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RESUMEN

La meta del presente trabajo es la de contribuir a la caracterizaciéon a nivel
molecular de las enzimas involucradas en la glicdlisis de 7. solium. Para lo cual
se intentd el aislamiento de clonas de cADN que codificaran para la Triosa fosfato
isomerasa. Esta enzima se encuentra en todos los organismos y esta involucrada
en la conversion de la dihidroxiacetona fosfato en gliceraldehido-3-fosfato en la
glicolisis. La estrategia fue utilizar sondas de ADN disefiadas a partir de
secuencias de aminoacidos conservadas en otras TPI's. A partir de estas
secuencias se disenaron oligonucledtidos que fueron utilizados en PCR para
obtener un fragmento de DNA de la TPI de 7. solium, utilizando cADN como
templado. Con este fragmento se tamizaron bibliotecas de cADN de metacestodo
de 7. solium construidas en 3.gt10. Esto permitio el aislamiento de cinco clonas,
cuatro de las cuales contienen la secuencia codificadora completa de la TPIL
Estas clonas contienen un inserto de = 1.1 kb, el cual presenta un marco abierto
de lectura de 757 pb. LLa secuencia de aminoacidos deducida corresponde a una
proteina de 27,1678 Da. El analisis del Southern blot sugiere que este gene
existe en 7. solium como copia unica y que el gene contiene intrones. Asimismo,
los anailisis computacionales de la secuencia nucleédtidica y de aminoacidos
muestran que tiene una similitud tipica con otras TPI's. Esta clona abre la
posibilidad de estudiar en detalle las enzimas involucradas en la glicolisis de T.
solium.



I AINTRODUCCION

E! establecimiento de las formas larvales de los ténidos en los tejidos de
sus hospederos intermediarios, da lugar a la enfermedad conocida como
cisticercosis, la cual se adquiere al ingerir los huevecillos que producen las
formas adultas. De esta parasitosis, una de las mas importantes desde el punto
de vista de salud publica y econdmico es = nrovocada por el metacéstodo de
Vagnia solium (Damonte, 1983)

El hospedero intermediario de 7. solium es comunmente el cerdo, pero se
tienen reportes de cisticercos encontrados en perros y en otros animales,
incluyendo al hombre (Mazzotti y col., 1865). En humanos se han reportado
cisticercos localizados en tejido subcutaneo, musculo esquelético, corazdén, retina
y cerebro. Es en este uUltimo donde constituyen la entidad clinica mas importante
por la severidad de las manifestaciones que provoca (Davis y col., 1991). Por otro
lado, aungue esta enfermedad esta asociada a las clases sociales mas bajas,
ningun grupo esta exento de padecerla, pues existen condiciones propicias en el
ambiente fisico, biologico y social que facilitan la transmision.

1.-UBICACION TAXONOMICA (Zaman, 1979).

Reino Animalia

Subreino Metazoa

Phylum Platyhelminthes

Clase Cestoda

Orden Cyclophyilidea
Superfamilia Taenoiidea

Familia Taeniidae

Género Taenia

Especie T. solium

Etapa larvaria: Metacéstodo o6 cisticerco.

Sinénimos: Taenia cucurbitina (Palas,1976); T. pellucida (Goeze, 1782); T.
vulgaris (Werner 1782), T. armata umana (Brera, 1808).

2.-CICLO DE VIDA

En el ciclo de vida del parasito (Fig. 1), el humano es el hospedero
definitivo, pero puede actuar como un hospedero intermediario al infectarse con el
metacéstodo. El ciclo inicia cuando el humano ingiere carne de cerdo mal cocida
infectada con cisticercos, las enzimas proteoliticas y sales biliares del sistema
digestivo activan al parasito; éste se exquista y se adhiere a la pared del intestino
deilgado en donde aproximadamente en dos semanas se desarrolla en un gusano
adulito hermafrodita, cuyo cuerpo se divide en tres regiones:



Hospedero intermediario natural

Hospedero | diario

Fig 1. Ciclo de vida de 7. solium. El ciclo comienza cuando el parasito adulto
alojado en el intestino delgado del hospedero definitive (humano), expulsa sus
huevos al ambiente (A). Estos huevos al ser ingeridos por los hospederos
intermediarios (cerdo o humano), liberan a la oncosfera que se desarrolla en un
metacéstodo (B). Cuando el humano ingiere carne de cerdo infectada, el
metaceéstodo se desarrolla en aduito (C). (Michel, 1992).



a) El escolex de aproximadamente un mm de diametro con cuatro ventosas y un
rostelo armado con una doble corona de ganchos.

b) El cuello que es corto y sin segmentaciones.
c) El estrobilo que consta de progléotidos fusionados. Los progldtidos cercanos al

cuelio son jovenes e indiferenciados, los de en medio son maduros, cortos y
contienen los drganos reproductores (testiculos constituidos por 150 a 200
foliculos distribuidos a través del plano dorsal, asi como un ovario con dos
Iébulos grandes y simétricos mas un Idbulo accesorio en lado del poro
genital). Al funal s zn2uentran los proglétidos gravidos con apro:imadomente
50,000 huevos cada uno (Fig 2A). Estos proglotidos se desprenuern ue a wenia
Yy son expulsados al ambiente a través de la materia fecal donde se
descomponen y liberan a los huevos que contaminan el suelo, el agua y los
alimentos. Los huevos son esféricos y miden de 30 a 45 um de diametro; su
cuerpo esta constituido por una envoltura externa de tipo celular denominada
vitelo, un embridforo estriado (compuesto de bloques proteicos unidos por una
proteina cementante) y una membrana hialina de origen embrionario
denominada membrana oncosferali que envuelve al embrion hexacanto
(llamado asi por poseer tres pares de ganchos), también conocido como
oncosfera (fig 2B8). Cabe mencionar que los huevos de 7. solium, no pueden
distinguirse de los de 7.saginata (Faust y col., 1981; Whithe y col., 1992).

Fig 2A. Estadio aduito de Taenia solium. El gusano consta de tres partes: el
escolex (E) con un rostelo armado con una doble corona de ganchos (G) y cuatro
ventosas (V). E! cuello corto sin segmentaciones (C) y el estrébilo compuesto de
proglotidos Los progldétidos cercanos al cuello son inmaduros (1) (organos
reproductores en desarrollo), los de en medio son maduros (M) y contienen los
testiculos (T) y un ovario trilobulado (0). Al final se encuentra los proglotidos

gravidos repletos de huevos (H).



Fig 2B. Huevo de Taenia solium. Micrografia electronica de barrido que muestra

el embridforo (E), la oncosfera (O) y los ganchos oncosferales (G). (Laclette y
cols. 1982).

Cuando cerdos o humanos ingieren los huevos, los jugos gastricos y
biliares degradan el embrioforo activando a la oncosfera, la cual penetra la
mucosa intestinal para ser transportada a diversos organos a través de! torrente
sanguineo. En 60 a 70 dias la oncosfera se transforma en una vesicula con un
nédulo que contiene un escodiex invaginado también llamado protoescdlex, esta
vesicula comunmente llamada cisticerco corresponde al estadio larval o de
metacéstodo de 7. solium (Fig 2C) (Davis y col., 1991).

3.-MORFOLOGIA DEL METACESTODO

Un cisticerco es una vesicula ovalada de aproximadamente 0.5 a dos cm
de diametro, cuya pared es semitransparente excepto en el area donde se
encuentra el escdlex. Esta vesicula se encuentra llemna de un fluido claro

denominado fluido vesicular. La pared vesicular mide de 100 a 200 um y consta
de tres capas:



1.- Un tegumento externo o cuticula de aproximadamente tres um de grosor que
presenta estructuras digitiformes Illamadas microtricas y una 2zona vacuolar
compuesta por vesiculas de diferentes tamanos.

2.- Una capa celular intermedia con una estructura pseudoepitelial compuesta de
una red de ceélulas musculares de tipo liso, células subtegumentales y de fibras

mesenquimales la que se denomina membrana basal que delimita al tegumento.
3 -2 capa reticular o fibrilar interna, compuesta de 112 red de células que
forman canales y cuerpos calcareos.

El area parenquimatosa contiene un canal espiral en cuya parte final se
encuentra el escdiex invaginado. Este escolex posee cuatro ventosas y un rostelo
con wuna doble corona de ganchos birrefringentes. Opuesto al escdlex se
encuentra un pequefo poro excretor que conecta al exterior (Davis y col., 1991;

Withe y col., 1992).

Fig 2C. Estadio de metacéstodo. El metacéstodo consta de una pared vesicular
(PV) que contiene al fluido vesicular (FV). En un poio de la pared se encuentra
una area parenquimatosa compuesta por un canal espiral (CE) en cuya parte final

se aloja el excdolex invaginado (E). (Landa, 1992).
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4.-IMPORTANCIA

La cisticercosis tanto humana como porcina, constituye un serio problema
de salud publica y de economia principalmente en las ciudades donde esta
enfermedad es endémica.

Con respecto a ia cisticercosis humana en Ameérica latina se ha estimado
que de cada 100,000 habitantes, 100 de ellos se encuentran parasitados
(Schenone y col.,1982). Ademas, cuzrd~ 1os cisticercos se localizan en el
sistema Nervioso Central, entidad climica llamada Neurocisticercosis (NCC) se
pueden presentar patologias que varian en intensidad y gravedad dependiendo
del numero de parasitos y de su localizacidn. Existen reportes de que la
neurocisticercosis representa tanto en México como en Peru el 10% de las
admisiones a hospitales por problemas neurolégicos (Schenone y col., 1973).
Asimismo, se estima que en México el rango de infeccion puede llegar hasta el
3% de la poblacidon en general (Larralde y col.,, 1992). Por otro lado, cerca del
75% de los pacientes con NCC, estan en edad productiva y en la mayoria de los
casos se ven incapacitados para trabajar debido a las manifestaciones clinicas
que presentan. También cabe mencionar que los gastos que se requieren para la
atencion de los pacientes los cuales comprenden hospitalizacion, pruebas
radiologicas, tratamiento , cirugia, etc., son sumamente elevados, asi tenemos
que tan solo en 1986 hubo gastos de 14.5 millones de ddlares en atencidén a
pacientes con NCC (Flisser, 1988).

La cisticercosis porcina representa una considerable pérdida econdmica,
ya que los cerdos infectados tienen que ser decomisados por las autoridades de
salud. Asi vemos gue tan solo en 1980, hubo pérdidas de mas de 43 millones de
ddlares por decomisos, representando mas del 50% de la inversion en la crianza
de cerdos. A esto hay que agregar que no todos los cerdos infectados estan
sujetos a inspeccion o bien que en algunas ciudades operan rastros clandestinos
lo que constituye una importante fuente para la adquisicion de la enfermedad
conocida como teniasis, provocada por el estadio adulto de 7. soliurm, que por ser
virtualmente asintomatica en la mayoria de los casos pasa desapercibida, incluso
en las revisiones medicas rutinarias de los pacientes (Acevedo, 1989).

