguiente sección. Los fagos fuero n reamplificados

colocando 20 ul, de la suspensió n de los fagos en 50 mL de medio LB y 1 ml, de cultivo (0.0." ,"",,=

0.8) de E. coli cepa T G 1 (ver A I/exos), e incubando a 37 "C con agitación durante 5 horas.

Posteriormente, los cultivos fueron centrifugados a 3700 rpm durant e 30 minut os, al sobrenadante

recuperado, se le agregaro n 8 mL de una solución de PEG 20 °/o/NaCl 2.5 M, Yse guardaro n a 4 "C

toda la noch e. Lo s fagos fueron co ncentrados cent rifugando a 10,000 rpm por 10 minutos y

rcsuspcndiendo e! botón en 1 mL de TBS pH 7.5 (Stock). E l remanent e de bacterias fue retirado

cent rifugando a 14,000 rpm po r 10 minutos. La titulación de los fagos se rea lizó con diluciones (10"

a 10") seriadas realizadas con el sobrenadante stock. Se tomaron 10 ul. de las diluciones y con ellas

se infectaron 200 ul, de un cultivo de E. coli cepa T G l (0.0. " ,"",,= 0.8), a 37 "C durante 30 min utos.

Des pués fuero n diluidos en 3 mL de medi o Tal' SOB (45 "C) y vertido s en cajas co n medi o SOBo
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Finalmente, las cajas fueron incubadas a 37 "C por toda la noche. Al día siguiente, se realizó el

conteo de placas para det erminar el título.

Tabla 1.Secuenaa delosImmolopos dela TTPJ.

1's 1 TPDMMMMRPGVR
1's 6 MPPGMHQPPPSA
1's 11 DANKHKQELPHF
1's13 FrSQN1'IGSDVI
1's15 1'QQQQCC1'SQIE
1's 16 DSVTP1'SVMAVA

. .

4.2 .2 Inmuni zación de animales

Se utilizaro n ra tones Balb /C hembras de seis sem anas de edad, cinco por cada grupo . Cada

rat ón se inóculo con 1012 fagos en 200 ul, de PBS IX estéril y 1 f.!g de saponina, se realizaron cua tro

inmunizaciones subcutáneas a in tervalos de una semana. Se incluyó un grupo co ntro l positivo

inmunizado con 20 f.!g TTPI Y1 f.!g de sapo nina, y dos grupos control negativo, uno inoculado sólo

con I'I3S IX estéril y otro con el fago silvestre (M13KE). Una sema na después de! último refuerzo,

los ratones fueron sangrado s a blanco por punción en el plexo retrorbital (Kakaturu et al. 2003).'''

Para e! caso de los conejos, se utilizaron he mbras de la cep a Nueva Zelanda de 3 me ses de

edad, uno por cada antígeno. El inóculo de fagos fue de 10" pfu en 200 ul, de I'I3S 1X estéril (sin

adyuvante), para el caso de las proteínas (control positivo) se utilizó 250 f.!g de 'lT 1'1 1:l con

adyuvan te completo de Freund para la primera vez y po steriormente tres refuerzos con el adyuvante

incompleto. Se incluyeron los mismos control es negativos que en los ratones. El tipo de

inmunización fue subcutánea con intervalos de 15 días cada una. Un a sem ana despu és del último

refuerzo. los con ejos fueron sangrados a blanco por pu nc ión cardiaca.
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4.2.3 Purificación de IgG's de conejo

Las IgG's se purificaron por una columna de afin idad de Protein A-sefarosa (Arners ham

l' harmacia Biotech) la cual fue estabilizada pasando por ella 5 mL de una so lución de fosfato de

sodio 0.02 M pH 7.0 (solución I). Un mL de suero fue diluido en 1 mL de so lución 1 y pasado por

la co lumna. La co lumna fue lavada con 15 rnL de solución 1. La elución de las IgG 's se llevó a cabo

pasando por la co lumna 5 rnL de una solución de ácido cítrico 0.1 M pH 4.0 Y recibiendo el eluido

en 5 rnl. de una solución de Tris-HCl 1.0 M pH 9.0 para neutralizar la solución. La elución

neutralizada fue dializada y concentrada , para después determinar su cantidad de proteína por el

método de Lowry (verAmxos) y ajustarlas a 1 mg/rnL. Finalmente, la columna fue estabilizada con la

solución 1 para pasar más suero o lavada en PBS lX para ser guardada en frío hasta nuevo uso .

4.2.4 Inmunoelectrotransferencia (IET)

Se preparó un gel de acrilamida preparativo al 12.5 % (verAnexos), en el cual fue cargada una

cantidad de 100 ng de proteína/mm. Previo al cargado, la proteína fue diluida (1:1) en solución de

amortiguador de cargado (Tris-HCl 100 mM pH 6.S, SDS 4 %, azul de bromofenol 0.2 'Yo y glicerol

20 %) e incubada a 100 "C durante 5 minutos. E l proceso de electroforesis se llevó a cabo a 100 V,

dándole el tiempo sufic iente para que el azu l de bromofenolllegara a 1.0 cm antes del final del gel.

