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RESUMEN

Las Glutation Transferasas (GSTs) son una familia de enzimas multifuncionales que
participan en la degradacion de amino acidos aromaticos, el transporte de moléculas y la
formacion de canales idnicos. Su principal funcion es la desintoxicacion de una amplia
diversidad de agentes toxicos los cuales inactivan y los convierten en compuestos
solubles en agua por medio del ataque nucleofiico de GSH. En eucariontes se
encuentran tres familias: citosdlicas, mitocondriales y microsomales. Las GSTs
citosolicas son las mas estudiadas, en helmintos parasitos se han identificado las clases
mu (M), alfa (A), pi (P), sigma (S), y omega (O). Las GSTs son el principal sistema de
desintoxicacion de xenobidticos en helmintos, debido a que carecen del citocromo P450.
El parasito del hombre Taenia solium presenta tres GSTs citosdlicas, una de clase A-P,
una de clase M y otra de clase S, con pesos moleculares de 26, 25 y 24kDa, se sabe que
las tres GST citosdlicas presentes en T. solium participan en la desintoxicacion y
neutralizacion de agentes enddgenos y exdgenos tdxicos como especies reactivas de
oxigeno (ERO), quimioterapéuticos y agentes quimicos ademas que las de 25 y 26kDa
tienen la particularidad de que no poseen reacciones cruzadas con las GSTs de humano
(M, Py A) por lo que se han propuesto como blancos para el desarrollo de vacunas o
farmacos contra T. solium.

En este trabajo a partir de DNAg de T. solium se aislo y caracterizé la region estructural
del gen que codifica para una GST de clase sigma, la regidén esta compuesta por un total
de 1861 pb, se conforma de tres intrones y cuatro exones. Los exones presentan un
marco abierto de lectura de 639 pb que codifican para una proteina de 212 aminoacidos.
Un alineamiento de esta secuencia con secuencias del GenBank (Blast) mostré que
presenta una identidad del 100% con la GST Sigma de T. solium obtenida de un DNAc,
un 37.3% y un 34.4% con las glutation transferasas Sigma de los trematodos Opisthorchis
viverrini y Clonorchis sinensis, respectivamente; en contraste presentd una identidad del
26.8% y 26.4% con las secuencias del humano y del cerdo respectivamente. Este es el
primer estudio que caracteriza un gen que codifica para una de las tres Glutatidon

transferasas presentes en T. solium.




CAPITULO I.
INTRODUCCION

1.1 Historia y Clasificacion de Taenia solium

Desde los antiguos Griegos se tienen reportes de la cisticercosis parasitosis causada por
T. solium, Aristételes (322-384 a.C) describe a los cisticercos como vejigas o quistes en
los musculos de los cerdos y los compara con el granizo. Rumler en 1558 reporta en la
autopsia de una persona epiléptica vesiculas llenas de liquido presentes en las meninges,
y en 1697 Malpighi describe las vesiculas (cisticerco) y el escolex de T. solium. Hasta el
siglo XIX el patdlogo Aleman Kuchenmeister reconoce la similitud morfolégica de la
cabeza del parasito adulto y el escélex del cisticerco, demostrando que la ingestion del
cisticerco del cerdo causa teniasis intestinal en el humano; y finalmente, Yoshino confirma
el conocimiento del ciclo de vida de T. solium de manera experimental auto infectandose
(Del Brutto et al., 2015).

La clasificacién taxonémica de T. solium (Becerril, 2014) es la siguiente:

Reino: Animal

Phylum: Platyhelminthes
Clase: Cestoidea
Subclase: Eucestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia

Especie: solium
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1.2 MORFOLOGIA

Los cestodos o taenias son parasitos que presentan una simetria bilateral, generalmente
aplanados dorsoventralmente, carecen de una cavidad y tienen una pared corporal
llamada tegumento. No poseen sistema digestivo ni circulatorio por lo que se nutren por
absorcion directa del tegumento, el sistema osmorregulador y excretor se lleva a cabo
por células especializadas llamadas solenocitos o células llama (comun en todos los
plathelmintos). Poseen un sistema neuromuscular compuesto por varias capas
musculares, ganglios y cordones nerviosos que permiten el movimiento de la taenia
(Botero y Restrepo, 2012; Cheng, 1986).

En su fase adulta el parasito mide 2-7m de longitud, y se comprende de tres partes 1)

escolex u érgano de fijacion, 2) el cuello o zona germinal y 3) el estrobilo (Fig.1).

1) El escolex mide aproximadamente 1mm de diametro, presenta cuatro ventosas y
un rostelo armado con dos hileras de 22-32 ganchos, presenta ganchos largos (180u) y
cortos (130p).

2) El cuello se encuentra detras del escdlex, no estd segmentado y tiene una gran
actividad, en él se lleva a cabo el proceso de estrobilacion es decir, se originan los
progloétidos.

3) La porcion mas grande del parasito es el estrobilo, el cual se compone de tres tipos
de proglotidos (Fig. 1B): los inmaduros que se localizan después del cuello y presentan
los sistemas reproductores indiferenciados, en seguida se encuentran los proglétidos
maduros que reciben este nombre porque los aparatos reproductores estan diferenciados
y son sexualmente maduros y finalmente se encuentran los proglétidos gravidos en

dénde se encuentran los huevos (Schantz, 1996).

Este parasito es hermafrodita y los proglétidos albergan a los érganos genitales
masculinos (testiculos, canaliculos, conducto deferente y bolsa del cirro) y femeninos
(ovarios, oviductos, utero y vagina). Ambos se ponen en contacto en el seno genital el
cual puede estar en el mismo lado de cada proglétido, la fecundacion produce una gran
cantidad de huevos (>50000).
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Fig. 1 Morfologia del adulto de Taenia solium. A) muestra el escélex con su rostelo con ganchos, cuatro
ventosas, el cuello y parte del estrébilo. B) muestra los proglétidos inmaduros (1), maduros (M) y gravidos
(G) que componen al estrobilo (Tomado de https://medicinaunal.wordpress.com).

Los huevos son esféricos y miden de 47-77um de diametro poseen una capa vitelina
externa y un embriéforo constituido de bloques de queratina que protegen a un embrién
hexacanto (seis ganchos) conocido como oncosfera. El estadio de larva se denomina
cisticercos o metacestodos, miden de 0.5 a 1.5cm, son de color blanco o amarillento de
forma ovalada, la pared es translucida y a través de la cual se puede ver el escolex
(Pumarola et al.,1994). En el hospedero intermediario los cisticercos se presentan de dos
formas: los celulosos, que son los mas comunes son pequefos de forma esférica u
ovalada; y los cisticercos racemosos que se observan en la NCC y se encuentran en la
subaracnoides o en los ventriculos del cerebro humano, se observan como una vesicula
grande, multilobulada, redondeada con una pared delicada. Ambos presentan tres

compartimentos uno interior que contiene al escolex, liquido vesicular y al canal espiral

(Deply et al., 2004; Flisser y Pérez, 2006).

La familia Taeniidae incluye tres parasitos que afectan al ser humano T. solium (taenia
de cerdo), T. saginata (taenia bovina) y T. asiatica. Las principales diferencias
morfologicas entre éstas se muestran en la tabla 1. T. solium es la mas relevante como

patdgeno humano debido a que causa dos enfermedades la teniasis (forma adulta del
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parasito) y NCC (forma larval) la cual es una de las principales causas de convulsiones y

discapacidad neurologica en todo el mundo.

Tabla 1. Diferencias morfoldgicas de taenias que parasitan al humano.

