sy UNIVERSIDAD NACIONAL
%/3 AUTONOMA DE, MEXICO

R

£

i
Z

ol

FACULTAD DE CIENGIAS, *.

-
4
“eg

““CLONACION ¥ CARACTERIZACION DE UN cDNA

DOUE CODIFICA PARA LA ENZIMA GLICERALDEHIDO

3-FOSFATO DESHIDROGENASA DREL METACESTODQ
DE Teenia solium,

T E S | S

DUE PARA DBTENER EL TITULO DE:
B | O L 0 G 0O

P R E -] E N T A:

ABRAHAM LANDA PIEDRA
. ' A
t
5, 2 CIAS
[ . ;
mexico Pl e ot VAR 2000

==

28 \Y 3¢

vl




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales
Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado.¢l trabajo de Tesis: - - A

"CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN cDNA QUE CODIFICA PARA LA ENZIMA- :-

GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO DESHIDROGENASA DEL METACESTODO DE Taenia solium"

realizado por CASTELLANOS GONZALEZ ALEJANDRO
Con ntimero de cuenta 9032109-0 , pasante de la carrera de  BIOLOGIA

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamen

Director de tesis DR. Abraham Lada Pledra
Propietario

Propietario DR. Victor Manuel Valdés Lépez << (*-

Propietario DR. Luis Felipe Jiménez Garcia '\——‘& e

Suplente M.I.B.B. Laura del Carmen Vargas Parada

Suplente DR. Guillermo Salgado Maldon@}u'\h&‘_c ;

e

W

s ’\K\]CLL&

FACULTAD Dz ~rmwe

43

o
4 !

Consejo Departamental de  BIOLOGIA

DRA. Edna Ma. Sudrez Diaz
Coordinadora de Licenciatura Df.:p;._r"‘_"‘ Ny

Y T
N N
g



Esta tesis fue realizada en el Laboratorio de Biologia molecular del
Departamento de Microbiclogia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM, bajo la direccién def Dr. Abraham Landa Piedra. Esta tesis fue apoyada
por DGAPA PAPIIT: IN 218198.



DEDICATORIA

Con todo el amor y carific a la memoria de mi Papa
Profesor Constantino Castellanos Velasco.

Por que tus consejos siempre estuvieron llenos de amor y sabiduria,
Por que en los momentos dificiles con tu ejemplo me ensefiaste a tener
caracter y valor para dar ese segundo esfuerzo que pocos pueden dar en
este juego de la vida.

Por su amor incendicional a mi Mama, Maria del Socorre Gonzélez. A mis
hermanos: Mario, Diana, Vianey y Jazmin. A mis sobrinos: Pedro, Yasmin G.
y Alexandra.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco enarmemente al Dr. Abraham Landa Piedra, por ser un
buen amigo y un excelente tutor en este dificil pero apasionante negocio.

A la Biol. Lucia Jiménez por su valiosa colaboracion en |a realizacion
de esta Tesis.

Agradezco la revision esta tesis a los Doctores: Victor Manuel Valdés
Lopez, Luis Felipe Jiménez Garcia, Guillermo Salgado Maldonado y a la
M.|.B.B. Laura del Carmen Vargas Parada, cuyos comentarios y sugerencias
ayudaron a la presentacion del trabajo.

Agradezco a mis comparieros de laboratorio: Ana Lilia, Alicia, Diana
Cuahutemoc, Norberto y Tanya, por las ensefianzas y los momentos gratos
compartidos.

A la Lic. Laura Amilpa Olivera por su carific y su comprension.

Al Lic. Luis Antonic Gamiochipi Gonzalez, por ser mi gran amigo
incondicional.

Por los buenos tiempos a mis companeros de carrera: Emilio Galvan,
"’_ Baldo, Pancho, Xavier, Josué (Pato), al Carli, a Lenin, al Juanito (%), a los
Rayas, y al Dr. Gen.



INDICE GENERAL

DEDICATORIA .. .. ..

AGRADECIMIENTOS

INDICE GENERAL . .

LISTADE ABREVIATURAS . . .. ... ... .. .. ... .. ... ...