La inmunoelectrotransferencia se realizó co locando el gel frente a una membrana de

nit ro celulosa (Amersham Biosciences) en una cámara de inmunoelectro transferencia (BioRad) a una

diferencia de potencial de 100 V durante una hora. La membrana se bloqueó con 8LOTrO (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 dilución 1:10, 1:100 y 1:500. Los anticuerpos unidos a la membrana

fueron revelados con un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón o de conejo según el caso,

acoplados a peroxidasa (Life Technologies) a una dilución 1:2000 y con diaminobencidina (Sigma).
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4.2.5 Obtención de anticuerpos específicos para la TTPI

Se hizo una inmunoelectrotransferencia con 2 mg de la 1TPl , siguiendo el prot ocolo qu e se

describe en el apar tado anterior . La membrana de spués de ser bloqueada con BLOTIO se incubó

con 2 rnL del an ticuerp o anti-1TPI diluido 1:50 en PBS-Tween 0.3 % durante 2 hor as. Al término

de la incuba ción, se hizo un lavad o exhaustivo con PBS I X pH 7.2. Los anticuerpos unidos a la

membrana fueron e!uidos con 5 mL de una solución de glicina 100 mM/ Na Cl 150 mM por 5

minutos y neutralizad os con 10 mL de PBS 10 X pH 7.4. Lo s an ticuerpos fueron probados por IET

y cuantificados por el método de Lowry (verA I/exos).

4.2.6 Ensayos de actividad de la TTPI

Prim er am ente la enzim a purificada fue cuantificada tomando en cuenta su absorbancia a 280

nm y usand o el coeficien te de absorción molecular E:= 1.3414 l\r' cm" . La actividad de la TPI fue

determinada en la dir ección de gliceraIdehído 3-fosfa to a dihid ro xiacetona fos fato . La actividad fue

medida a pH 7.4 en 1 mL de me zcla que contenía, amortiguador TED 100/10/1 ( f rietanolamina

100 mlvl, EDTA 10 mM, DTf 1 mM), 1 mM de gliceraldehído 3-fosfato (Sigma), 0.2 mM de ~

N AD H (Sigma), 2.5 un idades de cx-glicerofosfato deshidrogenasa (Sigma) y 30 ng de la en zima (10

ul , de la prein cubación), la ciné tica fue monitoread a por el decrem ento de la abso rbancia a 340 nm

en func ión del tiem po en un espectrofotómetro (Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech) .

4.2.7 Ensayo de inhibición de la actividad de la TTPI

Se hizo una preincubación con 300 ng de la enzima, para el co nt ro l po sitivo solo se pu so la

enzima (100% de la actividad), y para las demá s determinacion es se colocó junt o co n 10 ul., de los

sueros o de las IgG 's purifi cadas (1 mg/mL), en los ensayos se incluyó un contro l exper imental, la

TPI de SIIS smifa. La mez cla de preincu bación se hizo en un volumen final de 100 uL, en el cual está
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incluida la enzima, los an ticuerpos, BSA al 1% Yamo rtiguador TED 10/ 1/1 (Trietanolamina 10 mM,

EDT:\ 1 mM, DTT 1 mlvl), La me zcla fue incubada a 37 "C durante 1 hora y después 30 ng fuero n

ensayados para determinar su actividad. Se utilizaron como contro les negativos de la inhibición

sueros antiM13KE (fago silvest re), nor males de ratón o conejo e IgG 's normales de conejo.

4.2.8 Selección de mimótopos

Dos placas con 8 pozos (Cos tar) fueron sensibi lizadas con 100 ~L las IgG 's de con ejo (100

~g/mL) en cada pozo diluid as en amortiguado r de carbo na tos 0.1 M pI-I 8.6 a 4°C po r toda la noche

en una cáma ra húmeda . Al día sigu ien te, fue retirado el exceso de anticuerpos y las placas fueron

bloqueadas con una solución de BSA al 1% Y Tween al 0.1% en TBS pI-I 7.5 po r 30 minu tos en

cámara h úmeda con agitación. La solución bloquea dora fue descartada e inmediatamente se hiciero n

seis lavados con una solución de TBS -Twecn al 0.01%. Se usaron 10 ~L una biblioteca de péptidos

de 12 aa. desplegad os en el fago M13KE (phDI2, New En gland Biolabs) qu e se diluyeron 1:160 con

TBS pI-! 7.5. Se adicionaron 100 ~L en cada pozo y las placa s se incubaron cn cámara húmeda con

agitación durante 1 h. El exceso dc fagos fue recuperado y las placas se lavaron 6 veces con una

solución de TBS-Tween al 0.05% . Se prepar ó una solución de trietilamina 100 m1\1 (Sigma) para

hacer la e1ución dc los fagos, para ello se colocaron 100 ul. de la solución en cada pozo e incubando

en una cámara húmeda co n agitación por 20 minutos. ,-\1 término dc la incubación, se recuper ó el

volumen to tal de la e1ución (800 ~L de cada placa) y se neu traliz ó con 400 ~L de una solución de

Tr is-HCI I M pI-I 8.0. Los fagos recuperados en esta ronda fueron amp lificados y titulados.

Posterio rmente, se realizó una segunda y tercera ronda de selección, pero utilizando 10" fagos por

pozo y utilizand o una solución de lavado de TBS -Twecn al 0.1olÍ, y 0.2 % respectivamen te.
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4.2.9 Selección de clonas de fagos

Despu és tic realizar la tercera ronda tic selecció n, los fagos se rcarnpli ficaci ón v titu laron

siguiendo el procedimien to previam ente descrito, pero con una ligera variante que permitió

seleccionar las clonas de fagos que tien en inserto . Antes de sembrar las bacterias con los fagos se

adicio naro n 200 flL de una so lució n de IPT G 200 mM (Invitro gen)/X-ga l 100 mM (Invi trogen) en

dimctilformam ida (Sigma) . Las clonas que tienen inserto llevan a cabo un proceso denominado (l

complernentaci ón," y se muestran azules debido a la hidr ólisis de X-gal. Con la ayuda de un a pipeta

Pastcur se recupe raron las clonas azu les y se almacenaro n en 100 ul, de TES p H 7.5 a 4°C.