5. -EPIDEMIOLOGIA

Dentro del! cuadro epidemiolégico de la enfermedad uno de los factores
determinantes que facilitan la transmisidon en grandes poblaciones es Ila
insalubridad del ambiente y falta de higiene personai. De hecho, se han
propuesto tres mecanismos para la transmision de la parasitosis y dos de ellos
involucran estos factores:

a) Heteroinfeccion, cuando ios huevecillos llegan al organismo por consumo de
agua o alimentos contaminados.

b) Autoinfeccion externa via anal-oral de pacientes infectados con el adulto.

c) Autoinfeccion interna, en la que los huevos son llevados hacia el duodeno o el
estdmago por retroperistaltismo, donde eclosionan y migran hacia los tejidos
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del hospedero. Este mecanismo, aun no ha sido demostrado y no hay registros
que sugieran infecciones por esta via (Faust y col., 1981).

La cisticercosis humana y porcina ha sido considerada por diversos
investigadores como el mas frecuente problema patolégico en México, por lo que
la cisticercosis es una enfermedad de notificacidn obligatoria desde 1979 y los
Servicios Coordinados en los Estados deben informar a la Direccion General de
Epidemiologia, incorporandose también los casos citados por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (Damonte, 1983). Ademas, en 1984 se establecio el
Praarama Prioritario para el Control y Erradicaciia, de la teniasis-cisticercosis
causada por 7. solium (Secretaria de Salua, Diano Gficial de la Federacion,
1984). Asimismo, diversos estudios aportan cifras que informan de la alta
prevalencia de la enfermedad en la pobiacion por ejemplo, se ha considerado que
el dos al 3% de casos de autopsias practicadas en el Hospital General de Mexico
entre 1953 y 1984 presentaron cisticercosis (Villagran-Uribe, 1989) y la Encuesta
Nacional Seroepidemiologica (ENSE) de 1987-1988 que se llevé a cabo con
66,754 sueros de la poblacion mexicana, mostro niveles de prevaiencia global del
1.2% con diferencias significativas segun los estados, siendo los niveles mas
altos en la region centro-occidental y el sureste (Fig 3), (Larralde y col., 1992).
También es notable el gran incremento de casos encontrados a partir de la
introduccion de la tomografia computarizada (TC), la imagen por resonancia
magneética (RM) y el diagndstico inmunoldgico. Sin embargo, hay que considerar
que las prevalencias referidas por los casos revisados en hospitales la mayoria
de las veces Nno son representativos de la poblacion por lo que es muy probabile
que la frecuencia sea mayor a la estimada estadisticamente. Esta situacion
resulta semejante en los paises donde |la enfermedad es endémica (Botero,

1993).

Las principales zonas de endemia en el mundo son: (Michel y col.,, 1992).
Africa: Camerun, Senegal, Rwanda, Zaire, lle de la Reunion y
Madagascar.
América: México, Brasil, Argentina y Chile.
Europa: Polonia, Rusia, Hungria, Checoslovaquia, Espana
y Portugal.
Asia: China e India

6.-PATOLOGIA

La patologia depende en gran medida del numero, tamario, viabilidad y
sobre todo, localizacion de los cisticercos. Asi tenemos que cisticercos
localizados en musculo esquelético usualmente son asintomaticos pero en ciertas
ocasiones pueden causar pseudohipertrofia muscular. Los cisticercos localizados
en la retina causan una reaccidn inflamatoria que disminuye la capacidad visual e
incluso puede derivar en ceguera. Dependiendo de la localizacion en el corazon,
se pueden presentar arritmias o anormalidades en [a conduccidn sanguinea
(Botero, y col.,, 1993). Finalmente, para ila NCC se han propuesto diversas
clasificaciones. Por ejemplo, tomando en cuenta ia localizacion de los cisticercos
se clasifica en parenquimal y extraparenquimal. A su vez estas se subdividen en
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Otra clasificacidn se encuentra

Intraventricular, subaracnoidea y espinal (Nava, 1983).
basada en los sintomas considerando si los cisticercos estan vivos (NCC activa) o muertos

(NCC inactiva), (Sotelo y col., 1985). En esta clasificacidon la forma activa considera a los
cisticercos aislados o multiples, la localizacion en el Sistema Nervioso Central es variada
pero resulta mas comun en el espacio subaracnoideo causando aracnoditis y en la mitad de
los casos hidrocefalia obstructiva. Las meninges inflamadas no permiten la absorcion del
liquido cefalorraquideo. causando hipertension endocraneana. Otras veces, pueden
encontrarse intraventricularmente causando hidrocefalia y ependimitis. Los cisticercos
espinales causan compresion del cordén espinal.

Por otro lado, se estima que mas del 50% de ios casos de NCC ocurren en la forma
inactiva, los cisticercos generalmente se encuentran calcificados e histologicamente estan
asociados a inflamacion granulomatosa y se puede observar hidrocefalia como resultado de
la fibrosis meningeal que sigue a la respuesta inflamatoria causada por la muerte del
cisticerco. Es comuUn encontrar estos dos tipos de NCC coexistiendo en un paciente y
cuando ambas se encuentran localizadas en el parénquima el sintoma mas comun es la

epilepsia. (Botero, 1993).

Fig 3. Mapa de la prevalencia de cisticercosis en México. Las zonas delimitadas en claro
(Morelos, Chiapas, Hidalgo, Edo de Meéxico. Yucatan, Michoacan, Quintana Roo,
Aguascalientes, Durango, Puebla y Colima), presentan un nivel de prevalencia de 1.0 a
1.9%; mientras que las zonas delimitadas en oscuro (Nayarit, Jalisco, Guanajuato,
Zacatecas, Distrito Federal y Guerrero), presentan un nivel del 2.0 al 3.0% de prevalencia

en cisticercosis. La prevalencia global es del 1.2% (Larralde y cols, 1992).
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7.-DIAGNOSTICO

En lo que se refiere al diagnostico la confirmacion definitiva de la infeccion
sdlio se realiza disectando al parasito del 6rgano afectado por medio de cirugia.
Sin embargo, en los ultimos afos se ha contado con un gran avance en métodos
diagnoésticos entre los que se incluyen la TC y ta RM, ambos con una alta
resolucion y sensibilidad, pero sin ser 100% especificos. Por ejemplo, cisticercos
localizados en la base del cerebro, pueden aparecer como simple hidrorefalia o
deformacion de 11 aisterna basal o bien los cisticercos cuandn se presentan en
forma de granulomas pueden ser indistinguibles de otras formas granulomatosas
como en caso de la tuberculosis (Garcia y col., 1994). Ademas, cuando se
localizan en meninges el resultado de la TC puede aparecer como un simple
edema cerebral difuso, condicidon que se puede atribuir a traumatismos anteriores,
hipertermia o embolia (Creasy y col., 1994). Cisticercos ventriculares pueden ser
isodensos con el liquido cefalorraquideo (LCR) por lo que no pueden ser
discernidos por ninguno de estos meétodos. Por otro lado, la TC no detecta a las
oncosferas gque se encuentran en etapa de desarrollo. Aunado a esto tales
metodos de diagnodstico son de alto costo, por lo que para la mayoria de los

pacientes de los paises mas afectados resultan inaccesibles (Davis y col 1991;
Botero y col., 1993)..

Es por esto que contar con métodos que detecten antigenos o anticuerpos
circulantes en LCR o suero sanguineo resultarian utiles para establecer un
diagnostico, tanto en casos sintomaticos como en los asintomaticos. (Contreras y
col., 1990). El diagnostico de 1a cisticercosis por métodos inmunoldgicos se basa
en la presencia de anticuerpos, principalmente la deteccion de IgG e IgM
presentes en el suero o liquido cefalorraquideo que reaccionan uniéndose a las
moléculas del parasito. Entre los métodos diagnosticos mas usados hoy en dia se
encuentra el Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) (Larralde y col., 1986; Chang y
col, 1988; Flisser y col., 1980; Cho y col., 1992; Morakote 1992; Lee y col., 1993,
Yong y col, 1893), y la Inmunoelectrotransferencia IET (Grogl y col., 1985;
Gottstein y col., 1986; Tsang y col., 1989; Larralde y col,, 1989. Wilson y col.,
1991; Xu y col.,, 1992). Estas técnicas varian en sensibilidad y especificidad de
acuerdo al antigeno empleado. Se han empleado extractos crudos de cisticercos
completos (Rosas y col.,, 1986), homogeneiz.itios de membranas o de escolex
(Feldman, 19380), fracciones glicoproteicas obtenidas a partir de extractos crudos
por cromatografias de afinidad con lectinas (Tsang, 1989), o bien fluido vesicular
(Larralde y col 1986), con resultados favorables.

Sin embargo, debido a la compleja composicion proteica es facil tener
reacciones cruzadas con antigenos presentes en otros organismos relacionados,
por lo que algunos investigadores han realizado estudios con el fin de identificar
antigenos especificos de 7. solium que eliminen las reacciones cruzadas en las
pruebas diagndsticas. Uno de los trabajos mas completos al respecto fue la
identificacion de siete glicoproteinas que se encuentran entre 10 y 50 kDa y estan
presentes en una fraccidén obtenida por cromatografia de afinidad utilizando la
lectina de lenteja. Estas glicoproteinas tienen una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 96% (Tsang y col., 1989). Asimismo, otros autores han
identificado diversos antigenos en el fluido vesicular (Larralde 1986, 1988, 1994,
Kong y col.,, 1989,19392; Cho y col., 1986). También se han identificado tres
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antigenos altamente ractivos con sueros de pacientes con pesos moleculares de
64, 53 y 32-30 kDa (Grog! y col., 1985). Asimismo, se han aislado algunos
antigenos con el fin de aumentar tanto la especificidad como la sensibilidad, tai
es el caso de 2 polipéptidos de 26 y 8 kDa que han mostrado ser 100%
especificos (Gottstein y col.,, 1986), y se tienen algunos otros componentes
purificados por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de pesos
moleculares por arriba de 100 kDa que aun no se han ensayado en pruebas de
reactividad cruzada (Choromanski y col.,, 1990). Cabe mencionar que también se
han utilizado antigenos heternlogos 7 3woniantes de otros céstodos para deteat=r
este tipo de parasitosis; por ejemplo, el caso de un antigeno denominado ThFAS
de 7. crassiceps que es utilizado para diagnosticar cisticercosis bovina (Zarienga
y col, 1984). También, recientemente se han producido anticuerpos
monoclonales (MAbs) en contra de determinantes antigénicos del metacéstodo de
Taenia solium que han aumentado la sensibilidad del diagnodstico empleandose
con técnicas como el ELISA y la IET (Chang-Yuan y col, 1992). También estos
Mabs han sido utilizados para purificar antigenos que han sido utilizados en
ensayos diagnosticos mostrando un 100% de sensibilidad (Nascimento y col.,
1987). Cabe mencionar que estos Uultimos antigenos no se han probado en
ensayos de raccidon cruzada con otros helmintos.

