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1 RESUMEN

Taenia solium es un parasito que causa cisticercosis humana y porcina. El ciclo de vida de T. solium
tiene como hospedero intermediario al cerdo, el cual se infecta al ingerir heces donde hay huevos del
parésito adulto, cada huevo puede convertirse en un cisticerco, originando cisticercosis porcina. El
hospedero definitivo es el humano, donde el parasito adulto habita en su intestino produciendo teniosis.
Cuando el humano consume carne de cerdo con cisticercos vivos, estos evaginan y se fijan en las
paredes del intestino, donde maduran hasta convertirse en tenias. El parasito cuenta con proteinas que
participan en la regulacion de diversos procesos, tanto intracelulares como extracelulares y una de ellas
es la calreticulina de T. solium (TsCRT) que se expresa diferencialmente en los diferentes estadios de
desarrollo del parasito y presenta en su estructura dos sitios potenciales de glicosilacion. Se ha
demostrado que los glicoconjugados participan en la respuesta inmune hacia los parasitos que afectan a
animales y humanos esta directamente determinada por carbohidratos en la superficie celular de los
mismos y glicoconjugados secretados. Asi mismo, los parésitos dependen de las proteinas de unién a
carbohidratos en el hospedero para cumplir su ciclo de vida, promover su parasitismo y desarrollar su
patologia. Debido a la importancia de los carbohidratos dentro de las proteinas en el parasitismo, en el
presente trabajo se identificaron los carbohidratos de la TSCRT. Para ello se produjeron anticuerpos anti-
rTSCRT en ratones Balb/c inmunizados con TsCRT recombinante (rTsCRT) y los extractos crudos de
los diferentes antigenos de T. solium se analizaron por “western-blot” usando estos anticuerpos
especificos para identificar esta proteina. Se observé el reconocimiento de dos bandas diferentes, una de
ellas de mayor peso molecular que presenta una variacion de intensidad en los extractos de los diferentes
estadios de T. solium. En los extractos de cisticerco es casi inapreciable, aumenta de intensidad en el
cisticerco evaginado y en la tenia y productos de E-S es muy intensa. Posteriormente, se llevé a cabo la
desglicosilacion de la TsCRT con diferentes glicosidasas y el tratamiento con PNGasa F resulto en la
desaparicion de la banda de alto peso molecular, lo que indica una glicosilacién de tipo N. Por ultimo, se
realiz6 un “lectin-blot” de la TSCRT para analizar el tipo de carbohidratos presentes. La composicion
principal de carbohidratos de la TSCRT es Galpl-3GalNAc (identificada con PNA), a-LFuc (LTL y
UEA-1), Gal, GalINAc (SBA, VVA y AIA) y en menor proporcion la Galpl-4GIcNAc (Allo A). Se
puede sugerir que esta composicion de carbohidratos de la TsSCRT le puede ayudar a la tenia a mantener
su homeostasis dentro del hospedero definitivo para mantener su parasitismo.



1.1 ABSTRACT

Taenia solium is a helminth whose intermediate host is the pig, which becomes infected by ingesting
feces with T. solium eggs, producing porcine cysticercosis. Humans are the definitive host and become
infected after ingestion of pork meat with live cysticerci. The cysts evaginate and attach to the intestinal
mucosa where they differentiate into tapeworms producing taeniosis. The parasite relies on cellular
regulating proteins including glycoproteins that are described to be important in the host-parasite
interaction; one of them is T. solium calreticulin (TSCRT). This protein is differentially expressed during
each stage of development and presents two sites of glycosylation. Mice were immunized with
recombinant TSCRT (rTsCRT) to produce specific anti-rTsSCRT antibodies. Western-blot of the crude
extracts of the different stages of the parasite were subjected to deglycosylation with PNGase F, O-
glycosidase and Sialidase-A were performed and the anti-rTsSCRT antibodies were used to identify the
native TSCRT. We also carried out a lectin-blot of the extracts to analyze the carbohydrates in the native
TsCRT. Invaginated and recently evaginated cysticerci show predominantly one band when probed with
the anti-rTsCRT antibodies whereas in tapeworm crude extracts and excretion-secretion products a
second heavier predominant isoform appears. When the extracts were PNGase-F deglycosylated,
expression of the high molecular weight band disappeared, suggesting that TSCRT is N-linked
glycosylated. The main carbohydrate composition of TSCRT was: GalpBl-3GalNAc, o -LFuc, Gal,
GalNAc and to a lesser extent Galp1-4GIcNAc as revealed by lectin-blot analysis. These results show
that TSCRT is glycosylated during the transformation from cysticerci to tapeworm. The specific function
of TsCRT at the different stages could be regulated by the presence or absence of N-linked
carbohydrates. The appearance of the glycosylated form implies a role for this protein during parasite
differentiation. TSCRT glycosylation is supported by the presence of two N-glycosylation sites in the

amino acid sequence of the protein.



2 INTRODUCCION

2.1 Taenia solium

Taenia solium es un parasito obligado que causa cisticercosis humana y porcina. Pertenece al grupo de
los platelmintos que son gusanos planos con cuerpo blando y en forma de cinta o listdn. Son organismos
triblasticos acelomados con simetria bilateral y pseudometaméricos (Brusca y Brusca, 2003). Su
excrecion es protonefridial y tienen un sistema nervioso ganglionar, este parasito corresponde a la clase

Cestoidea que incluye organismos con cuerpo generalmente multisegmentado.

Clasificacion de T. solium (Brusca y Brusca, 2003):
Reino: Animalia
Phylum: Platyhelminthes
Clase: Cestoidea
Sub-clase: Eucestoda
Orden: Cyclophyllidae
Familia: Taeniidae
Género: Taenia
Especie: Taenia solium (Linnaeus, 1758)

T. solium mide entre 2 y 4 m de longitud, esta formado por un escolex que posee cuatro ventosas
y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos que le sirven como estructuras de fijacion y que le
permiten a la tenia mantenerse anclada en la pared del yeyuno de su hospedero. El escolex es seguido
por el cuello donde se forma el cuerpo o estrébilo. ElI proceso de estrobilacion (produccion de
proglotidos) ocurre en la region distal del cuello donde se ha demostrado la presencia de células
totipotenciales (Willms et al., 2001). Los proglétidos son segmentos independientes pero unidos entre si
y estan recubiertos por un tegumento con microtricas en su superficie exterior, constituyendo un tejido
sincicial con funciones de secrecion y absorcion (Larralde, C., y Aluja, 2006). Esta estructura se parece

a un liston con 700 a 1,000 proglétidos inmaduros, maduros y gravidos (Figura A).

Los proglétidos inmaduros aun no han desarrollado los 6rganos sexuales, el parénquima de éstos
es de tamafio variable, cuentan con abundantes fibras musculares lisas y bolsas de glucdgeno, estructuras
que son menos abundantes conforme se van desarrollando los 6rganos genitales. La presencia de
abundantes particulas de glucégeno distribuidas entre todas las estructuras, sugiere que la glucosa es la

fuente de energia mas importante para el céstodo (Larralde, C., y Aluja, 2006).
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Los proglotidos maduros se encuentran entre los inmaduros y los gravidos, miden alrededor de 2
mm de largo y 3 mm de ancho. Las tenias son organismos hermafroditas y cada progl6tido maduro al
poseer Organos genitales masculinos y femeninos, puede considerarse como unidad reproductora
independiente. Cada segmento maduro contiene entre 350 y 600 testiculos, los cuales se desarrollan
primero y un ovario trilobulado situado en la base del Utero en el extremo posterior del proglétido
(Flisser, 2013; Larralde, C., y Aluja, 2006).

VENTOSA

Figura A .- Anatomia del
estadio adulto y cisticercos de
T. solium.

A). El escolex estd formado por
los ganchos del rostelo, cuatro
ventosas y el cuello o region
germinal donde se desarrollan lo
proglétidos. EI  cuerpo  del
gusano recibe el nombre de
estrébilo  formado por los
proglétidos. Los  proglétidos
maduros  contienen  drganos
sexuales masculinos y
femeninos. Los progl6tidos mas
alejados  del escolex son
gravidos y estan llenos de
huevos, los cuales se expulsan al
medio por medio de las heces
humanas. B) Cisticercos o0
estadio larvario de T. solium.
(Flisser, 1991).
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Los proglétidos gravidos parecen sacos llenos de huevos que se liberan con las heces del humano
a partir de 3 a 5 meses después de la infeccidon y cada proglétido contiene alrededor de 60,000 huevos
situados en el interior del Gtero multilobulado. Conforme va creciendo el parasito adulto, los proglétidos
se localizan mas lejos del escélex y cada vez se hacen mas grandes. Los proglétidos gravidos miden de 3
a 10 mm de longitud y 4 a 9 mm de ancho (Flisser, 2013). La ingestion de un proglétido gravido o partes
de éste puede dar lugar a numerosos cisticercos en el hospedero intermediario (cerdo) y accidentalmente

en el humano.

Los huevos de T. solium contenidos en los proglétidos gravidos se encuentran en distintos grados
de maduracion y alrededor del 50% contienen oncosferas infectivas totalmente desarrolladas. Los
huevos inmaduros pueden madurar fuera del huésped y permanecer viables e infectivos en aguas negras,
rios o pasturas por semanas (Larralde, C., y Aluja, 2006). Los huevos son esféricos y tienen una
apariencia radial, su tamafo varia desde 26 hasta 34 micrometros. Estan conformados por la oncosfera, 0
embrion hexacanto, y el embrioforo que lo rodea. Cuando un cerdo ingiere huevos, la bilis y enzimas
disgregan los bloques embrioféricos y digieren la membrana oncosferal; de esta manera la oncosfera se
libera y con la ayuda de sus ganchos y enzimas, puede cruzar la mucosa y circular por el torrente
sanguineo hasta que se transforma en la etapa larvaria o cisticerco (Flisser, 2013; Mendlovic et
al., 2014).

2.1.1 Cisticerco

El cisticerco es el estado larvario de T. solium. Los cisticercos se establecen principalmente en el
musculo esquelético y cardiaco, asi como en el cerebro de sus hospederos y se desarrollan en
aproximadamente 3 meses. En los seres humanos hay 2 tipos morfol6gicos de cisticerco: celuloso y
racemoso (Rabiela et al.,1989). El primero es una vesicula pequefia, esférica u ovalada, de color blanco
o amarillo, que mide entre 0.5y 1.5 cm y tiene una pared translucida, a traves de la cual se ve el escélex
como un pequefio granulo excéntrico sélido. Este tipo de cisticercos estan generalmente separados de los
tejidos del hospedero por una céapsula delgada de colagena, en donde se mantienen vivos. Los cerdos
sOlo contienen este tipo de cisticercos. El cisticerco racemoso s6lo se encuentra en el cerebro humano, se
asemeja a un racimo de uvas, y mide hasta 10 o incluso 20 cm y puede contener 60 ml de liquido
vesicular. Se conforma por 2 cdmaras; una interna que contiene al escolex y el canal espiral y esta
rodeado por el compartimento exterior que contiene el liquido vesicular, por lo general menos de 0.5 ml
(Rabiela et al., 2000).
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La superficie que presenta el cisticerco a su hospedero humano o porcino es un tegumento
citoplasmatico, sincicial y continuo en toda la cara externa de la pared vesicular. Puesto que los céstodos
carecen de tracto digestivo, obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a través de la superficie
tegumental. Los cisticercos utilizan tanto rutas metabdlicas anaerébicas como aerobicas dependiendo de
la disponibilidad de oxigeno en el medio y obtienen sus nutrientes por difusion facilitada a través de la
pared vesicular. Se han identificado distintas glicoproteinas en la superficie tegumentaria de la pared

vesicular de los cisticercos, incluyendo inmunoglobulinas del hospedero (Larralde, C., y Aluja, 2006).

2.1.2 Ciclo de vida de T. solium

El ciclo de vida de T. solium incluye dos hospederos mamiferos: humanos, como hospederos definitivos
y cerdos, como hospederos intermediarios. Sin embargo, el ser humano se considera un hospedero
intermediario accidental, ya que puede adquirir la cisticercosis después de ingerir accidentalmente
huevos de T. solium, pero no participa en el mantenimiento del ciclo de vida del parésito, el cual incluye

la etapa adulta, el huevo y la fase larvaria (cisticerco) (Figura B).

En las heces del individuo parasitado con la tenia se liberan los huevos libres del proglétido o
aun dentro de ellos, son ingeridos por los cerdos, una vez dentro del aparato digestivo de los cerdos, por
accion de los jugos digestivos se separan los bloques embrioféricos, la oncosfera eclosiona y se activa al
estar en contacto con el contenido duodenal. Una vez activadas, las oncosferas destruyen la mucosa
intestinal mediante sus tres pares de ganchos y la liberacion de enzimas hidroliticas y penetran en la
pared intestinal hasta alcanzar los vasos sanguineos O linfaticos, donde son transportados a diversos
organos y tejidos (muasculo y sistema nervioso central) y al cabo de diez semanas se desarrolla
completamente el cisticerco (Flisser, 1991; Gomez-Garcia et al., 2005). Los cisticercos en los seres
humanos se desarrollan principalmente en el sistema nervioso central, ojos, musculo estriado, corazon, y
tejido subcutaneo. En el cerebro, los parasitos se pueden encontrar en el parénquima, tejido
subaracnoideo y los ventriculos causando neurocisticercosis, una de las principales parasitosis del

sistema nervioso central (Flisser, 1988).