4.2.10 Preparación del ADN de fagos para secuencia

Para la preparación de los templado s se uso 1.1 mL del amplificado de fagos y se

cen trifugaron a 14,000 rp m durante 1 minuto. E l sobrenadante (1 mL) se tran sfiere a un tubo nuevo,

al cual se le adicionaro n 300 ~IL de una so lución de PEG 20% / Na Cl 2.5 1\1 Y se de jó reposar la

m ezcla a temperatura am biente durante 30 minutos, Lo s fago s fueron recuperados centri fugando a

14,000 rpm por 10 min y descartando el so brenadante. Lo s fagos pre cipitados se resuspendieron en

100 ul, de TE y un volumen igual de fenal saturado co n T E (G ibco/BIU.) fue utilizado para ext raer

el ADN , la mezcla se agitó fuertemente, se dejó reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente y

se centrifugó a 14,000 rp m durant e 2 min utos, Se recuperó la fase acuosa y un vo lume n igual de

clorofor mo fue adicionado (100 uL), la m ezcla se agitó , se centrifugó como antes y se recuperó la

fase acuosa, es te paso se rep itió una vez más para re tirar las impurez as del r\ D N del fago. La fase

acuosa co n el l\DN del fago se co nce n tró por precipitación usand o 10 ~IL acetato de sodio 3M y 250

~IL de etano l absoluto y congelan tia a -70 oC durante toda la noche. E l ,\DN fue obtenido por

centrifugación a 14,000 rpm duran te 10 min uto s, la cual permi tió obtener un bo tón con el AD N , que

posteriorment e fue resuspendido en 25 ul; de TE. Con el propósito de determinar la pur eza y
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co ncent ració n del templad o, 1 I-lL del ADN cs fue corrido en un gel de agaro sa al 1.5% con '1'r\ 1-: v

tenido con bromuro de etidio .

4.2.11 Determinación de la secuencia del ADN de fagos

La secuenciació n de l A D N de los fagos se hizo manualmente acorde al procedimiento

descri to por Sange r, para lo cual se utili zaron los reactivos del es tuche de secuencia Secuenasa

versión 2.0 (USB Co .) siguie ndo las recomendaciones del proveed or. Para cada muestra de ADN cs

se hizo lo siguient e: 4 tubos eppendo rf de 0.6 ml, se ro tularo n con las letras A, e, G y '1'

respectivamente y se les adicionaro n 2.5 I-lL del la mezcla nucleótidos co n teniendo el

dideoxinucleótido tri fosfatad o correspo ndien te (termi nado r: dclA11', dd C11', dd G I1) y ddTI1»).

Alineac i ón: E n un tubo ep pe ndorf de 1 m l, se colocaron 5 I-lL del i\ D N cs (1 I-lg), 2 fLL de H,O, 2 I-lL

del amortiguado r de la Sec uenasa y 1 pmol del oligo nucleó tido -28 pU l (S'-G TA T G G G A.T T'FT

GCT AA .-\. CA..\ C- '3), dich a m ezcla fue incubada a 65°C duran te 2 min utos, poster iormente se dejó

enfriar gradua lmente hasta alcanza r la tem pe ratu ra de 35°C, se pasó a hiel o.

La me zcla de ma rcaje (lab elin g mix) fue diluida 1:5 en H,O, asimi sm o, la TI Polimerasa fue diluida

1:8 con am ortiguador de dilu ción (17 diluti on bu ffer) y se mantuvo en hielo hasta su utilización. La

Mezcla maest ra se prep aró con: 1 I-lL de D1T , 2 I-lL de la me zcla de m arcaje (1:5), 0.5 I-lL de la marca

rad iactiva CJ. \;S [eL-\.11'] (Am ersham Bioscienc es) y 2 I-lL de la TI sequenas a poI diluida. A cada tubo

del paso 2, les fueron adicionados 5.5 I-lL de la me zcla maestra, y fueron incubados a tem pe ratura

ambien te dura nt e 5 minutos. E n to nces 3.8 I-lL de esta mezcla fueron adiciona do s a los tubo s del paso

1 v esto s se incubaron a 37°C duran te 5 minutos. Pasado el tiempo de incubación, la reacción fue

dete nida con la so lución de paro , la cual contien e formamida y dos m arcadores de co rrida, el azul de

bromofenol y el ciano l xileno . Los tubos fueron mantenidos a -20 oC hasta su uso. Las reaccio nes se

carga ro n siguiendo el orden A, C, G y T en un gel de acrilamida al 6 % (''er /l l/e.yo) en un a cáma ra
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para clectroforesis de secu en cia (Life Te chnologies). La electroforesis se realizó a 2100 V Ya 60 W

durante 3 horas ap roximadame n te, tiemp o nece sario para que e! azul de bromofenol migre a la mitad

de! gel Ye! cian ol xiieno a '/ . del gel (corrida co rta). ,\ 1 término de la electroforesis, los geles fueron

fijados en un a so lución de ácido acético y metan ol al 10 % Y secado s a 45 "C tod a la noch e. La

exp osición de! gel se hizo en placas para rayos X Omat (Ko dak) a -70 "C durante 2 días.