A partir de una biblioteca de cADN de Echinoccocus. multilocularis se
obtuvo un antigeno recombinante que mostro tener 100% de especificidad a este
parasito, pero con baja sensibilidad (alrededor de 37%) (McManus y col., 1991).
Por otro lado, otros autores han identificado secuencias de ADN especificas que
han sido utilizadas para diferenciar entre especies y su utilidad en diagndstico
esta siendo evaluada; por ejemplo, se ha logrado obtener secuencias de ADN
que pueden identificar o diferenciar a 7. solium de T. saginata y viceversa, lo que
resulta particularmente importante sobre todo en la identificacion de huevos y del
adulto de 7. sol/ium (Rishi y McManus, 1987, Harrison y col., 1990).

Finalmente cabe mencionar que varios autores realizan estudios para
identificar y aislar antigenos estadio-especificos uUtiles para el diagndstico de
teniasis y cisticercosis por ejemplo: se han identificados dos antigenos de 135 y
45 kDa especificos del! estadio adulto de 7. sofium, que son frecuentemente
reconocidos por antisueros de hamsters infectados experiment>!mente con este
parasito (Monroy y col., 1992).

8.-TRATAMIENTO

Una vez diagndsticada la parasitosis se cuenta con drogas que en algunos
casos son capaces de destruir a los parasitos. En los casos donde la localizacion
es tal que no se presentan manifestaciones patolégicas en general no se
recomienda la terapia y ésta es mas adecuada para los casos de NCC con
sintomatologia. El tratamiento de la NCC varia de acuerdo al estadio de la
enfermedad, el niumero y la localizacion de los cisticercos. Comunmente se utiliza
albendazol o praziquantel cuando los cisticercos son viables y se localizan en el
parénquima. La dosis comun de albendazol es de 15mg/kg/dia en dosis divididas
y la terapia dura entre 14 a 28 dias. E! praziquantel fue la primera droga que se
encontré que resultaba atii en el tratamiento de Ia cisticercosis; actua



11

incrementando la permeabilidad de la membrana celular del parasito al calcio lo
que resulta en una contraccion muscular, paralisis y muerte eventual. LLa dosis
recomendada es de 50 mg/kg/dia durante 15 dias. Generalmente se recomienda
la administracion de corticoesteroides dias antes de iniciar el tratamiento para
disminuir los efectos secundarios de la droga que corresponden generalmente a
exacerbacion de la sintomatologia clinica. Los medicamentos antes mencionados
SON caros y presentan reacciones secundarias, ademas algunos helmintos como
Schustosoma sp han comenzado a adquirir resistencia al prazinnantel. Por otro
lado, algunos sstudios muestran que aunque este mecdicameonto dizminuye el
numero de parasitos no destruye a todos y los que permanece: rmuestran el
mismo grado de viabilidad antes y despueés del tratamiento. Es por ésto gque hoy
en dia se estan desarrollado nuevos farmacos que resulten mas accesibles y se
administren en dosis unica. Este es el caso del Oxfendazol que ha mostrado ser
100% efectivo en una dosis de 50 mg/kg administrada a cerdos infectados con
cisticercos. Cabe mencionar que con este farmaco no se observaron efectos
secundarios visibles en los cerdos tratados. (Gonzalez y col., 1996).

En algunas ocasiones, se recomienda la cirugia sobre todo en casos en
donde hay poca respuesta a la droga por ejemplo, en algunos cisticercos
intraventriculares que pueden obstruir el flujo del liquido cefalorraquideo © bien
en casos de cisticercos espinales. En el caso de cisticercosis inactiva los
pacientes no responden al tratamiento con praziquantel y generalmente son
tratados con anticonvulsivos (Catl y col.,, 1983; Davis y col., 1991; Botero y col.,

1993).

9.-PROTECCION

En materia de proteccidén se estan realizando esfuerzos importantes con
respecto a la cisticercosis causada por 7. solium. Se ha observado que es
posible conferir proteccion (inmunidad concomitante) por diversos
procedimientos, ya sea por una infeccidn previa o por inmunizacion con extractos
parasitarios (Gallie y Sewell, 1972, 1974, 1976, 1981, Lloyd y Soulsby 1976,
Rickard y Brumley, 1981). Esta inmunidad es caracteristica en las infecciones
causadas por helmintos y en particular en céstodos. Por lo que se tienen buenas
perspectivas en cuanto a inducir inmunidad. Se han utilizado desde extractos
crudos hasta antigenos nativos y recombinantes de los diferentes estadios
biolégicos en contra de las infecciones causadas por estos parasitos. Por
ejemplo, se ha obtenido inmunidad en contra de la cisticercosis experimental
murina por T. crassiceps utilizando un extracto completo de cisticerco de 7.
solium, lo que ha llevado a establecer un modelo de proteccion murino gracias a
la elevada reaccion cruzada entre los antigenos de ambos parasitos (Sciutto y
col., 1980). A su vez, se ha tratado de inducir inmunidad a cisticercosis en cerdos
inyectando extractos crudos de cisticercos completo, asi como extractos de
escdlex. Los resultados mostraron que es posible conferir proteccion hasta en un
75% (Molinari y col., 1983, Nascimento y col., 1995). Cabe mencionar que existen
antigenos estadio especifico (oncosfera, metacéstodo, adulto), pero los
oncosferales han sido hasta la fecha ios mejores candidatos para conferir
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proteccion en contra de las cisticercosis (Rickard y col.,, 1971; Rickard y col.,
1977, Rajasekariah y col.,, 1980; Osborn y col., 1981; Lightowlers y col., 1984).

Sin embargo, existe un importante obstaculo en el desarroilo de vacunas
con antigenos nativos y es el de la incapacidad de producir suficiente antigeno lo
cual impide la estandarizacion de métodos tales como la dosis del antigeno,
trabajar con un tamano de muestra significativa, etc. No obstante la introduccion
de las técnicas de ADN recombinante en el area de parasitologia ha resuelto esta
limitante y hoy en dia se han producido vacunas recombinantes a partir de la
clonacidn de genes que codifican parz maoiérules capaces de inducir proteccién
en contra de infecciones causadas pui v varnolesurinia mansoni, T. ovis y alguncs
otros helmintos. Ejemplos de esto son los casos de la produccion de Glutathion-
S-Tranferasa (GST), y Triosa Fosfato Isomerasa (TPI) recombinantes las cuales
han resultado ser inductores de proteccion en contra de infecciones causadas por
S. mansoni, y S. japonicumn (Smith y col., 1986; Balloul y col., 1987; Boulanger y
col., 1991, Shoemaker y col.,, 1992). Ademas se ha logrado expresar un antigeno
recombinante preparado a partir de oncosferas de 7. ovis que ha mostrado

1988). También

conferir un 94% de proteccion en ovejas (Smith y Johnson,
existe el reporte de una proteina recombinante correspondiente a una proteina

citoplasmica que une Aacidos grasos, presente en S. japonicum; ésto resulta
interesante debido a que los schistosomas no pueden sintetizar grandes cadenas
de acidos grasos pero los pueden obtener de los hospederos, por lo que esta
proteina podria ser un buen candidato para vacunacion (Becker y col., 1994). Por
otra parte, se ha encontrado correlacion entre altos titulos de anticuerpos hacia
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y resistencia a la reinfeccion en la
esquistosomiasis causada por S. japonicum (Waine y col., 1993). Aslmismo, se
esta estudiando la posibilidad de emplear los componentes derivados de 7.
soliurm que han mostrado capacidad para la induccion de inmunidad, para la
eventual produccidén de vacunas recombinantes eficientes y que puedan ser
empleadas en poblacion humana (Johnson y col., 1989, Hawn y col., 1993;
Pancre y col.,, 1994). Como ejemplos al respecto, se cuenta con |{a paramiosina de
7. solium (Landa y col, 1993), la cual ha sido utilizada en el modeio murino-T7.
crassiceps con buenos resultados (Laclette comunicacion personal), y se estan
utilizando otras proteinas recombinantes obtenidas a partir de 7. crassiceps
(proteinas de fusién) para conferir inmunidad en cerdos y ratones en contra de la
cisticercosis causada por 7. solium y T. crassiceps, respectivamente

(Manoutcharian y col., 1996).

10.-PREVENCION

Debido a la falta de higiene y medidas sanitarias que imperan en muchas
zonas de las ciudades afectadas por la enfermedad, la aplicacion de medidas
preventivas ha resultado ser una tarea dificil. En algunos paises se ha elegido por
tanto la ruta del tratamiento en contra de la teniasis por ejemplo, en Ecuador mas
de 10,000 personas fueron tratadas con cinco mg/kg en una dosis de
praziquantel, disminuyendo la prevalencia de teniasis y por consiguiente la de
cisticercosis tanto en cerdos como en humanos (Botero y col., 1993). En algunos
paises socialistas se erradicé al adulto por medio de control masivo con

niclosamina (Comite de expertos de la OMS, 1970).
Algunas medidas recomendadas para evitar la infeccién por 7. soliurm son:
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a) Campanas educativas a nivel nacional que informen a las personas de
los riesgos que implica consumir productos infectados con huevos o
metaceéstodos del parasito y que den a conocer las medidas profilacticas y
terapéuticas que se deben tener para la eliminacion del mismo.

b) Establecimiento de leyes sanitarias rigidas con respecto a la eliminacion
de excretas humanas, asi como dotar a la poblacion sobre todo en las zonas
endémicas de los sistemas de evacuacion necesarios para el cumplimiento de
tales leyes (letrinas, drenaje, etc.).

c) Inspeccion rigurosa de los cerdos =1 'vr m=taderos para evitar introducir
carne infectada al mercado.

d) Camparnas para erradicar al parasito por medio de cestocidas dirigidas
principalmente a personas de los focos endémicos y que trabajen con el ganado
porcino o tengan historial de consumir carne de cerdo mali cocida con el fin de
erradicar al adulto.

e) Evitar regar frutas y verduras con aguas negras que pueden estar
contaminadas con huevos.

f) Se recomienda cocer la carne a mas de 56°C o bien congelarla a -20°C
durante 12 horas o a -10°C por cinco dias para destruir el metacéstodo. El cerdo
salado, salteado o en escabeche no garantiza la eliminacién del parasito.

g) Campanas epidemioldgicas para conocer la prevalencia real a nivel
nacional antes y después de efectuadas las medidas preventivas.

h) Investigaciones en las areas de diagnostico, control, prevencion y

saneamiento ambiental necesarios para la erradicacion de la teniasis-
cisticercosis.