El ser humano desarrolla teniosis cuando alberga la forma adulta o tenia después de ingerir carne
de cerdo cruda o semicocida con cisticercos vivos. Los cisticercos llegan al estbmago y posteriormente
llegan al intestino delgado donde por accion de los jugos gastricos y biliares el escélex evagina, la pared
vesicial y el liquido vesicular se desintegran en el intestino, se fija por su doble corona de 22 a 32

ganchos y 4 ventosas a la mucosa en el primer tercio de la pared el intestino delgado (duodeno-yeyuno),
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en 3-4 meses la tenia se desarrolla en su totalidad convirtiéndose asi en el hospedero definitivo (Flisser,
2013; Rabiela et al., 2000). Las personas con teniosis pueden estar conscientes de la enfermedad porque
los proglétidos gravidos son liberados en las heces y pueden verse a simple vista. Sin embargo, no
produce sintomatologia (Flisser, 1988).

Se transforman en La cisticercosis
cisticercos en los puede afectar a cualquier
(3] musculos organo, pero es mas comun
) en los tejidos subcutaneos, Fws
Las larvas atraviesan / @ en el cerebroy en los ojos. ~
la pared intestinal /’
y llegan, através dela (4]
sangre, ala musculatura Las personas ingieren

los cisticercos al ingerir

carne cruda o poco cocinada
/ de los animales infestados
7

Huevos ingeridos por 0 {

Ios cerdos (o los humanos) aa )
El escolex se adhiere ala

pared del intestino delgado

Los adultos se desarrollan
en el intestino delgado

Huevos o proglétidos gravidos
en las heces, que pasan al medio
Figura B.- Ciclo de vida de T. solium. 1. Los proglotidos gravidos llenos de huevos pasan al medio ambiente
(agua, suelo o pasto) a través de las heces. 2. Los huevos encontrados en el medio son ingeridos por los cerdos o
humanos. 3. Las larvas atraviesan la pared intestinal y llegan a través del sistema circulatorio a diversos 6rganos y
tejidos (mas comun en los tejidos subcuténeos, cerebro y 0jos); posteriormente se transforman en cisticercos. 4.
Las personas adquieren cisticercosis al ingerir carne cruda o poco cocinada de los cerdos infectados y atraviesan
el tracto digestivo. 5. El escolex se adhiere a la pared del intestino delgado con ayuda de su corona de ganchos y

ventosas. 6. Las tenias se desarrollan en el intestino delgado y es donde sueltan los huevos y proglétidos para

comenzar un nuevo ciclo de vida. Imagen tomada de: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Cysticercosis.htm.

2.2 Moléculas que participan en la interaccion hospedero-parasito

2.2.1 Proteinas

Las proteinas son las biomoléculas mas abundantes en los organismos. Se presentan en todas las células
y tienen una gran variedad en tamafio, desde pequefios péptidos hasta grandes polimeros y también
muestran una gran diversidad en cuanto a su funcion bioldgica. Las proteinas son polimeros que resultan

de una reaccidon de condensacion entre dos 0 mas aminoacidos, estando cada residuo de aminoacido
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unido al siguiente por medio de un enlace peptidico. Se definen normalmente cuatro niveles de
estructura de las proteinas. La estructura primaria es la secuencia lineal de los residuos de amino&cidos,
descrita desde el residuo de amino terminal hasta el ultimo residuo que lleva el carboxilo terminal. La
estructura secundaria se refiere a las disposiciones particularmente estables de los residuos de
aminoéacidos en el esqueleto de la proteina, sin participacion de las cadenas laterales, que dan lugar a
patrones estructurales repetitivos, tales como la alfa hélice y la configuracion beta plegada. La estructura
terciaria describe todos los aspectos del plegamiento tridimensional de un polipéptido. Cuando una
proteina posee dos o mas subunidades polipeptidicas, su disposicién en el espacio se denomina
estructura cuaternaria (Nelson et al., 2013).

Una preparacion pura de las proteinas es esencial para determinar sus propiedades y actividad
bioldgica; éstas pueden purificarse gracias a las diversas propiedades en las que difieren. El primer paso
en cualquier procedimiento de purificacion para poder extraer una proteina de origen intracelular, es
romper la célula, liberando a la proteina de interés en una solucion llamada extracto crudo. Si es
necesario, se puede realizar una centrifugacion diferencial para preparar fracciones subcelulares o
separar organelos especificos. Una vez extraida la proteina, se dispone de varios métodos para purificar
una o0 mas proteinas del medio en el que se contiene. De la variedad de procedimientos, los
cromatograficos aprovechan las diferencias en tamafio, afinidad de union, carga y otras propiedades de
las proteinas (Nelson et al., 2013). La electroforesis es una técnica para la separacion de proteinas
basada en la migracion de las proteinas cargadas en un campo eléctrico y es usada principalmente como
método analitico. Tiene la ventaja de que las proteinas se pueden visualizar bien y separadas,
permitiendo al investigador estimar rapidamente el nimero de las proteinas diferentes en una mezcla o la
proporcién de la purificacién de una proteina en particular, dentro de una preparacion, de igual manera
se puede determinar su punto isoeléctrico y peso molecular aproximado, si se realiza en presencia de
SDS (Nelson et al., 2013).

Las diferencias en la funcion de las proteinas son el resultado de las diferencias en su
composicién y secuencia de aminoacidos, asi como de las modificaciones que sufren después de ser
sintetizadas. Algunos ejemplos de las modificaciones postraduccionales que presentan las proteinas
pueden ser la acilacién (adicion de grupos acilo), fosforilacion (adicion de grupos fosfato), metilacion
(adicion de grupos metilo), hidroxilacion (adicion de grupos hidroxilo), glicosilacion (adicion de
carbohidratos), prenilacion (adicion de moléculas hidrofilicas derivadas de isopreno) y nitrosilacion

(adicién de un grupo nitroxilo) (Nelson et al., 2013). Tales cambios quimicos se pueden presentar en
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todas las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos de los cuales se componen las proteinas y
ocurren dentro del reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi, organelos membranosos
encontrados en todas las células eucariontes que contienen mas de la mitad de la membrana en una

celula animal (p.e. 56% en un hepatocito) (Alberts et al., 2008).

2.2.2 Carbohidratos

Los carbohidratos son las biomoléculas méas abundantes de la Tierra. Existen tres clases principales de
carbohidratos: monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos o azucares simples
consisten de un unico polihidroxilo aldehido o unidad de cetona. EI monosacarido mas abundante en la
naturaleza es el azlcar de seis carbonos D-glucosa; son sélidos, incoloros y cristalinos solubles en agua
e insolubles en solventes no polares, la mayoria tienen sabor dulce y los que se componen de mas de
cuatro carbonos presentan una estructura ciclica. Los oligosacéridos consisten de cadenas cortas de
residuos de monosacaridos unidos por enlaces covalentes especificos llamados glicosidicos. Los mas
abundantes son los disacaridos, tal como la sacarosa que se compone de D-glucosa y D- fructosa. Los
polisacaridos son polimeros que contienen 20 0 més unidades de monosacéridos. Muchos polisacaridos
tal como la celulosa, son cadenas lineales, otros como el glucégeno se encuentran ramificados. Ambos
casos, la celulosa y el glucogeno se componen de D-glucosa, pero al diferir del tipo de enlaces
glicosidicos, tienen diferentes propiedades y funciones bioldgicas (Nelson et al., 2013).

Considerando la forma de la cadena abierta en los carbohidratos, uno de los atomos de carbono
estd unido a un atomo de oxigeno por un doble enlace, formando un grupo carbonilo; cada uno de los
demas atomos de carbono tiene un grupo hidroxilo. Si el grupo carbonilo se halla en un extremo de la
cadena carbonada, el monosacarido es un aldehido y recibe el nombre de aldosa; si el grupo carbonilo se
encuentra en cualquier otra posicién, el monosacarido es una cetona y se denomina cetosa. Los
monosacaridos que poseen cuatro, cinco, seis y siete &tomos de carbono en su cadena carbonada se

denominan, respectivamente, tetrosas, pentosas, hexosas y heptosas (Nelson et al., 2013).

2.2.3 Glicoconjugados

Ademas de su funcion importante como combustibles de reserva (almiddn, glucdgeno) y como material
estructural (celulosa, quitina, peptidoglicano), los polisacaridos y oligosacaridos son transportadores de
informacion biolégica. Una variedad de modificaciones y diversidad en la naturaleza, sirve
frecuentemente para mediar funciones bioldgicas especificas. Por ejemplo, los grupos hidroxilo de

diferentes monosacaridos pueden ser sometidos a fosforilacion, sulfatacion, metilacion, O-acetilacion y
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acilacion-grasa. Grupos amino pueden permanecer libres o ser N-acetilados o N-sulfatados. Grupos
carboxilo son ocasionalmente sometidos a lactonizacién de grupos hidroxilo cercanos. Los glicanos
interactian con muchos tipos de proteinas como enzimas, anticuerpos y proteinas de union a glicanos
(GBPs), que difieren en los tipos de glicanos que reconoce y en su afinidad de unién. La unién de
glicanos a proteinas (glicoproteinas) representa el principal camino en cual la informacion contenida en
las estructuras de los glicanos es reconocida, descifrada y puesta dentro de la accion biolégica (Varki y
Chrispeels, 1999). Otras moléculas que contienen carbohidratos especificos actian en el reconocimiento
intercelular y en la adhesion célula-célula, en la migracion celular que se produce durante el desarrollo
embrionario, en la coagulacién sanguinea, en la respuesta inmunitaria y otras funciones especificas
(Nelson et al., 2013).

Unidades monosacaridas comunes de los glicoconjugados de animales (Figura C):

- Acido sialico: familia de aztcares de nueve carbonos acidicos (Sia), en el cual el mas comdn es el
acido N-acetil neuroaminico (Neu5Ac, NeuNAc, NeuAc o0 NANA).

- Hexosas: seis carbonos de azucares neutros, incluyendo glucosa (Glc), galactosa (Gal), manosa
(Man).

- Hexosaminas: Hexosa con grupo amino en la posicion 2, que puede encontrarse libre 0 mas
cominmente como N-acetilado: N-acetilglucosamina (GalNAc) y N-acetilgalactosamina
(GalNAC).

- Desoxihexosas: azlcar neutral con seis carbonos sin el grupo hidroxilo en la posicion 6, fucosa
(fuc).

- Pentosas: azucar con cinco carbonos, xilosa (Xyl)

- Acidos Uroénicos: Hexosa con un carboxilato cargado negativamente en la posicion 6, acido
glucurdnico (GIcA) y acido idurénico (IdA).

Este limitado conjunto de monosacaridos parece dominar en la glicobiologia de animales
vertebrados, pero otros monosacaridos diferentes se pueden encontrar en animales no vertebrados tales
como (tivelosa), en bacterias (acido ceto-desoxioctulosénico, rhamnosa, heptosa y acido muridmico), o

en plantas (apiosa y acido galacturonico) (Varki y Chrispeels, 1999).

17



OH OH HO - OH HO - OH
HO C HO Q Q Q
HO OH HO OH HO OH HO OH
OH OH

NHAc NHAc
0-Glucose N-Acetyl-D-glucosamine p-Galactose N-Acetyl-o-galactosamine
(Glc) (GlcNAC) (Gal) (GalNAc)
HO.C
Ho—\HO HO Q ' o)
.0 HO OH HO
HQ{ o OH HO OH
: OH OH
po-Mannose D-Xylose D-Glucuronic acid
(Man) (Xyl) (GIcA)
OH
H
0 OH HO OH CO
OH H o
oot AcHN OH
OH
L-Fucose N-Acetylneuraminic acid
(Fuc) (NeuAc)

Figura C.- Monosacaridos méas comunes encontrados en los vertebrados. Se muestra la formula
conformacional en forma de silla de los anillos monosacéridos D-glucosa, N-Acetil-D-glucosamina, D-Galactosa,
N-Acetil-D-galactosamina, D-Manosa, D-Xilosa, &cido-D-glucurénico, L-Fucosa y &cido N-Acetilneuraminico
(Varki y Chrispeels, 1999).

2.2.4 Glicosilacion y glicoproteinas

La glicosilacion es una modificacion postraduccional de las proteinas. La adicidén covalente de azucares
a proteinas es uno de las principales funciones biosintéticas del reticulo endoplasmico (RE) (Alberts et
al., 2008). Esto se hace por cuatro procesos de glicosilacion enzimética: N-glicosilacién, O-glicosilacion
(Figura D), C-glicosilacion (C-manosilacion), y glicosilfosfatidilinositol (GPI). La secuencia de
glicosilacidn, sitios aceptores de cada tipo de glicosilacion y organismos en el cual se presenta el tipo de
glicosilacién se resumen en el Cuadro A (Mazola et al., 2011).