Posteriormente, las placas se revelaron con Dektol (Kodak) y finalmente las secuencias nucleotídi cas

fueron leídas y analizadas con el programa informático PC /GE NE.

4.2.12 Ensayo inmunoenzimático (ELI5A)

La especificidad y títu lo de los sueros se evaluó mediante un método inmunoenzimático en

placa (ELISA). Para esto se sensibilizo una placa de 96 pozos (Maxiso rb, Nunc) con 100 ul, de la

prot eína a estudiar a una concentración de 1 flg/mL en amor tiguador de carb on atos 0.1 NI pI-! 9.6

dur ant e toda la noche a 4 oc. La placa se lavó 5 veces con 200 ul, por pozo de PBS-Tween al 0.05 %

y fue bloqueada con una solución de BSA al 1 % en PB S-Tween al 0.05 % a 37 "C durante 30

minu tos. Se efectuaron cinco lavados como ant es y se adicion aron los sueros de ratón o conejo

diluid os 1:50 y 1:500 en PBS-Tween 0.05% y se incubó la placa a 37 "C durante 1 hora. Se efectuaron

cinco lavados, se adicionaron 100 ul, de un segundo anticuerpo de cabra anti -IgG ratón o con ejo

acoplados a peroxid asa (Life Technologies) a una dilución 1:2000, e incubaron a 37 oC durante 1

hora. Se hicieron los lavados correspondientes, se agregó el sustrato o-fenilendiami na (Sigma) al 0.04

% en fosfato de sodio 26 rnlvl, ácido cítri co 25 mM y H~O~ 0.45 % , Y después de 15 minutos la

reacción fue detenida con ácido sulfúrico al 5 %. La placa se leyó a una lon gitud de onda de 490 nm

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

5.1 Inhibición de la Triosafosfato isomerasa por anticuerpos

Basándonos en los antecedentes de que el suero contra la TI1)I inhibe la activ idad de la

enzima." en esta tesis se purificaron las IgG" s a partir de los sueros anti -Tf'Pl y se obruvieron

anticuerpos especificos an ti-T'Tf'L, con la finalidad de conocer si esta mo lécula es la responsable de

la inhibición. La Figura 11, muestra que las IgG's anti -T'I'Pl inhiben un 60%, mientras que los

ant icuerpos específicos só lo un 30%, respecto a un control que sólo contenía a la enzima (100% de

actividad) y un control negativo, en el cual se hizo la preincubación de la enzima con IgG's normales

de conejo. Asimismo, se incl uyó un control del experimento, una TII de Sus scrofa (cerdo), la cual

solo sufrió una ligera disminución de actividad con las IgG"s anti-T'Tl'I y no con las IgG"s normales

ni con los anticuerpos específicos.

Inhibición de la actividad de la TTPI por IgG "s de conejo.
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Figura 11 Eflsayo de inbibicián de la actividad de la TfPI COII IgG "sy anticuerpos especficos anti-Tl'P]. Las
barras claras corresponden a la TPI de Taenia soliumy las oscuras a la deSus seroja.
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S.l.l Inmunoelectrotransferencia de la TIPI con sueros de ratón

En el laboratorio ya se había hecho una selección de clonas de fagos conteniendo mimótopos

con suero hiperinmune anti-TrPI. Estas clonas se utilizaron para producir antisueros contra cada

uno de los mimó topos (Ts1 , Ts6, Tsll, Ts13 , Ts15, Ts16) de la Tabla 1. Los antisueros (Ts1, Ts6,

Ts11 , Ts13, Ts15 , Ts16) hechos en ratón fueron evaluados por medio de una

inmunoelectrotransferencia con la TrPI. En la Figllra 12 se observa que los seis sueros

antimimótopos reconocen a la TrPI, en contraste el suero normal de ratón y el suero antiM13KE

no reconocen a la TrPI. El control positivo (carril 1) suero hiperinmune de ratón anti TrPI

reconoce a la enzima.

27kDa

Figura 12. Inmffnoelectrotraniferrncia de lossuems de ratón antimimótopos/"nte a la TTP1. 1) hiperiffmffne de
ratón anti-TTPI (control positivo), 2) n017Jlal de ratón" 3) anti-MI3KE, 4) antlTsl, 5) anIlTs6,6) antITsl1,7)
antlTs13, 8) antlTs15y 9) alll1Tsl6. Los slleros/lleran diÚlitlos 1:10.

S.1.2 Ensayos de actividad de la TIPI con sueros de ratón antinúmótopos

Habiendo demostrado que los sueros antimimótopos reconocían a la TrPI, se hizo el ensayo

de la actividad con estos sueros. En la Figllra 13 se observa que ninguno de los sueros antimimótopos

abate la actividad de la enzima TrPI, en contraste tres de ellos la aumentan como el antiTs6 un 20
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'~/Í., e! antiTs15 un 35 % Yel antiTs16 un 27 % . Al realizar el mism o ensayo con los sueros antiTs15 y

antiTs16 simu ltáneos se en contró un valor de aume nto de la actividad muy cercano al que se obtuvo

con T sl S solo. Otro hecho importante que pu ede observarse en la figura es que e! suero

hiperinmune de ratón dirigido con tra la enzima no dismin uye su activ idad más allá de! 11 %,

contrario a lo observado en e! suero de conejo que fue de 60%. Los sueros, normal y anti-Ml3KE no

modificaron la ac tividad de la enz ima.

