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l. Resumen.

La taeniosis y la cisticercosis son enfermedades causada por el parasito Taenia solium.
Estas dos afecciones son un gran problema de salud publica en paises en vias de
desarrollo como México. La falta de una infraestructura sanitaria y el mal manejo de los
animales de consumo humano como el cerdo hacen que estos padecimientos

prevalezcan y no puedan ser erradicados.

Las investigaciones recientes realizadas por varios grupos de investigacion buscan una
solucién a estas enfermedades, sobre todo intentando intervenir en el ciclo de vida del
parasito. Se han realizado avances importantes, sin embargo la enfermedad aun persiste.
Una propuesta para desarrollar estrategias nuevas es estudiar el mecanismo de
transcripcién del parasito, con la meta de descubrir blancos que nos permitan eliminar a

este organismo.

La transcripcién es el proceso por el cual la RNA polimerasa junto con varias proteinas o
factores de transcripcion sintetiza los diferentes ARNs de la célula. Una de éstas, es la
proteina de union a la caja TATA (PUT, o “TBP” por sus siglas en inglés). La PUT inicia la
formacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion (PIC), complejo crucial para el
reclutamiento de otros factores de transcripcion, que permiten el posicionamiento de la

RNA polimerasa y el inicio de la transcripcion.

En este trabajo se realiz6 la identificacion de la presencia de la PUT en los genes de
Taenia solium y después la clonacién y caracterizacion del ADN complementario que la
codifica. Se encontr6 un ADNc de 816 pb que codifica para una proteina de 217 aa con un
peso molecular teérico de 30.1 kDa. Se identificaron todos los sitios esenciales de union a
ADN vy los dos extremos caracteristicos. Mediante un alineamiento multiple se encontré un

alto porcentaje de identidad con respecto a otras PUT’s.



. Introduccién.

2.1 Taeniosis / Cisticerosis.

El origen de la taeniosis/cisticercosis (T/C) en los humanos se remonta a miles de
afios, muy probablemente en Africa, en donde el hombre primitivo, comia los
desperdicios de otros carnivoros. Este tipo de alimentacion y la aparicion del
canibalismo, hicieron que esta enfermedad se estableciera en humanos. La T/C
como la conocemos hoy en dia en el hombre, es debido a los deficientes métodos
de crianza de los hospederos intermediarios (cerdo/res) y a la falta de educacién e
higiene (Larralde C. y De Aluja A., 2008).

La T/C son infecciones producidas por los helmintos de la familia Taeniidae.
Existen dos especies que causan la taeniosis en los humanos: la Taenia solium y
la Taenia saginata. El hombre es el Unico hospedero definitivo para ambas tenias
(Sarti E., 1997). Por otro lado, el agente causal de la cisticercosis humana y
porcina, es el metacéstodo o cisticerco (forma larvaria) de T. solium. EI humano
adquiere la enfermedad por la ingesta de huevos que produce el adulto de este
parasito. El adulto vive en el intestino delgado del hombre y produce huevos que
son liberados en la materia fecal, y por malas préacticas higiénicas pueden
contaminar alimentos y agua potable. Asimismo, un portador del parasito adulto
puede auto infectarse y adquirir la cisticercosis por el sistema conocido como ano-
mano-boca o infectar a la gente que convive con él (Garcia H. et al., 2003).

La neurocisticercosis (NC) que es la forma mas grave de esta enfermadad. Es
causada por el alojamiento de cisticercos en el Sistema Nervioso Central (SNC).
La infeccion puede desde no causar sintomas hasta la muerte del paciente, estos
son muy variables e incluye mareos, dolores de cabeza e hidrocefalia, y dependen
del namero, localizacion y viabilidad de los cisticercos (Hancock K., et al., 2003).
Varios estudios han mostrado que en paises donde es endémica esta

enfermedad, del 18 al 50% de los casos presentan ataques de epilepsia (Medina



M., et al., 1990), siendo éste uno de los principales sintomas por los cuales se
llega al diagndstico de la NC. Se estima que en América Latina existe alrededor de
400 000 casos de NC asintomética y mucha mas gente con riesgo de ser infectada
(Bern C., et al., 1999).

Por otro lado, debido a que la taeniosis por lo general sigue un curso benigno, y a
la falta de métodos diagndsticos eficientes, hace que la deteccion de esta

enfermedad sea muy baja.

La T/C en México causada por T. solium es de gran importancia, debido a la alta
prevalencia de estos padecimientos, no s6lo en zonas rurales, si no, en todos
aguellos lugares donde la higiene en los alimentos no es la adecuada, las

condiciones sanitarias son pobres y donde la crianza de cerdos es de traspatio.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no considera a la cisticercosis como
una de las principales enfermedades epidemioldgicas causantes de muerte en el
mundo (OMS, 2009). Sin embargo, la neurocisticercosis es una enfermedad que
incapacita al individuo, por lo que se invierte una gran cantidad de dinero en estos
pacientes (Flisser A., 1988). La T/C nos solo es prevalente en México sino también
en paises pobres de Africa, Asia y América Latina, especialmente en areas

urbanas y rurales que carecen de infraestructura sanitaria (Meza y Aguilar, 2002).

Los grupos dedicados al estudio de este parasito han tratado de encontrar formas
para eliminarlo, y a pesar de que se han realizado avances significativos como una
vacuna y existen antihelminticos eficaces, aun no se ha encontrado un método

eficaz para su eliminacion.
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2.1.1 Taenia solium.

Carlos Linneo clasifico e incluy6 a la T. solium en la décima edicion de su Systema

Naturae en 1758. Actualmente este organismo se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Animalia
Filo: Platelmintos
Clase: Céstoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia:  Taeniidae
Género: Taenia

Especie:  T. solium

Este parasito también es conocido como “solitaria”, y en su forma adulta presenta
un cuerpo largo, aplanado, segmentado de color blanquecino. Generalmente
supera los dos metros de largo y se han reportado casos donde llega a medir
hasta 8 metros (Herrera L., et al., 1999). Se aloja en el intestino delgado del
hombre, fijandose través del rostelo compuesto por una doble corona de ganchos

y ventosas contenidos en su escolex (Figura 1) que tiene el tamafio de un alfiler.

El cuerpo del gusano adulto, llamado estrébilo, esta recubierto por el tegumento o
epitelio, que le permite absorber los nutrientes del medio en el que habita. El
estrobilo estd compuesto de segmentos o proglétidos que parten del cuello unido
al escélex. Los segmentos mas cercanos al cuello son inmaduros, es decir, no han
desarrollado los 6rganos sexuales. Los proglotidos maduros se encuentran en la
parte media del estrébilo y presentan sus 6rganos sexuales diferenciados. Cada
proglotido maduro posee genitales masculinos y femeninos, debido a que este

parasito es hermafrodita, haciendo de cada uno de estos segmentos una
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verdadera unidad de reproduccion (Flisser A., et al., 2006a). Los segmentos mas
alejados del estrébilo se conocen como proglétidos gravidos, los cuales presentan
ramas uterinas llenas de huevos; generalmente estos proglétidos se desprenden
del estrobilo y son liberados en las heces. Aproximadamente cada proglétido
gravido contiene alrededor de 50,000 huevos los cuales son evacuados en las
heces (Flisser A., et al., 2006b).

Figura 1. Micrografia electronica del escolex del parasito adulto de Taenia solium, en el cual se
puede observar el rostelo (R), con su doble corona de ganchos; ventosas (S) y el cuello (N)
(Tomada de Sciutto E., et al., 2000).

Los huevos (Figura 2A) son esféricos y presentan una apariencia radial (al
microscopio 6ptico), en su interior contienen una oncosfera o embrién con seis
ganchos (hexacanto); la capa principal que protege a la oncosfera es el
embriéforo. Este dltimo estd constituido por bloques de una proteina similar a la
queratina, la que es muy resistente e impermeable, la cual hace posible soportar el
medio inclemente presente en el estbmago. Los bloques proteicos estan unidos
por una sustancia sensible a la digestion enzimatica por los jugos gastricos y a la
accion de las sales biliares del intestino lo que permite la liberacion de la

oncosfera.
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Figura 2. Fotografia tomada a través de microscopio 6ptico de: (A) huevos y (B) cisticercos de T.
solium (Tomada de Flisser A., et al., 2006a).