II. ANTECEDENTES.

La Triosa Fosfato Isomerasa (TP!) es una enzima que participa en la ruta
metabdlica de la glicdlisis. La glicolisis es una fuente de ATP que se produce
cuando una moliécula de glucosa se divide en dos moléculas de piruvato en una
serie de 10 reacciones, cada una catalizad~ r-- « na 2nzima diferente que tienen
lugar en el citosol. Sin embargo, en algunos parasitos como los tripanosomas
algunas reacciones de la glicolisis también se llevan a cabo en un organelo
llamado glicosoma, donde se localizan las primeras siete enzimas de la glicdlisis,
incluyendo la TPl (Kohl y cols., 1994). La glucosa es ampliamente utilizada como
combustible en las células, ademas a partir del piruvato se pueden derivar
importantes cantidades de energia libre durante la oxidacidn posterior en la
respiracion aerdbica. El papel de la TPI consiste en isomerizar la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP), la cual es uno de los productos generados a partir de la escicion
de la fructosa 1,6-difosfato y que no se metaboliza directamente por glicdlisis en
su isOmero D-gliceraldehido 3-fosfato (D-GAP). La triosa fosfato isomerasa,
cataliza la transferencia del hidrogeno pro-R del C1 de DHAP al C2 de D-GAP. Si
bien los compuestos DHAP y D-GAP existen en soluciéon como una mezcla de
especies hidratadas y libres, la TPI solo utiliza las formas libres como sustrato. El
mecanismo de reaccidon ha sido muy estudiado por diferentes técnicas tales como
mutagénesis dirigida y cristalografia (Wierenga y cols., 1992).

La oxidacion de la glucosa a piruvato puede dividirse en dos etapas, una
donde la molécula de glucosa es fosforilada, a expensas de dos moléculas de
ATP. Este compuesto fosforilado se divide en dos subunidades fosforiladas de
tres carbonos que se procesan para producir piruvato con una ganancia neta de
dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa procesada, aungque se
forman cuatro moléculas de ATP solo dos son utilizadas en los procesos de
fosforilacidon de la glucosa y de la fructosa 6-fosfato.

El destino del piruvato varia con la capacidad enzimatica de la especie y la
cantidad de oxigeno molecular. Los productos finales de las reacciones
anaerobicas son el lactato o el alchol etilico, pero en presencia de oxigeno
molecular el piruvato es descarboxilado y se forma la Acetil- coenzima A (Avers,

1991).
La reaccion neta de la transformacion de glucosa en piruvato es:

GLUCOSA + 2 HPO4 + 2 ADP" "2 NAD+——> 2 PIRUVATO + 2 ATP + 2 NADH + 2 H+

En general esta via metabdlica puede resumirse como sigue:
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La TPl ha sido ampliamente caracterizada en diversos organismos en
cuanto a su estructura y composicidon de aminoacidos. Se trata de una enzima
dimérica cuyas subunidades pesan aproximadamente 27 kDa y presenta una
conformacién de ocho subunidades en forma de barril Alfa/Beta, (fig. 4). Esta
enzima no utiliza cofactores o iones metdlicos y los dos sitios activos de cada
subunidad parecen ser cinéticamente independientes. Sin embargo, la actividad
catalitica depende de Ia asociacion de las subunidades ya que los dimeros son
altamente cataliticos mientras que ius nonwmeros separados no preseniar
actividad. Esto se ha demostrado por medio de ensayos de renaturalizacion y de
mutagénesis, pero se ha logrado producir una TPl monomeérica estable al cambiar
15 residuos del asa tres por otros ocho basandose en multiples modelos
computacionales (Borchert y col., 1994).

Asimismo, se ha determinado que al menos el 22%
son invariables en las TPIs de los organismos reportados y que la mayoria de
estos aminoacidos conservados se encuentran en la region que participa en
mantener la estructura del sitio activo. Ademas, estudios de tipo quimico llevan a
la conclusién de que al parecer la base principal de la reaccion concierne al
aminoacido acido glutamico 165, por lo que probablemente este sea un residuo
esencial en el sitio activo para la enzima. Ya que se sugiere que provee la base
responsable para la extraccidén del protén pro-R del DHAP y la insercidon del
mismo en el carbono dos en la formacion de D-GAP (Alber y col., 1981). También
existen estudios acerca del papel que juega la TPl en cuanto al desarrollo de los
organismos. Al respecto se ha observado que la deficiencia de TPl en organismos
heterocigotos con un alelo no funcional (menos de un 50% de lo normal) provoca
serias complicaciones en el desarrollo las cuales finalmente derivan en la muerte
(Maquat y cols., 1985). Ademas su deficiencia parece estar implicada en
enfermedades autoinmunes en humanos, relacionandose como posible causa de
hemodlisis por anticuerpos anti-TP! (Ritter, y col 1990, 1994; Hollan y col, 1993).

de los aminoacidos

Por otro lado, en tripanosomiasis y leishmaniasis se ha mostrado que esta
enzima cuenta con importantes diferencias en el area inter-subunidades por lo
que esta region ha sido considerada como un candidato para la accion de
inhibidores selectivos que pueden ser usados para disefar drogas en contra de
estos parasitos (Wierenga y cols., 1991; Hol y col.,, 1992). En cuanto a estudios
de proteccidon utilizando la TPl en contra de enfermedades parasitarias tenemos
que la transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales (M.1 anti-TPI), asi como
la inmunizacion con TPl recombinante inducen un grado de proteccion entre el
41-49% en contra de la infeccion causada por el trematodo S. mansoni en
ratones. Asimismo, se ha demostrado que la enzima participa en la respuesta
inmune de tipo Th1 en la esquistosomiasis (Harn, y col., 1992, Shoemaker, y col.,

1992; Reynoids y col.,, 1993).
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Fig.4. Esquema de la estructura secundaria de una subunidad de la enzima TP!
de Tripanosoma. Las hélices alfa y beta de las 8 unidades (af3), se muestran con
letras B1-B8, H1-H8 y ias asas como 1-8. Al centro de la molécula se muestra el
sitio activo, asi como las posiciones de los residuos cataliticos (L-13, H-95 y G-
167). Los 32 puntos oscuros indican residuos colocados en la interfase de la

molécula (Eeierenge y col, 1992).



OBJETIVO

E! objetivo de este trabajo pretende contribuir a la caracterizacion
molecular de las enzimas involucradas en la glicdlisis de 7. solium. Por
lo que se decidid clonar, y secuenciar el cDNA que codifica para la
enzima Triosa Fosfato Isomerasa.
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Hl. MATERIALES Y METODOS
1.- MATERIALES

a) Reactivos.

Las endonucleasas de restriccion, la ARNasa, la ADNasa |, la transcriptasa
reversa, asi como otras enzimas utilizadas fueron obtenidas comercialmente de las
companias New England Biolabs y Gibco BRL. El vector M13 fue obtenido de New
England Biolabs. LLos estuches rara la ::‘alizacion de la secuencia (Taguence DNA
Sequencing) y de marcaje (Randur: primer DNA Labeling) fueron obleriuus uc
Unites States Biochemical Corp y de Amersham Co., respectivamente. El estuche
para la amplificacion de ADN (PCR) fue de la casa BIOTECSA. La albumina sérica
bovina fraccion V, el ADN de esperma de Salmén tipo Il fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. EIl ficoll tipo 400 y la polivinilpirrolidona de Pharmacia Inc. Las
membranas de nitrocelulosa (NC) de Millipore Corp. Los isotopos a-"*S-dATP y a-?P-
dCTP de Amersham Co. El resto de los reactivos fueron de la mejor calidad
disponible comercialmente.

b) Materiales Bioldégicos.

Se utilizd una biblioteca de cADN del metacéstodo de 7. so/ium construida
en el vector Agt10. Las cepas de E. coli utilizadas fueron |la Ceochfl” (SupE44, thi',
leuB6, lacY 1, tonA21, L-(r,m+)mcrA-, hfl-) y la TG1 (SupE, hsd 5, thi, -(lac-proAB),
F'[traD36, proAB., lacl®, lacZ-M15].

c) Sintesis de oligonucledétidos.

Las secuencias §° KFFVGGNWK y 3° GIAWVPEYA fueron utilizadas para
disefar los oligonucledtidos TrepA 5 (AAA-TTT-TTIT-GTT-GGG-GGG-AA(CT)-
TGG-AA) y TreptB 5° (CCA-ATA-GCC-CAA-ACT-GG(CT)-TC(AG)-TA),
respectivamente. Los oligonucledtidos fueron preparados en un sintetizador de ADN
(Biosearch modelo 8750 de Pharmacia Inc.). Los sitios para las endonucleasas de
restriccion Sal | y Sac | fueron incluidos en los oligonucledtidos TreptA y TreptB,
respectivamente.

2.-METODOS

a) Obtencion de cADN a partir de RNA Poli A® del metacéstodo de 7. solium.

Brevemente, 0.5 ng de ARN Poli A” fueron convertidos a cADN por medio
de la enzima Transcriptasa reversa (200 unidades). La reaccion se llevd a cabo
en 20 npl de amortiguador para transcriptasa reversa (incluido en el estuche). Este
cADN se utilizé para la reaccion de PCR.

b) Amplificaciéon de ADN. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Los oaligonucledtidos especificos TreptA y TreptB fueron utilizados para
amplificar el fragmento de 450 pb de la TPl de T. solium. La reaccion se llevo a cabo
en 100 ul, conteniendo 10 nl de la reaccidn de cADN, 100 pmol de cada
oligonucledtido, amortiguador de PCR (apéndice 1 y 3B) y 2.5 U de Taqg polimerasa.
Las condiciones utilizadas fueron: un ciclo a 95°C, 3 min; 50°C, 2 min; 72°C, 3 min; 29
ciclos a 95°C, 1 min; 50°C, 2 min; 72°C, 3 min, un paso de extensién a 72°C, 10 miny
uno de 4°C por 12 h (Sambrook y col., 1989).
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c) Marcaje de sondas radiactivas de ADN.