Ensayo de actividad de la TTPI con antisueros de ratón
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Figura 13. Gráfico de actividad de la ro)! con los distintos antisueros de rat án, A) controldel 100% de actividad.
B) allliTsl . C) alltlTs6, D) ant/Ts t t, E) ant/Ts t ) , F) alltlTs15, G) antlTs16, H) alltlTs15 + alltlTs 16. !)
anti-Tl'Pl de ratán, J) anti-Tl'P! de conejo, K) allti-M13KEy L) suero normal de ratón. Las barras oscuras

corresponden a los meros qlle más aumentaronla actividad.
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5.1.3 Inmunoelectrotransferencia de la TIPI con sueros de conejo

Con los antecedentes del experimento realizado con los antisueros de ratón que aumentaron

la actividad de la enzima, se escogieron los tres fagos con los mimótopos que más aumentaron la

actividad y con ellos se inmunizaron conejos. Se obtuvieron antisueros contra los mimótopos TS6,

Ts15 y TSI6. En la Figllro 14 se muestran los antisueros de conejo (fs6, Ts15 y Ts16) diluidos 1:500

y enfrentados a la TfPI por medio de una imunoelectrotransferencia. Se observó que los tres sueros

antimimótopos reconocen a la enzima, al igual que el suero hiperinmune antiTfPI, en contraste, el

suero normal y antiM13KE no la reconocieron.

27kDa

1 "2 3 4 5

Figura 14. 11Imll1l0eleelrolrOllsjerelldo e011 suems de eOllqo OlltimimÓlopo.r. 1) hiperÍllmlllle ollli-ITPI (colllrol
positiso], 2) 110171101 de COllqo, 3) 01ltiM13KE 4) ollIlT.r6, 5) onllTrl5,y 6) 01lt1Tr16. Todos los rllerorflleroll
dibridor 1:500.

5.1.4 Ensayos de actividad de la TIPI con sueros e IgG's de conejo

Se realizó un ensayo de actividad de la TfPI con los sueros e IgG's de conejo

antimimótopos de Ts6, Ts15 y Ts16, manteniendo las mismas condiciones a los realizados con los

sueros antimimótopos de ratón. Como muestra la Figllro 15 se observa la misma tendencia a lo

encontrado en ratón, un aumento de la actividad, aunque los valores son ligeramente más bajos, el

aumento fue de 10%, 29% Y 21 % para antiTs6, antiTs15 y antiTsl6, respectivamente. Este
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experimento también se realizó con IgG 's purificadas de cada suero antimimótopos (Ts 6, T s15,

T s16) usando una dilución 1:10 de las IgG 's (1 mg/rnL). No se encontró una variación sign ificativa

respecto a lo encontrado en los sueros .

Ensayo de actividad de la TTP I con antisueros de conejo
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Figura 15. Ensayo de actividaddela TTPI C01l sueros de C01lo/0, A) Sil/ mero (control del 100% deaaioidad). B)
normalde ,"01/0/0. C) a1l1iM13KE, D) a1l1zTs6, E) al/l/TsI5, r] a1lllTs16y G) biperinmnne a1lllTfPI

5.2 Identificación y caracterización parcial de mimótopos de las isoformas
de GST25.5 y GST 26.5

Utilizando la técn ica de selección de fagos con anticuerpos policl ona les antiG STs ; y

antiGST",;, se aislaro n e identificaron las secuencias peptídicas de los mimótopos para cada una de

las iso formas de estas G STs. E n la rlgllra 16 se resumen las secuencias enc ontradas para cada
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iso forma. Un aná lisis de la estructura pnmana de las clon as de los mimótopos encon trados,

de terminó (lue en ningun o de ellos hay co rresponde ncia .

GST 25 5

251: IPN NS1DPAALH A

253: NAHLQSDALP-T

254: DARIVSPHTY-T

256: YAESVRRPV1DL

257: WGQTLSAASSRE

2512: STTTSGLSRSAI

GST 265

271: QHNPLELHHITL

272: IDTRVPWSTMQM

273: IHAALMPLITLT

274: AINA HSIT-AAT

275: TLNWTPGQQPEP

278: TSPLSEELLLAL

Figura 16. Seatenaas de mimótopos aislados. N ótese qlle las clonas 253, 254 Y 274, tienen IIlIa linea, lo mal
representa e/úllico codán de termino qlle hay en la biblioteca (T/lG), pero la cepa bacteriana en la qm jlle replicada
decodifica este codán como una Glutamilla (Q)para darle continuidad a la traduai án.

O btenid os los mimó topos, se produjeron sueros antimimótopos co ntra cada un o de ellos y

se evaluaro n mediante un ELI SA. Se escogió es te mé todo debido a su alta se nsibilidad y a qu e los

sueros anti mimótopos no lograron detectar a las GST s en ensayos de inmunoclectro transferencia .