Algunas glicoproteinas tienen una sola cadena de oligosacaridos y otras tienen méas de una; el
carbohidrato puede constituir desde 1% hasta el 70% o mas de la masa molecular de la glicoproteina.
Las agrupaciones de carbohidratos muy hidrofilicos modifican la polaridad y la solubilidad de las
proteinas con las que se conjugan, también las cadenas de oligosacaridos recién sintetizadas en el RE y
modificadas en el complejo de Golgi, pueden influir en la frecuencia del plegamiento polipeptidico que
determina la estructura terciaria de la proteina; las interacciones estéricas entre los péptidos y los

oligosacéaridos pueden imposibilitar una ruta de plegamiento y favorecer otra (Nelson et al., 2013).
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Muchos pardmetros de glicosilacién incluyen el nimero de carbohidratos unidos, la posicion de
los sitios de glicosilacion y las caracteristicas del carbohidrato, tales como peso molecular, secuencia y

carga. Los carbohidratos pueden incrementar la estabilidad y solubilidad de la proteina, asi como reducir

inmunogenicidad y susceptibilidad a protedlisis (Mazola et al., 2011).
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Figura D. Representacion esquematica de la glicosilacién tipo O y N. A) En la O-glicosilacion la cadena de
carbohidratos se une en el grupo hidroxilo en la secuencia Ser/Thr (rosa) y contiene anclado al ndcleo a la
GalNAc. B) En la N-glicosilacién la cadena de carbohidratos se une al grupo amino en la secuencia Asn-Ser/Thr

(verde) y contiene cominmente unido al ntcleo la GIcNAc (Nelson et al., 2013).

La importancia de la estructura de los oligosacaridos en el reconocimiento bioldgico ha sido una
fuerza impulsora para desarrollar métodos de analisis de la estructura y estereoquimica de los
oligosacaridos (Mazola et al., 2011). Para tales analisis, los oligosacaridos se separan generalmente de
su proteina mediante enzimas o glicosidasas que rompen especificamente enlaces tipo O ¢ tipo N de las
cadenas de azUcar, ya sea en el extremo terminal exterior (exoglicosidasas) o interior (endoglicosidasas).
Algunas otras unidades pueden ser removidas o volverse a unir sin degradacion de la cadena subyacente.
La degradacién completa de muchos glicanos es generalmente llevada a cabo por una serie de

glicosidasas (Varki y Chrispeels, 1999).
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Caracteristicas generales de los diferentes tipos de glicosilacion
Tipo de . . T Sitio aceptor de .
_1po de Motivos de secuencia de glicosilacion 0 aceptor Organismo
glicosilacion glicosilacion
En eucariontes, los glicanos se unen en el residuo de
Asn, en la secuencia Asn-x-Ser y Asn-x-Thr; raramente
en Asn-x-Cys donde x no es un residuo de prolina. Atomos de nitrégeno del .
N- - . Eucariontes y
T grupo amida en el residuo .
glicosilacién . . . ; procariontes
En procariontes la secuencia se extiende en Asp/Glu-z- | de aspargina
Asn-x-Ser y Asp/Glu-z-Asn-x-Thr, donde X y z no son
residuos de prolina.
Azlcares se unen a residuos de serina y treonina | Atomos de oxigeno del .
O- S . . : Eucariontes y
L usualmente encontrados en conformacion beta y cerca de | grupo hidroxilen residuos .
glicosilacién L . : . . procariontes
la regién de residuos de prolina. de serina y treonina.
c Los carbohidratos se unen en el primer residuo de | Atomo de carbono (C2) Eucariontes
LT triptéfano de los siguientes motivos: Trp-x-x-Trp, Trp-x- | del grupo indol en el excepto
glicosilacién . o
X-Phe, Trp-x-x-Cys. residuo del tript6fano. levadura
Una secuencia sefial especifica es reconocida y rota, Eucariontes y
creando una nueva proteina C-terminal (sitio w). La | Atomo de carbono del un
Ancla GPI molécula GPI se adhiere al sitio w. Los residuos en el | grupo C-terminal carbonilo | subconjunto
sitio w incluyen: cisteina, acido aspartico, glicina, | en el sitio w. reducido de
aspargina y serina. arqueas

Cuadro A. Caracteristicas generales de los diferentes tipos de glicosilacion. Se resume el tipo de glicosilacién,

sitios aceptores de glicosilacion y los organismos en el cual generalmente se presenta (Mazola et al., 2011).

2.2.5 Glicanos antigénicos en infecciones parasitarias

Las infecciones por pardsitos protistas y helmintos son de los principales problemas de salud a nivel
mundial. Se estima que mas de 15 millones de muertes relacionadas con enfermedades infecciosas o
parasitarias ocurren cada afio, lo que representa alrededor del 25% de muertes a nivel mundial, sobre
todo en los paises en vias de desarrollo. A pesar de este problema, no existen vacunas eficaces para
contrarrestar o evitar las principales enfermedades parasitarias en humanos, por lo tanto, es importante
enfocarse en esta area de investigacion para comprender mejor la glicobiologia de paréasitos y su
bioquimica en la interaccién con sus hospederos (Nyame et al., 2004).

Se ha demostrado que existe una respuesta inmune hacia los parasitos que infectan a animales y
humanos, directamente determinada por glicanos en su superficie celular y glicoconjugados secretados
(Nyame et al., 2004). Las células presentadoras de antigenos (APCs) tales como células dendriticas y
macréfagos reconocen especificamente muchos glicanos derivados de paréasitos, en parte a través de los
receptores tipo Toll y lectinas tipo C. Otra evidencia del papel de los glicoconjugados es en la respuesta
inmune humoral, por ejemplo, en la infeccion de esquistosoma en humanos y animales se induce una
respuesta humoral de diferentes clases de anticuerpos (IgM, 1gG e IgA) vy los titulos de anticuerpos hacia
los antigenos glicanos comparado con los proteicos son mayores ademas de que los glicoconjugados que
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despiertan una respuesta inmune humoral eficiente, estdn en la superficie del parasito (Nyame et
al., 2004). Estos glicoconjugados son importantes en la interaccion hospedero-parasito, ya que los
parasitos los pueden utilizar para cumplir su ciclo de vida, promover su patogenicidad. Tal es el caso de
los tripanosomas africanos que viven libremente en el torrente sanguineo de los animales infectados y
producen una gran cantidad de proteinas de anclaje a GPI, siendo estas glicoproteinas variantes de
superficie (VSG) las cuales son altamente inmunogénicas, sin embargo, el parasito las cambia
periédicamente para evadir el sistema inmunoldgico del hospedero y mantener una infeccién crénica
(Nyame et al., 2004).

Muchos de los esfuerzos para generar nuevas vacunas se enfocan en el descubrimiento de nuevos
péptidos, proteinas o DNA antigénicos, pero han tenido un éxito muy limitado principalmente en
parasitos (Nyame et al., 2004). La inefectividad de estas estrategias probablemente se debe al poco
entendimiento de la interaccion del paréasito con el hospedero, al igual que el de los glicanos relevantes y
antigenos proteicos, cambios en los niveles de expresion de los antigenos durante el desarrollo del
parasito en la infeccion, la complejidad de la presentacion y disponibilidad de los antigenos especificos
del parésito para la interaccion con la respuesta inmune generada a través de estos. Por lo sefialado, es
necesario identificar y definir mejor las estructuras e inmunogenicidad de las moléculas sintetizadas por
parasitos y su interaccién con el sistema inmune. Esta respuesta puede conducir o atenuar infecciones
parasitarias, convirtiendo a los antigenos glicanos de los parasitos un blanco para desarrollar vacunas

conjugadas basadas en su composicién y estructura (Nyame et al., 2004).

Los glicoconjugados son material para la preparacién asequible de vacunas, por varias razones:

i) Para muchos parasitos, y ciertamente para muchos helmintos, los principales glicanos
antigénicos se presentan en muchas especies de glicoproteinas, mejorando asi la deteccion y
multiplicidad de los antigenos dirigidos por anticuerpos.

ii) Los glicoconjugados se presentan en el exterior de la superficie de los parasitos, siendo blancos
preferidos por su habilidad de interacciones directas con los efectores del hospedero.

iii) El promedio de densidad de los antigenos glicanos es probable que sea mucho mayor que la
densidad de los antigenos proteicos especificos, ya que una sola glicoproteina puede contener

multiples epitopos glicanos.
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iv) Anticuerpos contra antigenos glicanos en animales experimentales infectados pueden fijar el

complemento y causar una lisis parasitaria.

v) Ahora es posible sintetizar glicanos complejos por combinaciones quimicas y métodos
enzimaticos, y adaptarlos para la conjugacion especifica a la proteina portadora.

2.2.6 Glicoproteinas como imunomoduladores en helmintos

Los parésitos helmintos generan glicoproteinas N y O glicosiladas con estructuras similares a las que se
encuentran en las glicoproteinas de mamiferos. Sin embargo, los helmintos introducen modificaciones
que son Unicas a los parasitos y que interactian con el sistema inmune innato y el sistema inmune
adaptativo en el hospedero intermediario y en el hospedero definitivo. Estos glicoconjugados
representan un reservorio de componentes inmunomoduladores no explotados, que tienen el potencial de
tratar los desdrdenes autoinmunes e inflamatorios, tales como las moléculas antiinflamatorias producidas

por parasitos (Nyame et al., 2004; Prasanphanich et al., 2013).

Los glicanos de helmintos comunmente terminan con uniones B-GalNAc, a menudo con
secuencia GaINAcB1-4GIcNAc, el cual no se presenta cominmente en glicanos de vertebrados. Muchos
helmintos usan azlcares tales como tivelosa, encontrada en N-glicanos de Trichinella spiralis, pueden
generar modificaciones de azUcares tales como la fosforilcolina (PC) una modificacion de glicanos de
Equinococcus granulosus y la 2-O-metilacion de fucosa y 4-O-metilacion de galactosa en glicanos
antigénicos de Toxocara (Prasanphanich et al., 2013). Se ha demostrado que la inmunidad de los ratones
con Taenia crassiceps, puede inducir citocinas tipo Th2 dependientes de glicanos, ademas de que se
pueden encontrar en el hospedero anticuerpos anti-glicanos por infecciones debidas a helmintos
(Gomez-Garcia et al., 2005). Los glicanos de los helmintos estan involucrados en el establecimiento de
diferentes nichos, ya que dichos organismos usan mecanismos especiales para invadir y establecerse en
los érganos y tejidos del hospedero, para su supervivencia a largo plazo cuando ain no infectan o para

permitir el paso de los huevos fuera del hospedero hacia el medio ambiente (Prasanphanich et al., 2013).

2.2.7 Glicoproteinas en cisticerco, oncdsfera y céstodo de T. solium

Dentro de la neurocisticercosis porcina se ha detectado in vivo la TSG de 12 KDa, la cual es una
glicoproteina altamente antigénica que estd aparentemente asociada con otras cuatro (16, 18, 24 y 28
KDa), til para el diagnostico serologico del metacéstodo de T. solium, asi mismo se ha explorado la

deteccidon de otros glicoconjugados en el cisticerco y en el tejido del cerdo adyacente a éste para
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entender su papel potencial en la patogénesis (Obregdn-Henao et al., 2003). Los glicoconjugados de
carbohidratos ricos en union tipo N, son detectados en el fluido vesicular y tegumento de la membrana
vesicular y escolex, donde el parasito esta en contacto directo con el tejido del hospedero durante la
cisticercosis (Obregon-Henao et al., 2003). Cuando la respuesta inflamatoria progresa, las glicoproteinas
antigénicas son detectadas también en el citoplasma de las células inflamatorias en el granuloma que lo
rodea. Por otro lado, el canal del tegumento espiral, el cual es expuesto a las enzimas intestinales en
teniasis, tiene mucinas ricas en N-acetil-galactosamina. Esta composicion diferencial en las estructuras
del metacéstodo de T. solium pueden ser importantes para la supervivencia del parasito en los diferentes
sitios del hospedero, ya que le podrian ayudar a proteger al parasito de ciertas enzimas (Obregén-Henao
et al., 2003).

En la deteccion de la composicion de carbohidratos en la oncosfera de T. solium, se revela que
los residuos de a -D-manosa, o -D-glucosa, o -D-galactosa y la N-acetil-D-galactosamina son los
constituyentes mas abundantes de cadenas de carbohidratos en la superficie de la oncosfera. En cambio
en las estructuras internas se puede encontrar abundantemente a -GalNAc, a -D-Gal y en menor
proporcién GIcNAc, sirviendo esta informacion para poder diferenciar la composicion de carbohidratos
de un estadio a otro en el ciclo de vida de T. solium (Arana et al., 2013).

También en un analisis de la caracterizacion estructural de glicanos de unién —N del metacéstodo
de T. solium, se llegd a la conclusién que el alto nivel de la unién-3,6-a Man y union 4-GIcNAc son
constituyentes esenciales del ndcleo de la mayoria de los N-glicanos (Haslam et al., 2003). Los altos
niveles de las terminales de manosa concuerdan con alta abundancia de manosa y estructuras truncadas.
La fucosa y GIcNAc fueron otros principales azlcares terminales con Gal y GalNAc, estando presentes
como constituyentes terminales de menor importancia. La presencia de altos niveles de unién-2 Man con
bajos niveles de unién-2,6 Man fue consistente con la mayoria de los glicanos complejos que son
biantenarios con menor cantidad de glicanos triantenarios; el residuo de la union 4,6-GIcNAc era

consistente con la presencia de nucleos fucosilados (Fuc) (Haslam et al., 2003).