RESUMEN ... . ... . e

LINTRODUCCION . ... ... . .. . .. i

1. Morfologia y ciclo de vida de Taenia sofium. ... .. ... .....

2. Importancia de la cisticercosis . . ... .. ... ... ..o

3. Diagnostico .

4, Tratamiento . .

5. Control . ...

6. Vacunacion .

II. ANTECEDENTES GAPDH . ...........................

1.GAPDH . ...

2 GAPDHotrasfunciones . . ... ... . e

3. GAPDH vacunacion . . ... .. ..

lll. OBJETIVO. . . ..

VL. MATERIALES YMETODOS ... .. ... .. . ..,

1. MATERIALES
a) Reactivos

b) Bioldgicos

iii



¢) Sintesis de oligonucledtidos . . . .......... ... ... 15
2 METODOS .. .ot 15
a) Electroforesis y Purificacion de fragmentos de DNA . ... 15
¢} Marcaje Radiactive .. .. ... ... ol 16

d) Titulacion, seleccion y aislamiento de clonas (tamizaje) . 16

e) Obtencion de DNA de las clonas seleccionadas . . . .. .. 17
f) Preparacion de DNA apartirdefagos ............... 18
g) Digestion con endonucleasas de restriccion . ......... 19
h} Secuenciacion . ... .. ... 19
V. RESULTADOS ... . ... .. i 21
VI DISCUSION .. ... . 31
VIL ANEXO . ... e 38
VHL BIBLIOGRAFIA .. ... ... ... ... ... ..o 39



-

LISTA DE ABREVIATURAS

DNA
cDNA
RNA
EDTA
ATP
SM
TAE
TE
s0s
Kb
KDa
Kg.
hrs.

mg.
mh.
min.

Hg.

pl.
NADPH
ng.

pb

pH
PCR
seg.
SCC

1X

Aproximadamente

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementario
Acido ribonucieico

Acido etilen diamino tetracético
Adenosin trifosfato

Amortiguador para preservar bacteriofagos
Amortiguador de tris-acetato de sodio
Amortiguador de tris-EDTA

Dodecil Sulfato de Sodio

Kilobases

Kilodaltones

Kilogramos

Horas

Molar

Miligramos

MiliMolar

Minutos

Microgramos

Microlitros

Nicotin adenin dinucleotido fostato.
Nanogramos

Pares de bases

Potencial de iones hidrogeno
Reaccion en cadena de |a polimerasa
Segundos

Solucidon de Citratos Salina

Unidades

Una vez



S

RESUMEN

La cisticercosis humana es causada por el establecimiento de las
formas larvales de 7. sofium en diversos 6rganos del humano. La
neurocisticercasis es el padecimiento mas grave ocasionado por esta
enfermedad y constituye un importante problema de salud publica en
paises del tercer mundo incluido México. Una de las estrategias mas
viables que se han planteado para resolver este problema es el desarrollo
de una vacuna. Actualmente el desarrollo de vacunas y fammacos
especificos contra parasitos estan siendo enfocados al estudio de
moléculas que realizan funciones importantes como la enzima glucolitica
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). En el presente trabajo,
se ha logrado, clonar y secuenciar un ¢cDNA que codifica para la GAPDH
de 7. sofium a partir de una biblioteca de cDNA construida en igt10. El
¢DNA codificé para una proteina de 335 aminodcidos con un peso de
37, 391 KDa.