CARACTERISTICA T. solium T. saginata T. asiatica
Hospedero intermediario Cerdo Bovino Cerdo
Alojamiento del metacestodo Cerebro, piel y Musculo y Higado
musculos visceras
Numero de ventosas 4 4 4
Rostelo Presente Ausente Presente
Numero de ganchos 22-32 Ausentes Ausentes
Numero de testiculos 375-575 800-1200 868-904
Ovario Trilobulado Bilobulado Bilobulado
Ramas uterinas 7-12 18-32 16-21

(Singh y Prabhakar 2002)

1.3 Ciclo de vida

El parasito tiene dos tipos de hospederos: el intermediario (cerdo) y el definitivo (humano).
El adulto se aloja en el intestino delgado del humano, en dénde los proglotidos gravidos
y los huevos se eliminan por la materia fecal, permaneciendo viables y contaminando el
medio ambiente. Cuando el humano o el cerdo consumen alimentos o agua contaminada
con los huevos del parasito o el cerdo ingiere heces humanas con huevos, las oncosferas
se liberan y se activan en el estbmago e intestino por la accion del acido clorhidrico,
enzimas digestivas y bilis; las oncosferas migran por medio del torrente sanguineo a
diferentes organos y después de 8 semanas alcanzan la segunda fase de desarrollo
“cisticerco”. La viabilidad de los cisticercos es por largos periodos por lo que al ingerir
carne de cerdo cruda o mal cocida, el escolex evagina y en el tercio superior del duodeno
se fija con sus ventosas y ganchos hasta alcanzar la fase adulta y después de tres o
cuatro meses empieza a liberar los proglétidos gravidos de esta forma se completa el
ciclo biolégico de T. solium. Otro mecanismo es la autoinfeccion enddgena, que es

cuando el gusano adulto sin salir del cuerpo del individuo, regresa los proglétidos por
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reflejo del vomito y se liberan las oncosferas de los huevos y al estar en contacto con el
jugo gastrico produce cisticercosis (Becerril M, 2014). El parasito T. solium en el humano
causa dos enfermedades 1) Teniasis cuando el parasito adulto se establece en el
intestino delgado y 2) Cisticercosis cuando las oncosferas penetran al sistema circulatorio

y migran a érganos como cerebro, corazén, ojo, musculo estriado y tejido subcutaneo.

Fig. 2 Ciclo de vida de Taenia solium. 1) El humano desarrolla al adulto al ingerir carne de cerdo con
cisticercos, este se aloja en el intestino delgado, 2) Los huevos son liberados por la defecacién del humano,
3) El cerdo ingiere materia fecal contaminada con huevos y desarrolla la cisticercosis, 4) EI hombre
desarrolla NCC por consumir huevos o por autoinfeccion.

1.4 Binomio de enfermedades teniasis y cisticercosis

La teniasis y cisticercosis se consideran un complejo de enfermedades zoonéticas
endémicas de paises en vias de desarrollo las cuales se encuentran desatendidas. En
los paises desarrollados en donde se consideraba que habian sido erradicadas se han
reportado recientemente casos de NCC debido a la migracion de personas de areas

endémicas (Gabriél et al., 2015).
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Se considera que la teniasis es endémica en lugares dénde el consumo de carne de
cerdo es elevado, aunque el hombre es el unico hospedero definitivo es el causante de
la cisticercosis en humanos y cerdos. La teniasis regularmente es asintomatica, aunque
la presencia del adulto en el intestino puede provocar algunos sintomas como una ligera
irritacion en la zona donde se fija, también se puede presentar dolor abdominal con
diarrea o estrefiimiento, sensacion de hambre, pérdida de peso, nauseas, prurito anal y
eosinofilia. Los sintomas son muy inespecificos y se pueden confundir con otro cuadro
patolégico (Del Brutto, 2013; Becerril, 2014).

La NCC es la enfermedad mas grave que produce T. solium, presentando
manifestaciones clinicas que dependen del numero de cisticercos, la localizacién, estadio
del parasito, grado de reaccion inflamatoria y las condiciones del hospedero. La
manifestacion de los sintomas puede presentarse después de 4 afos de la infeccion. Se
pueden identificar fases en la NCC, la primera es una etapa vesicular en la que el
desarrollo del quiste es exitoso evadiendo los mecanismos de defensa del hospedero,
por ejemplo liberando paramiosina que inhibe la activacion del complemento a nivel de
CA1, otro producto es el factor de metacestodo que inhibe la respuesta celular de citosinas
como IL-2, IL-4, e IFN- y y la reaccién inflamatoria y por ultimo una cistein proteasa que
es secretada por el parasito limita la cantidad de linfocitos CD4. Posteriormente hay una
degradacion y se comienza la etapa coloidal cuando el cisticerco se muere y se rompe la
cubierta, liberandose todo el contenido. Este proceso involucra cursa una moderada
respuesta inflamatoria en la que participan células mononucleares, linfocitos, células
plasmaticas y eosindfilos. Cuando el cisticerco se degrada mas o envejece, el hospedero
desarrolla una reaccion granulomatosa que mata al metacestodo y se inicia el proceso
de calcificacion (Romero, 2007; Dhesi et al., 2015).

En el 70% de los casos con NCC los pacientes presentan crisis convulsivas, otras de las
complicaciones frecuentes son la hipertensiéon endocraneal y la hidrocefalea. Los
sintomas van a estar relacionados con el lugar en donde se encuentre el parasito, ya
sea en el parénquima o en los espacios extraparenquimatosos. Generalmente cuando se
encuentran en el parénquima va a ocasionar convulsiones que pueden ser focalizadas o

generalizadas y los quistes viables pueden sobrevivir afios o décadas ocasionando
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sintomas como parestesia, anestesia localizada, sintomas visuales y auditivos, cefaleas
constantes, afasia y amnesia. La NCC extraparenquimatosa es mas agresiva, pues los
cisticercos localizados en el espacio subaracnoideo crecen y se convierten en una masa
que bloquea la circulacion del liquido cefalorraquideo causando posteriormente una
hidrocefalia. A diferencia de la NCC intraparenquimatosa la subaracnoidea es progresiva
y esta asociada a una mortalidad significativa ya que presenta una tasa de mortalidad de
alrededor del 20% (Flisser y Pérez 2006; Garcia et al., 2014).

Fig. 3 Imagen de resonancia magnética (IRM) axial que muestra dos fases de la NCC la vesicular (flecha
negra) y la calcificacion (flecha blanca) (Dhesi et al., 2015).

1.5 Diagnéstico

Teniasis

Para la teniasis se realizan examenes coproparasitoscopicos, para buscar en muestras
de heces los huevos. Esta técnica no es especifica ni sensible ya, que los huevos de T.
solium, T. saginata y T. asiatica son morfolégicamente muy similares y es necesario
colectar al adulto completo o los proglétidos mediante un tamizado de heces. Por el
escolex (ganchos) y numero de ramas uterinas de los proglotidos se puede saber la
especie. Después del tratamiento se observan las heces para saber si el paciente arrojo
el cestodo completo. La identificacion de la especie de Taenia morfolégicamente a través
de los proglotidos y el rostelo (tabla1), consta de recolectar las heces 24 y 48 horas
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después del tratamiento para esto se colocan las heces en tamices de diferentes tamafios
de poro, se lava bajo el chorro de agua y se analizan al microscépico. La ventaja que
tienen estos métodos es que no son costosos y se pueden realizar varias veces, el rango
de especificidad y sensibilidad es del 22.5 al 56%, ya que esto depende de la habilidad y
experiencia de la persona que lo realiza.

De las muestras de heces se pueden extraer moléculas del parasito y realizar la técnica
de ELISA utilizando anticuerpos de conejo inmunizado contra los antigenos del parasito
adulto, este copro-antigeno solo detecta el género Taenia por lo que es imposible
diferenciar la especie, para T. solium tiene 95% de sensibilidad y 99% de especificidad
(Molyneux, 2007).

Los coproensayos usando la PCR con DNA extraido de las heces detectan la especie
por medio oligonucleétidos especificos para cada especie de Taenia, secuencias de DNA
mitocondrial se conocen de las tres especies para T. saginata hay una amplificacién
especifica de 827pb, T. asiatica amplifica 227pb y T. solium amplifica de 720 a 984pb.
Las técnicas moleculares estan bien desarrolladas ya que presentan alta sensibilidad y
especificidad para la identificacion de las especies de Taenia usando DNA vy
oligonucledtidos especificos de especie y técnicas de inmunoelectrotransferencia y la
PCR. La desventaja de estos métodos diagndsticos es que son muy costosos y en los
paises endémicos que se encuentran en vias de desarrollo, no se cuenta con el equipo

necesario para realizarlos (Dongyou, 2013; Chandra et al., 2013).

Cisticercosis

La NCC se diagnostica por la historia clinica del paciente, estudios de neuroimagen como
son la TAC que detecta a los cisticercos que se localizan en el parénquima cerebral o
bien por la RMN (simple o de contraste), estas técnicas son utiles para detectar
cisticercos que se encuentran a nivel intraventricular y el espacio subaracnoideo ya que
muestran el numero de cisticercos infectantes, su morfologia y localizacion asi como la

presencia de inflamacién circundante (Garcia et al., 2014; Molyneux, 2007).