El cisticerco (Figura 2B) es una vesicula ovalada y transliucida, de 0.5 a 2
centimetros de diametro, dotada de un pequefio escdlex en su interior, que al igual
gue en el parasito adulto posee una doble corona de ganchos y cuatro ventosas.
También est4 dotada de un tegumento que permite la absorcién de los nutrientes
del hospedero necesarios para su desarrollo.

2.1.2 Ciclo de vida.

La Taenia adulta (Figura 3) habita en el intestino delgado del humano en donde
constantemente produce huevos que se expulsan en la materia fecal. El cerdo se
infecta al ingerir estas heces. Cada huevo tiene el potencial para convertirse en un
cisticerco ocasionando la cisticercosis porcina. Una vez que los huevos se
encuentran en el tracto digestivo del cerdo, las enzimas proteoliticas y las sales
biliares producen la activacion del embrion hexacanto. El embrién activado penetra
la pared intestinal del hospedero intermediario, alcanzando los capilares
sanguineos Yy linfaticos que lo distribuyen a varios 6rganos y tejidos. Se requieren
al menos 10 semanas para que éste se pueda convertir en cisticerco y ser capaz

de vivir por varios afos en el hospedero (Villalobos-Perozo R., 2003).

El ciclo se completa cuando el hombre consume carne de cerdo insuficientemente
cocida infectada con cisticercos, las enzimas gastricas e intestinales, asi como las

sales biliares participan en la activacion y evaginacion del cisticerco, el cual con su
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escolex se fija a la pared intestinal. Una vez anclado, el parasito crece, madura y
se diferencia hasta convertirse en un gusano adulto. La falta de higiene y la
convivencia con un portador del parasito adulto, puede ocasionar la ingestion de
huevos, produciendo cisticercosis en los humanos y cerdos (Willms K., et al.,
2008).

Figura 3. Ciclo de vida de T. solium. ElI humano es el hospedero definitivo que adquiere la
taeniosis por ingestién de cisticercos presentes en la carne de cerdo, se desarrollo al adulto en el
intestino delgado, produce huevos que causan la cisticercosis porcina (hospedero intermediario) o
cisticercosis humana (hospedero accidental) (Tomada de Garcia H., et al., 2003).

2.1.2 Epidemiologia.

La cisticercosis es una enfermedad endémica en América Latina, Africa y Asia,
donde la NC es la infeccion parasitaria del SNC mas comun (Sloan L., et al.,
1995). En afos recientes se ha observado un incremento en los casos de NC en
paises de primer mundo, debido al aumento en la cantidad de migrantes hacia
éstos (Kaminsky R., 1991).

La NC humana en México fue por primera vez reportada en 1901, por el Dr.

Ignacio Gomez Izquierdo (Flisser A. y Gyorkos T., 2007), quien describi6é el caso

de un paciente proveniente de Cuba que murid en un hospital psiquiatrico con un
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diagnéstico de alcoholismo o tuberculosis. Los analisis de autopsia realizados al

cuerpo del paciente revelaron la presencia de un cisticerco en el cerebro.

En México, por medio de estudios hospitalarios se reporta una tasa de hasta 8.6
por 100 hospitalizados, y en las necropsias se han encontrado hasta 2453 por
cada 100 000 habitantes, se sefiala que el 43.3% de los casos eran asintomaticos
y el 80% fue un hallazgo de necropsia (Sarti E., 1992). Las estadisticas oficiales
muestran un promedio anual de 500 casos de cisticercosis, con una tasa nacional
cruda de 0.6 por 100 000 habitantes (Correa M., et al., 1994). Desde el afio de
1990 hasta el afio 2005 la disminucion de la incidencia de taeniosis ha sido
considerable, ya que en 1990 se tenia un reporte nacional de 14013 casos de
taeniosis y 586 casos de cisticercosis, y en el 2005 fue de 393 casos de taeniosis
y 306 de cisticercosis (SSA, México 2007).

Uno de los estudios de epidemiologia basado en serologia realizado en la
Republica Mexicana (Larralde C., et al., 1992) mostré que la prevalencia de la
cisticercosis va desde un 0.06% hasta un 2.97%, con un promedio nacional de
1.2%. Asimismo se encontré que hay una mayor prevalencia en zonas rurales con
respecto a las zonas urbanas; y el porcentaje incrementa de acuerdo al nivel

socioeconémico (clase baja > clase media > clase alta).

2.1.4 Diagnéstico.

Clasicamente la taeniosis ha sido detectada por examenes coproparasitoscopicos.
Estos métodos de deteccion son muy inespecificos y se basan en la observacién
microscopica de huevos o proglotidos (Wilkins P., et al., 1999). El examen directo
de huevos es inutil y se requieren examenes de tincion de proglotidos, para poder
observar el numero de ramas uterinas; en donde Taenia solium posee de 7 a 13
ramas laterales y Taenia saginata presenta de 15 a 20. Recientemente se han
desarrollado ensayos de deteccibn de coproantigenos, los cuales han

incrementado la sensibilidad en la deteccion de casos de taeniosis. Este tipo de
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ensayos utilizan sueros hiperinmunes de conejo en contra de extractos de adultos,
acoplados a un ensayo ELISA; aqui se detectan antigenos del parasito, presentes
en las heces. Estas pruebas han demostrado tener un 99% de sensibilidad y 99%
de especificidad para Taenia sp. Una de las desventajas es que este ensayo es
incapaz de distinguir entre Taenia solium y Taenia saginata (Allan J., et al., 2003).

El diagnostico de la cisticercosis se basa en los hallazgos clinicos,
epidemioldgicos y/o seroldgicos. Los estudios de resonancia magnética y las
tomografias axiales computarizadas son las herramientas mas sensibles y
especificas (Sloan L., et al., 1995), pero no son muy utilizadas, debido a su alto
costo. Actualmente el Unico método funcional para el diagndstico de cisticercosis
en un laboratorio, es la deteccidon seroldgica de anticuerpos en contra del
cisticerco, en especial la inmunoelectrotransferencia que utiliza como antigenos
las glicoproteinas descritas por Tsang (Tsang V., et al., 1989; Hancock K., et al.,
2004).

2.1.5 Tratamiento.

El medicamento de elecciébn hasta hace varios afios para la taeniosis era la
niclosamida que actia directamente sobre los proglétidos, haciéndolos
susceptibles a la accién de las enzimas proteoliticas del hospedero. No tiene
accion contra los huevos ni los cisticercos. Su uso trajo gran polémica, debido a
gue se pone en riesgo al paciente de contraer cisticercosis, pues destruye a los
proglotidos y libera a los huevos dentro de la luz intestinal. Estas razones,
aunadas al costo del medicamento, hicieron que éste quedara en desuso (Herrera
L., et al., 1999).

El prazicuantel es la segunda droga de eleccién. Es especialmente efectivo contra

las formas larvarias de céstodos pero también contra el parasito adulto de la

Taenia solium. Su mecanismo de accion es que lesiona y hace permeable el
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tegumento del parasito adulto y de la larva debido a que interfiere con los canales
de calcio (Pearson R. y Guerrant R., 1983; King C. y Mahmoud A., 1989).

El albendazol es la tercera droga de eleccidn, sobre todo en los menores de cinco
afos de edad. Tiene la ventaja de que no sélo actia contra las larvas y adultos de
la Taenia solium, si no también contra la mayoria de helmintos y nematodos (Sarti
E., 1997). El mecanismo de accion de este medicamento es como el de todos lo
bencimidazoles, modifica el metabolismo de los carbohidratos, mediante la
inhibicion de la enzima fumarato reductasa (Prichard R., 1973), e impide la
captacion de glucosa causando la disminucion de las reservas de glucogeno
(Lacey E., 1988). Asimismo, inhibe la secrecion de acetil colinesterasa y la

polimerizacién de los microtubulos.

17



2.2 El proceso de la Transcripcion.

La transcripcion es el proceso por el cual se sintetizan las moléculas de &cido
ribonucleico (ARN) utilizando como molde una de las cadenas de acido
desoxirribonucleico (ADN). El resultado es la produccion de una molécula de ARN
que formara moléculas de ARN de transferencia, o ARN estructurales como los de
los ribosomas o que traducen a proteinas (Klug S., et al., 2006). El proceso de

transcripcion representa el paso inicial del flujo de informacion dentro de la célula.