En la Figl/ra 17 podemos obs ervar que los seis sueros an tirnim ótopos de la iso forma de 25 .5 kDa

reconocen mu y bien a la fracción nativa qu e co ntiene a am bas isoformas, por ot ra part e, sólo cua tro

de los sue ros antimimótop os contra la iso fo rma de 26 .5 kDa tuv iero n un buen reconocimiento , no

así los antimimótopos '273 y 278 que mu estr an valor es muy ba jos (no hay difere ncia estadis tica) al

co mpararlos co n los controles negativos (suero normal y antiM13KE de ratón).
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EUSA DE SUEROS DE RATÓN ANTIM MÓTOPOS
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Figura 17. lnmtmodetecaán de los sueros antimimótoposde las dos isoformasde la eST por E U S.1 utilizando
IIlIa FeST. A ) suero hiperinmune de conejo anti-FeST, B)suerode hipen'nmunede ratón anti-r--CST, C) anti251 ,
O) al/ti253, E) anti254, F) anti256, e) anti25 7, H) a1lti2512, 1) anti271, J) anti272, K) allti273, L) anti274.
lv!) anti275, N) anti278, O) alltiM13KE y P) sueronormalde ratón..
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6. DISCUSIÓN

La tecno logía de despliegue en fagos ha adquirido gran relevanci a en tod as las áreas de la

Biología, ya que es un a herramienta muy efec tiva para la investigación, dado qu e ofrece gramles

ventajas, tales como la especificidad y bajo costo. En adición, los anticuerp os son o tra herramien ta de

primera necesidad, ya qu e permiten hacer estudios muy finos . En la actualidad, se con stru yen

bibliotecas de pép tido s aleatorios o proteínas en fagos usando oligonucleótidos sin téticos clon ados

en los genes que codifican para proteínas de la cápside del fago y que se expresan como fus ión co n

las proteínas (pIII y pVIII) de la cápside del fago M13 . Lo s péptidos en el fago tienen un alto

potencial de mimetismo para los epítopes lineales, conformacionales o no proteicos. Diferentes

ligandos pueden ser usad os para seleccionar o aislar péptidos de estas bibliotecas mencion adas, co mo

por ejemplo, el uso de anticuerpos especí ficos para selecciona r pé ptidos de un blanco particular. E n

el caso particular do nde los pép tidos seleccionados no se parecen al pép tido natural, pero que son

recon ocidos por el ligand o, son referidos como mim ótopos.

En este trabajo se evaluó la capaci dad de inhibición de an ticuerp os dirigidos co ntra

mimótopos de la TTPI, asimismo, con la ayuda de anticuerpos específicos contra las do s isoformas

de la TGST, se identificaron y caracterizaron parcialmente mimótopos para cada una de ellas.

Un reporte previ o qu e utilizó un suero hiperinmune de conejo antiTTPI, mostró una efectiva

disminución de la actividad de la enzima TTPI.97 Para explicar si las inmunoglobulinas eran las

responsables de este efecto , se purific ó de este suero de conejo ant iTTPI la fracción IgG y se realizó

un ensayo de inhibición de la actividad de la enzima. El result ado mu estra que en efec to son las

IgG .s las responsables de la disminución de la actividad y no algún o tro compon ente del suero

(t °/gllra 11). También se probaron anticuerp os específicos en contra de la enzima, éstos obtenidos por

me dio de una adso rción/elución con la T rPI. Estos anticuerpos espe cíficos anti'TTl"I también

disminuyen la actividad de la enzima, aunque 30% menor qu e las IgG 's anti-TTPI (f-'lgllra 11). Esta
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diferencia puede ser debida a qu e es tos anticuerpos específicos fueron obtenidos con una proteína

desnaturalizada, y tal vez só lo reconocen ep ítopes linea les; por lo que la diferencia de! 30% de la

inhibición que producen las IgG 's antiTrPI, podría corresponder a an ticuerpos dirigidos contra

epítopes conformacionales.

Con e! con ocimiento de! resultado antes obtenido, se realizó e! aislamiento de mimótopos de

la TrPI utilizando la fracc ión IgG ' s antiTrPI. Se obtuvieron al final de! tercer epi sodi o de selecci ón

so lo 6 fagos con los mim ó topos (Ts l , T s11, Ts13, T s6, T s15 y T s16) y se pr epararon sue ro

antimimótopos en rat ón." Los ens ayos de actividad con los sueros antimimótopos de ratón,

mostraron que tres de ello s (Ts l , Tsll y Ts13) no modificaban en lo más mínimo la actividad y los

o tros tres (Ts6, Ts15 y T sI6), co ntrario a lo qu e se esperaba, la aumentaron en un 20, 35 y 27 %

respectivamen te.

Para verificar este hallazgo, se prepararon sueros en conejo co ntr a los 3 mimótopos qu e

aumentaban la ac tividad de la TrPI (TS6, Ts 15 YTs16) y se rea lizó un ensayo de actividad pa ra la

TIPI usand o dich os sueros y la fracción IgG proveni ente de éstos, e! resultado fue sim ilar aunque la

inhibición fue ligeramente m en or en los anti sueros e IgG's de! co ne jo. Asimi sm o, un ensayo en e!

que se probaro n los sueros an tiTs 15 y antiTs16 en co njunto , la ac tividad no se vio aumen tada más

allá de los valores indiv iduales, es decir, entre ellos no hay una sinergia.