La deteccion de casos de NCC por la serologia muestra la presencia de anticuerpos

especificos con la reaccion de fijacion del complemento en liquido cefalorraquideo con
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antigenos para cisticercos. El antigeno de secrecidén y excrecion es el mas utilizado en
inmunoelectrotransferencia (EITB) y ELISA y presenta una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 98%, cuando da positivo indica que el cisticerco esta vivo y los antigenos
que libera son producto de su metabolismo (Romero R, 2007; Deckers N y Dorny P,
2010). La técnica de Tsang se basa en una EITB, en la cual se busca el reconocimiento
de 8 proteinas de excrecion secrecion del estadio larvario del parasito, de las cuales 3
son consideradas como diagnosticas GP42, GP39 y GP24. Como ventaja presenta 100%
de especificidad y 98% de sensibilidad. Actualmente se cuenta con tres proteinas
recombinantes purificadas del mismo método de Tsang, las cuales se definen como
antigenos recombinantes (rGP50, rT24H y TsRS1); sin embargo este método tiene como
desventaja la obtencién del material biolégico con el cual se debe trabajar ya que se

emplean cisticercos de cerdos infectados naturalmente (Scheel et al., 2005).

A diferencia de la deteccion de anticuerpos, los antigenos circundantes refieren la etapa
viable de los cisticercos ademas que se puede hacer una prediccion de la localizacion de
los mismos ya que en la NCC extraparenquimatosa los niveles de antigenos son diez
veces mas que en la intraparenquimatosa. También se puede evaluar la eficacia de los
antihelminticos por que los niveles de antigenos caen rapidamente ante un tratamiento.
Un método diagndstico con antigenos es el HP10, que es un antigeno que se detecta con
un anticuerpo monoclonal biotilinado, el cual se empled para la identificacion de T.
saginata, actualmente Fleury y colaboradores lo emplean como diagnéstico de NCC en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia empleando la técnica de ELISA. Este
método ayuda a la identificacion del cisticerco cuando se localiza en el espacio
subaracnoideo, cabe mencionar que esta localizacion causa una severa hipertension
intracraneal (Deckers Ny Dorny P, 2010; Fleury et al., 2007). Los métodos como la TC e
IRM son de alto costo y en los paises endémicos estos no son de facil acceso por lo que
no se utilizan de forma rutinaria.

1.6 Tratamiento

El tratamiento para la teniasis en un adulto es una administracién unica de prazicuantel
de 10 mg/Kg, este medicamento induce cambios en el tegumento del parasito aumenta

la permeabilidad de los iones de calcio, los cuales se acumulan en el citosol de las células
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del parasito, le ocasiona una paralisis y el escolex se desprende, por los movimientos
peristalticos del hospedero (Botero y Restrepo 2012).

Para la cisticercosis el albendazol tiene una eficacia del 80% en casos parenquimatosos,
la dosis es 15mg/kg una dosis al dia por 8 dias, en forma conjunta se administra
dexametasona de 10 a 20mg durante 4 dias para evitar reacciones inflamatorias agudas
inducidas por la muerte subita el parasito. El tratamiento sintomatico incluye
corticoesteroides, antiepilépticos y analgésicos (Romo et al., 2014).

La intervencidn quirurgica se indica para la extirpacidén de cisticercos que se encuentran
en zonas importantes que comprometen las funciones del cerebro o donde no llega el
medicamento, asi como en las formas racemosas, cisticercos oculares y subcutaneos
(Becerril, 2014).

1.7 Cisticercosis porcina

La deteccion de cerdos infectados en granjas lleva a una pérdida econémica ya que se
sacrifican y al no haber una indemnizacién orilla a los criaderos a realizar una venta ilegal
lo que aumente el riesgo de que mas personas sean infectadas, por ello la importancia
de dar un tratamiento efectivo a los cerdos que se encuentren infectos (Mkupasi E;
Sikasunge C et al., 2013). El diagndstico de cisticercosis en cerdos se lleva a cabo de
manera manual, revisando la parte ventral de su lengua (Molyneux, 2007). El tratamiento
es una dosis unica de 30 mg/kg de Oxfendazol, el cual se ha demostrado que causa la
calcificacion de los cisticercos de corazén, musculo y lengua (fig.4) (Mkupasi E; Nogowi
H et al., 2013). Se puede prevenir la infeccidn de los cerdos para bloquear la transmision
a los humanos y bloquear el ciclo de vida del parasito, varios enfoques se estan
evaluando para la creacion de una vacuna como la aplicacion de antigenos
recombinantes y péptidos de la oncosfera, dos de estos antigenenos recombinantes
designados como TSOL18 y TSOL45 han sido evaluados en América Latina y Africa los
cuales muestras una proteccion para los cerdos de 00.5-99.9% y 97-98.6%

respectivamente (Molyneux, 2007).

19



Fig. 4 Muestra la imagen de un corazén porcino con los cisticercos calcificados después de un tratamiento
con Oxfendazole (Mkupasi E; Nogowi H et al., 2013).

1.8 Epidemiologia

En los paises en vias de desarrollo de Africa, Asia y América Latina, la cisticercosis es
una enfermedad a la que no se le ha presentado una importancia adecuada y causa una
morbilidad significativa. La OMS indica que hay de 2.5 a 5 millones de personas
infectadas por teniasis y 50 millones de personas presentan cisticercosis. Para que se
cumpla el ciclo de vida de T. solium se necesita que los cerdos tengan acceso a las heces
humanas por lo que estas condiciones de falta de higiene son comunes en los paises en
vias de desarrollo y en especial en sus zonas rurales. En los paises desarrollados se
tienen reportes del binomio de estas enfermedades a causa de la migracion, pero se tiene
un control de los animales y casi han sido erradicadas. En América Latina varios paises
son endémicos Yy la prevalencia de NCC que se tiene es: Colombia 1.8-2.2 %, Brasil 3-
5,6 %, México 1.3-10%, Peru 7.1-26.9%, Honduras 16.6-17%, Ecuador 2.6-14.3%,

Guatemala 10-17%, Bolivia 22% y Venezuela 4- 36.5% (Boutellie, 2014).
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La migracién de personas con NCC no representa ningun riesgo para otras personas o
para los cerdos, sin embargo las personas que presentan teniasis y no han sido
diagnosticadas son el foco de infeccidn para las personas que viven a su alrededor. Hay
muy poca informacién en las zonas endémicas sobre la prevalencia de la teniasis la cual
oscilan del 1% al 60%. Sin embargo para la cisticercosis la OMS en 2012 presenta un
mapa a nivel mundial (fig. 4) de los paises endémicos y de los casos que se presentan
por migracion a paises no endémicos como es el caso de E.U. que la cifra estimada de
inmigrantes ilegales es de 3 a 6 millones de personas las cuales provienen de paises con

endemismo del binomio de estas enfermedades (Gabriél et al., 2015).

9 900 0

0000

W Endemic (full ife-cycle)
[ Suspected endemic
Imported cases (possible human cysticercosis transmission)
“ [ No data avallable
Not applicable

Fig. 5 Prevalencia geografica de la cisticercosis en el mundo el rojo mas intenso hace referencia a los
paises endémicos, mientras que los paises en color gris no se tiene datos reportes de la infeccion (Gabriél
et al., 2015).

En los ultimos afios en México se han reportado 500 casos de NCC, aunque estos datos
no representan la realidad de esta enfermedad, debido a que falta realizar estudios de
prevalencia para conocer la cifra real. Se considera que hay una prevalencia del 32%
para la cisticercosis, razon por la cual ésta sigue siendo un problema de salud publica en
México. Las condiciones rurales del pais permiten que el ciclo de vida de este parasito
se complete y se mantenga el binomio de las enfermedades que produce T. solium
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(Fleury et al., 2012). Estos casos de teniasis (12 casos en 2014 y 11 casos en 2015) y
cisticercosis (18 casos en 2014 y 21 en 2015) provienen de los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Guanajuato, Nuevo Leon, Querétaro, Veracruz, Chihuahua,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos, San Luis Potosi y Sinaloa, reportandose
para (fig. 6) (Boletin epidemioldgico, 2015). Esto demuestra que el parasito esta presente

en México.

Fig. 6 Estados de la Republica Mexicana en los que se han reportado (marcados con un triangulo) casos
de teniasis o cisticercosis entre los afios de 2014 y 2015.