El fragmento obtenido de la reaccidon de PCR fue corrido en un gel de
agarosa al 1% en Tris-acetato (TAE 1X) y fue purificado por el método de
Vogelstein y Gillespie, 1979 "perlas de vidrio”. El marcaje del fragmento se llevé a
cabo utilizando el método de Random Primer. Alrededor de 25 ng de! fragmento
purificado fue diluido hasta 20 ul con agua y desnaturalizado a 95°C durante 10
minutos. El fragmento fue enfriado en hielo y sobre éste se le adiciono el
amortiguador de marcaje inciuido en el estuche, conteniendo 1 mM de los
deoxinucledtidos (A, G, T), 50 uCi del radioizotopo «?’P-dCTP, oligonuciedtidos al
azar (random primers) y 1 Unidad de la enzirma Klenow e incubado a 30°C por su
minutos.
La sonda marcada fue separada del radiois6topo no incorporado,
pasandola a través de una columna de Sefarosa-4B con un volumen de cama de
10 m! y eluida con amortiguador de TE. Fracciones de 0.5 ml fueron colectadas y
usualmente la sonda se obtiene en las fracciones 2 y 3.

d) Titulacion de la biblioteca de cADN:

Una colonia de la bacteria huésped Cexp hfl' fue inoculada en 50 mi de medio
SOB (apeéndice 1), e incubada a 37°C toda la noche. Las bacterias fueron
centrifugadas 10 min a 600 Xg y resuspendidas en MgSO, 10 mM a una
concentracion de DOsxp= 0.5. 200 11l de las bacterias fueron infectadas con 10 nl de
las siguientes diluciones de fagos en SM: 102, 10 10° a 37°C por 15 minutos.
Posteriormente, 3 mi de medio top-agar fundido a una temperatura de 48°C fueron
mezclados con las bacterias infectadas y sembradas en cajas de petri conteniendo
medio SOB e incubadas a 37°C toda la noche (Huynh y colis., 1985; Sambrook y
cols., 1989). La eficiencia y el titulo de la biblioteca se determind contando el nimero

de placas liticas y refiriendolo como fagos/mi de solucion.

e) Tamizaje y aislamiento de clonas positivas

Alrededor de 45,000 fagos de la biblioteca de cADN preparada del
metacéstodo de 7. sol/ium, fueron sembrados en medio SOB sdlido en tres cajas
petri. L.a infeccion se llevd a cabo como ya se describid anteriormente.

Las cajas sembradas fueron incubadas a 37°C hasta que se observaron
placas de lisis (aproximadamente ocho horas), entonces fueron cubiertas con
membranas de nitrocelulosa por 5 minutos y orientadas con tinta china. A cada
caja se le hizo un duplicado colocando otra membrana encima, durante 10
minutos después de quitar la primera. El ADN del fago adherido a las membranas
fue desnaturalizado con una solucion de NaOH 0.5M, NaCl 1.5M durante cinco
minutos y neutralizado con una solucion de Tris-HCI 1M y NaCl 1.5M, pH 8 por
cinco minutos. Las membranas fueron secadas a temperatura ambiente y el ADN
en |la membrana fue fijado con Iluz ultravioleta en un UV Spectrolinker
(Spectronics Corp.), con las siguientes condiciones 1,200 seg x 100 pj x cm?.

Las membranas fueron prehibridadas a 50°C por 3-6 horas con agitacion
en una solucion conteniendo: amortiguador de citratos-salina SSC 6X, Denhart’s
5X, SDS 0.5% y 100ug/mi de ADN de esperma de salmon previamente
desnaturalizado a 100°C/5 min (apéndice 1). Transcurrido ese tiempo se cambid
la solucion por otra similar pero sin el ADN de salmodn, se anadid la sonda
marcada y las membranas fueron incubadas a S0°C toda la noche. Finalmente,
las membranas se lavaron tres veces con una solucion de SSC 2X y SDS 0.1% a
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50°C durante 10 minutos. También se realizé un lavado final de 55°C por 10
minutos, las membranas se secaron a temperatura ambiente y fueron expuestas
sobre peliculas de rayos X durante 24 horas.

Las clonas positivas del primer tamizaje fueron aisladas del agar y
resuspendidas en un ml de medio SM. Posteriormente, se realizé un segundo
tamizaje en donde se sembraron 500-1000 fagos de cada una de las clonas
positivas, bajo las mismas condiciones que el primario. Finalmente, las clonas
que mantuvieron su positividad fueron aisladas en un tercer tamizaje en el que se
sembraron aproximadamente 100 fagos ' o»da una de las clonas. Nuevamente
las clonas positivas fueron aisladas y puestas en w.. i de SM.

f) Preparacidn de ADN de cionas de TPI.

Se infectaron 200 1l de bacterias crecidas toda la noche con cada uno de
los fagos positivos. Para esta infeccion se utilizaron 5X10° fagos y se realizd
como ya se menciond anteriormente. Las células fueron sembradas en SOB-
agarosa sélido hasta la lisis total y los fagos fueron recuperados adicionando
cinco ml de medio SM en agitacion lenta durante una hora. El SM con los fagos
fue recuperado de la caja y a esta suspension se le llamod plate stock. Para la
obtencion del ADN del fago, 700 ul de la suspension fueron tratados con un
volumen igual de polietilenglicol (PEG) al 20% e incubados a 4°C durante una
hora. La suspension fue centrifugada a 10,000 Xg a ta durante 15 min. EIl
precipitado se resuspendio en 200 il de SM y fue incubado con dos ul de RNAsa
A (1 mg/ml) y dos pl de ADNsa-l (100 pug/ml) durante 30 minutos a 37°C. Al
término de esta reaccion fueron adicionados dos nl de SDS al 10% y dos ul de
EDTA 0.5M, pH 8.0 e incubada durante 15 min a 68°C. La mezcla anterior fue
extraida con un volumen igual de fenol/cloroformo (1:1), dos veces con volumen
igual de cloroformo y precipitado con isopropanol frio (1:1). La mezcla fue
centrifugada a 10,000 Xg durante 10 minutos a 4°C y el precipitado lavado con
100 ul de etanol frio al 70%. Finalmente el precipitado fue secado y resuspendido
en 30 ulde TE.

El fragmento de cADN de cada una de las clonas de interés fue obtenido
por medio de la PCR utilizando oligonucledtidos especificos que flanquean las
regiones alrededor del sitio EcoRI del vector Agt10. La reaccion de PCR se llevo
a cabo utilizando como templado 100 ng del ADN extraido y 100 pm de cada
oligonucledtido. Para este PCR se emplearon las condiciones siguientes: un ciclo
de 1.30 min a 94°C; 30 ciclos de 15 seg a 94°C; 25 seg a 55°C, 30 seg a 72°C. un
paso de extensidon de 3 min a 72°C y un paso de 12 hrs a 4°C. Los fragmentos
fueron analizados en un gel de agarosa al 1%.

g) Reacciones de digestion con endonucleasas.

Todas las reacciones de digesticn fueron realizadas a 37°C durante 3
horas en un volumen de 100 ul y se emplearon los amortiguadores recomendados
por la casa comercial para cada enzima. Las reacciones fueron concentradas por
precipitacion con 1/10 del volumen de reaccidon de acetato de sodio 3M, pH-5.3,
2.5 volumenes de etano! absoluto frio y congeladas a -70°C durante 30 min. EIl
precipitado fue obtenido por centrifugacion a 10,000 Xg durante 10 min y secado.
El precipitado fue resuspendido en amortiguador de carga y corrido en geles de
agarosa. Las bandas de ADN fueron recuperadas del gel y purificadas por la
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técnica "perias de vidrio" de Vogelstein y Gillespie, 1979. El ADN fue eluido de las
perlas de vidrio durante 30 minutos a 37°C con amortiguador TE.

h) Reacciones de ligacién. ]
10 ng del ADN del vector y 100 ng de! inserto fueron Ilgados por medio de -
la enzima T4 ADN ligasa. Esta reaccion se llevé a cabo incubando ‘el vector: jumo
con el inserto, amortiguador de ligasa (comercial) y una unidad de la enzima. La.
reaccion total (20 ul) fue incubada a 16°C cdurante 14 horas y termmada. .
incubando la mezcla de ligacidn a 65°C duirzsaie 11 min.

i) Clonacion en M13

Las ligaciones (7 ul) fueron transformadas con 200 ul de células TG1
competentes y plaqueadas en medio SOB sdilido en presencia de IPTG y pB-Gal
(Apéndice 3D). Las transformaciones fueron incubadas durante toda la noche a
37°C y las placas con fenotipo Lac- (blancas) fueron aisladas para la preparacion
de su templado.

La preparacién de templado consistid en colocar una placa blanca en
medio liquido SOB (cinco ml) conteniendo 50 ul de TG1 de un cultivo de toda la
noche e incubarlo durante ocho horas. Luego tres mi de cada cultivo fueron
centrifugados a 10,000 Xg durante un minuto y el precipitado bacteriano
desechado. Al sobrenadante obtenido se le adicionaron 600 ul de una solucion de
polietilenglicol al 20% y NaCl al 2.5%, se agité en vortex y se dejd incubando
durante 30 min a ta. Al término se centrifugd a 10,000 Xg durante 10 min a
temperatura ambiente y se desechd el sobrenadante. El precipitado obtenido se
resuspendio en 100 ul de TE y fue extraido con fenol/cloroformo y precipitado
como ya se describid anteriormente. Finalmente, el precipitado obtenido de la
centrifugacion a 4°C fue secado y resuspendido en 25 il de TE. El tamafio y la
concentracion del templado fueron determinados por electroforesis en gel de
agarosa al 1%. El inserto dentro de los templados fue identificado por medio de la
PCR empleando oligonucliedtidos para la region que flanquea los sitios de
clonacion del vector M13.

J) Reaccion de secuencia

La reaccidon se llevo a cabo utilizando tres ul (0.5 nug) del templado, dos ul
del amortiguador de reaccidon, un ul del iniciador y siete ul de agua. Esta mezcia
fue incubada por dos min a 70°C, enfriada a 30°C y mantenida en hielo. Entonces
se le adicionaron dos pl del Labeling mix, 0.5 pnl del a-dATP-2°S y dos ul de la
enzima Tag Polimerasa. diluida 1:8 en su amortiguador de dilucion. Todo fue
mezclado e incubado a 45°C durante cinco min. Al término, cuatro ul de la mezcla
fueron adicionados a cuatro tubos eppendorf conteniendo cuatro ul de un
dideoxinuciedtido especifico (ddA, ddC, ddG, ddT) e incubados por cinco min a
70°C. Finalmente, |a reaccidon fue terminada adicionando cuatro ul del
amortiguador de término, el cual lleva ios colorantes azul de bromofenol y cianol
xileno como marcadores de corrida.