2.3 Lectinas

Las lectinas son proteinas de union a carbohidratos, se describieron por primera vez hace mas de 100
afios en plantas y ahora se sabe que estan presentes en casi todos los organismos. Las lectinas son
clasificadas de acuerdo con las secuencia de carbohidratos a la cual se une mejor. La primera

clasificacion se basa en algunos motivos de aminoécidos altamente conservados en el dominio de
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reconocimiento del carbohidrato en dos grupos de lectinas: el primer grupo requiere calcio para el
reconocimiento y son llamados lectinas de tipo C, el otro grupo requiere “tioles” libres para su
estabilidad y se Ilaman lectinas de tipo S. Mientras tanto, las lectinas que reconocen Man-6-P si se les
hace secuenciacion, se encuentra una homologia distinta de todas las demas lectinas, lo que justifica su
designacion como lectinas de tipo P. Otro grupo de lectinas que son miembros de la familia de las
inmunoglobulinas que reconocen carbohidratos son las lectinas de tipo I, estas moléculas pueden

reconocer grupos especificos de acido sialico (Varki y Chrispeels, 1999).

Anticuerpos anti-glicanos y lectinas son comunmente usados en el analisis de carbohidratos
debido a su especificidad que les permite discriminar entre una variedad de estructuras de glicanos y a su
multivalencia que le proporciona una alta afinidad de union, incluyendo a los carbohidratos de las
superficies celulares. Muchas de las lectinas usadas como herramienta en glicobiologia provienen
directamente de plantas y estan comercialmente disponibles. Las lectinas son agrupadas dependiendo su
especificidad a los monosacéaridos por los cuales muestran una alta afinidad y preferencia entre
aniémeros a- 0 B- en el azlcar (Varkiy Chrispeels, 1999). Las lectinas pueden usarse en un “western-blot”
(“lectin-blot™) para caracterizar la glicosilacién de un lipido o carbohidrato, en el cual lectinas
biotinizadas se aplican a un material transferido a nitrocelulosa después de una electroforesis o
cromatografia. Las lectinas unidas a la muestra son visualizadas por la unién de estreptavidina fosfatasa

alcalina y conversién de substratos luminiscentes (Varki y Chrispeels, 1999).

2.4 Calreticulina

La calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional, ubicua, se encuentra en una alta gama de especies
y en todos los tipos celulares nucleados, excepto en levaduras. Une calcio intracelular con alta afinidad y
es muy conservada, con alrededor de 90% de identidad de aminoacidos en las formas existentes entre
humanos, conejos, ratas y ratones (Coppolino y Dedhar, 1998). La estructura primaria de la CRT en
humanos esta bien caracterizada (Figura E). El primer tercio de la proteina se conoce como dominio N,
es una estructura globular con una lamina plegada B de ocho hebras antiparalelas y un motivo estructural
de hélice-giro-hélice en su extremo N-terminal. El segundo tercio es el dominio P que se compone de un

segmento cargado seguido por prolina, serina y rico en treonina. Este dominio es de alta afinidad y baja

capacidad de unién a Ca?* (1 mol Ca2*/mol de proteina, K¢= ~ 1 uM). El tercer dominio es su C terminal,
tiene una alta carga negativa donde 37 de sus 57 residuos finales son de acido aspéartico o &cido
glutdmico. Este dominio de la CRT es de baja afinidad y alta capacidad de unién a Ca®* (25 mol
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Ca?*/mol de proteina, K4= ~ 250 uM) . Contiene un sitio potencial de union de glicosilacion tipo N (Asn-
327) (Coppolino y Dedhar, 1998). Cuando la CRT es madura contiene 400 residuos de amino&cidos, un
peso molecular calculado de 46.6 kDa y un punto isoeléctrico de 4.7. Sin embargo, en la migracion
electroforética en un gel aparece con un peso molecular aproximado de 60 kDa. Esta anomalia de
migracion puede ser explicada por tener un alto contenido de residuos de aminodcidos acidicos que
interfieren con la union a SDS (Michalak et al., 1999).

N-domain P-domain C-domain
i A N-Glc

putatiluﬂ NLS

integrin/hormone receptor binding site

hydrophobic signal sequence

O = Ca? ‘i? = PQ, site g: KPEDWD repeats N-Glc= glycosylation

site
MNLS= nuclear localization signal

Figura E.- Estructura general de la calreticulina humana. Los tres dominios de la calreticulina destacan: el
dominio N con una Iamina B plegada globular que contiene extremo amino terminal; el dominio P rico en prolinas

y el dominio C cargado negativamente que contiene el extremo carboxilo terminal (Coppolino y Dedhar, 1998).

La CRT fue inicialmente descrita en el lumen del RE y su principal funcion es la regulacién de la
homeostasis de Ca?* intracelular, con influencia sobre diversos procesos celulares (Michalak et al.,
1999). Sin embargo, también se ha identificado en la superficie de varias células, asi como en productos
de excrecion/secreciéon (E/S) de algunos nematodos y trematodos (Suchitra y Joshi, 2005). La CRT
interacciona con el sistema inmunoldgico del hospedero, pues los pacientes con tripanosomosis,
esquistosomosis y oncocercosis tienen anticuerpos anti-CRT (Marcelain et al., 2000) y se sobreexpresa
en parasitosis cronicas intestinales en el raton. Adicionalmente, en Heligmosomoides polygyrus, ademas
de ser secretada, induce la produccion de IL-4 e IL-10 que representan citocinas tipo Th2 e
inmunomoduladoras, respectivamente (Rzepecka et al., 2009).
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2.4.1 Calreticulina de T. solium

Se ha reportado la caracterizacion de la CRT de T. solium (TsCRT) (Mendlovic et al., 2004). EI cDNA
que codifica para la TsCRT fue clonado en el vector de expresién pET23a dando como resultado el
plasmido pET23a-CRT. Con ese plasmido se transformaron bacterias E. coli de la cepa BL21 y se aislé
el cDNA que codifica para el marco de lectura completo de la TSCRT. En un analisis bioinformatico, la
secuencia fue analizada y se identificé una secuencia sefial entre los residuos 1 y 18, empezando la
proteina madura en la posicion 19. La proteina muestra dos secuencias consenso caracteristicas de la
familia de las CRT; ademas, la sefial de retencion en el reticulo endoplasmico y dos conjuntos de tres
repeticiones que representan a la regién que une Ca®* con alta afinidad en la proteina y son importantes
para la actividad de chaperona. La TsCRT tiene 47.12%, 48.11%, 49.92% y 49.16% de identidad con la
CRT de Schistosoma japonicum, Onchorcera volvulus, S. mansoni, y humana respectivamente. La
proteina tiene un peso molecular aparente de 50 KDa y conserva propiedades funcionales como la
capacidad de unir Ca?* (Mendlovic et al., 2004).

Se tiene evidencia de que las CRT de las diferentes especies presentan sitios potenciales de
glicosilacién que son utilizados de manera especifica segun el tejido o la especie (Michalak et al., 1999).
También se ha reportado que el choque térmico puede inducir la glicosilacion de la CRT. La TsCRT
ciertamente presenta dos sitios potenciales de glicosilacion, uno en el dominio N (NKTA, 190) y otro en
el dominio C (NVSE, 337) al igual que la CRT humana (Mendlovic et al., 2004). La prediccion de los
sitios potenciales de glicosilacion de la TSCRT se muestran en la Figura F.

Name: Seguence Length: 395

MAVPAFLIALLFVVNTRAEVYFEDRFIESNIDEWEKSKYDESNLGLCEYAKPEGDFDDEEDGGMRTTODARFYRYSAPFN 80
KPLSNEDKIMCVOFTVEHEQNIDCGGGYVELLGESFEKPDDFHGESPYEIMFGPDICGYDKKIVHVIFSYKGENYLVKRDI 160
PCREDILTHLYTLIVRPDNIFEVLIDNKTAETGELVADFDMIPPRTIDDPDARKKPEDWVDEAEIPDPDDEEPDDWDOPKT 240
IVDTHAKQPEDWNEETDGEWTAPMIDNPDYKGEWHPEMIPNPAYRGEWKPPQIPNPDHFEDSELYARTFAY IGLDLWOVE 320

SGTIFDNFIVSDNVSECOAHAEYWOKRFAFEEEEEKKSFEEKDKESSTIIDNVPDESEDEEVDLEEGGDASSKDEL
(Threshold=0.5)

SegName Position Potential Jury N-Glyc
agreement result

Sequence 187 NKTA 0.7012 (9/9) ++
Sequence 333 NVSE 0.4627 (4/9) -

Figura F. Prediccion de sitios de glicosilacion en la calreticulina de T. solium. Se busc6 el gen de la
calreticulina de T. solium en NCBI, Gen Bank: AAK52725.1, se le realiz6 un FASTA vy se traslad6 al programa

en linea NetNGlyc 1.0 Server para predecir los posibles sitios de glicosilacion de la proteina.

26



Se ha reportado que la inmunizacion oral con la CRT recombinante de . solium (rTsCRT) induce
la reducciéon de aproximadamente el 37% de la carga parasitaria de gusanos adultos en el modelo
experimental de teniasis intestinal en hamster. Ademas de que las tenias recuperadas de los animales

vacunados presentaron una disminucion en su longitud (Leon-Cabrera et al., 2012).

Se ha realizado un andlisis de la expresion diferencial de la TSCRT en estadios de desarrollo de T.
solium usando anticuerpos especificos para localizar esta proteina (Mendlovic et al., 2006). La TsCRT
se localiza preferencialmente en el tegumento y musculos de los citones de las ventosas y el rostelo. En
proglétidos maduros obtenidos de humanos infectados, se pudo observar en las espermatogonias,
ovogonias, epitelio uterino y en células de conductos deferentes. En el Utero grévido, la moérula y
estadios tempranos de embriones fueron altamente positivos a la TSCRT. La expresion disminuyé a
medida de que avanzaba el desarrollo embrionario y estuvo ausente en oncosferas plenamente
desarrolladas que estaban rodeadas por un embrioforo. Durante la espermatogénesis se observo una
regulacién baja de la proteina y aunque los primeros espermatocitos mostraron una alta expresion de la
TsCRT, los espermatozoides maduros presentes en el conducto deferente fueron negativos para la
proteina. Estos datos indican que la expresion de la TsSCRT se expresa temporal y espacialmente durante
el desarrollo de T. solium especialmente en células germinales y durante la embriogénesis (Mendlovic et
al., 2006).

Al hacer los anélisis de la TSCRT con “western-blot” en extractos del adulto, cisticercos,
cisticercos evaginados y productos de excrecion-secrecion (E-S) de la tenia, se observé una banda de
mayor peso molecular en la tenia adulta y los productos E-S. Esta observacion origind la hipdtesis de
que la TsCRT podia estar glicosilada al tener dos sitios potenciales de glicosilacion en su secuencia. El
analisis de los carbohidratos presentes en la TSCRT podrian ser de gran importancia para comprender
mejor su comportamiento dentro de la tenia, ademas de que la presencia de los carbohidratos en ella
podria tener importancia y relevancia para el area de la inmunomodulacion y en la relacion hospedero-

parasito.
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3 JUSTIFICACION

Ya que los glicoconjugados juegan un papel importante en la biologia y bioquimica en los organismos, y
que dentro de los parasitos algunas glicoproteinas son antigénicas e inmunomoduladoras, puede ser que
la TsCRT de T. solium al ser una proteina multifuncional localizada especificamente en ciertos tejidos
dependiendo la fase del parasito, tenga modificaciones postraduccionales y esté glicosilada, dando
origen a isoformas en los diferentes estadios del desarrollo de T. solium, ayudandole a mantener una

homeostasis adecuada para su supervivencia dentro de sus hospederos.

4 HIPOTESIS
Debido a que la secuencia de la TsSCRT presenta dos sitios potenciales de glicosilacion, las isoformas en
los diferentes estadios de T. solium podrian deberse a adicién de glicanos durante el proceso de

diferenciacién de cisticerco a tenia.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Comprobar si la TsSCRT se encuentra glicosilada en los diferentes estadios de T. solium y qué tipo de
glicosilacion presenta.

5.2 Objetivos particulares

1. Purificar la rTsCRT producida en bacterias BL21 transformadas con el plasmido pET23a-CRT.

2. Producir anticuerpos especificos contra la TsSCRT e identificar su especificidad por “western-
blot”.

3. Extraer las proteinas totales del metacéstodo y parasito adulto de T. solium, asi como productos
de excrecion-secrecion de la tenia.

4. Analizar la presencia de carbohidratos y tipo de glicosilacion de la TSCRT mediante tratamiento
con glicosidasas.

5. Identificar el tipo de carbohidratos presentes en la TSCRT con uso de lectinas.
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DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion de cisticercos, tenias,
productos E-S y evaginacion de cisticercos
(extractos de T. solium)

\

Homogeneizacion de los
extractos de T. solium

Cuantificacion de los
extractos mediante el
método de Bradford

Determinacion de
peso molecular

Purificacion de la rTsCRT a partir de bacterias BL21
transformadas con el plasmido PET23a-CRT *

A 4

Cuantificacion de la
rTsCRT mediante el
método de Bradford

Inmunizacion de dos ratones Balb/c con
rTsCRT por via intraperitonial para la
obtencion de anticuerpos anti-rTsCRT

Evaluacion del titulo de

- anticuerpos anti-rTsCRT por ELISA

y

Identificacion de la TsCRT en cada extracto de T. solium

por “western-blot” usando

los anticuerpos anti-rTsCRT

A

y

Identificacion de la presenciay tipo de glicosilacion de la
TsCRT de cada extracto de T. solium con glicosidasas *

PNGasa F

v

O-glicosidasa
Sialidasa A

Identificacion del tipo de carbohidratos de la TsCRT
por medio de “lectin-blot” *

Uso de lectinas especificas

v

para diferentes tipos de
carbohidratos

Figura G.- Disefio experimental para el andlisis de la presencia de carbohidratos en la TSCRT.