1. INTRODUCCION.
1. Morfoiogia y Ciclo de Vida de Taenia sofium.

La 7. solium (Lineaeus, 1758) es un organismo parasitc de cuerpo
aplanado y alargado que liega a medir entre 2 y 7 m de longitud. El cuerpo de la
Tenia puede dividirse en tres regiones: (1) el escolex situado en el extremo
anterior del cuerpo, el cual es piriforme, mide de 1 a 2 mm, se caracteriza por
presentar un rostelo con doble hilera de ganchos y cuatro ventosas musculares
como érganos de fijacién. (2) La regidn det cuello, situada inmediatamente detras
del escolex, es un area no segmentada y poco diferenciada, mds estrecha que el
escolex y que el estrébilo propiamente dicho; es la zona que origina los
proglétidos, o segmentos del cuerpo de estos gusanos (3). El estrobile que
constituye la mayor parte del cuerpo, y esta formado por una cadena de
proglétidos (800 a 100) (Malagén, 1990). Los proglotidos situados son por io
general inmaduros,; es decir aunque el aparato reproductor es visible no es
funcional, los proglotides posteriores a los inmaduros son ya sexualmente
maduros, exhiben 6rganos sexuales masculinos y femeninos, mientras que los
que se localizan mas alejados del cuello estdn gravidos, esto es, llenos de
huevos y s6lo muestran un dtero ramificado tubular; cada uno de los segmentos
gravidos pueden contener hasta 50,000 huevos (Cheng, 1986). Estos organismos
son hermafroditas y el tipo de reproduccidn es sexual con fecundacion intema.
Los huevos de 7. solium miden de 30 a 40 nm, de diametro y estan contenidos en
una delgada membrana hialina, que rodea una gruesa pared estriada, el
embridforo, que a su vez contiene a la oncosfera. El gusano adulto se ubica en el
intestino delgado, en la porcién superior del yeyuno, adherido y fijado por
ganchos y ventosas al epitelio. Su alimento lo constituye el contenido intestinal
del huésped. Por carecer de aparato digestivo, la captacion y digestibn del
alimento se lieva a cabo en el sincicio celular del tequmento, el cual absorbe por
difusién o transporte activo moléculas orgdnicas de bajo peso molecular

(Malagén, 1990).

La teniosis es una enfermedad causada por e! establecimiento de las

formas adultas de 7. sofium en el intestino de su huésped definitivo, el hombre



{Malagén, 1990). Los humanos adquieren la teniosis al ingerir came de cerdo mal
cocida infectada con cisticercos, las enzimas proteoliticas y sales biliares del
sistema digestivo activan al parasito, el cual eclosiona y se adhiere a la pared del
intestino delgado en donde aproximadamente en dos semanas se desamolla el
gusano adulto. Los proglétidos gravidos se desprenden de la Tenia y son
expulsados al ambiente a través de la materia fecal donde se pudren. Una vez
que ocume esto los huevos se dispersan contaminando agua y alimentos.
Cuando los cerdos ingieren los huevos, los jugos gastricos y sales biliares
degradan el embriéforo activando a la oncosfera, |a cual penetra la mucosa
intestinal para ser transportada a diversos oOrganos a través del torrente
sanguineo. En 60 6 70 dias la oncosfera se transforma en una vesicula con un
escolex invaginado, esta vesicula cominmente llamada cisticerco corresponde al

estadio larvario 6 de metacestodo de T. solium (Laclette, et al., 1982).

La cisticercosis es una infeccion causada por el establecimiento de las
formas larvarias de 7. sofium en los tejidos de sus huéspedes intermediarios, el
cerdo y el hombre (Malagén, 1990). Cabe sefalar que en este caso el hombre
acttia solo como hospederc paraténico, ya que el pardsito no puede continuar
con su cicle de vida. Los humanos adquieren la cisticercosis mediante la
ingestion de huevos contenidos en agua o alimentos contaminados y no por

comer came de cerdo infectada con cisticercos (Botero, 1993).

2. Importancia de la cisticercosis.

La teniosis/cisticercosis es un padecimiento que constituye un serio
problema de salud publica y es la causa de pérdidas econdmicas en paises
subdesarrollados (Aluja, 1982). Respecto a su distribucién geografica esta
enfermedad ha sido reportada en México, Centro y Sudamérica, Espana, Polonia,
el este de Europa, y algunos otros paises tropicales incluyendo la India (Mahajan,
1982). En paises desarrollados la frecuencia de la cisticercosis es
extremadamente baja, sin embargo recientemente se ha reportado un incremento
debido a! traslado de inmigrantes de zonas endémicas como México y Centro
América al sur de los Estados Unidos (Schantz, et al.,1991).