2.2.1 Las ARN polimerasas (pol) y la transcripcion.

Para el proceso de la transcripcion los genes eucarioticos utilizan tres ARN
polimerasa (pol). La ARNpol | que transcribe los genes para el ARN ribosémico
(ARNI); la de tipo Il que transcribe los genes de mantenimiento produciendo RNA
mensajeros (ARNm) y los genes para RNA nucleares pequefios (ARNsn); la de
tipo Il que transcribe los genes para los ARN de transferencia (ARNt), el ARNr 5S
y otros ARNsn (Hernandez N., 1993).

La actividad de la ARNpol Il es regulada por elementos del propio gen que actian
en cis y por algunos factores que actdan en trans. Un ejemplo de elemento en cis
es la caja TATA que se encuentra presente en la mayoria de los genes
eucariéticos y que presenta la secuencia consenso TATAAAAG. (Chalkley G. y
Verrijzer P., 1999; Juo Z., et al., 1996).

La caja TATA es el sitio donde la ARNpol Il se une al ADN tipicamente, la
transcripcion inicia aproximadamente a 25 — 30 pares de bases, corriente debajo
de ella. De hecho, la localizacion de la caja TATA determina la posicion
nucleotidica exacta en la que empieza la transcripcién. Esta posicion se denomina

sitio de inicio de la transcripcion (Miller F., et al., 2001).
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2.2.2 El inicio de la transcripcion.

Una serie de proteinas conocidas como factores de transcripcion (TF) actian
sobre el ADN para controlar el inicio de la transcripcidon. Estas moléculas no
forman parte de la ARNpol Il, pero se ensamblan en un orden especifico formando
el complejo de pre—iniciacion de la transcripcién (PIC), que proporciona el andamio
para que la ARNpol Il reconozca el sitio exacto de union (Hochheimer A. y Tjian
R., 2003).

Para que el PIC se forme, se requiere que la proteina de union a la caja TATA
(PUT, o “TBP” por sus siglas en inglés) se una a esta caja y junto con
aproximadamente otras trece proteinas (Figura 4), denominadas factores
asociados a PUT (TAF's) formen el complejo conocido como TFIID (Chen B. y
Hampsey M., 2002). El TFIID responde al contacto de proteinas activadoras por
medio de cambios conformacionales que facilitan la uniéon de otros factores
adicionales como TFIIB; que es una proteina que interacciona con la PUT y con
secuencias de ADN corriente arriba de la caja TATA. Entonces se agregan el
TFIA, la ARNpol Il y otros factores adicionales, como TFIIF; a esto, sigue la union
de TFIE, TFIIH y TFIIJ y entonces la ARNpol Il deja la caja TATA y empieza el

proceso de la transcripcion (Hernandez N., 1993).

Figura 4. Proceso de inicio de la transcripcion; (A) union de la PUT a la caja TATA y reclutamiento
de los factores asociados a PUT, para dar lugar al complejo TFIID; (B) unién del TFIIA y TFIIB, lo
que produce la sefial para que la (C) ARNpol Il se una al complejo junto al TFIIF; (D) unioén de los
Gltimos Factores e inicie la transcripcién (Tomada y modificada de Hernandez N., 1993).
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2.2.3 Proteina de union a caja TATA (PUT).

La PUT es una proteina de entre 26 kDa y 40 kDa (PDB, 2009), que se identificd
como una subunidad del complejo TFIID, al que une la ARNpol Il en la
transcripcion, donde se observé su actividad por vez primera. Asimismo, se sabe
que ésta también participa en la transcripcion mediada por las ARNpol | y Ill, y por
lo mismo se le catalogé como un factor universal para la transcripcion. La PUT
junto con los factores asociados a ella, se encargan de la formaciéon del PIC para
iniciar el proceso de la transcripcion y es ésta uno de los elementos esenciales en
la regulacion de este proceso. Estudios in vitro han mostrado que la transcripcion
se puede llevar a cabo en ausencia del complejo TFIID, pero no en ausencia de la
PUT (Burley S., 1996a). La PUT es el componente clave de la transcripcion y el
anico factor que hace contacto con una secuencia especifica del ADN (Lewine B.,
2008).

2.2.4 Estructura.

La PUT de Arabidopsis thaliana tiene una estructura de “silla de montar” (Figura
5), con dimensiones aproximadas de 32 A x 45 A x 60 A (Nikolov D. y Burley S.,
1994), esta compuesta por una estructura simétrica de hélices a y laminas B, con
dos dominios estructurales de entre 89 a 90 aminoacidos, los cuales conforman el
segmento carboxilo-terminal (C-terminal) altamente conservado (180 aa
aproximadamente con un 80% de conservacion), y por un segmento amino-
terminal (N-terminal) flexible, pero muy variable entre especies que comprende
desde 18 aa en las PUT de plantas, hasta 159 aa en la PUT de humano (Heard
D., et al., 1993). La cara concava de la estructura de “silla de montar” consiste en
diez laminas B anti paralelas, altamente curveadas, en las cuales se localizan
todos los aa implicados en la unién al ADN. La cara convexa, esta conformada por
cuatro hélices a anfipaticas, que contienen residuos importantes para la

interaccién con otros factores de transcripcion (Kim J. y Burley S., 1994).
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Figura 5. Estructura de la PUT de Arabidopsis thaliana. (A) Muestra la estructura terciaria con sus
dos dominios: el dominio céncavo, con el cual se produce la unién al ADN y el dominio convexo,
que sirve para interaccionar con otras proteinas. Se aprecia la conformacién de “silla de montar”,
las 10 laminas (S) B y las 4 hélices (H) a. (B) Muestra la estructura primaria de la PUT, sefialando
sobre la secuencia de aminoacidos la estructura secundaria que se forma. (Tomada y modificada
de Davidson |., 2003; y de Protein Data Bank, 2009: http://www.rcsb.org/pdb/explore/remediated
Sequence.do?structureld=1VOK).

2.2.5 Reconocimiento del sitio de uniéon de la PUT al ADN.

Se sabe que el contacto entre la PUT y el ADN se da exclusivamente en el surco
menor de la doble hélice a, ya que esto provee el ambiente adecuado para que se
de el reconocimiento de secuencias especificas mediante interacciones polares y
no polares. Recientemente se ha propuesto que el reconocimiento del sitio de
unién al ADN se da por cuestiones termodindmicas y electrostaticas (Kim J. y

Burley S., 1994). Uno de las propuestas mas aceptadas menciona que la caja
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TATA puede ser dividida en dos debido a sus diferencias en “flexibilidad”
(electrostatica) (Juo Z., et al.,, 1996), en donde las laminas B del dominio C-
terminal de la PUT interaccionan mas favorablemente con la parte 5" de la caja,
gue es mas “flexible”; mientras que el extremo 3", que es mas “rigido”, se une al
extremo N-terminal debido a su caracteristica electropositiva (Liu Y. y Schepartz
A., 2001).

En ensayos recientes se ha recabado evidencia que apunta que el extremo N-
terminal influencia la union de la PUT al ADN, mediante la formaciéon primero de
un complejo ADN-PUT con el N-terminal doblado y un segundo complejo, mas
estable, con el N-terminal sin doblar (Davidson I., 2003). Este segundo complejo
permite que el dominio formado por las laminas B, quede expuesto para la
interaccion caja TATA-PUT (Lescure A., et al., 1994).

Figura 6. Esquema que muestra como se produce la unién de la PUT al ADN en el surco menor
(Tomada de Burley S., 1996a).

Las laminas B hacen contacto en la porcién conformada por el fosfato-ribosa en

las 8 pares de bases que conforman a la caja TATA (Figura 6). El extremo 5 de la
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cadena de ADN entra en la parte baja de la estructura de “silla de montar” y se
induce un desenrollamiento en la doble hélice de ADN, por la insercién de dos
residuos de fenilalanina (F) (Kim J. y Burley S., 1994). La F**® hace contacto,
mediante fuerzas de van der Waals, con el O4 y el C2 de la T*, asimismo con el
04 del azucar unido a la A% De forma similar la F>" hace contacto con el 04, C2 'y
02 de la T’ (cadena no codificante), produciendo un pandeo en 4 de las bases
restantes (Burley S., 1996b). Estas bases hacen contacto con la PUT mediante
interacciones de Van der Waals entre grupos no polares, y entre grupos polares
(Cox J., etal., 1997).
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[I. Hipotesis.

Los genes de Taenia solium poseen cajas TATA en su region promotora, por lo
que es posible que este parasito cuente con una proteina de union a dichas cajas
(PUT).
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V. Objetivos.