;
7.1

METODOS

7.1.1 Parésitos

Extractos crudos de los diferentes estadios de T. solium

Se recolectaron cisticercos de T. solium del musculo esquelético de cerdos infectados naturalmente, se

lavaron 5 veces con PBS (buffer de fosfatos 0.01 M, 0.15% cloruro de sodio) y se almacenaron

congelados a -70 °C hasta su uso.
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Para la obtencion de pardsitos adultos de T. solium, se infectaron hamsteres dorados
(Mesocricetus auratus) inmunosuprimios (acetato de metilprednisolona) de nueve meses de edad con
ocho cisticercos de T. solium recolectados del musculo esquelético de cerdos infectados naturalmente.
Los hamsteres se mantuvieron en condiciones de bioterio ad libitum, después de 4 semanas se
sacrificaron, se removio el intestino delgado, se coloc6 en cajas de Petri con PBS y se cortd
longitudinalmente con ayuda de un bisturi. Se separaron las tenias adultas adheridas al intestino delgado,
se lavaron con PBS para quitar la mayor contaminacion posible y se almacenaron congeladas a — 70 °C
hasta su uso (Leon-Cabrera et al., 2009).

7.1.2 Evaginacion de cisticercos

Posterior a la obtencion de cisticercos, se les realizd una evaginacion in vitro incubando 50 parasitos en
25% de bilis de cerdo en RPMI (Gibco), la mezcla se dejé en incubacion durante 4 horas a 37°C,
posteriormente se contd el numero de cisticercos evaginados que presentaban movimientos y se

almacenaron congelados a — 70 °C hasta su uso (Correa et al., 1987).

7.1.3 Obtencidn de productos de excrecion-secrecion de la tenia

Las tenias se incubaron a 37 °C en cajas de Petri con medio RPMI con antibiético (penicilina 1 x 10°
U/L y estreptomicina 2 g/L, SIGMA). El medio se cambi6 cada 8 horas en el primer dia de incubacién y
cada 20 horas durante los siguientes 3 a 4 dias. El medio recuperado se centrifugé a 2500 (rpm) durante
20 minutos y el sobrenadante se dializ6 contra PBS, se concentrd por centrifugacion, se le agregaron
inhibidores de proteasas (Complete 1X, ROCHE) y se almacen¢ a —20 °C hasta su uso (Ochoa-Sanchez
etal., 2011).

7.1.4 Preparacién del antigeno de cisticerco, cisticerco evaginado y tenia

Los cisticercos se pesaron y se colectaron 5 g en un tubo Falcon de 15 ml, se resuspendieron en 3 ml de
buffer de fosfatos (6.7mM con 0.04M KCI y 1mM MgCl;) con inhibidores de proteasas (Complete 1X,
ROCHE). Los cisticercos se homogeneizaron con ayuda de un homogeneizador eléctrico (Fisher
Scientific, PowerGen) en ciclos de dos minutos, con 30 segundos de pausa. EI homogeneizado se sonico
cuatro veces con intervalos de 1 minuto, sobre hielo, con ayuda de un sonicador (OMNI-ruptor 250) a
una potencia de salida de 50W. Posteriormente, las muestras se centrifugaron las muestras para quitar el
tejido insoluble a 2000 rpm durante 5 minutos, se recuper6 el sobrenadante, se hicieron alicuotas y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso. Se realizd el mismo procedimiento para la obtencion del antigeno de

las tenias y los cisticercos evaginados.
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7.1.5 Cuantificacién de los extractos proteicos

En todos los casos se cuantificaron las proteinas totales del antigeno por el método de Bradford. Se
realizo el ensayo en microplaca haciendo diluciones de 1:5, 1:10 y 1:20 de cada muestra por triplicado.
La curva estandar se realizd con albumina sérica bovina (BSA) en diferentes concentraciones (100, 200,
300, 400 y 500 pg/ml) y se realiz6 la lectura a 595 nm en un lector de ELISA.

7.2 Obtencién de la rTsCRT

7.2.1 Centrifugacion diferencial para la separacién de la rTsCRT

Se agregaron 6 ml de buffer A (sacarosa 20% + Tris 20 mM) a un boton de bacterias BL21
transformadas con el plasmido pET23a-CRT y se resuspendid hasta tener una muestra homogénea, se
dejo reposar por 10 minutos en hielo y se centrifugd a 8500 rpm durante 15 minutos. Se guardé el
primer sobrenadante (S1). El botdn restante se volvio a resuspender en 6 ml de agua bi-destilada
(ddH0), se dejo reposar en hielo por 10 minutos y se centrifugdé a 8500 rpm durante 15 minutos. Se
guardd el segundo sobrenadante (S2). El nuevo boton se resuspendiéo en 2 ml de buffer P (PBS +
inhibidores de proteasas Complete 1x) y se sonicé a 50 W cuatro veces por 30 segundos en hielo, se
agreg6 1.2 ul de DNAsa (10mg/ml) y 1.2 ul de RNAsa (10mg/ml) y se incub6 a temperatura ambiente
por 10 minutos. La muestra se centrifugd de nuevo a 10500 rpm durante 30 minutos. Se separ0 el
sobrenadante (S3) y se guardd el botdn restante de bacterias en congelacion. La evaluacién de la
separacion de la rTsCRT se evalu6 por electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida al 12 %.

7.2.2 Tincidn negativa “zinc-imidazol”

Se realiz6 la electroforesis del S3 en un gel preparativo de poliacrilamida al 12% de 1.5 milimetros de
grosor. El gel se lavo con ddH,O en agitacion durante 5 minutos. Se incubd en la solucion A (imidazol
0.2 M + SDS 0.1%) durante 15 minutos, se lavé con ddH,O 3 veces durante 5 minutos. El gel se incubd
en la solucién B (sulfato de zinc 0.2 M) hasta que se comenzaron a ver las bandas de las proteinas y la
reaccion se detuvo haciendo un lavado abundante con ddH,O. EIl gel se coloco sobre una superficie
negra y con ayuda de un bisturi se cortd la banda de interés que pertenecia a la rTsSCRT, se colocd en un
tubo de 15 ml y se almaceno a 4°C hasta su uso.

7.2.3 Electroelucion para la purificacion de la rTsCRT
Las bandas de gel que contienen la rTsCRT se pasaron por una jeringa y colocaron en los tubos de una
camara de electroelucién (Bio-Rad), se electroeluyeron en presencia de buffer (Tris-base 25 mM,

Glicina 192 mM, SDS 0.02%) durante tres horas a 10 miliamperes (mA) por tubo. Se drend el primer
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buffer, se adicion6 el segundo buffer (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM) y se corri6é al mismo voltaje
durante 1 hora para retirar el SDS. Se obtuvo la rTsCRT electroeluida, se cuantifico y se realizé una

electroforesis de poliacrilamida al 12% para confirmar su pureza.

7.3 Produccién de anticuerpos anti-rTsCRT

7.3.1 Inmunizacién de ratones Balb/c con rTSCRT

Dos ratones Balb/c de 6-8 semanas de edad mantenidos en condiciones de bioterio ad libitum, se
inmunizaron tres veces con intervalos de 15 dias por via intraperitonial con 100 pg de rTsCRT con
adyuvante completo de Freund (1:1) en la primera inmunizacién y con adyuvante incompleto de Freund
en la segunda y tercera inmunizacion. Se tomaron muestras de sangre antes de cada inmunizacion (suero
preinmune, 2° y 3° inmunizacion) asi como, una semana después de la tercera inmunizacion. Al final del
protocolo, los ratones se sangraron por puncion cardiaca y se colect6 el suero. La evaluacion del titulo
de anticuerpos anti-rTsCRT se realizé por ELISA.

7.3.2 Titulacién de anticuerpos anti-rTsCRT

Los sueros hiperinmunes de ratdn se titularon por ELISA para encontrar la dilucidon 6ptima que se uso en
los ensayos de “western-blot”. Se forr6 una placa con rTsCRT (10ug/ml), se bloqued con leche
semidescremada (5%) en PBS-Tween (0.3%) y se incubaron los sueros anti-rTSCRT (dilucion 1:500
hasta 1:16 384 000). La placa se incubd con anti-lIgG de ratdn acoplada a peroxidasa y se reveld con
OPD (orto-fenilendiamina) y H,O,. La lectura se realiz6 a 595 nm.

7.4 ldentificacidn, desglicosilacion y analisis de carbohidratos presentes en la TSCRT

7.4.1 Identificacion de la TSCRT con anticuerpos anti-rTSCRT (“western-blot™)

Se realizd una electroforesis de poliacrilamida al 12% con 30 pg de los antigenos de cisticerco,
cisticerco evaginado, tenia y productos de E-S y se electrotransfirieron las proteinas a una membrana
PVDF usando una camara de electrotransferencia semihiumeda (Amersham Biosciences, TE 70 ECL
Semi-Dry Transfer Unit), a 15 V durante 15 minutos. La membrana se bloque6é con PBS 1X-Tween
(0.3%)-Leche (5%) y se incubd durante toda la noche a 4°C. Se adiciond el anticuerpo primario (anti-
rTsCRT, 1:128 000) y se dej6 incubar durante 2 horas a temperatura ambiente. Se agreg6 el anticuerpo
secundario (anti-lgG de raton marcado con peroxidasa, 1:2000) y se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente. Por Gltimo, se revelé la membrana con una solucion de PBS 1X, 3,3-
Diaminobencidina y peréxido de hidrégeno. Entre cada incubacion se realizaron lavados con PBS 1X-

Tween (0.3%) para quitar los residuos de cada reaccion.
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7.4.2 Tratamiento de desglicosilacion general y tipo de glicosilacion de la TSCRT

Las desglicosilaciones enzimaticas se llevaron a cabo con PNGasa F (rompe los enlaces de glicosilacion
tipo N), O-glicosidasa (rompe enlaces de glicosilacion tipo O) y a -(2—3,6,8,9)-Neuraminidasa
(Silalidasa A), siguiendo el procedimiento del provedor (Enzimatic Protein Deglycosylation Kit,
SIGMA-AIdrich). Se realizaron dos condiciones de desglicosilacion: i) condiciones nativas (Nat) (buffer
de reaccion 5x, glicosidasas e incubacién de 5 dias a 37°C) vy ii) condiciones desnaturalizantes (Des)
(buffer de reaccidn 5x, solucion desnaturalizante, glicosidasas, TritonX-100 e incubacién de 3 horas a
37°C). La eficiencia de las reacciones se evalué observando si existen modificaciones en el peso
molecular del antigeno de interés (TSCRT) por electroforesis de poliacrilamida y “western-blot”. Como
control positivo y negativo de las desglicosilaciones se usd Fetuina, ya que era el estandar requerido
dentro del Kit de desglicosilacion.

7.4.3 ldentificacion del tipo de carbohidratos presentes en la TSCRT con lectinas (“lectin-blot™)
Se realizaron tres electroforesis con geles preparativos de poliacrilamida al 12 %, un gel con 30 pug del
antigeno de cisticerco, otro con 60 pg del antigeno de tenia y el Gltimo con 30 pg de antigeno de los
productos de E-S. Se transfirieron las proteinas de cada antigeno a una membrana PVDF con ayuda de
una camara de transferencia a 15 V durante 15 minutos. Se bloquearon las membranas con PBS 1X-
Tween(0.3%)-albumina(1%). Cada membrana se recorto en tiras de 4 mm de grosor para los ensayos
individuales. Los blots se incubaron con las lectinas biotiniladas a las siguientes diluciones: Arachis
hipogaea (PNA) 1:750, Lotus tetragonolobus (LTL) 1:500, Ulex europaeus (UEA-I) 1:500, Glycine max
(SBA) 1:500, Vicia villosa (VVA) 1:500, Artocarpus integrifolia (AlA) 1:250, Allomyrina dichotoma
(Allo A) 1:500, Tricum vulgaris (WGA) 1:4000, Lycopersicon esuculentum (LEL) 1:500, Bandeiraea
simpicifolia (BSL) 1:250, Datura stratomonium (DSA) 1:250, Limulus polyphemus (LPA) 1:100,
Canavalia ensiformis (Con A) 1:500 y Lens culinaris (LCA) 1:750, diluidas en la solucion bloqueadora
durante 1:30 horas a 37°C. Los blots se lavaron 3 veces con PBS 1X-Tween(0.3%)-albdimina(1%) y se
incubaron durante una hora a 37°C con estreptavidina-fosfatasa alcalina (1:7500), diluida en la solucion
bloqueadora. La reaccion de revelado se desarrollé con una solucién de PBS 1X, 3,3-diaminobencidina
y perdxido de hidrégeno.