CAPITULOIII.
GLUTATION TRANSFERASAS
Las GST son una super familia de proteinas multifuncionales que trasportan moléculas
como la bilirrubina, esteroides y hormonas, participan en el catabolismo de amino acidos
aromaticos y forman canales ionicos. Su principal funcidn es que son agentes
desintoxicantes ya que inactivan una amplia diversidad de agentes toxicos conjugando

mediante un ataque nucledfilico el GSH a sustratos electrofilos (Armstrong, 1997).
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Actualmente por estudios de filogenia sabemos que surgieron en cuatro tiempos
diferentes por lo que hay cuatro diferentes familias las citosdlicas, las microsomales, las
mitocondriales y las bacterianas. Las citosoélicas se encuentran las clases mu (M), alfa
(A), pi (P), theta (T), sigma (S), zeta (Z) y omega (O) (Pearson W. 2005). En general las
GST citosdlicas son dimeros de 23 a 30 kDa (de 200 a 250 aminoacidos). Son
homodimeros que poseen dos dominios el primero (G) presenta una estructura
caracteristica compuesta de laminas 3 y hélices a (BapaBpa) y el segundo dominio (H)
se compone solo de a hélices con un numero variable dependiendo de la clase. El
dominio N-Terminal o G que corresponde a los primeros 80 residuos de amino acidos de
la proteina, con el motivo estructural BaBappa, donde Bap realiza la activacion del grupo
tiol del GSH y el motivo BBa reconoce la porcidn y-Glutamil del GSH y une al motivo Baf
por un bucle de a hélice donde reside la cis-Prolina que es importante para mantener a
la proteina en una estructura cataliticamente competente. Este dominio esta altamente
conservado ya que contiene residuos especificos para union a GSH utilizando el grupo
hidroxilo de la Ser (clase theta y zeta) y la Tyr (clases mu, piy sigma). El segundo dominio
es el C-Terminal o H y esta formado de a hélices (4 a 7) que interactuan con los sustratos
hidréfobos. Los dominios G y H se unen por una secuencia corta de ~10amino acidos y
ambos constituyen el sitio catalitico de la enzima (Frova 2006). En la fig. 7 se muestra la
conformacién general de los dominios N-Terminal y C-terminal ya mencionados de las

GSTs citosdlicas, estos cristales son de las GST de clase M y clase A-P de T. solium.

Ts26GST

T1s25GST

Fig. 7 Muestra los monémeros de las Glutation transferasas de 25 y 26kDa, donde se observa el dominio
N-Terminal (naranja y azul) compuesto de tres a hélices y cuatro B (a 1-3 y B 1-4) y el dominio C-terminal
compuesto por cinco alfas (a 4-8) verde y morado, respectivamente (Landa, 2014).
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Los organismos vivos estan continuamente expuestos a xenobidticos, que interactuan en
el organismo causando toxicidad y algunas veces hasta efectos cancerigenos. Estos
compuestos han aumentado en los ultimos dos siglos por los productos quimicos
artificiales introducidos al medio ambiente, aunque de forma natural también existen
como son las toxinas de hongos, fenoles de plantas, las especies reactivas de oxigeno
como el i6n superdxido (O2e) y el peréxido de Hidrégeno (H202). La capacidad de
sobrevivir a estos xenobidticos enddgenos y exdgenos representa una adaptabilidad
biolégica fundamental (Sheehan., et al. 2001).

Como se ha mencionado la principal funcién de las GSTs es inactivar una amplia gama
de moléculas toxicas exdgenas y enddgenas y convertirlas en compuestos solubles en
agua, por ejemplo haluros de arilo, lactonas, epéxidos, quinonas, ésteres de sulfato y
fosfato y alquenos activados, todas ellas moléculas electrofilias (Wilce y Parker 1994). Su
reaccion general (fig. 8) consiste en conjugar GSH reduciendo a las moléculas con
centros electrofilicos estabilizandolo con el grupo tiol de GSH (Armstrong R, 1998), ya
que el GSH es un tripéptido que se conforma de y-glutamil-cistein-glicina, es una
molécula estable debido a que forma un enlace peptidico entre el amino terminal del
glutamato y la cisteina. Otra caracteristica importante es que posee un grupo sulfhidrilo
o tiol (-SH) que le permite donar atomos de hidrégeno tanto para reducir moléculas
oxidadas como para neutralizarlas, de esta forma puede participar en la regulacién de
enlaces disulfuro y sirve para deshacerse de moléculas oxidantes o electréfilos (Laguna
et al., 2013; Bladeren P, 2000).

RX+GSH —> GSR + HX

Fig. 8 Reaccion de conjugacion del GSH (Armstrong R, 1998).
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2.1 La GST en helmintos parasitos

Las GSTs son el principal sistema de desintoxicacion de agentes xenobidticos en
helmintos parasitos debido a que estos organismos carecen del citocromo P450. Hasta
la fecha se han identificado en parasitos familias para las clase M, P, S, Ay O. En general
se muestra una homologia anta entre las GSTs de parasitos y mamiferos con ciertos
cambios, uno de ellos es la secuencia consenso SNAIL/TRAIL caracteristica de las GSTs
de mamifero, la cual estd ubicada en el dominio N-Terminal en los residuos 77/68, en
los parasitos existe una secuencia sindnima “SMAIA” por lo que este motivo puede
identificar si es GST de mamifero o de algun parasito. Se han caracterizado algunas GST
de parasitos, lo cual abre un panorama para el desarrollo de inhibidores especificos para
éstos (Torres y Landa, 2008); en el caso de Schistosoma japonicum se caracterizo la
GST de 26kDa de la clase M que codifica 218 amino acidos, su dominio N-terminal se
conforma de residuo 1 al 76 y mantiene la estructura conservada de tres a hélices y cuatro
laminas B (Bapappa), el dominio N-terminal se une al C-terminal por 7 residuos (77-84),
el dominio C-terminal presenta cinco a hélices. Al comparar con la clase M de rata, el sitio
de union a GSH es idéntico pero el sitio de unidon a xenobidticos presenta dos residuos
aromaticos diferentes (Trp206-Tyr104) lo cual hace mas estrecha la entrada de los
xenobioticos, lo que proporciona una base estructural para el disefio de farmacos
(McTingue et al., 1995).

En el parasito Fasciola hepatica se han caracterizado las GST de la clase My la clase S,
con respecto a la clase M presenta cuatro isoformas con las caracteristicas ya
mencionadas en sus dominios N-terminal y C-terminal. El dominio N-terminal esta
formado de tres a hélices y cuatro laminas 3 (BaBaBBa), en la primera a hélice se lleva la
unién del grupo tiol del GSH por medio de una Tyr (T) en la posicién 6 la cual juega un
papel importante en la catalisis y el dominio C-Terminal presenta cinco a hélices; la GSTS
se expresa durante la embriogénesis y la reproduccion, ademas juega un papel muy
importante en el sistema inmune del hospedero, ya que se expresa en gran medida en el
parénquima y tegumento donde lleva a cabo la desintoxicacion de moléculas del
hospedero (Rossojohn J et al., 1997; Lacourse E et al., 2012).
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Al igual que en otros parasitos helmintos T. solium es capaz de vivir durante largos
periodos dentro de sus hospederos, este establecimiento exitoso esta relacionado con
sus mecanismos de defensa que inactivan la respuesta inmune del hospedero y su alta
tolerancia al estrés oxidativo. Se sabe que en la familia Taeniidae presenta un sistema
antioxidante enzimatico compuesto por una Cu/Zn superdxido dismutasa, tres Glutation
transferasas de tipo M, A-P y S, una torredoxina, una tiorredoxina glutation reductasa y
una 2Cys peroxirredoxina; enzimas antioxidantes que reducen el ién superdxido (Oze),
peréxido de hidrogeno (H202) en agua, en el caso de los helmintos aunque se encuentran
en un espacio pobre de oxigeno, se enfrentan al estrés oxidativo de los mecanismos de
defensa del hospedero (Vaca et al., 2009). Ademas se sabe que las tres GST citosolicas
presentes en T. solium participan en la desintoxicacion y neutralizacién de agentes
endbégenos y exdégenos toxicos como especies reactivas de oxigeno (ERO),

quimioterapéuticos y agentes quimicos (Torres y Landa, 2008).