4.1 Objetivo general.

Caracterizacién molecular de un ADN complementario (ADNc) que codifica

la PUT de Taenia solium.

4.2 Objetivos Particulares.

Identificacion de la PUT en Taenia solium mediante la

inmunoelectrotransferencia.

Produccién de una sonda de ADNc para la PUT.

Aislamiento del ADNc que codifica para esta proteina.

Secuenciacion y caracterizacion del ADNCc.
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V. Material y Métodos.

5.1 Material Biolégico.

Las cepas de las bacterias utilizadas pertenecen a la especie Escherichia coli,
cepas: XL1-Blue mrf" [supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac
F'(proAB* lacl® lacZAM15 Tn10 tet®)] y TOP10 [F mcrA A(mrr-hdsRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 dROS recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str®)

endAl nupG] de la casa Invitrogen.

Los cisticercos de Taenia solium fueron obtenidos del musculo esquelético de
cerdos infectados naturalmente. Los parasitos se lavaron con  solucién
amortiguadora de fosfatos estéril (PBS, ver anexo) y se guardaron a -20°C, hasta

Su uso.

El ARN total fue obtenido por la técnica de Trizol y almacenado a -70°C, y la
biblioteca de ADNc construida con el fago AZAP, fueron preparados anteriormente
en el Laboratorio de Biologia Molecular de Taenia solium de la Facultad de
Medicina de la UNAM.

5.2 Reactivos.

Los oligonucledtidos PUT-5" y PUT-3" fueron disefiados a partir de los sitios
RNAEYNP y YEPELFP, secuencias altamente conservadas en varias PUT’s. Los
oligonucleétidos que flanquean la regién de clonacion del fago AZAP denominados
T3 y T7 fueron comprados a la casa comercial Pharmacia. Se utilizaron
anticuerpos policlonales anti-PUT de la casa comercial AbCam. Para las
reacciones de PCR se utiliz6 el estuche producido por la casa Biotecnologias
Universitarias. El estuche para la reaccion conjunta de transcripcion reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) fue el Superscript One-Step RT-

PCR de la casa Invitrogen. Se utilizé el Estuche Random Prime Labelling System
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para el marcaje radioactivo de las sondas, de la casa comercial GE Healthcare. El
is6topo radiactivo *P-dCTP con una actividad especifica de 250 pCi/mmol (110
TBg/mmol) para realizar el marcaje de la sonda fue comprado a la casa comercial
Amersham Bioscience. Las placas de rayos X fueron de la marca KODAK. Las
membranas de nylon fueron de la marca Hybon de Amersham Bioscience y las

membranas de nitrocelulosa de la casa Millipore.

Las soluciones para los tamizajes, la preparacion de amortiguadores y otras
soluciones fueron hechas con reactivos comerciales de la mas alta calidad

disponibles en el laboratorio.

5.3 Preparacion del extracto crudo.

Aproximadamente 10g de cisticercos de Taenia solium fueron homogenizados en
un Ultraturrax T-8 de la casa comercial IKA, con una la solucion de extraccion con
inhibidores de proteasas [Tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) 10mM, Acido
etilendiaminotetracético (EDTA) 0.5M, Fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 200mM].
La homogeneizacion se realiz6 mediante 3 pulsos de 30 seg cada uno, con 1 min
de incubacion en hielo entre cada uno. El homogenado se centrifugé 30 min a
25,000 rpm (AvantiTM 30 Centrifuge, Beckman) y se colect6 el sobrenadante, el
cual se dializ6 en 4L de una solucion PBS, pH 7.4 durante toda la noche. Al
término de la didlisis, el sobrenadante se centrifuga por 15 min a 25,000 rpm. Al
sobrenadante obtenido se determina la concentracion de proteina por el método
de Bradford, se divide en alicuotas y se almacena a -20°C hasta su uso. La

composicién de los extractos se determind por geles de poliacrilamida con SDS.

5.4 Inmunoelectrotransferencia.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% para separar los componentes del
extracto de larva de T. solium. Se carg6 el extracto crudo (3 pg/mm de gel) y la

electroforesis se llevo a cabo a 100V durante 1 hr. Una vez terminado el proceso
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de electroforesis, se retiraron los geles y se colocaron en una camara de
transferencia en contacto con una membrana de nitrocelulosa cortada al mismo
tamafio del gel. La transferencia se realiz6 a 100V durante 1 hr. Una vez
terminada ésta, se retiran las membranas de nitrocelulosa, son lavadas en PBS y
cortadas en tiras (aproximadamente 2 mm). Las tiras fueron colocadas en charolas
con 500 pL de una solucion bloqueadora (ver anexo) por 30 min, se adiciona el
primer anticuerpo a una dilucion 1:250, el anti-PUT de humano en conejo
(experimental) o una y Normal de Conejo como control negativo y se incuban a
temperatura ambiente por 1 hr con agitacion lenta. Transcurrido ese tiempo, se
realizan tres lavados con una solucion de PBS y Tween 0.3% de cinco minutos
cada uno con agitacion. Entonces se colocan sobre la tira de membrana 500 pL
del segundo anticuerpo (a peroxidasa de conejo) diluido 1:2000 en PBS y Tween
0.3% y se deja incubar a temperatura ambiente por 1 hr mas. La membrana se
lava como antes, agregando un lavado con PBS sélo. Los anticuerpos unidos a las
membranas se revelan con 1 mL de una solucion conteniendo 0.005% de
diaminobencidina (DAB) y 1 uL de H,O, al 30% con agitacion lenta hasta la

aparicion de bandas en las membranas (aproximadamente 5 min).

5.5 Obtencién de la Sonda.

Para generar la sonda para la PUT se realiz6 un RT-PCR utilizando los
oligonucledtidos PUT-5"y PUT-3" y 1ug de ADNc de larva de Taenia solium. El
fragmento amplificado se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 2% (ver
anexo) corriéndose en una camara de electroforesis de la casa Life Technologies,
a 100V durante 1 hora. El fragmento obtenido fue cortado del gel y disuelto en una
solucion Nal 6M a 37°C por 15 minutos. Después de que se ha disuelto la
agarosa, a la mezcla se le agregan 2uL de perlas de vidrio, se agita y se incuba a
4°C por 2 hr. Inmediatamente se centrifuga a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge
5415C) durante 30 seg y se desecha el sobrenadante. Se lavan las perlas una vez
con 500 pyL de Nal, se centrifuga a 14,000 rpm durante 30 seg, se adiciona una

solucion de etanol al 50% en TRIS-HCI, se resuspenden las perlas de vidrio y se
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centrifuga como antes, este paso se repite por 2 veces mas. Finalmente, después
de desechar el sobrenadante, las perlas se secan a 37°C y el ADN se eluye
resuspendiendo las perlas en 25 pL de amortiguador TE (ver anexo) e incubando
la mezcla a 37°C por 30 min. El fragmento de ADN obtenido fue amplificado por
PCR vy ligado en el vector pCRII-TOPO. Con la ligacion anterior se transformaron
bacterias E. coli de la cepa TOP10; se encontraron dos clonas positivas
conteniendo el fragmento, las cuales se secuenciaron en un secuenciador

automatico SEQ4x4 de la marca Amersham Pharmacia Biotech.

5.6 Marcaje radioactivo.

El fragmento anterior fue marcado radiactivamente con el estuche Random Prime
Labelling System de la casa GE Healthcare. Para esta metodologia se necesitan
25 ng del fragmento en un volumen de 45 pL de amortiguador TE. Se calienta a
100°C por 5 min e inmediatamente se enfria en hielo por 5 min. La mezcla se
coloca en el tubo de reaccion del estuche para marcaje RedPrime, se adicionan 5
uL de %?P-dCTP al tubo y se incuba durante 10 min a 37°C, transcurrido este
tiempo se detiene la reaccion con 5 pL de EDTA 0.2 M. Finalmente antes de
utilizar la sonda para realizar el tamizaje de la biblioteca de ADNc, ésta debe

desnaturalizarse a 100°C por 5 min y mantenerse a 4°C por otros 5 min.