7.5 Determinacién del peso molecular de la rTsCRT y TsCRT de T. solium
La determinacion del peso molecular de la calreticulina recombinante y nativa de T. solium se realiz6

con el software PDQuest version 7.4.0 en el fotodocumentador ChemiDoc XRS - BioRad.
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8 RESULTADOS

8.1 Purificacién y cuantificacion de la rTsCRT

En la centrifugacion diferencial se observaron fracciones de proteinas que corresponden a las de
bacterias, pero en especial se observo una de mayor concentracién con un peso molecular de 55 KDa, la
cual corresponde a la rTSCRT, que se sobreexpreso al realizar la transformacion y el cultivo de bacterias
(Figura 1). En todos los sobrenadantes S1, S2 y S3 se observé la rTSCRT sobreexpresada, que es hasta
S3 donde se apreciaron dos bandas definidas en el gel (Figura 1A). Se continud con la tincion negativa
(Figura 1B) y la electroelucion de la proteina. Finalmente se realizé una electroforesis de poliacrilamida
al 12% a la muestra electroeluida, se demostré que la proteina quedo totalmente purificada y con un
peso molecular de 55 KDa (Figura 1C). La concentracion final de la rTsCRT purificada fue de 314.8

ug/ml.
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Figura 1.- Purificacion y cuantificacion de la rTSCRT. A) Electroforesis de la centrifugacion diferencial de las
bacterias BL-21 transformadas con el pldésmido pET23a-CRT. B) Electroforesis y tincion negativa del
sobrenadante 3 (S3). C) Electroforesis de la rTsCRT electroeluida con peso molecular de 55 KDa. La
cuantificacion se realizé por el método de Bradford. P= pellet. S1= sobrenadante 1. S2= sobrenadante 2. PM=

Peso molecular en Kilodaltons.
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8.2 Titulo de anticuerpos anti-rTsSCRT

En la figura 2 se muestra el resultado de la titulacion de anticuerpos anti-rTsCRT por ELISA. El suero
preinmune de ratdn se mantuvo constante con una densidad Optica baja en todas sus diluciones (0.5). El
suero de la segunda inmunizacion presenta una densidad dptica de 3.5 y se mantuvo constante hasta la
dilucién 1:8000, a partir de esa dilucién empez6 a bajar hasta llegar a la diluciéon 1:102 400 donde se
mantuvo a menos de 0.5. Mientras que el suero obtenido de la tercera inmunizacion, la curva empezé a
bajar en la dilucién 1:3200 hasta llegar a la dilucién 1:4 096 000 donde no subi6 a mas de 0.5. No se
tomaron datos de la primera inmunizacion.
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Figura 2.- Grafica del titulo de anticuerpos anti-rTsCRT. Se muestra la absorbancia contra la dilucién y las
curvas de titulacion de anticuerpos de las diferentes inmunizaciones de los ratones Balb/c con rTsCRT y
adyuvante de Freund (1:1) evaluados por ELISA. Titulo del suero preinmune (verde), titulo de la segunda

inmunizacion (rojo) y titulo de la tercera inmunizacion (azul). Realizado en Microsoft Excel, 2011.

Se decidio trabajar con la dilucién 1:128 000 de la tercera inmunizacion de los ratones para
realizar los ensayos de identificacion de la TSCRT en todos los antigenos de T. solium.
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8.3 Identificacidn de la TSCRT por “western-blot” utilizando anticuerpos policlonales
especificos

En el control positivo, en donde solamente se us6 la rTsSCRT con la cual se inmunizaron los ratones, se
observé que los anticuerpos anti-rTsCRT fueron altamente especificos para la rTsCRT, la cual se
muestra con un peso molecular de 55 KDa (Figura 3A). En este caso se observé una banda gruesa
debido a que el carril contenia mucha proteina y la reaccion fue muy intensa. Como control negativo se
realizd el mismo procedimiento con suero de raton pre-inmune (SR Pre) y no se identificé la rTsCRT
(Figura 3A). En la electroforesis del antigeno de cisticerco, se muestran las proteinas tefiidas con azul de
Coomassie y la identificacion de la TSCRT con anticuerpos anti-rTsCRT (Figura 3B). Se observaron tres
bandas, una en el centro con mayor intensidad, una mas delgada de menor peso molecular y otra apenas
visible de mayor peso molecular que la central; este patron de bandas no se repitié en los otros antigenos.
En la fraccidn del cisticerco evaginado, se observo una banda de TsCRT bien definida y una delgada,
apenas visible, de mayor peso molecular; aqui ya no se encuentra la de menor peso molecular como en
la fraccion del cisticerco. Las bandas presentes en la fraccion del cisticerco evaginado coinciden con las
dos de mayor peso molecular en la de cisticerco (Figura 3C). En la fraccién de tenia, se detectaron dos
bandas de la TsCRT: una delgada de aproximadamente 50 KDa y otra mas gruesa de mayor peso
molecular (Figura 3D). Esta isoforma de la TSCRT no se observa en las fracciones del cisticerco ni de la
de cisticerco evaginado, solamente en la etapa madura de T. solium. En los productos de E-S, la TSCRT

se comport6 de manera similar que en el adulto (Figura 3E).
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Figura 3.- ldentificacion de la TSCRT con anticuerpos anti-rTSCRT. Se muestra la identificacion de la
rTsCRT y de T. solium nativa (TSCRT) en diferentes fracciones de los estadios del parasito con anticuerpos anti-
calreticulina recombinante de T. solium (arTsCRT). A) Control positivo, identificacion de la rTsSCRT con suero
de la tercera inmunizacion y control negativo con suero de raton pre-inmune (S Pre). Electroforesis (e) de la
fraccién total e identificacion de la TSCRT por “western-blot” (WB) en los extractos de T. solium. B) cisticerco,
C) cisticerco evaginado, D) tenia, E) productos de E-S de la tenia. PM = Marcadores de peso molecular en

Kilodaltons.
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8.4 Analisis de la presencia de carbohidratos en la TSCRT con glicosidasas en condiciones
desnaturalizantes y nativas

Se observd que la Fetuina en el control negativo de desglicosilacion (-), las proteinas tuvieron un peso
molecular alto comparado con la desglicosilacion de la misma proteina como control positivo (+) en
condiciones nativas (+Nat) y desnaturalizantes (+Des), demostrando el efecto de desglicosilacion de las
glicosidasas. En condiciones desnaturalizantes (+Des) se obtuvo un efecto mayor que en las nativas
(+Nat), ya que el peso molecular de las proteinas es menor y las bandas se observaron con una mayor
definicion (Figura 4A).

En el tratamiento de las proteinas del cisticerco se observé que la banda delgada de mayor peso
molecular ya no se evidencid, indicando que esta fraccion de proteina esta glicosilada; no se apreciaron
cambios en las otras bandas bajo el mismo tratamiento (Figura 4B). Lo mismo sucedi6 con la fraccion
del cisticerco evaginado (Figura 4C). En la fraccion de tenia, donde se distinguieron claramente dos
bandas, se observé que la banda de mayor intensidad, que corresponde a la de mayor peso molecular
tampoco se hizo evidente, indicando que la proteina en esta etapa se encuentra glicosilada en altas
proporciones, comparandola con la TSCRT de la fraccion de cisticerco (Figura 4D). Los productos de E-
S del adulto tuvieron un comportamiento semejante al de la tenia (Figura 4E). Estos resultados se

observan de manera general en la Figura 5.
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Figura 4.- Andlisis de la presencia de carbohidratos en la TsCRT con glicosidasas. A) Electroforesis de la
Fetuina como control positivo de desglicosilacion, no desglicosilado (-), desglicosilado en condiciones nativas
(+Nat) y desglicosilacion en condiciones desnaturalizantes (+Des). No desglicosilacion (=) y desglicosilacién (+)
en condiciones desnaturalizantes de la TSCRT de las fracciones de: B) cisticerco, C) cisticerco evaginado, D)
tenia adulta y E) productos de excrecion-secrecién, identificados por WB. PM = Marcadores de peso molecular

en Kilodaltons.
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Figura 5.- Desglicosilacion de la TsCRT en los diferentes extractos de T. solium. TsCRT de cisticerco no
desglicosilado (C-) y desglicosilado (C+); TsCRT de cisticerco evaginado no desglicosilado (CE-) y
desglicosilado (CE+), tenia no desglicosilada (T-), tenia desglicosilada (T+), productos de excrecion-secrecion no
desglicosilado (PE-S-) y productos de excrecidn-secreciéon desglicosilados (PE-S +). PM = Marcadores de peso

molecular en Kilodaltons.

8.5 Determinacién del peso molecular de la TSCRT en los extractos de T. solium no
desglicosilados y desglicosilados

Se tomo la figura 5 para realizar la determinacion de los pesos moleculares de los extractos de T. solium,
ya que se muestra de manera general sus caracteristicas de glicosilacion. En los extractos no
desglicosilados, se presentd una fraccién con un peso molecular de 55.33 KDa en cisticerco (C-) y
cisticerco evaginado (CE-), 56.41 KDa en tenia (T-) y 56.11 KDa en los productos de E-S (PE-S-); esta
fraccion no aparece en los extractos de T. solium desglicosilados (+), ya que desaparece después del
tratamiento con las glicosidasas. La siguiente fraccion de cada extracto es de 53.59 KDa en cisticerco no
desglicosilado (C-), 52.74 KDa en el cisticerco desglicosilado (C+), 53.31 KDa en el cisticerco
evaginado no desglicosilado (CE-), 53.88 KDa en el cisticerco evaginado desglicosilado (CE+), 54.35
KDa en la tenia no desglicosilada (T-), 54.46 en la tenia glicosilada (T+), 54.07 KDa en los productos de
E-S no desglicosilados (PE-S -) y 54.56 KDa en los productos E-S desglicosilados (PE-S+). De manera
particular apareci6 una tercera fraccion de 50 KDa en el extracto de cisticerco no desglicosilado (C-) y
de 49.01 KDa en el cisticerco desglicosilado (C+) (Figura 6).
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Figura 6.- Peso molecular de la TsCRT en los extractos de T. solium no desglicosilados y desglicosilados. Se
observa el peso molecular de las fracciones de la TSCRT en los extractos de cisticerco no desglicosilado (C-) y
desglicosilado (C+), TsCRT de cisticerco evaginado no desglicosilado (CE-) y desglicosilado (CE+), tenia no
desglicosilada (T-), tenia desglicosilada (T+), productos de excrecidn-secrecién no desglicosilado (PE-S-) y
productos de excrecidn-secrecién desglicosilados (PE-S +). Los pesos moleculares se obtuvieron el software
PDQuest version 7.4.0 en el fotodocumentador ChemiDoc XRS — BioRad. PM = Marcadores de peso molecular

en Kilodaltons.

8.6  Analisis del tipo de glicosilacion de la TSCRT mediante el tratamiento con glicosidasas

Como control negativo de presencia de la glicosilacion de la TsCRT se incluyd el extracto de cisticerco
ya que expresa poco la forma glicosilada de la TSCRT Yy a la tenia como control positivo sometidos a la
desglicosilacion con la mezcla de glicosidasas. Se observé que el Unico cambio fue al desglicosilar la
TsCRT de la tenia con PNGasa F, en el cual la banda de mayor peso molecular ya no se hizo evidente,
sugiriendo que los carbohidratos presentes en la TSCRT son de una glicosilacion tipo N. Con la O-
glicosidasa y Sialidasa A no se observd ningin cambio en el peso molecular de las bandas del extracto
de tenia (Figura 7).
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Figura 7.- Andlisis del tipo de glicosilacion de la TSCRT. Se observa el tipo de glicosilacion de la TsSCRT al
someter las fracciones de proteina de manera independiente con PNGasa F, O-glicosidasa y Sialidasa A. Como
control negativo se uso el extracto de cisticerco no desglicosilado (C-) y como control positivo el antigeno de

tenia no desglicosilado (T-). T+ = tenia desglicosilado. PM = Marcadores de peso molecular en Kilodaltons.

8.7 Identificacion de carbohidratos en la TsSCRT en los diferentes extractos de T. solium por
“lectin-blot”

Se analizaron los carbohidratos presentes en los diferentes extractos (Figuras 8, 9 y 10). Cabe mencionar

que se estan usando los extractos crudos de cada estadio, asi como los productos de excrecién del adulto.

Todas las lectinas usadas en este trabajo provienen de un organismo diferente (vegetal o animal),

muestran diferente actividad y tienen diferentes sitios de unién especificos (Cuadros 1, 2 y 3).