Reino; Animalia
Subreino: Mefazoa
Phylum; Piatelminthes
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Figura 1.- La Taenia solium. A) Gusano adulto, donde se observan las tres
regiones del cuerpo: a.-Escolex, b.-Cuello, c.-Estrébilo. B) Huevo, donde se
observa: d.- Oncosfera, y e.-Embriéforo. C) Clasificacion taxonémica
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Figura 2.- Ciclo de vida de T. solium.
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t.a neurocisticercasis (NCC) es la forma mas grave de la cisticercosis
humana, ya que cuando ios metacestodos se localizan en el sistema nervioso
central afectan la salud del individuo e incluso pueden producirle la muerte
{Lombardo, et al, 1982). México es considerado como un pais de alta
endemicidad con 1.9% de defunciones por cisticercosis cerebral, 3.5% de
cisticercosis en necropsias (OMS, 1979) y 1.2% en pacientes seropositivos por
inmunodiagndstico {Ramos-Kuri et al, 1992). Los sintomas causados varian
dependiendo del estado y localizacion de los cisticercos. La NCC es una
enfermedad que genera elevados costos en cuanto a su tratamiento que incluye
gastos de hospitalizacion, medicamentos, etc. Tan solo en 1986 se gastaron 14.5
millones de doélares en atencidbn a pacientes con NCC. Por ofro lado, los
pacientes que estadn en edad productiva dejan de generar ingrescs al verse
incapacitados por la sintomatologia que genera esta enfermedad, por o gque

causan pérdidas econdmicas para el pais. (Flisser, 1988).

En la porcicultura (en cerdos criados en granjas) esta enfermedad provoca
considerables pérdidas econdmicas ya que la came infectada es decomisada y
eliminada por las autoridades sanitarias, de tal manera que se pierde en
promedio el 68.5% de la inversién a causa de la cisticercosis porcina (Acevedo,
1980). Cabe sefalar que en paises subdesarrollados no existe un adecuado
control sanitario, por lo que no toda la came infectada es detectada. Tan solo en
México ¢! 40% de la came de cerdo proviene de areas donde el control sanitario
es pobre (Mazén-Rubio, 1991), existiendo solo un cierto control en los rastros de

las grandes ciudades y quedando exentas de inspeccion la mayoria de las zonas

rurales.

3. Diagndstico.

El diagnéstica clinico, esta basado en la valoracion de los sintomas que se
presentan en pacientes sospechosos de NCC. Estos sintomas se pueden
manifestar como crisis convulsivas, movimientos involuntarios, cefalea crénica,
hipertensién intracraneal, etc. Esta sintomatologia puede ser muy variada
dependiendo del namero y localizacion de los cisticercos (Escobar, et al., 1972),

de tal forma que el médico puede inferir su localizacion en base a los sintomas



presentes, sin embargo el diagnéstico clinico no es totalmente efectivo ya que los
sintomas pueden confundirse con otros padecimientos, asi pues este diagnostico

debe de ser confirmado con otra prueba diagnostica.

Otras de las técnicas usadas en diagnostico de la NCC son la resonancia
magnética (Creasy, ef al, 1994) y la tomografia computarizada (Madrazo, et al.,
1981). Estos métodos son capaces de detectar a los cisticercos, ademas de
indicar su localizacidn. Como desventajas podemos mencionar que este tipo de
equipos no detectan la viabilidad de ios cisticercos (lo cual es importante para el
tipo de tratamiento), ademds ia realizacion de este tipo de estudios implican un
elevado costc econémico y la intervencion de personal capacitado para su
aplicacion. En el mismo sentido podemos afiadir que este tipo de aparatos solo
se encuentran en los grandes hospitales, por [o que esta forma de diagnostico no

puede ser utilizado masivamente (Larralde, ef al., 1986).

Las pruebas inmunalégicas tienen por objeto la bisqueda de anticuerpos
(anficisticerco) 6 antigenos de! parasite. Se han utilizado diferentes técnicas
como la fijacion del complemento (FC) (Nieto, et al., 1956), inmunoflorescencia
indirecta (IF1) {Gonzalez, et al, 1978), hemaglutinacion (HA) (Lamraide, ef al.,1986,
Nascimento, et al, 1987), inmunoelectroforesis (IEF) (Flisser, et al., 1975),
ensayo inmunoenzimatico (ELISA} (Coker-Vann, et al, 1981, Espinoza, 1982,
Larralde, ef al., 1986, Flisser et al, 1990), inmunoelectrotransferencia (IET)
(Tsang, et al., 1989, Larralde, et al, 1989). En la actualidad los métodos mas
difundidos son el ELISA y IET, ios cuales presentan sensibilidad y especificidad
variable, dependiendo del antigeno utilizado. Se ha empleado para estas pruebas
extracto crudo, liquido cefalorraquideo, fluido vesicular, fracciones glicoproteicas
obtenidas de extracto crudo, o bien antigenos purificados y recientemente
antigenos recombinantes. Actuatmente el método de Tsang es el mas efectivo
para el diagnéstico de la cisticercosis, ya que se obtiene hasta un 98% de
sensibilidad y 100% de especificidad. Entre los inconvenientes de estas técnicas

destaca su elevado costo econémico (Larralde, et al.,1986).