5.7 Tamizaje para el aislamiento de clonas.

Una colonia de la bacteria E. coli XL1-Blue mrf" fue inoculada en 50 mL de medio
SOBM e incubada a 37°C durante toda la noche. La titulacién de la biblioteca de
ADNc se llevo a cabo realizando diferentes diluciones de la misma. Estas
bacterias (200 pL) se infectaron con diferentes volimenes de las diluciones de la
biblioteca por 15 min, para después mezclarse con medio SOBM-Top liquido (a
una temperatura de 55°C), y sembrarse en cajas Petri con SOBM-agar (ver
anexo). Una vez solidificado el medio se incuban toda la noche a 37°C. Se cuenta

el nimero de placas liticas se multiplica por la dilucién y se obtiene el titulo de la
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biblioteca. Se sembraron 45,000 fagos en tres cajas petri de 180 mm de diametro,
siguiendo el protocolo antes mencionado. Las placas liticas producidas por los
fagos se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, colocando la membrana por
encima del tapete crecido en la caja petri, estas membranas se mantuvieron por 2
min, se marcaron con tinta china para tener puntos de referencia que permitan
relacionar las autoradiografias con la posicion de los placas liticas. Las
membranas fueron colocadas sobre una solucion alcalina desnaturalizante (ver
anexo) por 2 min para desnaturalizar el ADN del fago, las membranas son
neutralizadas con una solucién neutralizante de Tris-HCI (ver anexo) por otros 2
min. Finalmente las membranas se lavan con una solucién de citratos 5X (SSC
5X, ver anexo) durante 2 minutos. El ADN se fija a la membrana mediante luz UV,
utilizando un equipo UV Stratalinker 2400 de la casa Stratagene. Las membranas
se secan a temperatura ambiente y después son colocadas en una solucion de
hibridacién (ver anexo) por 1 hr a 50°C. Se agrega la sonda marcada con **P-
dCTP y se deja hibridar con las membranas toda la noche a 55°C. Las membranas
se lavaron 3 veces con 100 ml de SSC 2X por 5 min en agitacion. Las membranas
se secaron y se expusieron a placas de rayos X toda la noche, entonces las
placas se revelan. Las clonas positivas se aislan y almacenan en 1mL de medio
SM (ver anexo) a 4°C. Se realizaron un segundo y tercer tamizaje para obtener

clonas de fagos aisladas, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
5.8 Purificacion de ADN a partir de fagos.

Para la obtencion del ADN de los fagos se infectan 300 pL de bacterias E. coli
XL1-Blue con aproximadamente 1X10° fagos de una clona, esta mezcla se incuba
15 min a 37°C y se siembra en una caja Petri de SOBM-agar como ya describio en
la seccion anterior. Se deja crecer toda la noche a 37°C hasta obtener un lisis total
del tapete bacteriano, entonces los fagos se recuperan con 5 ml de medio SM (ver
Anexo) agitando por 1 hr a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, 2 mL
mas de SM son adicionados a la caja para recuperar los fagos remanentes. El SM

con los fagos se transfiere a tubos Falcon de 15 ml y se le adicionan 200 pL de
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CHCI3, se agita y se centrifuga a 3400 rpm (Centra CL2, IEC) por 10 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo y se
almacena a 4°C. De alli se toman 700 puL y se mezclan con 700 pL de solucion
PEG (ver anexo 1) en un tubo de microfuga de 1.5 mL y se mantienen en hielo por
2 hr, se centrifuga a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C) durante 15 min, a
temperatura ambiente, se tira el sobrenadante. Y el botdn se resuspende con 200
pHL de medio SM y se le agrega 2 pL de ARNasa (1 mg/mL) y 2 yL de ADNasa
(100 pg/mL) incubandose a 37°C por 30 minutos. Posteriormente se agregan 2 L
de SDS al 10% y 2 uL de EDTA 0.5M pH=8.0, y se incuban a 68°C por 15 min. La
mezcla anterior se somete a extracciones con 200 pL de fenol saturado con TE y
200 pL de CHCIs en la primera extraccion y 200 pL de CHCI3 en la segunda. A la
fase acuosa obtenida en la segunda extraccion se le adicionan 200 pL de
isopropanol y se mantiene a -70°C por mas de 2hrs. A continuacion se centrifugan
las muestras a 14,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente, se tira el
sobrenadante y el botén se resuspende en etanol al 70%, se vuelve a centrifugar a
14,000 rpm por 5 min y se tira el sobrenadante. El boton (ADN) se seca a 37°C por

10 min y se resuspende en 50 pL de amortiguador TE.

5.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para cada reaccion de PCR se utilizaron las siguientes cantidades: 2.5 pL de
amortiguador de reaccion 10X, 2.5 pL de dNTP’s 2mM, 1.25 uL de MgCI2 20X, 1
pUL de cada oligonucleétido, 0.25 pL de enzima (5 U/uL), 1 pL (1 ug) de ADN
templado y H,O hasta un volumen final de 25 pL. Las muestras fueron colocadas
en un termociclador GeneAmp PCR System modelo 9700 (Applied Byosystems)
usando las siguientes condiciones: Un primer ciclo de 95°C por 3 min, 52°C por 1
min, 72°C por 1 min, 30 ciclos de 95°C durante 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 1

min y un altimo ciclo de 95°C por 1 min, 52°C por 2 min, 72°C por 4 min.
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5.10 Ligamiento y transformacion bacteriana.

La reaccion de ligamiento se llevd a cabo utilizando el estuche de ligacion TOPO-
TA Cloning System de la casa Invitrogen, para lo cual se utilizo 1 pL del vector
pCR I1I-TOPO, 1 uL de amortiguador de ligacion salino, 1 uL de agua y 3 uL de un
PCR fresco. Por ultimo la reaccion se incuba a temperatura ambiente durante 1 hr.
A 50 pL de E. coli TOP10 competentes se le adicionaron 2 uL de la ligaciéon. La
mezcla se incuba en hielo por 1 hr y en seguida se somete a un choque térmico a
una temperatura de 45°C por 30 seg. Rapidamente, se les adicionan 400 pL de
medio SOC y se incuban a 37°C por 30 min en agitacion. Transcurrido el tiempo
de incubacion las bacterias, se siembran en una caja petri con LB-agar (ver anexo)
con ampicilina (100 pg/mL), y se dejan crecer a 37°C toda la noche. Se escogen
algunas colonias para preparar su ADN plasmidico y por medio de la PCR con los
oligonucleotidos T3 y T7 se identifican las clonas que contienen los insertos de

interés.

5.11 Preparacion de ADN plasmidico.

Las bacterias transformadas que presentaban el inserto de interés se hicieron
crecer en 100 mL de medio LB (ver anexo) con ampicilina (100 pug/mL) a 37°C
toda la noche. Para obtener el ADN plasmidico se realiz6 el método de la lisis
alcalina. El cultivo anterior se centrifug6 a 3400 rpm (Centra CL2, IEC) durante 15
minutos a temperatura ambiente, se desech6 el sobrenadante y el botén se
resuspendié en 5 mL de la solucién hipotdnica (soluciéon 1, ver anexo) dejando
incubar la mezcla por 10 min a temperatura ambiente. Al término de este tiempo
se le agregan 10 mL de una solucion alcalina recién preparada (solucion 2, ver
anexo), se agita la mezcla suavemente por inversion lenta y se incuba en hielo por
10 min, enseguida se adicionan 7.5 mL de solucién 3 (ver anexo), se agita
perfectamente y se deja 10 min en hielo, se centrifuga a 3400 rpm durante 10 min
a temperatura ambiente y se descarta el sobrenadante. La pastilla se resuspende

en un tubo de microfuga en 200 pL de TE y se le agregan 2 pL de ARNasa (1
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mg/mL) incubando por 30 min a 37°C. Posteriormente la muestra se extrae con
fenol y cloroformo y la fase acuosa se pasa por una columna de sefarosa CL4B
previamente equilibrada con TE. Fracciones de 500 pL fueron colectadas y las
fracciones conteniendo el ADN plasmidico (visualizadas en gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio) se precipitan con acetato de sodio 3M pH=5.2 y etanol
absoluto, dejando la mezcla de 2 a 12 horas a -70°C. Las muestras se centrifugan
10 min a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C), se tira el sobrenadante, la

pastilla se seca y resuspende en 50 yL de TE.