Los resul tados obtenidos en los ensayos de activi dad pa ra la TrPI donde se usaron los sueros

hiperinmunes de ratón anti1 T PI que no disminuyen la activid ad de la enzima (co ntrario a lo que se

encontró co n e! suero de co ne jo antiTrPI que si la disminuye con siderablemente), pu ede exp licarse,

debido a qu e la respuesta inmune en contra de la TrPI puede ser diferente en cada especie por e!

fondo genético, o a que la TrPI (antígeno) puede ser recon ocida y procesada diferente por sus

sistemas inmuno lógicos. Por lo qu e en este caso se sugiere que e! ratón es té pasando por alto algun os

epiro pes importan tes para la catá lisis de la enz ima .
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Haciendo referencia a los tres mimótopos que generan anticuerpos que so n capaces de

aume ntar la activ idad de la 1TPI (fs6, Ts 15 y T sI6) , este hallazgo resulto mu y inte resante ya que

esta enzima posee una de las más altas eficiencias catalítica s mu y conservad a a travé s de la evolución,

cayendo casi en la perfecci ón." Explicaciones po sible s a este result ado es que la unión del anticuerp o

mo difica la estructura de tal forma que aumenta la opo rtu nidad de interacci ón entre el sitio catalítico

y el sust rato. Algunos autores ya han rep or tado hallazgos de este tipo en donde los anticuerpos

aumenta n la actividad de enzima s recombinantes, el caso más dr ástico es el de una ~-galactosidasa,

en la que un antic ue rpo específico aumenta su actividad en un 200 %.''' · 1'"

Es ta en zima es esencial para los organismos, y las T enia s no son la excepción, ya que un

ensayo de vacunación realizado con la 1TPI en el modelo rat ón -T. crassiceps, redujo la carga

parasitaria en un 52 % .91 Por o tro lado, los an ticuerpos juega n un papel importante en la pro tección

contra la cisticerc osis ya qu e los antic uerpos y complemen to destruyen a los es tadios oncósferales.llJ'

La o tra fase de es te trabajo de tesis fue identifi car mimótopos para dos iso formas de la

TGST , una de 25.5 kDa y o tra de 26.5 kD a, en ensayos de pro tección la segunda demostró ser la más

efectiva (70% de protección) , pero también se encont raro n bu enos resu ltado s al administr ar las dos

en co n jun to (> a 90% de pr otecci ón)," y bajo esta premi sa nos en cau sam os a bu scar mimótopos

para cada una . La selección se hizo con la fracció n IgG ' s proveni ent e de sueros anti cada isoforma

de GST, se aislaro n 12 clon as para cada isoforma . E l análisis de cada una de ellas, comparando con

las secuencias prima rias de las GSTs de T. solium, mostr ó que no tení an iden tidad con és tas,

reforzand o así su co ndicíón de mimótopos. Se produj ero n an ticuerpos contra cada uno de los

mim ótop os. Los anticuerpos an timimótopos de las GS Ts no reconocieron a ningun a isoforma de la

GST en los en sayos de inmunoelectrotran sferencia, por lo que la inmunod etecc ión se hizo por

medio de un E LISA, usando como antígeno la fracción purificad a de la TGST que con tiene las 2

iso formas, se encontró que los seis sueros anti-mimót opos de la GS T Z5 5 y só lo cuatro de los
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antimim ótopos de la GST265 , reconoce n su isoforma en la fracción T GST. Puesto que ninguno de

lo s sueros antimimótopos de ambas G STs reconocieron a la en zima en IET, pero si en ELISA, este

result ado sugiere que rec onocen ep íto pes conformacionales.

Varios estu dios han demostrad o que los anticuerpos son efectivos inhibiendo enzimas, pero

algunas veces presentan Iimitantes, ya qu e algunos epítopes se encuentran ocultos o impedidos para

in teraccionar co n los anticuerpos. Por lo que se ha sugerido utilizar anticuerpos o fracciones de ellos

para mejorar esta s funciones de inhibición o activación de las enzimas.

Es ta tesis y sus halla zgos en la activación e inhibición hecha por los anticuerpos sobre la

T f PI, abre la posibilidad de utilizar a estas moléculas como herramientas para el estudio de los

m ecanismos de activación o inhibición de las en zimas en patógenos y sus hospederos, con el objetivo

de dise ñar m oléculas o identificar regiones espe cíficas para de struir su fun ción y por ende al pará sito,

en este caso a la 1: soJium.
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7. CONCLUSIONES

o Anticuerpos antiTrPI pueden aume nta r o inhibir la actividad de la en zima.

o La propiedad de inhibici ón de los ant icuerpos es dependiente de la especie que los produce.

o Se identificaron secuencias (mimótopos) importantes para la función cata lítica de la TfPI.

o Los anticuerpos desarroll ados contra ciertos mimótopos de la 'fPI aum entan la actividad de

la enzima .

o Se ide n tificaron mim ótop os para dos iso formas de la G ST.

o Los antic uerpos antimimótopos contra las iso for mas de GST reconocen epitopes

co nformacionales.
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8. ANEXOS

Preparación de soluciones.

PBS .

Para un litro :

N aCl

KCI

Na"HPO~

KH"PO~

Ajustar el pH a 7.4 y aforar.

TE

Para un litro:

T ris- /-ICI 10 ml\r

8 g.

0.2 g.

1.44 g.

0.24 g

EDTA 1 mM

PEG 20 °/o/NaCl 2.5 M

Para un litro:

Polietilenglicol 8000

N aCl

TBE.

Para un litro:

T ris-Base

Acido bórico

EDTA 0.5 M (pH 8.0)

TBS pH 7.5

Para un litro :

200 g.

146.1 g.

108 g

55 g

4mL
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T ris-H Cl 12.11 g

NaCl 5 M 60mL

TED 10/1/1

Para 200 mL :

Trietan olamina 371 mg

EDTA 0.5 M 400~

Ditiotreitol 31 mg

TED 100/10/1

Para 200 mL:

T rietanolamina

EDT.-\ 0.5 1\1

Ditiorrcirol

IPTG 200 mM/ X-gall00 mM

Para 25 ml.:

IPTG

X-ga l

3.71 g.