Las reacciones fueron corridas en geles de acrilamida al 6% de cuatro mm
de espesor (apéndice 3F), tres ul de las muestras fueron cargados. Se tomaron
de referencia los colorantes del amortiguador de término, definiendo que un azul
en el frente del gel equivalia a una corrida corta y que un verde en el frente del
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gel equivalaa a una corrida larga. Los geles fueron fijados en acido acético al
10% durante 20 minutos, secados a 70°C durante una hora y expuestos sobre
placas de rayos-X durante 12 horas. Las secuencias de acidos nucleicos fueron
analizadas por medio de programas computacionales (Predict 7 y PCGENE de
Intelligenetic Inc).

k) Southern biot

Aproximadamente 10 ng de ADN gendmico fueron digeridos con
diferentes enzimas de restriccion (EcoRI, Hind 141, Xho | y Bam HI). Las
digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 1%. ki tragmento de 450 pb
de la TPl de 7. sofium amplificado con los oligonuciedtidos TreptA y TreptB y
el marcador de peso molecular (AH3) fueron utilizados como marcadores de
tamano. Al término de la corrida el gel fue desnaturalizado y neutralizado por
una hora cada vez, utilizando las mismas soluciones empleadas para los
tamizajes. EI ADN contenido en el gel fue transferido a una membrana de
Nitrocelulosa por difusion durante 24 horas en amortiguador SSC 5X. La
membrana fue lavada con una solucién de SSC 5X durante S5 Min a tem.
Amb. y el ADN fijado a la membrana con luz UV, siguiendo las mismas
condiciones usadas para el tamizaje. Finalmente, la membrana fue
prehibridada e hibridada como ya se describid anteriormente.
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V. RESULTADOS

1.- OBTENCION DE LA SONDA.

Un fragmento de 450pb fue amplificado a partir de un cADN del
metacéstodo de Taenia solium, empleando como iniciadores los oligonucleodtidos
disenados TreptA y el TreptB por PCR. Este fragmento fue clonado en M13 y
secuenciado. Esto nos permitid confirmar que e! fragmento amplificado
presentaba gran homologia con las TPi ya reportadas. Este fragmento fue

purificado y utilizado para tamizar las bibliotecas de ADN del metacéstodo de 7.
sohum.

2.- TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA DE cDNA CONTRUIDA EN AGT10.

La biblioteca empleada para el tamizaje fue construida con la poblacidén
total de fragmentos de cADN y denominada biblioteca de cADN. La sonda de
450pb fue marcada con o®’P-dCTP y utilizada para el tamizaje. De los 45,000
fagos tamizados se obtuvieron cinco clonas positivas (Fig. 5).

Fig. 5. Autorradiografia del tamizaje terciario de la ciona 1.1 (1.1 kb) obtenida de
la biblioteca de cADN dei metacéstodo de 7. solium. La placa positiva utilizada se
sefala con flechas en la imagen autoradiografica de la membrana original (A), asi
como del duplicado (B).

El tamarfo de los insertos de las clonas fue obtenido por digestiones
realizadas con la endonucleasa de restriccion EcoRIl, debido a que este sitio
estaba en |los adaptadores que se utilizaron en la construccion de la biblioteca de
cADN. También se extrajo el ADN de las cinco clonas obtenidas. Este ADN fue
utilizado como templado en PCR para amplificar y verificar el tamafo del inserto.
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Los insertos obtenidos de cuatro clonas presentarornt  tamanos . _de
aproximadamente .1.1 kb y una clona presento un inserto de 0.7 kb (Fig. 6).

Fig. 6. Amplificacion por PCR de los insertos de las clonas positivas. La imagen
muestra un gel de agarosa al 1% con los fragmentos de PCR obtenidos del ADN
de las clonas positivas. Carriles: 1) Marcadores de peso molecular del fago A
digerido con la endonucleasa Hind Ilil, 2) Clona 1.1, 3) Clona 2.1, 4) Clona 2.3, 5)

Clona 3.1, 6) Clona 3.2

3.- MAPA DE RESTRICCION DEL FRAGMENTO DE cADN.
A los fragmentos de 1.1 Kb se les realizd digestiones sencillas y dobles

utilizando las enzimas de restriccion Alu |, BamHI, EcoRI, Hae Ill, Hindlll, Sal |, Sau |,
Pst I, Xhol, Xbal. Sclamente las endonucleasas de restriccion que se mencionan
cortaron los fragmentos de 1.1 kb: Alu | (2 veces), EcoRI (1 vez), Hae [ll (una vez) Sau
i (3 veces), Bam Hi (una vez) y Kpn | (una vez). El mapa de restriccion (Fig. 7) se
elaboré a partir de estos datos. Estos cortes fueron confirmados por los analisis de la
secuencia del fragmento y los datos se utilizaron para subclonar el fragmento en e!
vector M13 para su secuenciacidén. Finalmente, se escogieron dos de las clonas
con tamarfio de 1.1 kb, debido a que todas presentaban el mismo mapa de
restriccion. Ademas de que probablemente contenia la secuencia codificadora

completa de la TPL

4.- SECUENCIA DE LA Taenia solium TP (TTPI).
El analisis computacional de la secuencia nucleotidica de la clona de 1.1 kb

(Fig. 8), mostré la presencia de un marco abierto de lectura que comienza en el codon
ATG en la posicidn marcada como 1 y que continia hasta la posicion 251, donde se
encuentra el coddn de terminacidn TAA. La estructura primaria de la secuencia de
aminoacidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica indicéd que la proteina
consiste de 250 aminoacidos con un peso molecular 27,167 y un punto isoeléctrico de
6.66. Cabe mencionar que Ias posiciones subrayadas sobre la secuencia
corresponden a las regiones gque se utilizaron para disefar los oligonucledtidos
empleados para amplificar la sonda de 450 pb. Asimismo, se observé que los
residuos de aminoacidos que conforman la regidon del sitio activo 165-

AYEPVWAIGTG-175
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(region que cubre a el sustrato caracteristico de las TPIs) se mantiene conservado.
Ademas, otros aminoacidos que participan en el sitio activo se mantienen sin
cambio (Asn 10, Lys 14, His 94 y Glu 167).

Por otro lado, se muestran algunos analisis computacionales de la secuencia
de aminoacidos deducida (Fig 9). Estos analisis sugieren que alrededor del 54% de
la proteina se estructura en a-hélice y p-plegada. Ademas, no se encontrd una
secuencia lider para secrecidon (Carmenes y cols.,, 1989) y se vid que no existe
ningun dominio claramente hidrofobico (segun el método de Kyte & Doolittle, 1982),
caracteristicos de proteinas de membrana. En contrastc la secuencia deducida
posee bastantes dominios hidrofilicos a lo largo de toda la molecula (segun el método
de Janin, 1978 y de Emini, 1985). Otro tipo de analisis de la secuencia deducida es la
presencia de un posible sitio de glicosilacion del tipo N en el residuo 14 (Garnier y
cols., 1978). Finalmente, cabe mencionar que el fragmento total de cADN de 1.1 kb
tiene una composicion de bases de: A =262%, T =25.6%.; G =25.3% y C = 22.9%.

5.- HOMOLOGIA DE LA TTP! CON OTRAS TPI's.
traducida de la secuencia

La secuencia obtenida de aminoacidos
las secuencias de TPl de otros

nucledtidica de TTP| fue comparada con
humano, Schistosoma mansoni,

organismos reportados tales como
Saccharomyces. cerevisiae, Zea. mays, Leishmania. mexicana y Escherichia. coli

(Maquat y cols., 1985, Shoemaker y cols., 1992, Alber y cols., 1982, Furth y cols,
1974, Kohl y cols., 1993, Pichersky y colis, 1984) (Fig 10). La alineacion muestra
que la TTPI tiene una homologia de un 73.6% con ia TPl de humano, 58.4% con
S. mansoni, un 57.2% con S. cerevisiae, un 73.6% con el maiz, un 45.4% con L.
mexicana y un 54.4% con £. Col/i. Cabe mencionar que esta proteina cumple con
el modelo estructural que adoptan del barril alfa/beta, tipico de estas enzimas.

6.- ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT.
La Fig 11, muestra los resultados del analisis tipo Southern, en esta figura

se aprecia el reducido numero de bandas obtenidas al digerir el ADN gendmico
con cada endonucieasa de restriccion utilizada. Para el caso de la endonucleasa
Bam HI, se aprecian dos bandas de aproximadamente ocho y 10 Kb. Para el caso
de Xho | solo se aprecia una banda de aproximadamente de 18 Kb. Para EcoRI
se observan cuatro bandas de aproximadamente cuatro, seis, nueve y 15 Kb.
Finalmente en el carril correspondiente a Hind ill se observan bandas de cuatro,
siete y nueve Kb. Cabe mencionar que no existen sitios para las endonucleasas
Xho | ni Hind Ill sobre la region codificadora de la TTPI de acuerdo a la secuencia
que se presento, por lo que la presencia de varias bandas en Hind lll sugiere la

presencia de intrones.
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Alu | Eco RI!
Sau A Hae 1l
Alul Alu |
Sar maA kpn | 1 J Bam HI
| |
" 1 1 I i |
200 400 600

Iu i (11, 402, 546)
Sau A (97, 321, 579)
Hae i (510)

Eco RI (620)
BamHI (578)
Kpn | (517)