5.12 Secuenciacion.

La secuenciacion se llevo a cabo con el estuche Thermo Sequence Cy 5.5 Dye
Terminator Sequencing Kit, en el cual se necesita un minimo de 500 ng de ADN
plasmidico que debe llevarse a un volumen de 12 L con agua desionizada. A la
dilucion anterior se le agrega 1 yuL de cebadores marcados fluorescentemente (2 —
5 uM) y se agita suavemente, esta mezcla se le conoce como “master mix”. Para
las reacciones de terminacion se necesitan 3 uL de dideoxinucledtidos del estuche
repartidos en sus respectivos tubos, uno para A, para C, para G y para T, a cada
una de estas reacciones se le agrega 3 pL de “master mix®, se agitan
perfectamente los cuatro tubos y se someten a 20 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto. Terminados los ciclos las
mezclas se enfrian a 4°C y entonces se les agrega 6 uL de amortiguador TE.
Todos los elementos anteriores se agitan en vortex y se somete a 72°C por 3
minutos y 1 minuto en hielo. Para mejorar las sefiales de eliminacion por el exceso
de fluorocromos, las mezclas antes de ser cargadas en el gel se pasan a través
de una microcolumna de sefarosa G-50 para eliminar todos los dideoxi nucleétidos
y cebadores que no se incorporaron durante la extension, inmediatamente las
muestras se secan utilizando vacio y se resuspenden en 6 uL de amortiguador de
cargado con formamida y colorante. La secuenciacion se llevé a cabo en el

secuenciador SEQ4x4 de la marca Amersham Pharmacia Biotech. Los analisis de
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la secuencias nucleotidicas obtenidas, asi como la traduccion de la secuencia a
aminoécidos y los alineamientos tipo Clustal se realizaron con el programa
PCGENE.
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VI. Resultados.

La Figura 7 muestra el ensayo de inmunoelectrotransferencia con el extracto crudo
de larva de Taenia solium y los anticuerpos anti-PUT comerciales de humano. Se
observa que los anticuerpos reconocieron una banda en aproximadamente 36 kDa
en el extracto probado. En contraste, no se observaron bandas en la membrana
conteniendo el extracto del parasito, cuando una fraccion y normal de conejo fue

utilizada como control negativo.

Figura 7. Inmunoelectrotransferencia de extractos larvarios de Taenia solium enfrentados contra un
anticuerpo anti-PUT de humano. 1) Marcador de peso molecular, 2) Extracto crudo de larva de
Taenia solium, incubado con el anticuerpo anti-PUT de humano, 3) Extracto crudo de larva de
Taenia solium incubado con una fraccion de y normal de conejo.

La Figura 8A muestra el fragmento de 306 pb de ADN amplificado por la RT-PCR
a partir de un ADNc de larva de T. solium utilizando los oligonucleotidos PUT-5’
(RNAEYNP) y PUT-3’ (YEPELFP). Los analisis de la secuencia nucleotidica (FIG.
8B) mostraron que la secuencia de aminoacidos de este fragmento presenta una
alta identidad y algunos motivos especificos encontrados en las PUTs de otros

organismos.
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Este fragmento de 306 pb fue marcado radioactivamente con **P-dCTP vy fue
utilizado como sonda marcada para el aislamiento e identificacién de clonas que
pudieran contener la secuencia completa que codifica para la PUT de Taenia
solium. Se realiz6 un tamizaje de una biblioteca de ADNc construida en el fago
AZAP.

A B

Figura 8. A la izquierda (A) se observa un gel de agarosa al 2%, donde en el carril marcado como
M, se encuentra un marcador de pesos moleculares. En el carril 1 se observa el fragmento
producido de la reaccién de PCR usando los oligonucleétidos PUT-5" y PUT-3". En el carril 2 se
observa una reaccion de PCR donde se utiliza solamente el oligonucleétido PUT-5" y en el carril 3
se observa una reaccion de PCR donde se utiliza solamente el oligonucleétido PUT-3". La imagen
de la izquierda (B) muestra la secuencia de aa obtenida a partir de la secuencia nucleotidica de la
sonda. En rojo y subrayadas se muestran las regiones de aa donde se disefiaron los PUT 5" y 3’.

Una vez realizado el tamizaje de 45,000 fagos, se encontraron 6 clonas, después
del tamizaje terciario solo 2 clonas resultaron positivas y se denominaron B311 y
B341 (Fig. 9). Ambas clonas por medio de PCR utilizando los olignucleotidos T3 y
T7 que flanquean el polilinker del vector ZAP, mostraron tener un tamafio de ~ 1kb
y un patron de restriccion idéntico cuando se digieren con las endonuclesas Bam
HI y Hind Il (No mostrado).
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Figura 9. Autoradiografia del tamizaje terciario de las clonas B311 y B341 con sus originales y sus
reolicas que dieron una hibridacion positiva con la sonda de ADNc de PUT marcada con ¥p_dCTP.
Los fragmentos de ADN amplificados con los oligonucledtidos T3 y T7 de las
clonas B311 y B314 fueron clonados en un vector pCRII-TOPO, transformados en
células de E. coli TOP 10 y secuenciados. En la Figura 10 se muestran el analisis
de la secuencia nucledtidica de la clona B311, que muestra que el inserto esta
compuesto de 1149 pb. Presenta un marco abierto de lectura del nucleétido 167 al
nucleétido 983 y codifica para una proteina de 271 aminoacidos. Es importante
mencionar que no se encontrd la secuencia ATG que usualmente marca la
posicion de inicio de la transcripcion. La secuencia de terminacion TAA se
encontré en el nucleétido 981. Tampoco se encontrd un sitio de poliadenilaciéon
clasico. Cabe mencionar que la clona B341 mostré una secuencia idéntica a la
clona B311.

Los analisis de comparaciéon de la secuencia primaria de la clona B311 muestran
ademas que el dominio C-terminal esta conformado por 190 aa, mientras que el
dominio N-terminal esta conformado por 8laa (Fig 10). Asimismo, se comparo la
secuencias de aa de la clona B341 con otras secuencias de PUTs de otros
organismos depositadas en bancos de datos como GenBank (Fig 11), lo que

mostré que el dominio C-terminal de la clona tiene gran identidad con otras
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especies: 74.4% con Caenorhabditis elegans, 76.7% con Homo sapiens (humano),
77.8% con Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) y 79.5% con Bombyx mori
(gusano de seda). Por otro lado, el extremo N-terminal tiene una identidad menor

al 1% con estas mismas especies.

El extremo N-terminal es rico en residuos de S (16%) y de P (19%). Mientras que
el extremo C-terminal es rico en residuos de A (9%), L (10%), | (8%), R (8%) y K
(8%). También se encontré que los aminoacidos que tienen contacto con el ADN
estan bien conservados en la clona B311; Q%, N®, v& RI1° pllé Ri22 Ri27 1129
8135, K137, V139’ T141, G142, K144, Q1751 Nl76, F207, P208, V2111 R213, V220, F224, 8226,
K228 V30 122 K23 golo existe un aminodacido diferente que es V?° que en las

otras especies corresponde a una 12%°.

El andlisis computacional realizado en le programa PCGENE predijo una masa
molecular de la proteina de 30.1 kDa y un PI también predictivo de 10.51.
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1 AAAATGTTTTAATATCTGGTGTTCTATTTCCAAACAGCATTAGCTTATTCTATTTGCCAT