4mL

31 mg.

1.25 g

1 g

Disolver en 25 mL de Dimetilformamida, proteger de la luz y almacena r a -20 oc.

Amortiguador para electroforesis de proteínas .

Para un litro:

T ris-Base

Glicina

SOS 10 %

15.1 g.

94 g.

50mL
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Amortiguador para transferencia de proteínas.

Para un litro:

Tris -Base

G licina

Metano l abs.

Preparación de medios.

Medio LB

Para un litro :

T rip tona

Extracto de levadura

NaCl

SOB

Para un litro:

Triptona

Extracto de levad ur a

N aCl

KCl 250 mM

[\ gar '

Sulfato de m agn esio 2 M

3.08 g.

14.48 g.

200 mL

10 g.

5 g.

10 g.

20 g.

5 g.

0.5 g.

10mL

15 g.

5mL

'Para hacer medio T op SOB agrega r 10.5 g

Medio mínimo (M9)

Pa ra un litro :

Sales 5X M9

G lucosa 20 %

200 mL

20 mL
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Sulfato de m agne sio 1 M

Escherichis coJi cepa TG1.

2mL

0.1 mL

G enotipo: JI/pE hJcLJ5 thL:J(fat-proAB) F '[traD36 proAB+ lacl" facZ¿JM15j

Par inducir la formación del pili F debe ser cultivada en caja, de medio adicionado con vitamina Bl

al 0.5 % .

Preparación de gel de acrilamida para electroforesis de proteínas
(12.5 %)

Cantidades para dos geles:

G el separado r:

Mezclar pe rfectame nte 4.2 mL de acrilamida 30 %/bis-acrilamid a 0.8 %, 2.5 mL de Tris 1.5 M pl-l

8.8, 2.4 mL de I-I,O, 200 ¡.tI- de SDS 10 %, 66 ¡.tI- de persulfato de amonio 10 %, 6.6 flL de Temed y

cargar en los vidrios. Adiciona r I-I,O hasta el tope de los vidrios.

Gel con cen trador:

Mezclar per fectament e1.3 mL de acrilarnida 30 % / bis-acrilamida 0.8 %, 1.5 mL de Tris 0.5 M pl-l

6.8, 2.7 mL de 1-1,0 ,60 ¡.tLde SDS 10 % , 20 ¡.tL de per sulfato de amonio 10 % , 3 ¡.tL de TEME D y

cargar encima del gel separado r ya polimerizado . Colocar el peine.

Preparación de gel de secuencia (acrilamida 6 %).

Mezclar 33.75 g de urea, 18 mL de 1-1,0 desioni zada, 11. 25 mL de acrilamida 40 %/bis-

acrilamida 2 % , 13.5 mL de TBE 5X y 800 ul, de persulfato de amo nio al 10 % con agitación hasta

disolución total. Filtrar la solución a través de una membrana Millipore de 0.45 um, Agregar 8 ul, de

T EMED, hom ogenizar bien la solución. Con ayuda de una jeringa, vaciar en los vidrios y colocar los

peines. Se deja polimerizar tod a la noche.
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Preparación de gel de agarosa alt.5 % + bromuro de etidio.

Para cuatro geles : Disolver 2.4 g de agarosa en 160 mL de TAE IX, adicionar 36 fJI. de bromuro de

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

Cuantificación de proteínas (Folin-fenol o Lowry).

La muestra deberá estar diluida en PBS IX en un volumen final de 1 mL. Para la curva

patrón se coloca 1 mL de la concentración correspondiente en cada tubo.

Solución Lowry:

Na,CO, anhidro al2 % e n NaOH O.IM

Tartrato de sodio y potasio al 2 %

Sulfato cúprico al 1 %

9.8mL

0.1 mL

0.1 mL

Agregar 4 mL de solución 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 patrón es una dilución

seriada de BSA iniciando con una concentración de 1000 [lg/mL.

JET

1. Bloquear las tiras de la transferencia con 600 ul. de BLOTTO (leche descremada 10 % YNaN, 0.2

%) en PBS -Tween 0.3 %. Incubar a temperatura ambiente y agitación durante 15 minutos.

2. Adicionar el suero a probar, haciendo los cálculos pertinentes para que la dilución sea la adecuada,

generalmente se utiliza una dilución 1:500. Incubar durante 1 hora.

3. Hacer 3 lavados con PBS-Tween 0.3 % dando agitación de 5 minutos entre cada uno de ellos.
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4. Adicionar 600 ¡.¡.L del 2do anticuerpo (dirigido contra el primero y acoplado a per oxidasa) diluido

1:2000 en PBS-Tween 0.3 %. Incubar 45 minu tos. Al termino de la incubación , hacer 3 lavados igual

que en 3, y un últim o sólo con PBS IX.

5. Adicionar 600 ul, de una solución revelado ra de diamin obencidina 0.02 % YH20 2 0.001% en PBS

IX . Incubar de 3 a 5 minutos y parar la reacci ón con agua.

Dilución de fagos para titulación y cálculos para la obtención del título.

1O¡.tL 1O¡.tL 1O¡.tL

•
Stock de fagos 990 ¡.tLde TB S p H 7.4 10 " 10-' 10-'"

10 ¡.tL 11O¡.tL

~~
200 ¡.tLde culti vo de TG1

1 1
Co ntar ca lvas L J L :J

Cálculo del titul o : # de calvas * 100 * (dilución)-' =pfu/ rnL
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