Fig 7. Mapa de restriccion de las clonas de 1.1Kb. Las enzimas que cortan el
fragmento se sefalan en la figura y las posiciones de los cortes se sefalan en
el cuadro. Enzimas que no cortan son Hind Jll, Nhe |, Pst |, Xho I.
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Fig. 8. Secuencia nucleotidica y secuencia de aminoacidos de
codificadora de las clonas de cDNA 1.1 Kb del
secuencia presenta un marco abierto de lectura que comienza con el codon ATG
que codifica para el aminoacido metionina (M) en la posicion numero uno y
termina en el codén de término TAA en la posicion numero 754. Los aminoacidos
empleados para disenar los oligonuciedtidos que sirvieron para amplificar la
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Fig. 9. Analisis computacionales de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de
la secuencia de nuciedtidos. La proteina presenta alrededor del 50% en estructura
de a-hélice y un 30% en 3-plegada. También muestra una gran cantidad de dominios
hidrofilicos y ningun dominio claramente hidrofébico, asi como la ausencia de una
secuencia lider para secrecién.
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Ts ——MTRKLFVGGNWKMNGSYSHINTFFDTLOQKADTD--PNADIVIGVPACYLKYAQDKAP~ 55
H= ~APS..F....N.K...RKKNLGELIS5...G.KVP-~ADTEV.CIG.TA. .DF.RQ. LD- 56
Zm ~MG-..F....N.KC. . TTDQVEKIVK. .NEGQVPPSDVVEV.V5P.YVF.PVVKSQLR- 57
Ce ~= ... F... . N.K.. .DYASVDGIVTF.NASADN--S3V.V.VAP..P. .A. . KS.LK~ 55
Sm MSG3..F....N.K....RDDNDKLLKL,.SE.HF.--D.TEVL.AP.5VF.HEIRKSLK- 57
8c ~MAR-TF....NFKL...KOS5.KEIVER.NT.SIP~-E.VEV..CP..T. .D.SVSLVKK 56
Tb ~MSKPQPIAAAN.KC. . .QOSLSELI.LFNSTS5IN--HDVQC.VASTFVH. AMTKERLSH 57
Ec ~=~=-MRHPL.M.N.KL...RHMVHELVSN.R. ELAG-VAGCAVA.AP.EM. IDM. KRE. EG 56
Ts KGIRIAAENCYKVGSGAFTGEISTEMIKDCGCEWVILGHSERRHI FGESHELIGEKVKHA 115
Hs QK.AAG.Q.....TN.. ... ...PG...... AT AL e eVeL..DLL L L QAL 116
Zm QEFHV..Q..W.KKG...... V.A. . LVNL.VP.....H....ALL.....FV.D..AY. 117
Ce A.VLV..Q.....PK........PA....L.L......H.....V....DA. .A..TV.. 115
Sm KE.HV..Q.....8K........PA. .R.I..D.....H....N.....D...A...Q.. 117
Sc PQVTVG.Q.A.LKA. ... ... N.VDOQ...VGAK. ... .H....S3Y.H.DDKF.AD.T.F. 116
Tb PKFV...Q.AIAKS-......V.LPIL..F.VN.IV..H....AYY..T..IVAD.. .AA. lle
Ec SH.MLG.Q.VNLNL.......T.AA.L..I.AQYI.I.H....TYHK..D...AK.FAVL 116
T= LDSGLNVIPCIGELLSEREAGKTNDVCFAQMDAIAKNVPSKEAWDKVVIAYEPVWAIGTG 175
Hs=s -.NE..G..A....K.D. ... .I.EK.V.E. TKV..DD.K---D.S5...L.YEPVWAIGTG 172
Zm +SQ..K..A.V..T.EQ....S5S.M..VA. . TK...EKIK-—-D.SN. .V.YEPVWAIGTG 172
Ce +EA.IK.VF....K.E.... .H.K. . N.R.LQ..VDKGV.---.ENI...YEPVWAIGTG 172
Sm sAE..S..A....T.....SN..EE..VR.LK. .. .NKIK.ADE.KR. .V.YEPVWAIGTG 175
Sc .GQ.VG..L .T.E.KK....L..VER.LH.VLEE.K-—-—-D.TN. .V.YEPVWAIGTG 172
Tb VA..FM..A....T.Q...S.R.AV.VLT.IA... . .KLKKA-D.A. . ... YEPVWAIGTG 174
Ec KEQ. .TPVL....TEA.N.....EE. .AR.I..VL.TQG-AA.FEGA...YEPVWAIGTG 174

KTATPAQAQEVHKVVRDWIRKHVDAGIADKARI LYGGSVTASNAKDLGAQPDVDGFLVGG 235
232

Ts

Hsa e++..Q..E...EKL.G.LKSN.SDAV.QQT..I......GATC.E.AS.......I...
Zm .V..........ASL...LKTHASPEV.EST..I. ceALCLE. AL e 232
Ce «+-SGE......EWI.AFLKEK.SPAV..AT..I.......D..A.V.KK..T....... 232
Sm V...Q......NFL.K.FKTHAPN.VDE.I..I.......A.C.E.AQ.HD........ 235
sSe LA...ED..DI.ASI.KFLASKLGDKA.SEL.......ANG...VTFKDKA......... 232
Tb .V...Q....A.ALI.S.VSSKIG.DVRGEL........NGK. .RT.YQ.R..N...... 234
Ec +S.......A. .. FI..H.A.-...N..EQVTI.Q.....N....AE.F....T..A.... 234
Ts= ASLKPDFITIINARR 2s0
Hs= «+...E.VDL...KQ 247
Zm ce...E..D....ATVKSA-—~— 251
Ce ce e et s VK.t i i S e e e e e e e — e 247
Sm eeee e E.TE.CK. . QR "=~ —mm e e 251
sSc -e...E.VD...S5.N-~ 247
Tb ce e EL VD, LK. T mmmmmm e e e e e 249
Ec e . s ADAFAV. VKAAEAAKQA -~ - - - — - ——mm e s e m e e — e — e 255

Fig 10. Alineacion de aminoacidos de la TTPl con otras TPI's reportadas.
Abreviaturas: (Ts) Taenia solium, (Hs) Homo sapiens, (Sm) Schistosoma mansoni,
(Ec) Escherichia coli, (Sc) Saccharomyces cerevisiae, (Ce) Caenorhabditis
elegans, (Zm) Zea mays, (Tb) Trypanosoma brucei. El simbolo (-) indica que no
hay aminoacidos, y los puntos (.) indican que hay homologia exacta entre los
aminoacidos de T. solium y los de ias otras especies. Los aminoacidos del
dominio catalitico que cubre al sustrato, asi como otros aminoacidos que
participan en el sitio activo, se muestran en letras negritas.
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Fig. 11. Analisis tipo Southerm de muestras de 10 ug de ADN gendmico de 7.
solium digerido con diferentes endonucleasas de restriccion: 1) Fragmento de
450 pb obtenido por PCR con los oligos TrepA y Trept B, 2) Bam Hi, 3) Xho |, 4)
Eco RI, 5) Hind lll. La membrana de nitrocelulosa fue hibridada con el cADN
completo que codifica para la TPl de 7. sofium.
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Vi. DISCUSION

La cisticercosis en humanos si bien no esta considerada como la
enfermedad parasitaria mas importante en Meéxico, tiene importantes
repercusiones en el ambito social-econdmico tanto en salud humana como en la
porcicultura (Flisser, 1990). Se ha observado que los factores epidemioldgicos de
la enfermedad (crianza rudimentaria del hospedero intermediario, inadecuadas
instalaciones sanitarias, fecalismo al aire libre y facilidad de transmision de los
desechos por medio de ventarrones, asi como la falta de higiznn personal),
constituyen un serio riesgo de infeccidn para la poblacion general (Schantz y
cols., 1993)

Ademas de ésto Jlos resultados de los tratamientos para la
neurocisticercosis son a menudo insatisfactorios debido a que los danos
provocados por los parasitos en el cerebro en ocasiones son permanentes y no
en todas las manifestaciones clinicas las drogas resultan efectivas. Ademas,
aunque se tienen implementadas campanas de prevencion, las mismas resultan
muy dificiles de llevar a cabo en los paises en desarrollo que no cuentan con el
suficiente subsidio econdmico para adquirir infraestructura y materiales
adecuados para el tratamiento de aguas negras, asi como para la crianza
controlada del ganado porcino. Por otro lado, las campanas educativas requieren
tiempo para que se establezcan en la poblacidon y mas aun para que se observen
resultados satisfactorios. Debido a lo antes mencionado resulta muy importante
contar con meétodos alternativos de proteccion que minimicen el riesgo de

contraer la infeccion. Las investigaciones enfocadas a proteccion (vacunacion) y
intensificado y ahora se cuenta con

al desarrollo de nuevas drogas se han
diversos estudios en donde se han identificado importantes candidatos no solo en

contra de la cisticercosis, sino en contra de otras parasitosis causadas por
helmintos.

Uno de estos candidatos es Ia triosa fosfato isomerasa, la cual es una
enzima de la glicdlisis involucrada en la conversion de la dihidroxiacetona fosfato
en gliceraldehido 3-fosfato, lo que aporta un suplemento de energia en forma de
dos moléculas de ATP. Por otra parte, esta enzima es importante en el desarrollo
de los organismos ya Qque si falta se generan graves complicaciones
neuromusculares que pueden derivar en la muerte (Maquat y cols.,1985). La TPI
es una de la enzimas que cataliticamente es muy activa y muchos piensan que es
el modelo ideal para los estudios estructurales, asi como para actividades
enzimaticas ya que su estructura esta bien caracterizada. La TPl es un ejemplo
tipico de la conformacion (a/f}) comun en muchas enzimas (Sun y cols., 1992). La
TP! se encuentra en muy poca concentracion en los organismos, por ejempio en
el caso de Leishmania mexicana se reporta que a partir de 10 litros de cultivo de
promastigotes se obtiene alrededor de 200 ug de enzima con un 60% de pureza
(Koh! y cols., 1994). Por tal motivo, ahora se emplean las técnicas de la biologia
molecular para obtener mayores cantidades de esta enzima recombinante y
eliminar la limitante de la cantidad de material para experimentacion. Ademas el
conocer la secuencia nucleotidica y de aminodcidos resulta muy importante en

este tipo de enzimas con aito grado de homologia, ya que se pueden aprovechar
inhibidores selectivos o bien en

las disimilitudes en el disefio y prueba de
estudios de divergencia evolutiva.
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La estrategia utilizada en esta tesis fue la de disefiar sondas especificas
aprovechando la similitud de las secuencias de aminoacidos de las TPl's
descritas en otros organismos. Para esto, se eligieron dos regiones altamente
conservadas de la secuencias de diferentes TPl's, a partir de las cuales se
disefiaron oligonucledtidos que fueron utilizados para amplificar un fragmento de
la enzima de 7. solium. Este fragmento fue utilizado para tamizar una biblioteca
de cADN de! metacestodo de cual se aislaron 5 clonas una de 0.7 kb y otras 4
clonas de aproximadamente 1.1 Kb cuyo patrén de restriccidon es semejante. Esto
pareca sugerir que estas clonas son derivacise ¢+« un mismo mARN, esta
apreciacion concuerda con algunos datos bibliograficos er donde se describe que
esta enzima es codificada por un gen de copia unica (Kohl y col., 1994).

La secuencia de nucledtidos realizada en dos clonas de cADN que
contienen el fragmento de 1.1 kb, resultaron idénticas. El analisis de la secuencia
nucledtidica presentd un marco abierto de lectura que codifica para una proteina
de 27,167 Da. Asimismo, la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la
secuencia nucledtidica presentd una homoiogia que va del 50 al 70% con otras
TPis ya reportadas. Este resultado apoya la hipotesis de que las TPI's provienen
de una enzima ancestral que ha divergido en las especies (Reis y col., 1993),
Ademas, los resultados aportaron que los aminoacidos involucrados en la
actividad catalitica de la enzima son idénticos a los de otras especies ya
reportadas, tales como los aminoacidos K-13, H-95, la region YEPVWAIGTG que
participan en la catalisis de la unidn al grupo fosfato del sustrato y los
aminoacidos D-15 y N-71 que son sitios de deamidacidén posiblemente
involucrados en la formacidon del dimero (Maquat y col., 1985). Otros analisis
computacionales mostraron que no hay claros dominios hidrofébicos
caracteristicos de membranas pero si bastantes dominios hidrofilicos a lo largo de
toda la molécula, reforzando la idea que se trata de una enzima soluble. Por otro
lado, esta enzima presenta la estructura secundaria clasica de barril con hélices
alfa-beta (a/fi)a comun de las TPI's y otras enzimas. También cabe mencionar que
existe un posible sitio de glicosilacion del tipo N en el residuo 14 (Garnier y col.,
1978) y la presencia de seis cisteinas. Hasta la fecha no se sabe si estas cisteinas
estan involucradas en la interaccién entre ambos dimeros. Otro dato importante fue
que la TTPI presentd un punto isoeléctrico de 6.6, lo cual resulta importante para la
purificacion de este tipo de enzimas pues hay que resaltar que el punto isoeléctrico
varia entre las especies. La secuencia de aminoacidos deducida a partir de la
secuencia de nucledtidos, asi como otras caracteristicas generales tales como el
tamano de la proteina. la semejanza estructural, etc. concuerdan con otras TPI's
ya descritas hasta el momento. Finalmente los analisis de hibridacion con ADN
gendmico y ARN, apoyan la sugerencia de que solo hay un gen codificante para
esta enzima en el metacéstodo de Taenia solium.