61 TACCATTGGCACTGGTATTCAAATATTGGACTTTCTTCTCGATTTTTGCGCTTCATACCC

121 AACAAATGTCAACATTAAAATTCTTCCTTGTAATTTGCCTCATTTAAAATCCATTTGATT
N P F D 4

181 CCAACAGCCCTTCGTGGACCCCGCAACCAAGCAATGTAAGCATCGGCAGCATCCTCAACA
s N s p S W T P Q P S N V 5 I G S I L N 24

241 GCAACCCTCCGGGTTCTGTCGAGCAGATGCAGCCAACCCCCATCAATCAGCTCGTCAGTG
s N p P G S V E O M Q P T P I N QO L V S 44

301 TTGTCGGGAGCTATGCAGCTCCTTCCAGTACTCAGGCACATAGCAGGCCGCCGTATACTC
v v 6 s Y A A P S s T Q A H S R P P Y T 64

361 CAAACACTCCTGGTACACCATTTCACGAACGCGATGGTGCGATACCTCAGCCACAGCTAC
Pp N T P G T P F H E R D G A I P O P QO L 84

421 AAAACATTGTGTGTACAGTAAATCTTGAGATAAGATTGGACTTAAGACGGATAGCTCGGA
O N I ¥V c TV N LETIIRTLDTILRIR I A R 104

481 GCGCCCGTAACGCTGAATACAATCCCAAACGATTCGCCGCCGTGATTATGCGTATTCGGG
s AR N A E vy N P K R A a v I M [ I R 124

541 AGCCACGAACCACTGCACTCATCTTCTCCTCCGGCAAAATGGTATGCACTGGCGCCAAAA

E PR 7 a2 1 1 F s [§] K MM cl1dld] a [g 144

601 GTGAAAACGAGGCGCGTCTTGCTGCGCGCAAGTACGCTCGAATAATTCAAAAGCTGGGGT
S E N E A R L A A R K Y A R I I O K L G 164

661 TCGATGCTCGGTTTAAAGGTTTTACAATTCAAAACATGGTGGGATCCTGTGACGTGCGGT
F DA R F K G F T 1[QQN MV G s c D V R 184

721 TCCATATCCGTCTGGAGGGCCTAAACGCTGCACAAAAGAAATTTACCACATATGAACCCG
F H I R L E G L N A A Q K K F T T Y E P 204

781 AGTTGTTTCCTGGTCTTGTTTATCGGATGCAAAAGCCCAAGATTGTCCTTTTGATTTTCG

E L[FPF ¢ v yYRRM o K P K INTZILTL I [H 224

841 TTTCGGGGAAAATCGTCTTAACTGGTGCCAAAGTGCGAGATGAGATCTATCAAGCCTTCA

v ¢ K 1M[fc 2KV R DETI Y Q A F 244

901 ATAACATCTATCCGATACTGAAGAACTTTATGAAATTGGATTCAGACAAATCGGGACTGC
N N I ¥ P I L K N F M K L D S D K S G L 264

961 ATCAGCCAGCACTTACTGGCTAATCACCACGTTTATCCGTGTGTGCATAAAGAACTAGCC
H QO P A L T G 271

1021 TTTCGGTCCCCTGTATACACAACCACAGATGATCCAACCCCGTCCCCGTCTTTCTATCAT
1081 GTCAAATGCTTGCATATTCAATCTCTGACAGTAGAATTTGTATTGATGTGAAAAAAAAAA
1141 AAAAAAAAA Kk x

Figura 10. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos obtenida del ADNc de la clona B311. Los
nameros de la izquierda corresponden a los nucleétidos (pb), mientras que los de la derecha
indican los aminoacidos traducidos. Los aminoacidos subrayados corresponden a la sonda
utilizada en el tamizaje. Los aminoacidos en cajas se encargan de la uniéon al ADN. En negritas y
subrayado se muestra el codén de terminacién de la traduccion, mientras que marcado con
asteriscos se muestra el sitio putativo de poliadenilacion.
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(@I =—==Rl wvv] (@I ====Rl wivv] (@I ====Rl wivv] (@I ====Rl wivv] (@ —I==R w v} (@ —I==R w i}

QO3 oow

ekekkkk *x %

mori MDHMLPSPYNIPGIGTPLHQP---—-——- EEDQQILPN-—-—-———- AMQQQQLQ--—-———- Q 39
melanogaster MDQMLSPNFSIPSIGTPLHQM------- EADQQIVANPVYHPPAVSQPDSLMPAPGSSSV 52
sapiens MDONNSLPPYAQGLASPQGAM-------— TPGIPIFSP-———-----————————————— 30
solium = ——mmmmmmmmmm— - NPF--==-—--- DSNSPSWTP-—=======—————————————— 12
elegans MN-LNSPAVSMLGGDTPAHGGPNSVLGGQGPSSILTG---—————==-====——————— H 37
. mori QOSQAQPSLAALGSSPIVGFGAIMGTPQRSMHTYAPTASY-——-—--=-—=——————————— AT 81
. melanogaster QHOQQOOQQOSDASGGSGLFGHEPSLPLAHKQMOSYQPSASYQQQOOQOOQQLOSQAPGGGGST 112
sapiens -——-MMPYGTGLTPQPIQNTNSLSILEEQQRQATQG--—-——————=—=—=———==—=—=————— T 63
solium = —---—- QPSNVSIGS--ILNSNPPGSVEQMQ--—-———————=—————————=—————————— 35
elegans GPNSVMGPNSILGPGSVLNPQSTIQPMQSQOMHSLOGSSMOMHSHLANSNLNLN----— IN 92
. mori POOMMQPQTPONMMSPMIAA-—=———————————————————— GNLSSQOMLSQASPAPM 118
. melanogaster PQSMMQPQTPQSMMAHMMPMSERSVGGS----—----- GAGGGGDALSNIHQTMGPSTPM 162
sapiens SGQAPQLFHSQTLTTAPLPG-----==————"—=————===—=—————— TTPLYPSPMTPMTPI 98
solium PTPINQLVS--VVGSYAAPS---———————————————————————— STQAHSRPPYTPN 66
elegans PASVGPDRNPGSVMHHNLDINPPSVAYQONLTVPMTPLAYSVYDRDALTHQAPASNIAATM 152
. mori TPLTPLSADPGIL——PQLONIVSTVNLDCKLDLKKIALHARNAEYNPKRFAAVIMRIREP 176
melanogaster TPATPGSADPGIV—PQLONIVSTVNLCCKLDLKKIALHARNAEYNPKRFAAVIMRIREP 220
sapiens TPATPASESSGIV——PQLONIVSTVNLGCKLDLKTIALRARNAEYNPKRFAAVIMRIREP 156
solium TPGTPFHERDGAIPQPQLONIVCTVNLEIRLDLRRIARSARNAEYNPKRFAAVIMRIREP 126
elegans VPATPASQLDIPM——PALQONIVSTVNLGVQLDLKKIALHARNAEYNPKRFAAVIMRIREP 210
.* * % . * ~k~k~k~k~k.~k~k~k~k :~k~k~k: * % LR b i b b I b b I i b b b 4
mori RTTALIFSSGKMVCTGAKSEEDSRLAARKYARIIQKLGFTAKFLDFKIQNMVGSCDVKEP 236
. melanogaster RTTALIFSSGKMVCTGAKSEDDSRLAARKYARIIQKLGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKEP 280
sapiens RTTALIFSSGKMVCTGAKSEEQSRLAARKYARVVQKLGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKEP 216
solium RTTALIFSSGKMVCTGAKSENEARLAARKYARITQKLGFDARFKGFTIQNMVGSCDVRFEH 186
elegans RTTALIFSSGKMVCTGAKSEEASRLAARKYARIVQKLGFQAKFTEFMVQNMVGSCDVREP 270
********************: :*********::***** *:* * :*********:*
. mori IRLEGLVLTHGQFSSYEPELFPGLIYRMVKPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVR-EEIYEAFD 295
. melanogaster IRLEGLVLTHCNFSSYEPELFPGLIYRMVRPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVR-QEIYDAFD 339
sapiens IRLEGLVLTHQQFSSYEPELFPGLIYRMIKPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVR-AEIYEAFE 275
solium IRLEGLNAAQKKFTTYEPELFPGLVYRMOKPKIVLLIFVSGKIVLTGAKVRDDEIYQAFN 246
elegans IQLEGLCITHSQFSTYEPELFPGLIYRMVKPRVVLLIFVSGKVVITGAKTK-RDIDEAFG 329
*:**** . :*::*********:*** :*::*********:*:****': :* :**
. mori NIYPILKSFKKQ--—-—--=-===————- 307
. melanogaster KIFPILKKFKKQS-------—----- 352
sapiens NIYPILKGFRKIT----—---=—---—- 288
solium NIYPILKNFMKLDSDKSGLHQPALTG 271
elegans QIYPILKGFKK-—--======—————— 345

Figura 11. Alineamiento multiple de PUTs de Bombyx morix, Drosophila melanogaster, Homo

sapiens, Caenorhabditis elegans, con la clona B311 de Taenia solium. Los nimeros a la derecha
corresponden a la cantidad de aminoacidos presentes en las PUTs de cada especie. Marcado con
un asterisco se muestran los aminoacidos conservados en todas las especies.
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VIl. Discusion.

Se conoce que en todos los organismos eucariontes se lleva a cabo el proceso de
la transcripcion y que éste esta regulado por la PUT aunque las ARNpol, y otros
factores asociados a ésta (TAF's) que forman el complejo TFIID (Wong J., et al.,

1992) son necesarios para iniciar la transcripcion.