8.7.1 Cisticerco

En el andlisis del extracto de cisticerco, la TSCRT se identifico con anticuerpos anti-rTSCRT (arTSCRT)
con un peso molecular de 54 KDa, sin embargo en el “lectin-blot” con las 11 lectinas utilizadas, no se
observo ninguna reaccion en el peso molecular, correspondiente a la TSCRT (Figura 8).
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Figura 8.- ldentificacién de carbohidratos de la TSCRT en el extracto de cisticerco de T. solium con 11 lectinas
diferentes. Se observa la TSCRT identificada con anticuerpos anti-rTSCRT (arTSCRT ) a un peso molecular de 54 KDa. PM

= Marcadores de peso molecular en Kilodaltons.
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Cuadro 1.- Lectinas utilizadas para la identificacion de carbohidratos presentes en la TsCRT del cisticerco. Se
muestran las lectinas enumeradas segln los ensayos de “western-blot”, lectina, nombre cientifico de la especie de origen,
intensidad de reaccion a la TsCRT, carbohidrato de unién y dilucién usada para los experimentos. Todas las lectinas se

usaron una concentracion de 1mg/ml.
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8.7.2 Tenia

Las tiras de PVDF con extracto de tenia se agruparon y enumeraron de manera ascendente segun la
intensidad de reaccion de las lectinas a la TSCRT (intenso +++, medianamente intenso ++, poco intenso
+, casi indistinguible +/- e indistinguible -). La TsCRT se identificd con anticuerpos arTSCRT y
muestra un peso molecular de 54 KDa (Figura 9). Las lectinas que presentaron una reaccién intensa con
la TSCRT fueron PNA con union especifica a Galp1-3GalNAc, LTL y UEA ambas con union a a-LFuc.
La lectinas que tuvieron una reaccion medianamente intensa con la TSCRT fue la SBA, que identifica
carbohidratos de Gal y GalNAc. Con una reaccion poco intensa se observo con las lectinas VVA 'y AlA,
las cuales identifican GalNAc y a-Gal. Por ultimo la Allo A present6 una reaccion casi indistinguible
(muy tenue) con union a GalBl-4GIcNAc (Tabla 3). Las lectinas restantes no presentaron

reconocimiento alguno a las fracciones proteicas de interés.
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Figura 9.- Identificacion de carbohidratos de TSCRT en el adulto de T. solium con lectinas. Se muestra la TSCRT
identificada con anticuerpos arTSCRT Y los carbohidratos reconocidos en la TSCRT con las lectinas del cuadro 2. La TSCRT
tiene un peso molecular de 54 KDa. Las tiras se ordenaron, agruparon y enumeraron de forma ascendente segln el grado de

intensidad de reaccion con la TsSCRT (+,-). PM = Marcadores de peso molecular en Kilodaltons.
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# | Lectina Especie Reaccion con TsCRT Sitio de unién Dilucién
1 PNA Arachis hipogea +H+ GalB1-3GalNAc 1:750
2 LTL Lotus tetragonolobus +++ a-LFuc 1:500
3 UEA-I Ulex europaeus +++ a-LFuc 1:500
4 SBA Glycine max (soy bean) ++ Gal, GalNAc 1:500
5 VVA Vicia villosa + GalNAc 1:500
6 AlA Artrocarpus integrifolia + o-Gal 1:250
7 Allo A Allomyrina dichotoma +/- GalB1-4GIcNAc 1:400
8 WGA Tricum vulgaris - B-GIcNACc 1:4000
9 LEL Lycopersicon esuculentum - B-GlcNAc 1:500
10 BSL Bandeiraea simpicifolia - a-Gal, a-GalNAc 1:250
11 DSA Datura stramonium - GalB1-4GIcNAc 1:250
12 LPA Limulus polyphemus - Acido sialico 1:100
13| ConA Conavalia esiformis - a-Man > a-Glc 1:500
14 LCA Lens culinaris - a-Man > a-Glc 1:750

Cuadro 2.- Lectinas utilizadas para la identificacion de carbohidratos en la TSCRT de la tenia. Se muestra

la enumeracion de las lectinas segln los ensayos de “western-blot”, lectina, nombre cientifico de la especie de

origen, intensidad de reaccion a la TsCRT, carbohidrato de unién y dilucion usada para los experimentos. La

concentracion original de todas las lectinas fue de 1Img/ml.

8.7.3 Productos de excrecidn-secrecion de la tenia
En los productos de E-S, se identificé a la TSCRT como en los casos anteriores, con el uso de los

anticuerpos policlonales especificos arTSCRT y al igual que la tenia este extracto presentd dos bandas,

siendo la de mayor peso molecular la glicosilada. Al hacer el “lectin-blot”, no se logré identificar a la

TsCRT (Figura 10).
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Figura 10.- Identificacion de carbohidratos de TSCRT en los productos de E-S del adulto de T. solium con lectinas. Se

observa la TsCRT identificada con anticuerpos arTSCRT con un peso molecular de 54 KDa y los carbohidratos reconocidos

en la TsCRT de los productos E-S con las lectinas de la Tabla 4. Al igual que en el cisticerco, las lectinas no reconocen algln

carbohidrato en TSCRT. PM = Marcadores de peso molecular, KD = Kilodaltons.
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Cuadro 3.- Lectinas usadas en la identificacion de carbohidratos presentes en la TSCRT de los productos de E-S. Se

muestra la enumeracién de las lectinas segln los ensayos de “western-blot”, lectina, nombre cientifico de la especie de origen,

intensidad de reaccion con la TsCRT, carbohidrato de unién y dilucién usada para los experimentos. La concentracion

original de todas las lectinas fue de Img/ml.
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8.8 Determinacion del peso molecular de la TSCRT en el “western-blot” y “lectin-blot” del
extracto de tenia

La fraccion de la TSCRT que se encuentra glicosilada e identificada con anticuerpos anti-TsSCRT tuvo un
peso molecular de 53.86 KDa y la fraccion que no presenta glicosilacion tuvo un peso molecular de 51y
50.54 KDa (tiras 2 y 10). Las fracciones de carbohidratos que se reconocieron en el extracto de tenia con
las lectinas del cuadro 2, que cuentan con un peso molecular més aproximado a la fraccion glicosilada
de la TsCRT fue SBA con 53.86 KDa, UEA con 53.62 KDa, PNA con 53.37 KDa al igual que LTL,
VVA con 54.11 KDa igual que Allo A'y por ultimo Con A con 54 KDa. AlA y LCA fueron las tiras que
presentaron fracciones con los pesos moleculares mas alejados. Las fracciones que se asemejan al peso
molecular de la fraccion no glicosilada de la TSCRT se identificé con VVA, LTL, UEA, SBA y AlloA.
Las fracciones restantes sirvieron como guias para la alineacion de todas las tiras para una mayor
precision en la determinacion del peso molecular (Figura 11).
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Figura 11.- Peso molecular de la TSCRT en el “western-blot” y “lectin-blot” del extracto de tenia. Se muestra el peso

molecular de la TsCRT identificada con anticuerpos arTSCRT en las tiras 2 y 10, y el peso molecular de los carbohidratos
reconocidos en el extracto de tenia con las lectinas del cuadro 2 en las tiras 3-9, 11 y 12. PM = Marcadores de peso molecular
en Kilodaltons.
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9 DISCUSION

El interés por la caracterizacion de la TSCRT se ha llevado a cabo anteriormente en nuestro laboratorio
hace varios afios y dio origen al primer articulo publicado al respecto (Mendlovic et al., 2004; 2006)
para conocer la secuencia de residuos de aminoacidos de los cuales se compone, caracteristicas
estructurales y su localizacién en el parasito, sentando las bases para seguir describiendo la TsCRT y
tratar de elucidar y proponer funciones especificas e importancia en la relacion hospedero-parasito. Para
que se lleve a cabo dicha relacion se necesita una cantidad de elementos como son: las condiciones
ambientales del hospedero y del parésito, sexo, edad, condiciones fisiol6gicas, bioguimicas,
comunicacion y sefializacion celular, etc., donde uno de los elementos importantes para tales relaciones
son las interacciones con los carbohidratos (Varki y Chrispeels, 1999). El presente trabajo tiene como
objetivo estudiar la composicion de la TsSCRT a nivel glicoproteico que incluye la identificacion de la
proteina con anticuerpos especificos, tratamiento con glicosidasas y especificidad de union de lectinas a
los carbohidratos de los que se compone la proteina, en cada uno de los extractos crudos de las distintas
fracciones correspondientes a los distintos estadios del parasito.

Se demostrd que la centrifugacion diferencial como método de purificacion de la rTsCRT que
partia de las bacterias BL-21 transformadas con el pldsmido pET23a-CRT fue eficiente para poder
obtener la proteina pura, pero se realizaron varios lotes para que la concentracion de la proteina fuera
suficiente y poder realizar todos los experimentos de este trabajo. La determinacion del peso molecular
de la rTsCRT fue de 55.81 KDa, peso semejante al de la fraccion de la TsCRT glicosilada en los
extractos de T. solium la cual en promedio pesa 55.79 KDa. Esta semejanza puede deberse a la
concentracion de la rTsCRT purificada, ya que en los geles de poliacrilamida se observa mas
concentrada que la TsCRT glicosilada, cada gel de poliacrilamida tiene ciertas variaciones al ser
preparado y cada carril es independiente uno de otro cuando se realiza la migracion de las proteinas
dentro de la cdmara de electroforesis, ¢ especificamente por la anomalia de migracion que tiene la
calreticulina en los geles de SDS-PAGE, debido al alto contenido de residuos de aminoécidos acidicos
presentes en la proteina que interactdan con el SDS, y en lugar de presentar un peso molecular de 45.3
KDa, muestra un peso mayor a 50 KDa (Mendlovic, et al., 2004). A pesar de ello se pudo demostrar de
la manera mas precisa el peso molecular de cada una de las fracciones de nuestra proteina de interés para

poder interpretar los resultados obtenidos.
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La gréafica del titulo de anticuerpos nos permitié saber que la dilucién de trabajo 1:128 000 en el
suero de la tercera inmunizacién era la que empezaba a presentar las concentraciones dptimas antigeno-
anticuerpo y a pesar de que era una dilucion muy alta de trabajo, se confirmo la especificidad y afinidad
que se tuvo hacia la rTsCRT. Al mismo tiempo se pudo observar la capacidad que la rTSCRT tiene para
estimular el sistema inmunoldgico del hospedero. En este caso, la rTSCRT no presenta carbohidratos,
s6lo se compone de la parte proteica ya que es una proteina recombinante expresada en bacterias. A
pesar de ello, su inmunogenicidad se demostr6 al inducir una buena respuesta antigénica y asi mismo
estimular una gran produccion de anticuerpos anti-rTSCRT al inocular por via intraperitonial la rTsSCRT
en los ratones, debido a que hay una gran cantidad de células dendriticas capaces de presentar el
antigeno a los linfocitos T para activarlos y secretar las citocinas necesarias para que las células B
produzcan anticuerpos (Aabbas et al., 2014). Por otro lado se sabe que la rTsCRT al ser inoculada
oralmente junto con toxina colérica (CT) como adyuvante, en un modelo experimental de teniosis en
hadmster, reduce la carga parasitaria, limita el crecimiento de los parésitos que se logran implantar e
incrementa la transcripcion de mMRNA para IL-4 e INF-g en la mucosa, ademas de inducir una respuesta
IgA e 1gG especifica en el suero de los hamsteres inmunizados (Leon-Cabrera et al., 2012). De igual
manera, la administracion por via oral de la rTsCRT sin adyuvante aumenta los niveles de IgA
(Herndndez-Rubio, L., 2014). Estos datos sugieren que la porcion proteica de la rTsCRT es
inmunogénica y es necesario evaluar la inmunogenicidad de la TSCRT nativa glicosilada para entender
el papel de los carbohidratos en la relacion hospedero-parasito. En este contexto, se sabe que
glicoproteinas de la oncosfera no pierden su inmunoreactividad después de tratamiento para eliminar las

porciones carbohidrato (Arana et al., 2013).

Los extractos de T. solium se obtuvieron en diferentes etapas de desarrollo del parasito, y al
identificarlas con los anticuerpos anti-rTsCRT se observo que la TSCRT se expresé de forma diferente
en cada una de ellas, ya que en las etapas tempranas del desarrollo del parasito las fracciones superiores
que tenian un peso molecular de 55 KDa, no estaban tan concentradas como en las etapas maduras,
donde las fracciones superiores tuvieron un peso molecular de 56 KDa. Este resultado supone que en las
etapas maduras de T. solium la TSCRT se encuentra mas glicosilada. Esta evidencia puede sugerir que
los carbohidratos de los que se compone la TsCRT podrian tener importancia en el desarrollo de la
infeccidn, ya que podria proteger al parasito del nuevo ambiente al cual se enfrenta dentro del hospedero,
en este caso al ambiente del duodeno-yeyuno el cudl estd compuesto de una mezcla de jugos digestivos
con el quimo (bolo alimenticio), las células del panel del tracto digestivo secretan lisozimas para regular

la poblacion microbiana en el intestino delgado y la peristalsis lleva a los fluidos acidicos a través del
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intestino delgado para completar la digestion de los diferentes nutrientes (Tortora y Derrickson, 2008).
Para poder corroborar esta parte se necesitaria inhibir dentro del pardsito la actividad de las
glicotransferasas dentro del RE y aparato de Golgi durante la sintesis de la proteina y asi evitar su
glicosilacién, observando como podria afectarle en sus diferentes etapas de desarrollo.