4, Tratamiento

El tratamiento de esta enfermedad puede dividirse en tres categorias:

sintomatico, quirdrgico y farmacoldgico.

El tratamiento sintomatico esta enfocado a controlar los sintomas
causados por la cisticercosis. Los pacientes son tratados con distintos farmacos
como; antiepilépticos, analgésicos, esteroides, diuréticos y psicodrogas,

dependiendo de los sintomas y localizacién de los cisticercos.

El tratamiento quirirgico consiste en la extirpacion directa del cisticerco
mediante cirugia, sin embargo este tratamiento solo puede aplicarse cuando los

cisticercos se encuentran en tejidos accesibles.

La quimioterapia o tratamiento farmacoldgico consiste en el suministro
farmacos antihelminticos como el praziquantel o el albendazol. El praziquantel ha
demostrado ser el medicamento mas efectivo, ya que la neurocisticercosis
humana puede ser controlada con una dosis Gnica (2 ¥z 0 5 ma/kg) (Pawlowski,
1991}). La teniosis humana también puede ser tratada efectivamente con el

praziquantel, ya que una dosis de 10 mg/kg presenta una eficiencia del 100%

{Espejo, 1977).
5. Control

Como medidas implementadas para el contro! de [a cisticercosis, podemos
mencionar dos estrategias: las educativas y las de intervencién. Las primeras
consisten en la realizacién de campafas educativas mediante las cuales la
poblacion tenga un conocimiento mas claro de cémo se adquieren estas
enfermedades ({teniosis/cisticercosis), fomento de habitos higiénicos, como el
lavarse las manos, evitar la defecacion ai aire libre, lavar frutas y verduras,
consumo de came de cerdo bien cocida etc., o bien 1a construccién de sanitarios,

drenaje, corrales para cerdos, etc. (Sarti, ef af,1992)

Como medidas de intervencidon podemos mencionar el establecimiento de
un control sanitario mas estricto, uso peridédico de cestocidas en 4reas de aita

prevalencia (Sarli, et af, 2000). Un punto muy importante en el control de la
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cisticercosis es la deteccion de individuds tenidsicos, ya que estos, pueden
infectar a un gran numero de personas, debido a que el parasito adulto puede
vivir y estar expulsando huevos durante muchos afos sin que el individuo
infectado presente sintomas. Asi pues la deteccion y tratamiento de estos
individuos permitiria detener el ciclo de vida de T. solium. De igual forma se ha

propuesto fomentar la investigacion en el drea del diagnéstico y de la vacunacion

como medidas de control.

6. Vacunacién.

Se ha propuesto que el desarrollo de una vacuna probablemente sea la
forma mas efectiva de interrumpir exitosamente [a transmision de la cisticercosis
(Valdez, et al, 1994). Muchas preparacicnes antigénicas (extractos crudos) a
partir de estadios oncosferales, larvarios y de adulto de diferentes céstodos han
sido usados con éxito en ensayos de proteccion en contra de la cisticercosis
(Molinari ef al., 1983, 1993; Nascimento ef af., 1995). Estudios subsecuentes han
sido enfocados a la deteccioén de fracciones y antigenos puros (Vivanco, et al.,
1999) capaces de conferir proteccién en contra de |a cisticercosis. En modelos
murinos se han identificado antigenos que inducen proteccion en contra de la
cisticercosis murina causada por 7. crassiceps (Valdez, et al., 1994), algunos de
eslos antigenos también se han empleado en ensayos de proteccion en
cisticercosis porcina (Sciutto, et al, 1995). Otra estrategia empleada ha sido Ia
deteccién de antigenos provenientes de estadios oncosferales, ya que se ha
observado que son estos los que confieren un mayor porcentaje de proteccion
{lto, ef al., 1993). Como ejemplo podemos mencionar que en modelos murinos se
ha logrado obtener alrededor de un 80% de proteccion en contra de T.
faeniaeformis usando antigenos oncosferales (Cougle, ef al., 1991). La aplicacién
de las tecnologias de DNA recombinante han permitido la produccion de
antigenos recombinantes (Manoutcharian, ef al., 1996) y péptidos sintéticos atiles
para la vacunacion en contra de la cisticercosis, (Gevorkian, et al, 1996}
También se ha desarroliado a partir de oncosferas un antigenc recombinante (45
W) el cual ha sido utilizado exitosamente en la vacunacion en contra de la
cisticercosis ovina, este antigeno confiere un 94% de proteccidon en ovinos