La GSTS es una proteina intracelular que se expresa principalmente en el citosol de las
células del parenquima y el escolex de T. solium, su DNAc presenta el ORF de 639 pb
que codifica para una proteina de 212 aminoacidos que codifican para una proteina de
24.5 kDa. Su forma recombinante presenta actividad enzimatica en presencia de 1,2-
Dicloro-4-Nitrobenceno (DCNB) y puede ser inhibida por bromosultaleina (BSP). Las GST
de 25 y 26kDa en su forma recombinante presentan actividad con DCNB y a varios
xenobidticos. Estas ultimas GSTs tienen la particularidad de que no poseen reacciones
cruzadas con las GSTs de humano (M, P y A) por lo que se han propuesto como blancos
para el desarrollo de vacunas o farmacos contra T. solium. Cabe mencionar que la
inmunizacién con GST26.5 kDa en un modelo de cisticercosis murino reduce la carga
parasitaria en un 90% (Nguyen et al., 2010; Torres y Landa 2008; Vibanco et al., 2002;
Landa, 2014).
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CAPITULO Il
JUSTIFICACION

Se conocen tres GST citosolicas en T. solium, las cuales son el principal sistema de
desintoxicaciéon en cestodos. Se han clonado los DNAc y generado sus productos
recombinantes de cada una de ellas y se sabe que son buenos antigenos vacunales.
Hasta la fecha, no existe ningun reporte sobre la caracterizacion de los genes que las
codifican. Es de importancia estudiar la estructura de los genes, como se regulan, y su
sus productos recombinantes. El conocer lo antes mencionado para la GST Sigma
permitira comparar con las GSTs de los hospederos de este parasito e identificar blancos
para desarrollar farmacos que inhiban su regulacién y funcién, ademas de contribuir en

el conocimiento de la gendémica y de la biologia de T. solium.

Es importante reiterar que en los paises en vias de desarrollo incluido México, este
parasito es endémico, y causa problemas de salud y pérdidas econémicas por las
enfermedades que produce principalmente la NCC. Las enfermedades causadas por este
parasito podrian reducirse, silos gobiernos dotaran de una buena infraestructura sanitaria
publica, educacién, decomiso de carne de cerdo infectada y tratamiento para los
humanos con teniasis. Desafortunadamente los gobiernos no invierten en lo antes
mencionados por lo que las universidades han abordado estudios para encontrar blancos

esenciales para el parasito y desarrollar vacunas o farmacos en su contra.

27



CAPITULO IV.
HIPOTESIS

Si el principal sistema desintoxicante de T. solium son las GSTs citosélicas, entre las que

esta incluida una GST sigma, entonces debera tener un gen que la codifique.

CAPITULO V.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar de la region estructural del gen que codifica para la GST Sigma de T. solium
(TsGSTS)

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Preparar DNA gendmico a partir cisticercos de T. solium.
2.- Obtener la region estructural del gen para la TsGSTS.

3.- Secuenciar y analizar in silico la regién estructural del gen.
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CAPITULO VL.

MATERIALES Y METODOS

5.1 Purificacion de DNA genémico (gDNA) de T. solium.

Se obtuvieron larvas de T. solium de cerdos infectados naturalmente, las cuales fueron
pulverizadas en un mortero con ayuda de nitrogeno liquido. Se adicionaron 15 volumenes
de amortiguador de lisis. Posteriormente se agregaron 50 uL de Proteinasa Ky NaCl 2M
se agitd lentamente durante dos minutos y se centrifugd a 3000 rpm por 10 min en una
centrifuga Thermo Legend Micro 21R. Se adicioné fenol y cloroformo se agitdé y se
centrifugé a 3000 rpm por 10 min, el sobrenadante se pasé a un tubo limpio con
isopropanol frio a -20°C y se agitdé suavemente a temperatura ambiente. Posteriormente
se centrifugd a 10000 rpm por 3 min para recuperar el DNA (pastilla), se lavé 2 veces con
etanol frio al 70% y se colocé en el secador de vacio durante 10 min. Terminado el ciclo
se re suspendi6 en 500 upL de amortiguador TE. Se cuantific6 el DNA en un
espectrofotometro (260/280 nm) y finalmente se corrié en un gel de agarosa al 2% para

verificar la pureza del mismo.

5.2 Reaccion Cadena Polimerasa (PCR)

Se realiz6 una PCR con el estuche (Bio TecMol Amplificasa), utilizando un programa de
30 ciclos (95°C-1 min, 50°C-1 min, 72°C-1 min) para la amplificacién de fragmentos
especificos de la GST 24. Se utilizaron los oligonucleoétidos disefiados a partir del DNAc
previamente reportado: GSTS-X1: ATGGATTTACAACTTAAACAGGCC, GSTS-RAT:
ATGCCCTTCAACCAGCTGCCCGTC, GSTS-F2: GTAAGTGAAACTGAGTGGCCC,
GSTS-F1R: GAAATCTATGCCTTGGGCTTGAAGAAG, GSTS-F1:
CTCTTGGAGGAAATCTATGCCTTGGGCTTGAAGAAG, GSTS-X2:
CGCCCAGCTACCGATTC (Nguyen et al., 2010). Como templado se utilizé gDNA (2 ug)
de T. solium. Asimismo para verificar los fragmentos clonados en el vector pCRII se
utilizaron oligonucleétidos de M13 contenidos en el estuche de TOPO® TA Cloning®,

usando el mismo programa de amplificacion antes mencionado.
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5.3 Purificacion de los fragmentos obtenidos de PCR

Los fragmentos obtenidas de la PCR se purificaron del gel de agarosa, a los cuales se
les agrego 200 pL de solucion de unién del estuche (Ql Aquick gel extraction Kit 250) y
se incubaron a 60°C para su solubilizaron, después se colocaron en un tubo de
membrana y se dejé 1 min a temperatura ambiente, transcurrido el minuto se centrifugo
a 13000 rpm por 3 min en una Thermo Legend Micro 21R y se decanto el sobrenadante,
se adicionaron 700 pL de la solucion dos del estuche (solucién de lavado) y se centrifugd
a 13000 rpm por 3 min y se decanté el sobrenadante, el paso anterior se repitié pero con
500 pL, se centrifugd por ultima vez 13000 rpm por 3 min para retirar el etanol residual.
La ultima centrifugacion se realizé con 50 pL de agua bidestilada previamente calentada
a 100°C. El sobrenadante se colecté en un tubo y la integridad de los fragmentos y pureza

se verificaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

5.4 Clonacion del gen

Los fragmentos puros se re amplificacion por medio de una PCR y se clonaron en el
vector pCRII utilizando el estuche TOPO® TA Cloning® Kit. Primero se realizé la ligacion,
se tomaron 4 uL de PCR fresco y se adicion6 1 yL de solucién salina y 1 uL del vector,
se dejo una hora a temperatura ambiente y se guardé a 4°C; al dia siguiente se realizo la
transformacion en la cepa de Eschericha coli TG1 competentes del estuche poniendo 2
ML de la ligacion y 30 uL de bacterias, posteriormente se realizé un choque térmico a
42°C por dos minutos, se agreg6 200 uL de medio LB y se incubo por 45min a 37°C y
200 rpm. Finalmente se paso a una caja con medio de cultivo LB y se dejé incubar toda

la noche a 37°C.

5.5 PREPARACION PEQUENA DE PLASMIDO

Se tomod 1.5 ml de un cultivo de 5 ml crecido toda la noche en medio LB liquido a 37°C
con agitacién a 150 rpm, Los 1.5 ml contenidos en un tubo eppendorf se centrifugd a
10000 rpm por 1 min en una centrifuga Thermo Legend Micro 21R se decantd el
sobrenadante y se le adicionaron 200 pL de la soluciéon 1 (SET), el precipitado se re
suspendié en un agitador vortex y se dejé a temperatura ambiente durante 5 min,

posteriormente se adicionaron 400 pL de la solucién 2 de lisis y se mantuvieron en hielo
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durante 5 min, transcurrido el tiempo se adicionaron 300 pL de la solucion neutralizante
3, los tubos se agitaron en el vortex y se mantuvieron en hielo durante 5 min y se
centrifugaron a 10000 rpm por 10 min a 4°C, el sobrenadante se puso en un tubo nuevo
y se le adicionaron 600 pl de isopropanol frio y se mantuvo en hielo durante 5 min,
después se centrifugd a 10000 rpm por 5 min y se desechd el sobrenadante, se
adicionaron 100 uyL de etanol al 70% y se centrifugo rapidamente, se desechod el
sobrenadante y el precipitado se secoé en un desecador durante 10 min, finalmente el

botdn se disolvié en 50 pyL en TE.