La TPl es considerada como un antigeno protector en la esquistosomiasis
causada por S. mansoni y S. japonicum ya que confiere una proteccion
experimental del 40% en ratones y se perfila junto con otros proteinas
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y la glutation S-transferasa) como uno-
de los antigenos candidatos para la realizacion de una vacuna en contra de la
esquistosomiasis (Harn y col., 1992). Ademas, en otras parasitosis ha sido
utilizada como blanco para disefiar drogas en contra de ella y algunos estudios
son muy alentadores en este aspecto pues si bien no es posible atacar
directamente las regiones que son conservadas, se han identificado regiones o



34

.

aminoacidos no conservados que son importantes en mantener la estructura o
bien en Ia actividad de la enzima. Esto resulta muy importante pues algunos de
ellos podrian resultar ser el blanco de drogas que actuarian de manera especifica
disminuyendo la actividad o alterando la estructura de la enzima sin perturbar a
las enzimas homologas de otras especies que tengan residuos diferentes en esa
posicion (Gomez-Poyou y cols., 1995).

Finalmente, el patron tan simple de bandas del analisis de hibridizacion
tipo Southern sugiere que la TPl en 7. solium es codificada por un gene de copia
unica. Es importante mencionar que esta proteiad e3 muy poco abundante en los
tejidos, pero que su actividad enzimatica es muy grande. Los resultados del
tamizaje de la biblioteca de cADN mostraron que alrededor del 0.5% de los
mensajeros totales de! cisticerco son ARN mensajero de TP, Lo que sugiere que
la transcripcidn en este gene esta regulada por un promotor fuerte y que su
transcrito es muy estable y facil de traducir. Asimismo, andlisis de tipo Northern
(Dato no incluido en esta tesis), muestra un transcrito de aproximadamente1.2 Kb

que concuerda con el tamano de ia proteina.

En resumen el trabajo aqui presentado el cual fue la cionacion y

secuenciacidon del cADN que codifica para la Triosa Fosfato Isomerasa de 7.
solium, es uno de los primeros trabajos que se realizan con el objetivo de
caracterizar una enzima del ciclo glicolitico de un ceéstodo. Una razonable
comprensidn de como el cisticerco lleva cabo éste proceso nos ayudara a
entender mejor como es el metabolismo de estos organismos.

Es importante mencionar que la informacion aqui contenida puede ser la
base de tratamientos farmacoidgicos y/o inmunolégicos en contra de este parasito
en el que se expioten las diferencias entre los organismos.

Como continuacién del proyecto se pretende realizar una caracterizacion
molecular, bioquimica e inmunoldgica de esta proteina con el objetivo de evaluar
si esta enzima podria ser el blanco para el disefio de nuevas drogas, asi como

para el desarrolio de una vacuna.



Vil. APENDICES

1.- Medios de cultivo, soluciones y amortiguadores

MEDIO SOB
Bacto-triptona 20.
Extracto de levadura 5
NacCl 0.
MgSO. 7H.0 a concentracidon final de 10
KCI 2

MEDIO LURIA BERTANI!

Bacto-triptona 10.0 gr.
Extracto de levadura 5.0 gr.
NacC! 10.0 gr

MED!IO SM

NacCl 5.8 gr.
MgSO,4 7H0 2.0 gr.
Tris-HCl 1M pH 7.5 50.0 ml.
Gelatina al 2% 5.0 ml.

Los componentes se disuelven y se aforan a un litro. El pH de todos los
medios se ajusta a 7.0 y se esterilizan en autoclave por 20 Min a 15 Lb de presidn
en ciclo liquido. El Mg™" y K' se esterilizan por filtracién a través de membranas
con poros de 0.22 um de diametro.

Para medios sdlidos se les adiciona bacto agar o agarosa a una
concentracion final de 1.5% y para top agar a una concentracion final de 0.75%.

Para el fago Lambda, a los medios se les adiciona 0.02% de maltosa, el
cual es un inductor del gen lambB que codifica para el receptor del fago.

SOLUCION SSC 20X 1 L.

NacCl 3.0M,

Citrato de Na 3 H.O 0.3 M.
Ajustar a pH 7.0

SOLUCION DE DENHARDT'S 50X (0.5 L)

Ficoll 400 50gr.

Polivinilpirrolidona 5.0qgr.

BSA fraccion V 50gr.

La solucion se filtra por 0.22 um y se guarda a -20°C.
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AMORTIGUADOR TAE 50% (1 L)

Tris base 242.0 gr.
Acido acético glacial 51.7 ml.
EDTA (0.5M, pH 8) 100.0 mi.
AMORTIGUADOR TE pH 8.0 -

Tris-Cl pH 8.0 10 mM.
EDTA (pH 8.0) 1 mM.
AMORTIGUADOR PARA PCR 10X (5 ml)

MgCi21 M 75.0 ul.
Tris-HC! pH 8.4 1M 500.0 ul.
KCI1 M 2.5 ml.
Gelatina 20 mg/ml 25.0 ml.
H20 1.95ml.

2.-Gel de acrilamida para secuencia de ADN al 6%

Urea 45.0 gr.
H.0 desionizada 21.0 ml.
Acrilamida 40%-BIS 2% 18.0 mi.
Persulfato de amonio al 10% 800.0 ul.
Temed 30.0 ul.

La solucidn se vacia en vidrios para camara de electroforesis para
DNA con separadores de 0.4 mm de espesor.

3.-Técnicas generales

a.-La extraccion y purificacion del ADN del cisticerco fueron realizadas
mediante la técnica de extraccidon y purificacion por gradiente de cloruro de
cesio.

b.-Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones fueron realizadas en un volumen de 100 pl
conteniendo, amortiguador para PCR a concentracion final de 1X, un
pmol/ul de iniciador (primer), 0.2 mM dNTP’'s, 0.5 U Taq polimerasa, 100
ng de ADN gendmico y agua cbp, bajo las condiciones descritas
anteriormente.

c.-Preparacion de células competentes con CacCl,

Una colonia de células de |la cepa TG1 se siembra en S ml de SOB y
se incuba a 37°C toda la noche. 0.5 m! de este cultivo se siembran en 50
mi de medio hasta una D.0O. a 600 nm=0.5. El cultivo se centrifuga a 3,500
repm durante 10 Min., y el paquete celular se resupende en una solucion,
fria de CaCl; 0.1M (20 ml) y se incuba durante 30 min. Finalmente las
células son nuevamente centrifugadas y resuspendidas en una solucion
similar, pero conteniendo 20% de glicerol estéril. Las células competentes
se almacenan a -70°C en alicuotas pequefas y se descongelan en hielo
antes de usar.
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d.-Seleccion de clonas positivas con IPTG y f3-Gal.
Aproximadamente 200 ul de células competentes, se mezclan con
10 il de la ligacion y se incuban durante 1 hora a 4°C; a continuacion se le
da un choque térmico a ia mezcla incubando a 42°C durante 2 min y se
transfiere el tubo a hielo. Se siembra el 10 y el 50% de la mezcla en SOB
solido adicionando 3 ml de TOP-agar, 15 ul de IPTG 0.1M, 75 ul de p-Gal
en dimetilformamida al 2% y se mantienen 15 min a ta. Finalmente se
culoceionan las clonas blancas y

incuban a 37°C de ocho a 12 horas. Se o
se difunden por dos horas a temp. amb. con agitacién constante en 1.0 m!

de SM. En esta suspension se guardan a 4°C, hasta su titulacion.

e.-Titulacién de Fagos.

Se realizan diluciones en SM 1x10?, 1x10% 1x10°y 1x10°% Se toman
10 ul de cada dilucion y se incuban durante 15 min con 250 ul de células
TG1 crecidas a D.O a 600 nm=0.5 a 37°C. Se siembran en medio SOB
solido con TOP-agar (3 ml) y se incuban a 37°C durante 8 horas, Se
cuentan las placas de lisis y se ajusta el numero a la dilucion
correspondiente.

f.-Purificacidn de ADN por el método de perias de vidrio.
El ADN se corre en gel de agarosa tenido con bromuro de etidio, la

banda se corta del gel y se incuba con yoduro de sodio a 37°C hasta que
la agarosa se disueiva. Al término se le anaden dos ul de perlas de vidrio,
se agita en vortex y se incuba en hielo durante dos horas, agitandose de
vez en cuando. Posteriormente se centrifugan durante 12 segundos, se
desecha el sobrenadante, se resuspende en 500 ul de yoduro, se
centrifuga otra vez y se resuspende rapidamente en la solucion de lavado.
El lavado se realiza tres veces bajo las mismas condiciones. EIl ADN se

eluye en TE.
4.- Glosario de términos meédicos

Aracnoiditis. Inflamacion de la aracnoides
Ataxia. Falta o irregularidad de l|a coordinacion, especialmente de los
movimientos musculares, sin debilidad o espasmos de éstos.

Edema. Acumulacion excesiva de liquido seroalbuminoso en el tejido celular,
debido a diversas causas: disminucion de la presidn osmodtica del plasma por
disminucion de las proteinas; aumento de la presion hidrostatica en los capilares
por jnsuficiencia cardiaca; mayor permeabilidad de las paredes capilares u

obstruccion de las vias linfaticas.

Encefalopiosis. Supuracion o abscesos del ancéfalo.

Ependimitis. Inflamacion del epéndimo (membrana que tapiza los ventriculos del
cerebro: epéndimo ventricular) y el conducto central de la médula espinal

(epéndimo espinal).
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Hidrocefalia. Acumulacion de liquido en el encéfalo por aumento de su
produccidon en los plexos coroideos de los ventriculos o por disminucidon de su
resorcion. La enfermedad se caracteriza por aumento del volumen de la cabeza,
con prominencia de la frente, debilidad mental por atrofia del cerebro y
convulsiones.

Hipertension endocraneana. Aumento de la presidn vascular o sanguinea.

Papiledema. Edema de ia papila optica

Pseudohipertrofia. Aumento del volimen de un érgano por desarrolio del tejido
conjuntivo o adiposo, quedando invariable o sujeto a regresion el elemento
parenquimatoso. La muscular se debe a una proporcidén excesiva de grasa en el

tejido.
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