infectados experimentalmente con T. ovis (Jonson, ef al, 1989). Este ultimo



recientemente ha sido empleadc para realizar estudios de vacunacion en
cisticercosis porcina causada por T. sofium y se ha observado que confiere hasta
un 78% de proteccién (Plancarte, et al., 1999).



Il. ANTECEDENTES.

1. GAPDH

La glucalisis es un proceso metabolico que apareci6 tempranamente en la
historia de la vida y que ha sido altamente conservado a lo Jargo de {a evolucién
de los organismos procariontes y eucariontes. En la glucélisis se llevan a cabo 10
reacciocnes enzimaticas mediante las cuales la glucosa es convertida a piruvato y
NADH, generando dos moléculas de ATP. Esta via es de vital importancia para
los seres vivos ya que sus productos son la Ilave para la activacién de otras vias
metabélicas como la fosforilacion oxidativa y el ciclo del acido citrico (Alberts, et

al., 1998).

La enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es un
tetramero hidroscluble (Fig. 4) con un peso molecular aproximado de 38 kDa y
con un punto isoeléctrico aproximado de 8.2. La GAPDH cataliza la reaccion 6 de
la via glucolitica {Fig. 3), este proceso consiste en la oxidacién y fosforilacion de
GAP por NAD" y P. La enzima forma un enlace covalente con el carbono del
grupo aldehide del gliceraldehido 3-fosfate. Después, el hidrogeno es eliminado
de! grupo aldehido del gliceraldehido 3-fosfato y se transfiere al transportador de
hidrogenc NAD'. Este paso de oxidacion genera un grupo carbonilo de un azucar
unido a la enzima mediante un entace de alta energfa. Entonces un ion fosfato de
la solucién rompe este enlace generando en su lugar un enlace azacar-fosfato de
alta energia. Durante esta reaccion se lleva a cabo la sintesis de 1,3-
bifosfogticerato (BFG). Para la mayoria de las células animales la glucolisis
anicamente es un preludio del ciclo del cido piruvice y fosforilacion oxidativa, ya
que e! acido piruvico gue se forma penetra rapidamente en las mitocondrias
donde serd oxidado compietamente a CO; y H;O. Sin embargo, en el caso de los
organismos anaerobios y para algunos tejidos como el musculo esquelético que
pueden verse sometidos a condiciones anaerobias, la glucolisis por si sola se
puede convertir en la fuente principal de ATP de la célula (Alberts, ef al., 1998).
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2. GAPDH otras funciones

En cuanto a su localizaci6n se sabe que esta proteina se encuentra
principalmente en el citosol. Sin embargo, estudios de inmunolocalizacién
realizados en Schistosorna mansoni han demostrado que esta enzima se
encuentra ampliamente distribuida en el tegumento de dicho parasito (Dessein, ef
al., 1988). Ademas de la participacién que la GAPDH tiene en la glucélisis, en
tejidos de otras especies se ha demostrado que esta enzima realiza funciones no
glucoliticas, como por ejempio el acoplamiento y desacoplamiento de
microtibulos en células de cerebro humano {Huitorel, ef al, 1985) o el
ensamblaje funcional de las triadas en los tibulos transversos en misculo
esquelético (Caswell, et al,, 1985) Otra funcién de particutar interés descubierta
en células cancerosas de pulmon, es el hecho de que la GAPDH es capaz de
revertir la oxidacion de los grupos tiol oxidados por el H,O, (Brodie, ef al.,1987).
Asi pues se sospecha que la GAPDH podria estar desempefiando funciones

protectoras como antioxidante {(Waine, ef al., 1993).