5.6 PREPARACION GRANDE DE PLASMIDO

Un cultivo de 50 mL se crecio6 toda la noche en medio de cultivo LB liquido con ampicilina
a una temperatura de 37°C y a 150 rpm. El volumen se repartié en dos tubos falcon de
50 ml y se centrifugdé a 3 000 rpm por 10 min en una centrifuga Thermo Legend Micro
21R se decant6 el sobrenadante y el botdén se resuspendié 500uL en la solucién 1 se
agito en vortex y se incubo 10 min a temperatura ambiente. Después se adicionaron 10
mL de la solucion 2 la suspension se mezcld vertiendo los tubos dos veces y se
mantuvieron en hielo 10 min, se adicionaron 7.5 mL de la solucién 3 se agito en vortex y
se mantuvieron 10 min en hielo. La suspension se centrifugd 3000 rpm por 10 min a 4°C
y el sobrenadante se vacioé en un tubo nuevo, se agregaron 15 ml de isopropanol frio y
mantuvieron en hielo durante 10 min se prosiguié a centrifugar a 3000 rpm por 10 min el
sobrenadante se desecho y el boton se re suspendié en 200 pl de TE. A los tubos se les
agrego 2 uL de RNAasa (1 mg/mL) se dejaron incubando durante 30 min a 37°C.
Posteriormente a la muestra se le realizé un fenol y cloroformo (1:1) y se centrifugo y el
sobrenadante se pasé por una columna de sefarosa CL4B, previamente equilibrada con
TE. Se colectaron fracciones de 500 pyL y 10 ul de cada fraccidn se observaron en un gel
de agarosa al 1% con BrEt. Las fracciones con plasmido se les realizd una precipitacion
con etanol absoluto y acetato de sodio 3M pH 5.2 y se mantuvieron toda la noche a -
70°C. Las fracciones se centrifugaron a 13000 rpm por 15 min, se desecho el
sobrenadante y el precipitado en el tubo se dejo secar, las fracciones conteniendo el
plasmido se re suspendieron en 50 pyL de TE. Finalmente se checd la concentracion en
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un espectrofotometro con una celda de cuarzo a 260 y 280 nm y se verifico la integridad

en un gel de agarosa al 1% con BrEt.

5.7 Secuenciacion y Analisis del gen

La secuenciacion de los plasmidos se llevé a cabo con el estuche Thermo Sequence Cy
5.5 Dye terminator Sequencing Kit, en el cual se necesita un minimo de 500 ng de DNA
en un volumen de 12 L de agua desionizada. A la dilucién anterior se le agrega 1 uL de
cebadores (M13 R y F) marcados fluorescentemente (2-5 uM) y se agita suavemente,
esta mezcla (“master mix”). Para las reacciones de terminacion se necesitan 3 pL de
didesoxinucleoétidos del estuche repartidos en sus respectivos tubos, uno para A, para C,
para G y para T, a cada una de estas reacciones se les agrega 3 pL de “master mix”, se
agitan perfectamente los cuatro tubos y se someten a 20 ciclos de 95°C por 30seg, 55°C
por 30 seg y 72°C por un minuto. Terminados los ciclos las mezclas se enfrian a 4°C y
entonces se les agrega 6 pL de amortiguador TE. Todos los elementos anteriores se
agitan en un vortex y se someten a 72°C por 3 min y 1 min en hielo. Para mejorar las
sefales de eliminacién por el exceso de flourocromos, las mezclas antes de ser cargadas
en el gel se pasan a través de una microcolumna de sefarosa G50 para eliminar todos
los dideoxi nucleétidos y cebadores que no se incorporaron durante la extension,
inmediatamente las muestras se secan al vacio y se resuspenden en 6 pL de
amortiguador de cargador con formamida y colorante. La secuenciacion se llevo a cabo
con en el secuenciador SEQ4x4 de la marca Amersham Pharmacia Biotech. Los analisis
de las secuencias nucleotidicas obtenidas, asi como la traduccion de la secuencia a
aminoacidos y los alineamientos tipo Clustal se realizaron con el programa PCGENE. Las
secuencias utilizadas fueron las siguientes Opistorchis viverrini (GenBank:AAL23713.1),
Clonorchis sinensis (GenBank: GAA33791.2), Sus scrofa (GenBank:XP_003357127.1) y
Homo sapiens (GenBanK: NP_055300.1).
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CAPITULO VII.
RESULTADOS

Mediante la PCR y utilizando como templado el DNAg obtenido de cisticercos de T. solium
y oligonucledtidos disefados a partir de la secuencia de DNAc (Fig. 10), previamente
reportada (Nguyen et al., 2010). En la Figura 9 se muestran los geles de agarosa al 2%
de la amplificacion de cuatro fragmentos con los tamafios de: A) ~480pb (carril 1) con los
oligonucledtidos GSTS-X1 + GSTS-RA1, ~760pb (carril2) con GSTS-F2 + GSTSF-1R y
~608pb (carril 3) con los oligonucledtidos GSTS-F1 + GSTS-X2. B) ~1.8 kb (carril 3) con
los oligonucledtidos GSTS-X1 + GSTS-X2. Ningun fragmento se amplifico en los carriles
1 y 2, donde solamente se utilizd6 un sdlo oligonucleétido del par utilizados en la

amplificacion del carril 3.

M 1
a) b)
Kb Kh
700 700
500 500
300 200
200 200

Figura 9. Geles de agarosa al 2% tefiidos con BrEt que muestran las amplificaciones por PCR de la regién
estructural del gen para la Glutation transferasa sigma de Taenia solium, utilizando DNA gendémico como
templado con los oligonucleotidos A) GSTS-X1 + GSTS-RA1 (carril 1), GSTS-F2 + GSTSF-1R (carril 2) y

GSTS-F1 + GSTS-X2 (carril 3).B). GSTS-X1 (carril 1), GSTS-X2 (carril 2), y GSTS-X1+ GSTS-X2 (carril 3).
M marcador de tamafio molecular (200, 300, 500 y 700 pb).

En la figura 10 se muestra la secuencia de la region estructural del gen para la GST
Sigma de T. solium obtenida de los tres primeros fragmentos amplificados de la Fig. 9A
La cual presenta un total de 1870pb, con una composicion de bases nitrogenadas de 562
Adeninas (30.19%), 426 Citosinas (22.89%), 364 Guaninas (19.55%) y 509 Timinas

(27.35%). La secuencia se compone de tres intrones y cuatro exones. Los intrones
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corresponden al grupo Ill denominados empalmosoma que generalmente tienen los
dinucledtidos GT en el extremo 5’ y AG en el extremo 3’ los cuales marcan el sitio de
corte y empalme. Cabe mencionar que el fragmento de ~1.8 kb amplificado con los
oligonucledtidos (Fig. 9B) que flanquean la regién estructural del gen (GSTS-X1y GSTS-
X2) para la GSTS de T. solium, al ser secuenciado mostro una secuencia de nucleétidos

y aminoacidos idéntica a la de los 3 fragmentos antes mencionados.