El uso de la inmunoelectrotransferencia utilizando anticuerpos anti-TBP de
humano, permitié identificar una banda de alrededor de 36 kDa en el extracto
crudo de larva de T. solium. Tamafio que concuerda con lo reportado en la
literatura para varias PUTs que presentan un peso molecular que va desde los 28
kDa hasta los 40 kDa (PDB, 2009). Por otro lado, este reconocimiento de la banda
de 36 kDa por los anticuerpos anti-PUT de humano confirma la alta identidad que
las PUT presentan entre especies, probablemente debido a dominios conservados

para su funcion.

Una vez identificada una banda putativa para una PUT en la T. solium, nos
avocamos a producir una sonda de ADN, por medio de la PCR utilizando un ADNc
de la larva de T. solium, los oligonucleétidos (PUT5S’ y 3’) disefados en 2 regiones
altamente conservadas de la proteina. Se obtuvo un fragmento de 306 pb, tamafio
esperado de acuerdo al disefio realizado para los oligonucleétidos (ver Fig 8). El
andlisis de la secuencia nucleotidica de este fragmento y su comparacion con
otras PUTs en bases de datos mostraron que el fragmento contenia motivos
encontradas en varias PUTs. Por lo que éste fue utilizado como sonda, en un
proceso de tamizaje de 45 000 fagos de una biblioteca de ADNc de adulto de T
solium. Se aislaron dos clonas que contienen un ADNc que codifican para una
PUT de T. solium. Cabe mencionar que este transcrito representa el 0.005% en

este estadio del parasito.

Los ADNc obtenidos de ambas clonas al ser secuenciados y analizados,

mostraron que son idénticos en secuencia nucleotidica, de aminoacidos y poseen
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una alta identidad con otras PUTs reportadas en GenBank. El andlisis de la
secuencia primaria mostré que la proteina puede dividirse en dos estructuras: en
extremo C-terminal y el extremo N-terminal (Burley S., 1996a); cada uno de estos
extremos tiene caracteristicas y funciones especiales. Por ejemplo, el extremo C-
terminal encargado de la unién de la proteina al ADN tiene gran identidad con las
PUT s de otros organismos; revela una identidad de 74.4% con Caenorhabditis
elegans, 76.7% con Homo sapiens (humano), 77.8% con Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta) y 79.5% con Bombyx mori (Hernandez N., 1993; Heard D., et
al., 1993; Juo Z., et al.,, 1996). Asimismo en esta porcién de la proteina, se
encontraron conservados todos los aminoacidos que realizan los contactos con el
ADN, la Unica excepcion es la 1°° presente en muchas otras PUTs de diferentes
organismos, mientras que en Taenia solium se encontré la presencia de una V?%,
lo que no trae grandes repercusiones debido a que solo es el cambio de un
aminoacido no polar por otro no polar. Es importante mencionar que ademas se
F116 y FZO?
ADN (Burley S., 1996b), lo que sugiere que la union al ADN por parte de la PUT

encontraron los residuos conservados que inician el proceso de union al
de Taenia solium es similar a otras PUT’s (Burley S., 1996b; Juo Z., et al., 1996;
Adachi N., et al., 2008).

En contraste, el extremo N-terminal no estd nada conservado entre especies y
esto se debe a que la funcién que realiza es el reclutamiento de los TAF's y de
otras proteinas que son necesarias para llevar a cabo la transcripcién (Davidson |.,
2003). La literatura reporta que las diferencias en este extremo van desde el
tamafio con la presencia de 19 aminoacidos en PUT’s de plantas hasta 159
aminoéacidos en la PUT de humano (Heard D., et al., 1993). La secuencia de la
PUT de Taenia solium reveld la presencia de 81 residuos en este extremo
terminal, sin embargo cuando se compard con otros organismos se encontré un

nivel de conservacién menor al 1%. (Wong J., et al., 1992).

Asimismo no se encontré el codén que generalmente marca el inicio de la

transcripcion, el ATG que codifica para una metionina (M), pero se encontré que
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esta secuencia inicia con N (Asparagina). Esto puede deberse a que el ARN sufrio
degradacion o que la metionina de inicio esta ubicada en una posicién anterior, es
decir en la parte anterior donde se abre el marco de lectura de la secuencia
realizada. Esto se puede corroborar con el peso molecular predicho mediante los
analisis computacionales, ya que el peso aproximado encontrado en la
inmunoelectrotransferencia es de 36 kDa, mientras que el predicho es de 30.1
kDa. Tamafo que también puede ser debido a procesos traduccionales como la
glicosilacion entre otros. Cabe mencionar que en muchas especies de PUTSs, el
extremo N — terminal tiene secuencias largas con gran cantidad de residuos de Q,
estos residuos permiten la interaccion con los TAF's o con otras proteinas
(Chalkley G, et al., 1999); mientras que la secuencia de la clona PUT presenta
pocos de estos residuos. Sin embargo, la gran abundancia de residuos de P en
esta clona probablemente estén sustituyendo la ausencia de Q, debido a que
ambos son residuos de tipo polar y que podrian cumplir la misma funcién (Hansen
S., etal., 1997). También se encontré un punto isoeléctrico (PI) predictivo de10.51,
el cual concordaria con la funcion de la proteina, ya que a pH fisioloégico esta
proteina tendria carga positiva, lo que explicaria su gran afinidad al ADN, debido a

que éste Ultimo esta cargado negativamente.

Finalmente, este trabajo muestra por primera vez un ADNc que codifica para una
PUT en helmintos y proporciona las bases para empezar a entender como se lleva
a cabo la transcripcion en éstos, por ejemplo, permitird producir una PUT
recombinante para realizar estudios de union a ADN y determinar su papel

regulatorio en este proceso esencial que se lleva a cabo en todos los organismos.
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VIIl. Conclusiones

La Taenia solium cuenta con una PUT.

Se obtuvo por primera vez un ADNc que codifica para una PUT.

Su ADNCc tiene un tamafio de 816pb y codifica para una proteina de 271 aa.

La PUT contiene los dos dominios clasicos: ElI extremo C-terminal
altamente conservado con 190 aa y el N — terminal muy variable con 81 aa.

Los resultados de este trabajo abre nuevos senderos para estudiar la
transcripcion en helmintos.
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IX. Anexo.
Soluciones.

Agar LB: triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% (p/v) y agar
bacterioldgico 1.5% (p/v).

Agar SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 0.05% (p/v),
KCI 2.5 mM, MgCl, 10mM y agar bacteriologico 1.5% (p/v).

Agar top SOMB: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 0.05%
(p/v), KCI 2.5 mM, MgCl, 10mM y agar bacteriologico 0.7% (p/v).

Amortiguador de cargado (DNA): EDTA 0.2M, azul de bromofenol 0.1%, xileno
cianol FF 0.25%, Ficol en H,0 15%.

Amortiguador TAE: Tris-HCl-acético 0.04M, EDTA 0.002M.

Amortiguador TE: Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0.

Amortiguador Western blot: PBS 1X, Tween 0.3% (p/v), leche en polvo 5% (p/v).
Gel de agarosa 2%: Agarosa 1g, amortiguador TAE 50mL, bromuro de etidio 4L.
Medio LB: triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% (p/v).

Medio SM: NaCl 0.58% (p/v), MgSO, *7H,0 0.2% (p/v), Tris-HCI 0.05% (p/v) pH=
7.5.

PBS: Fosfato monobasico de sodio 0.001M, fosfato dibasico de sodio 0.01M,
cloruro de sodio 0.15M, pH 7.2

Solucién 1 (lisis alcalina): EDTA 10mM, Glucosa 50mM, Tris 25mM pH= 8.0.
Solucion 2 (lisis alcalina): NaOH 0.2M, SDS 1% (p/v).
Solucion 3 (lisis alcalina): Acetato de Amonio 7.5M.

Solucion bloqueadora para inmunoelectrotransferencia: PBS, Tween 0.3% (p/v) y
leche descremada Svelty de Nestlé al 0.5% (p/v).
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Solucion de lavado: NaCl 0.2M, Tis-HCI 20mM pH=7.2, EDTA 2mM, etanol 50%

(V/v).

Solucion PEG: PEG 20% (v/v), NaCl 2M en 2% (v/v).

Solucién de hibridacién: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0.2% (p/v).

Solucién alcalina desnaturalizante: NaOH 0.5M, NaCl 1.5M.
Solucion neutralizante: Tris-HCI 1M, NaCl 1.5M, pH 8.0.

Solucién SSC 5X: NaCl 0.75M, citrato de sodio 0.075M.
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