3. GAPDH vacunacién

En dos estudios epidemiolégicos realizados con nifios Brasilefios y
Kenianos resistentes a esquistosomiosis se encontré una correlacion entre el
elevado nimero de anticuerpos que reconocian un antigeno de 37kDa localizado
en el tegumento del parasito y la resistencia de los individuos a la enfermedad
(Butterworth, et af., 1985; Dessein etf al., 1988). Este antigeno de S. mansoni fue
clonado y secuenciado con lo cual se demostrd que se frataba de {a enzima
GAPDH (Goudot-Crozel, ef al, 1989). La enzima recombinante GAPDH fue
empleada en ensayos de vacunacion en contra de la esquistosomiosis causada
por S. mansoni y S. japonicum, indicande que ratones inmunizados con GAPDH
eran menos susceptibles a la esquistosomiosis, respecto a los ratones que no
fueron inmunizados. {Dessein, et al., 1988). Por lo anterior, la GAPDH ha sido
propuesta como un buen candidato en la vacunacién en contra de la
esquistosomiosis (Waine, et al., 1993). Estudios de proteccion en tripanosomiosis

en los que se utilizo a la GAPDH, junto con otras enzimas como la aldolasa,



mostraron conferir hasta un 100% de proteccién en ratones y ratas vacunados
con dichos antigenos (Balaban, et al, 1995). Estos estudios evidencian el
potencial de la GAPDH como blance inmunolégico, de ahi la importancia de

estudiar esta proteina en organismos parasitos como T. solium.



H-C-OH + NAD+P —— H-C-OH + NADH +H
l l
CH,0PO- CH OPO;

Gliceraldehido 3-fosfato 1, 3-Bifosfoglicerato

Figura. 3.- Reaccion 6 de la via de la glucolisis

Figura 4.- Modelos computacionales donde se observa la estructura de {a enzima

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Tomados de Alberts, ef al., 1998 pg.

128).




Ili. OBJETIVO.

El objetivo de presente trabajo fue la clonaciony caracterizacién de un cDNA que
codifica para la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa del cisticerco de

T. solium.



IV. MATERIALES Y METODOS
1. MATERIALES

a) Reactivos.

Las endonucleasas de restriccion, la RNAsa, fa DNAsa 1, 1a transcriptasa
reversa, asi como otras enzimas utilizadas fueron obtenidas comercialmente de
las compafiias New England Biolabs y Gibco BRL. Ei estuche de CircumVent fue
obtenido de New England Biolabs., El estuche para la amplificacion de DNA
{PCR) fue de la casa BIOTECSA. La albumina sérica bovina fraccion V, el DNA
de esperma de salmén tipo Il fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. El ficoll
tipo 400 y la polivinilpirrolidona de Pharmacia Inc. Las membranas de
nitrocelulosa (NC) de Millipore Corp. Los is6topos a-S*-dATP y a-P*2-dCTP de
Amersham Co. El resto de los reactivos fueron de la mejor calidad disponible

comerciaimente,
b) Biologicos.

Los metacestodos de T, solium fueron obtenidos por diseccidn del musculo
esquelético de cerdos infectados, Se utilizo la biblioteca de cDNA del
metacéstodo de T. sofium construida en el vector Agt10 (previamente obtenida en
el fabortorio} . La cepa de Escherichia coli utilizada fuero la Cehfl (SupE44, thit,
feuB6, lacY1, tonA21, L-(rk1mk+)mcrA- hfi-).

¢) Sintesis de oligonucledtidos.

Todos los oligonucleétidos fueron preparados en un sintetizador de DNA

Biosearch modelo 8750 de la casa Pharmmacia Inc.
2. METODOS.
a). Electroforesis y Purificacién de fragmentos de DNA.