1 |AIECATTTACRACTTARACAGED ITARCEETCACETCOCTECACCATTCRARTCTAGTCEOD
M 0 L 2 L K o0 B E L R 11
AT CTERTTIAT CCT T AT A CCTATCETAR CTTTARCCCECTRATTRCTEOCCTTEGRGATGECTTIT
LTCARTCGRCRTTCCCATCETCACGRRTA LA TETARCCTCAGGEATTATCCTCTGRACCTGTTCCAT
AT TR R T ORI A A AT TAR TT AR R CTCRATTTTCAGCTARTETRACATTACCACTATC
CARRTGTTTARCTATCTCTARTCTITARR AT TTITRACCOCTATTTCTACATTRAATTITITCCRGET
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258 TEEAGETCRCRRCACCA R R CCAGARRCTTATGCTCRACEERGAGTATEEE
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I =2 2B L L &~ B T F & L ¥ & D WM AR B E WV ¥ L S8

586 ITTGAGCGRATCRRCTCCCTIGTARGTGRGTGCATIGECCCTCGTIGTATCTTICATRARGCCOECC
I E B M H 5 L 105

651 ACTGRACTCARRACATTCTGEATGOTARGACATARCARTCACACCT TGTTTACRACTARCGRARATE

716 ATTAGTTAGCATTTGGCCAGTCAGTTTAGACATARTTACARALACARGCTCAATCTGTGATECCD

781 TRGCATTATGRAGCACATICITICTCATICTETTCI TEARCATTCTCAATARRACAGATTTCACET

B46 TECETARATARTCTGGARTTTGEEARTTTARCACGACACARCACTTARRCCACATTARARGEEAT

511 AGTARACAGTCTTACRATAGATTATEETCAGCTAATTGEERATTEACTCACCTITETCATEETTT

576 TCTCECRAAGGEECACEIAARTEEATACETCATARATCTTGCALARACATCCARRRTACCACRATC

1041 RAGCAGAARTTTTTCATGATAGASTACCATCCTGCCGATTATARCATTTTTAGATTARTAAGTAR

1106 CTITEACGCTTARCACTETCOAATGACRGECCACETCAGSTCATCARACACTACARCATCAGS
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—_—————— — — o T 5 5 L L 110
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H L HE ¥ M ¥ 138

1366 TACTCSITESTTCTCTTIARTITATECT TTATCACACTCAGCAACGOCCTTCTCATACTAGCARR
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1561 TCRCATAGCOETACTCACARGECTACTTCACTARACCTTTTARTACCTCCCACTTTCCCCERART

1431 TOTTTSTTAACGCAATTEARATEECTCTEALRGARCECLAGAGCACATTCATCECRGEACCTORS
B I EM 2L KEKEU&RTETSTTFTISZAZTG P B 156
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Fig. 10 Secuencia de nucleétidos y amino acidos de la region estructural del gen para la Glutation
transferasa sigma de T. solium. Los nimeros del lado izquierdo corresponden a los nucleétidos (1821 pb)
y los nimeros del lado derecho corresponden a los aminoacidos (212 aa). Los codones de inicio (ATG) y
de término (TAA) se observan subrayados de color gris, los cuatro exones y los tres intrones se delimitan
por los sitios de corte y empalme (GT y AG en rojo). Las regiones encerradas en una caja con el mismo
color indican los pares de oligonucleétidos y la posicion utilizados para ampilificar los fragmentos, en rosa
GSTS-X1y GSTS-RA1, enverde GSTS-F2 y GSTS-RA2, y en azul GSTS-F1 y GSTS-R.
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En la figura 11 se muestra una comparacion de los exones de la region estructural
obtenida del gen de T. solium con los genes homdlogos de sus dos hospederos el cerdo
(GenBank NC_010450.3) y el humano (GenBank:NC_000004.12). Los mamiferos
mantienen el mismo numero de exones (5) y estos codifican para la misma cantidad de
amino acidos, expresando una GSTS de 199 residuos, mientras que T. solium presenta
4 exones que expresan una GSTS de 212 residuos. Por otro lado T. solium presenta 3
intrones el primero es de 290pb, el segundo de 616pb y el tercero de 316pb, en contraste
las GSTS de ambos hospederos presentan 4 intrones que codifican diferentes tamafios,
el primer intrén es de 6,498pb y de 16,531pb para cerdo y humano respectivamente. El
segundo intrén es de 5,586pb en el cerdo y 9,129pb en el humano y el tercer intrén
presentan 5,264pb y 6,389pb respectivamente, estos tres intrones y coinciden en
posicion con los intrones de T. solium. El ultimo intron es el mas pequefio y sélo esta
presente en los mamiferos u hospederos y presenta un tamano de 4,801pb en el cerdo y

de 2,501pb en el humano.

1 1laa 33aa T4aa
T. solium 1,861pb| ‘ Intrén | Intron 11 Intrén 1
290pb 616pb | , 316pb
37aa 33aa 54aa
Intron | Intrén Intrén I IntronlV
S. scrofa 30,144pb
’ P _ 6498pb . 5586pb i | 5264pb 4801pb

H. sapiens 35.017pb Intron | Intron 11 3788 |ntron 111 | 3388|ntron)y, 94aa
16531pb 9129pb 6389pb 2501pb

Fig. 11 Comparacion de la regién estructural del gen que codifica para GST Sigma de T. solium y sus
hospederos el humano y el cerdo (mamiferos). El primer exdn codifica para 44 residuos en los hospederos
y 11 residuos en T. solium (azul), el segundo exén de T. solium codifica para 94 residuos, y en los
hospederos para 31 residuos (verde), el tercer exon de T. solium codifica para 33 residuos mientras que
en los hospederos codifica 37 residuos (amarillo), el cuarto exén de T. solium codifica para 74 residuos, en
contraste con el de los hospederos que codifica para 33 (naranja). Se observa que los mamiferos poseen
un quinto exon que codifican para 54 residuos (gris).
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Con la secuencia de amino acidos obtenida de la region estructural del gen para la GSTS
de T. solium, se realizé un analisis tipo Blast y un Clustal con otras GSTS (fig.12). Se
observo que la que la secuencia obtenida de la region estructural de T. solium es idéntica
en 100% a la secuencia reportada por Nguyen et al (2010), con respecto a las GSTS de
helmintos parasitos tiene un 37.3% de identidad con Opisthorchis viverrini (OvGSTS) y
34.4% con Clonorchis sinensis (CsGSTS). Las identidades con sus hospederos Homo
sapiens (HsGSTS) y Sus scrofa (SsGSTS) son 26.8% y 26.4% respectivamente.

En esta misma figura encontramos el motivo (88-L/'YMA/GD/CDNK-91) que divide los
dominios G y H de la enzima y los residuos que participan en la activacién del GSH (sitio
G) como Tyr (Y) 14, Phe (F) 15, Arg (R) 20, Trp (W) 45, Lys (K) 49, Lys (K) 56, lle (I) 57,
Pro (P) 53, Pro (P) 58 , Ser (S) 75 y Ser (S) 108. Asi mismo, se muestran los residuos
que interacciones con los sustratos hidrofébicos (sitio H) lle (1) 17, Arg (R) 18, Gly (G)
19, Arg (R) 20, Glu (E) 22, Leu 23, Ser (S) 107, Leu (L) 110, Glu (E) 111, Leu (L) 116, Val
(V) 166, Thr (T) 170 y Phe (F) 212 (Jowsey | et al., 2001).

También se encontré el motivo caracteristico (75-S/IGMAIA-79) que define a las GSTs de

los helmintos (Torres y Landa 2008).

Los residuos en el sitio H que no se conservan en T.solium son Ser (S) 107, Glu (E) 111
y Leu (L) 167.
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CSGSTS —-—-—--MSGEXYK TRIUNARISAVAICAVAZED Dz
TSGSTS MDLOQLKQAKL \ T RINVARINAALR GBS D
OVGSTS —-——--MSGEXYK N TRIUNARISAVAICAVAZEID Dz

IPMDDIy =K ETIRGG 51
NVSETER = ST KMIZaN 55
IPADDIRAK EVIZGG 51

HSGSTS W —-———-- N IBNY TFAYLDIQY SIBHINTEQAD=E IIN: TLIg=G 49
SSGSTS  —————- N IBNY TFAYLDIKY SIBHIRNTEQAD=QIINPTLIH=G 49
CSGSTS RMiZ /IO I D DKPDTPKNFV’# KR MDETEEGYNT IGECED 106
TSGSTS QL) /MoWTT =N ——GOKVMET ? T Y[CEINAAG VL NSLT 108
OVGSTS RMi2 /IO LE s DTPDKPKSYV| R MDCTEEGY N IGECED 106
HSGSTS KIjgIWoWDGLT——————— HONSJ LS I8 T KN T CiRA CNITEMIQCHVDAIVDTLBD 97
SSGSTS KIJgTWoWDGLN ——————— HONJLENWN F KNTOBACKTDLIZQCOQVDAIVDTLED 97
CSGSTS \Y FRSMEIESPARKKEELLKEAMETS IPKQLDLESKSIRSI2SAGKIZVA@CK] G 161
TSGSTS L IYARG VB SEFKKLAEAEHLH---EYVNANE KiosKSTia IeP 160
OVGSTS V FRSMEIESPARAKEQVLKEAMETSVPKLLYLIESQSIRS B SAGKHVAECK] G 161
HSGSTS FMSCEFP-WAE CHORVKEOMENELLTYNAPHLVODLDTYRGGHE - -WL I{@N S\ENW 149
SSGSTS FMSCEFP-WAE CHORVKDOI SNELLTCEAPHLLODLDTYRG HKE - -WE T[€N S\ENW 149
CSGSTS Iy CLLACLIPHVDNSDIFEFLKDKY PEIRL AWRGENMLKE QZKTIRD T K < I35 DIk P 213
TSGSTS Iy OV TN TIPAMNCE LIgNTKHECKDEIRD S TKISGY I RT I5G IRAR LR < IS AURD 212
OVGSTS ) CLLACL PHVD ADEEFLKIKY PAIRLIEWR LKEERRKLIAD { T K IN= DIk P 213
HSGSTS D YWERECSTRL LV i Kig— DLLDNHPRIBVTLRKKMYOA - Tj5AJANW I K RINZOINK 199
SSGSTS D YWEECSTRLLV i Klg—-DLLDIHPRIBVTLRKK(YO S — Tj5A TIINW I QOINZONK 199