Al someter a la fetuina con la mezcla de glicosidasas que rompian enlaces de carbohidratos tipo
N, O y Ac. Sialico, se observd que las proteinas que contenia la proteina disminuyeron en peso
molecular, demostrando la presencia de carbohidratos y con una mejor respuesta en las condiciones de
desglicosilacion desnaturalizantes. De igual manera, al someter los extractos de T. solium en el
tratamiento con glicosidasas, se observo que la banda de TsSCRT con un peso molecular de 55-56 KDa
desapareci6 en todos los antigenos tratados, pero mas notoriamente en los extractos de la tenia y en los
productos de E-S, corroborando que es en las etapas maduras de T. solium donde la TSCRT expresa una
mayor glicosilacion. Las fracciones que pesaban 53-54 KDa no sufrieron cambio alguno después del
tratamiento con glicosidasas, indicando ausencia de glicosilacion. En este punto se demostré que la
fraccion glicosilada de la TSCRT tiene una diferencia de peso molecular de 2 KDa comparada con la no
glicosilada y los carbohidratos que la componen equivalen un 4% del total de la masa de la proteina.
También se comprobd que esta glicosilacion de la TSCRT es de tipo N al tener un cambio en el peso
molecular solamente en el tratamiento con la N glicosidasa. Este resultado concuerda con otros estudios
donde se demuestra que el principal tipo de glicosilacién en los helmintos es el de tipo N (Nyame et al.,
2004). Para que se lleve a cabo este tipo de union se necesitan secuencias de residuos de Asn-x-Ser/Thr,
mismos residuos que la TsCRT cuenta en sus sitios potenciales de glicosilacion vistos en la secuencia de
su gen, el primero en su dominio N en la posicién 190 (NKTA, 190) y segundo en su dominio C en la
posicién 337 (NVSE, 337) (Mendlovic et al., 2004).

En la identificacion del tipo de carbohidratos de la TSCRT con el método de “lectin-blot”,
solamente se obtuvieron resultados positivos en el extracto de tenia. Este reconocimiento fue
principalmente con las lectinas PNA, LTL, UEA, SBA, VVA, AIA, y Allo A. En este blot el peso
molecular de la TsCRT identificada con los anticuerpos anti-TSCRT fue de 53.86 KDa en la fraccion
superior y 51 KDa en la fraccion inferior. La fraccion de interés de cada tira fue posible identificarla con
la mayoria de las lectinas utilizadas, esas fracciones fueron las que tenian el peso molecular mas
aproximado a 53.86 KDa. Con estos resultados se podria mencionar que la TSCRT posiblemente se
compone de los carbohidratos Galp1-3GalNAc, a-LFuc, Gal, GalNAc, a-Gal, en menor proporcion Man

(identificada con Con A) y Galpl-4GIcNAc. Como la diferencia de peso molecular de la TsCRT
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glicosilada y no glicosilada es aproximadamente de 2 KDa, los carbohidratos que podria contener la
TsCRT podrian ser 11, ya que en promedio cada unidad de carbohidrato pesa 180 Da (Varki y
Chrispeels, 1999). A pesar de que en los productos de E-S se logré identificar la fraccion glicosilada de
la TSCRT con el método de “western-blot”, con el método de “lectin-blot” no se logroé identificar esta
faccion, asi como sucedid con los extractos de tenia. Probablemente este resultado se debid por la
diferencia de concentracién del antigeno (los productos E-S contenian 30 pg mientras que la tenia 60 ug),
por la especificidad de las lectinas para el tipo de antigeno, la concentracion de las lectinas no fue la
ideal para este tipo de antigeno o también que en los PE-S la composicion de los carbohidratos es
diferente a la de la tenia y las lectinas utilizadas no fueron lo suficientemente especificas para detectar

las fracciones de interés.

La supuesta composicion de carbohidratos en la TSCRT podrian justificarse comparandolo con
estudios previos sobre la caracterizacion estructural de los N glicanos del metacéstodo de T. solium, en
donde se identificaron los posibles patrones de glicosilacion de las glicoproteinas del parasito (TSGS),
realizando un “lectin-blot” con ConA, WGA, L. culinaris y PSA. Estas lectinas fueron especificas para
un complejo de carbohidratos tipo N con nucleo de fucosilacion ol-6, respectivamente y también se
demostrd que muchas de las lectinas con afinidad por carbohidratos de unién tipo O pueden unirse a
glicoproteinas antigénicas, una de ellas es el llamado “antigeno T” que se compone de Gal1-3GalNAc
(encontrado con PNA en TsCRT), el cual también fue identificado por Jacalina y VVA en los TSGs
(Restrepo et al., 2000; Haslam et al., 2003). En los mismos estudios, los nucleos de elongacion a la
secuencia de residuos de aminodcidos de los TSGs se detectaron con las lectinas RCA (Ricinus
communis) y ECL (Erytrina cristagalli), siendo este carbohidrato la Galpl-4GIcNAc. Las cadenas de
terminacién de los carbohidratos fueron evaluadas con DBA, SJA, UEA dando como resultado los
carbohidratos aGalNAc, aGal, a-LFuc y pGalNAc respectivamente. Al tratar los TSGs con PNGasa F,
la Jacalina fue eliminada después del tratamiento, sugiriendo la ausencia de uniones de tipo O, pero no
fue consistente al identificar los antigenos T. Estos resultados podrian sugerir que los tipos de
carbohidratos encontrados en la TSCRT que son mas consistentes para un tipo de glicosilacion tipo O
(GalNAc, Gal, a-LFuc, y Galp1-3GalNAc) se pueden unir a regiones especificas en los carbohidratos de
union tipo N (Galpl-4GIcNAc y Man) anclados directamente al nicleo y/o como cadenas de

terminacion.
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Tomando en cuenta la determinacion de las isoformas de la TSCRT en los diferentes antigenos de
T. solium y teniendo la composicion sugerida de los carbohidratos de la TSCRT, se podria justificar el
comportamiento de estos en las diferentes fases el parasito, comparandolo con estudios previos sobre la
deteccion in situ de algunas glicoproteinas antigénicas del metacéstodo de T. solium (TSGs) (Obregdn-
Henao et al., 2003; Cruz-Rivera et al., 2014). Aunque estos estudios se basan en determinar la
localizacion de los TSGs de menor peso molecular (TSG12) y otros glicoconjugados dentro del
cisticerco, hay datos que se asemejan al de la TSCRT aqui descrita, ya que se trata de explicar como
evoluciona la interaccion entre el hospedero-parasito en una infeccion natural en cerdos. Se menciona
que hay una expresion diferencial de los glicoconjugados a través del tegumento de la membrana
vesicular, canal espiral, escolex del metacéstodo y en el tejido adyacente del hospedero y que los TSGs
fueron localizados entre el fluido vesicular, sobre la membrana vesicular del tegumento, el
subtegumento del canal espiral y el escllex del cisticerco, regiones del parasito que posteriormente
tendran contacto directo con el medio dentro del hospedero cuando el metacéstodo se convierta en tenia.
Dentro de estos se encontraron carbohidratos de unidn tipo N los cuales tuvieron una distribucion similar
y estuvieron presentes en varios lugares dentro del parasito. En contraste, los glicoconjugados que
contenian GalNAc y antigenos T de unién tipo O se encontraban especificamente en las estructuras del
canal espiral. Ese dato sugiere que los TSGs participan en la interfaz del huésped-parasito en las
diferentes etapas del ciclo de vida del metacéstodo ya que la transicion en la composicion de los
carbohidratos fue observado en el tegumento del canal espiral, en donde los carbohidratos de union tipo
N ya no eran detectados, y los GalNAcs y antigenos T de unién tipo O (GalBl-3GalNAc) eran
abundantes. Esto nos permite sugerir que la transicion de carbohidratos tipo O encontrados en mucinas
sobre el tegumento del canal espiral, pueden proteger al parasito de las proteinas subyacentes y lipidos
de la digestion enzimatica una vez que el cisticerco evagina y se adhiere al lumen del intestino
(Obregbn-Henao et al., 2003).

Efectivamente el comportamiento de los carbohidratos de la TSCRT observado en este trabajo es
semejante a lo explicado anteriormente. La glicosilacién se observa muy poco en el cisticerco, en el
cisticerco evaginado la glicosilacion se expresa poco mas y la mayor expresion de carbohidratos en la
TsCRT es en la etapa adulta y sus productos de E-S. También estos resultados concuerdan con los
estudios donde se describe que en el estado adulto la TSCRT esta preferentemente localizada en los
citones tegumentarios y musculares de las ventosas y el rostelo, estas zonas del parasito son las que
estdn en contacto directo con el hospedero y los carbohidratos aqui encontrados en la TsCRT se

encuentran altamente expresados comparado con otras etapas de su ciclo de vida (Mendlovic et al.,
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2006). Posiblemente esta transicion de carbohidratos de la TSCRT en el desarrollo de T. solium sirva
para su homeostasis dentro del hospedero, sugiriendo que la TSCRT y sus carbohidratos juegan un papel

importante en la interaccidén hospedero-parasito.

A pesar de estas sugerencias e interpretaciones en la composicion de los carbohidratos de la
TsCRT aun no se puede confirmar una respuesta precisa, ya que el método del “lectin-blot” en este caso
es un método muy subjetivo para un andlisis puntual de carbohidratos. Para poder tener un resultado real
de la composicién de los carbohidratos de nuestra proteina, se necesitarian realizar otros estudios con
técnicas mas precisas de analisis de composicion molecular, una de ellas es la espectrometria en masas.
Este método nos permite saber el porcentaje de heterogeneidad y tipo de glicosilacion, sitios de
glicosilacion, patrones de union de glicosilacién, nimero y longitud de las antenas, la construccion de
sus bloques y los patrones de sustitucion con fucosa, acido sialico u otros grupos como sulfatos, fosfatos
0 esteres, completar secuencia de glicanos individuales y estructuras de glicolipidos, glicopéptidos,
lipopolisacaridos y otros derivados de glicanos (Varki y Crispeels, 1999). Aun asi, cabe destacar la
posibilidad de que los resultados descritos en este trabajo sirven como fundamento para comprender
mejor la bioguimica de la TSCRT y continuar con la linea de investigacion de esta proteina.

53



10 CONCLUSIONES
- El protocolo de la centrifugacion diferencial, electroforesis de poliacrilamida y electroelucion fue
eficiente para purificar a la rTSCRT, a partir de bacterias transformadas.

- Se obtuvo una gran produccion de anticuerpos anti-rTsCRT al realizar la inmunizacién de los ratones
Balb/c por via intraperitonial con la rTSCRT y adyuvante completo de Freund. La concentracion dptima
de antigeno-anticuerpo fue en la titulacion de 1:128 000.

- Los anticuerpos anti-rTsCRT fueron altamente especificos para la rTsSCRT y la TSCRT, ya que se pudo
identificar de manera clara cada fraccién de la TSCRT en los extractos crudos de T. solium. El patron de

reconocimiento de la TSCRT en cada extracto mostro diferente intensidad y peso molecular.

- El peso molecular determinado de las proteinas en cada andlisis tuvo pequefias variaciones debido a las
condiciones intrinsecas de cada experimento realizado, a pesar de ello, los resultados fueron
suficientemente precisos para determinar por densitometria el peso molecular de cada fraccion de los

extractos de T. solium.

- La isoforma de la TsCRT que present6 una mayor cantidad de carbohidratos fue en las etapas maduras
de T. solium, mostrado en el extracto de tenia y en los productos de E-S. Esta glicosilacion fue de tipo N,
ya que Unicamente hubo un cambio en el peso molecular desglicosilando la TSCRT con la N-glicosidasa.
Este resultado coincide con los dos sitios potenciales de N-glicosilacion NKTA 190 y NVSE 337,
encontrados en la secuencia del gen de la TsSCRT.

- No se puede concluir la composicién de carbohidratos presentes de la TSCRT, ya que se necesitaria de
un método mas analitico que el “lectin-blot”. Aun asi se podria sugerir que la composicion de
carbohidratos en la proteina es de Galpl-3GalNAc, a-LFuc, Gal, GalNAc, Galp1-4GIcNAc y Man, ya
que algunos estos carbohidratos coinciden con los descritos en la literatura, los cuales pueden ayudar a
regular el medio al que se expone el parasito dentro de su hospedero para su supervivencia.
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11 PERSPECTIVAS
- Realizar el mismo procedimiento aqui descrito para todos extractos de los estadios de T. solium, es

decir, desde las oncosferas hasta los productos de E-S y con una mayor concentracion en cada extracto.

- Elaborar una electroforesis 2D a la TSCRT nativa para evitar posibles interacciones no deseadas con

otras proteinas dentro del “western-blot” y “lectin-blot”.

- Elaborar un protocolo para purificar la TSCRT nativa sin alterar sus propiedades quimicas.

- Realizar la desglicosilacion con una gamma mas amplia de glicosidasas en donde se incluyan
endoglicosidasas y exoglicosidasas, fucosidasas, galactosidasas, periodato, etc., que nos demuestre de

manera mas clara la presencia de carbohidratos basdndonos en la diferencia de pesos moleculares.

- Realizar un “lectin-blot” utilizando mas cantidad de lectinas que nos permitan visualizar de una manera

mas especifica la composicidn de carbohidratos en la proteina de interés.

- Analizar la composicion de carbohidratos del tejido del hospedero en el cual se establece el parasito

para ver la correlacién que se tiene respecto a las proteinas y carbohidratos que interacttan.

- Realizar el método de espectrometria de masas para el analisis y determinacion de la composicién de
los carbohidratos de la TsSCRT.

- Hacer un anélisis de todos los carbohidratos detectados en cada extracto de T. solium con el método de

“lectin-blot™.
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