Fig. 12 Alineamiento multiple de la Glutatién transferasa Sigma de Taenia solium (TsGSTS) con otras
glutationes homologas como la de Opisthorchis viverrini (OvGSTS), Clonorchis sinensis (CsGSTS), Homo
sapiens (HsGSTS) y Sus scrofa (SsGSTS). Los amino acidos importantes para la union a GSH se
encuentran marcados de amarillo, la R 20 que interacciona con el GSH y los sustratos hidrofébicos esta en
verde. Se muestra el motivo consenso para GSTS de helmintos (75-S/GMAIA-79, caja punteada en rojo).
Los residuos que unen a los dominios G y H estdn marcados con una caja azul. Los residuos marcados de
rosa son los que presentan las interacciones con los sustratos hidrofébicos y los amino acidos en verde
son residuos que no se conservan para la interaccion con los sustratos hidrofébicos. Los amino acidos con
fondo negro estan conservados en la enzima y los de fondo gris presentan identidad con T. solium
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CAPITULO ViIIL.

DISCUSION

Se obtuvo una sola banda de DNA gendmico integro con un tamano por arriba de 23 kb
observado en un gel de agarosa al 2% tefiido con BrEt, este resultado coincide con lo

descrito para T. solium (Aguilar et. al., 2006).

Asi mismo, se obtuvo la region estructural del gen que codifica para la GSTS del parasito
mediante la PCR usando oligonucleétidos especificos disefiados a partir de una GSTS
de T. solium, previamente reportada (Nguyen et al., 2010). La secuencia nucleotidica
presentd un tamano de 1870pb con 3 intrones y 4 exones, en contraste la region
estructural del gen que codifica la GSTS en humanos y cerdo presentan un tamano de
35,017pb y 30,144 pb, asi como la presencia de cinco exones y cuatro intrones. La
comparacioén de esta region estructural del gen de T. solium con la de sus hospederos
mostré diferencias en cuanto al tamafio como a la posicién de los intrones y exones
(Kanaoka Y et al., 2000, Groenen M et al., 2012; GenBank NC_010450.3). Los sitios de
corte y empalme que eliminan los intrones dejan los dinucledtidos GT en el extremo 5’ y
AG en el 3, los intrones pertenecen al grupo tres denominados empalmosoma, este es
un complejo proteico formado por pequefias ribonucleoproteinas nucleares (snRNP), en
eucariontes hay 5 snRNA (U1, U2, U4, U5 Y U6); (Nguyen et al., 2010; Nelson D y Cox
M, 2009). Estas diferencias en longitud y secuencia de los intrones podrian ser de gran
utilidad para determinar polimorfismos, asi como de gran utilidad para el desarrollo de un

método diagndstico del parasito.

Por otro lado, los analisis del alineamiento multiple de la secuencias proteicas mostraron
que todas las especies tanto de helmintos como la de los mamiferos mantienen
conservados muchos de los amino acidos que se utilizan en la conjugacion del GSH a
los sustratos hidrofébicos, como son la Tyr (Y) 14 que activa al grupo tiol del GSH, el Trp
(W) 45 y la Lys (K) 49 que estabilizan al y-glutamil del GSH y la Ser (S) 75 que une a la
glicina de GSH. Por otro lado, también existen cambios en los amino acidos que conjugan
al GSH a los sustratos hidrofébicos como el del Asp (D) 108 que es cambiado por una
Ser (S) que forma el segundo enlace de hidrogeno con el glicil del GSH, con respecto a
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los residuos que interaccionan en los sustratos hidrofobicos en el dominio H hay varios
cambios como son el de Asp (D) 107, la Ser (S) 111 y la Cys (C) 167 presentes en todas
las GSTS analizadas pero que cambian por una Ser (S), un Glu (E) y una Leu (L) en T.
solium, respectivamente. Por ahora no sabemos si estos cambios son relevantes para la
unién a los sustratos hidrofobicos que esta enzima conjuga (Nguyen 2010; Jowsey | et
al., 2001). Finalmente la alta identidad que presenta la regidén codificante de la regién
estructural del gen para la GSTS de T. solium con la de las GSTS de T. solium reportada
por Nguyen et al (2010) y su alta identidad con las GSTS de helmintos, asi como la
conservacion de los residuos cataliticos, y su masa molecular de ~24 kDa muestra que
la secuencia obtenida del DNAg de T. solium en este trabajo codifica para una Glutation
transferasa de la clase Sigma (Jowsey | et al., 2001; Nguyen et.al., 2010; Armstrong,
1997; Torres y Landa 2008; Lacourse E et al., 2012; Wu Z et al.,2007; Bae Y et al.,2016;
Eursitthichai et al., 2004).

La importancia de la GSTS radica en que participa en varios procesos como son la
desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno, la regulacion de la respuesta inmune,
la vasodilatacion, la bronco constriccion, la embriogénesis, el desarrollo de testiculos y
ovarios, la reproduccion, la prevencion de la agregacion plaquetaria, la relajacion del
musculo liso, la regulacién de la funcién de las células nerviosas y tiene un efecto anti
proliferativo frente a células tumorales (Jowsey | et al., 2001; Lacourse E et al., 2012).
Todos estos procesos antes mencionados ayudarian a T. solium a establecerse y
desarrollarse por largo tiempo en el hospedero. Por otro lado, la GSTS se expresa
abundantemente en el adulto de T. solium, una de las funciones vitales del adulto es la
produccion de huevos, puesto que este organismo es hermafrodita, depende de la
formacion adecuada de testiculos y ovarios para la embriogénesis, por eso la inhibicion

de actividad podria ser utilizada como blanco para matar al parasito.

Finalmente, este es el primer trabajo que publica la regién estructural de un gen para una

de las tres GSTs citosodlicas que conforman el sistema de desintoxicacion de T. solium.
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CAPITULO IX.
CONCLUSION

Se obtuvo la secuencia de la region estructural del gen que codifica para la

Glutatiéon transferasa Sigma de T. solium

Esta region presenta 4 exones que codifican para una GST Sigma con 212 amino

acidos.

La secuencia de amino acidos de la GST Sigma de T. solium presenta una baja
identidad (26.8%) con respecto a las de sus hospederos definitivo (humano) e

intermediario (cerdo).

Estos estudios abren un panorama para seguir estudiando el gen y su producto,
tal como el mecanismo de regulacion de éste y el desarrollo de una vacuna o

inhibidores de su actividad y funcion.
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CAPITULO X.

ANEXO

Amortiguador de lisis:
Solucién Tris a 0.05M
HCI pH 8

EDTA 0.5%

Amortiguador TAE:
Tris HCl-acético 0.04M
EDTA 0.002M pH8

Amortiguador TE:
Tris HCI 10mM
EDTA 1mM pH8

Gel de Agarosa 2%:
Agarosa 4.8g de
Amortiguador TAE 420mL
Bromuro de etidio 30uL.

Medio LB:

Triptona 10gr

Extracto de lavadura 5g
NaCl 10gr

Agar bacteriolégico 10.5 g

Solucion 1 (SET):
Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM

Tris 25 mM pH 8.0.

Solucion 2 (lisis):
NaOH 0.2 M
SDS 1% (p/v).

Solucion 3 (neutralizacion):
Acetato de amonio 7.5 M.
SDS 1% (p/v)

H20
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