Se utilizaron geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Para
cada carril se cargaron 25 png de DNA mezclado con amortiguador de cargado

2X (ver apendice) y fueron corridos en cdmaras de electroforesis (Life-
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Thecnologies) a 25 mA. durante 1hr. Los fragmentos de DNA fueron cortados,
para ser tratados con una solucion de Nal 6M, una vez que el gel fue disuelto, se
adicionaron 5ul de “perlas de vidrio” y se agito en vortex. La mezcla se agit6
durante 1 hr a 4° C, después se centrifugd a 10,000 rpm por 10 segundos y se
desecho el sobrenadante. Las perlas fueron resuspendidas en 500u! de Nal 6M
con ayuda de un vortex y centrifugados como antes. El exceso de Nal fue
removido lavando tres veces con 500pl de una solucian de lavado (ver apéndice).
Finalmente las perlas fueron centrifugadas a 10,000 rpm y el sobrenadante
remanente desechado. Las perlas fueron secadas a 37° C durante 15 min, y
resuspendidas en 25ul de TE {ver apéndice). Se comid un gel de agarosa 1%
para determinar la concentracién del DNA purificado (Vogelstein y Gillespie,
1979),

b). Reaccién en cadena de ia Polimerasa (PCR).

Para las reacciones de PCR, se utilizaron: 100 ng de cDNA, 5ng de DNA
genémico (previamente obtenido en el laboratoric) y 5ng de DNA de las clonas
de Agti0, 50pm de cada uno de los oligonucledtidos especificos, 10ul de
amortiguador de PCR 10X, 2 mM de nucleotidos (A, C, G, T), 2 mM de MgCl, y 5
U de la enzima Taq Polimerasa. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen total de 100ul. Las condiciones utilizadas para obtener el fragmento
(cDNA) de GAPDH que se utilizé como sonda, asi como los fragmentos clonados
en el vector Agt10 y el fragmento de DNA genomico fueron las siguientes: un ciclo
de (3 min.- 95°C, 1 min. -50°C, 2 min. - 72°C), 30 ciclos (1 min.- 85°C, 1 min.-
50°C, 5min.- 72°C), y un ciclo final (1 min.- 95°C, 5 min.- 50°C, 5min.- 72°C). Los
oligonucledtidos empleados para la amplificacion de los fragmentos contenidos
en el vector Agt10 fuercn comprados a {a casa (New England Biolabs), y
coresponden a secuencias que se encuentran flanqueando los sitios de
clonacion del vector, Los oligonucleétidos especificos GAPDH-5" y GAPDH-3’
fueron disefados a partir de dos regiones que presentan alta identidad en la
secuencia de aminoacidos de varias GAPDHs obtenidas del bancos de datos

publicos en intemet http:/Avww.ncbi.nim.nih.gov:80/Genbank.
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c). Marcaje Radiactivo.

El fragmento purificado de cDNA de ~500 pb obtenido por PCR utilizando
los oligonucledtidos GAPDH-5" y GAPDH-3°, fue marcado con a-P*-dCTP
utilizando el método de Random primer (Gibco-BRL). Para la reaccion se usaren
25 ng de fragmento purificado diluido con dH,O en un volumen de 20ul, el cual
fue desnaturalizado 3 min. a 95°C. El fragmento desnaturalizado se mantuvo a
4°C y se le adicionaron 2ul de amortiguador de la reaccion 10x
(desoxinucledtidos A, G, T), 2ul de aP*’-dCTP, 1 de oligonucledtidos y 1ul de
enzima Klenow, la mezcla de reaccidén se incubo 30 min. a 37°C. La sonda
marcada fue pasada a través de una columna de sefarosa 4B con el objeto de
separar la marca no incorporada. De la columna se obtuvieron 10 fracciones de
~500 I, de las cuales se seleccionaron la 2%y 3™ ya que en estas fracciones se

detecto mediante un contador Geiger la maxima sefial radioactiva.
d). Titulacion, seleccidén y aislamiento de clonas (tamizaje).

La biblioteca de cDNA construida en el vector Agt10 clonada en Eco R,
previamente construida en el laboratorio fue titulada. Brevemente, la biblicteca
original fue diluida 107 10* y 10 en medio SM. Un volumen de 200u de un
cultivo de bacterias Cgom Crecidas de toda fa noche a 37°C en 5 m! de medio
SOB (ver apéndice) fueron infectadas durante 15 minutos a 37°C con 10 pl de
cada una de las diluciones antes mencionadas. La solucion de bacterias y fagos
fue mezclada con 3ml de top-agar (fundido a 45°C), sembradas sobre cajas Petri
conteniendo medio SOB-agarosa sdlido e incubadas a 37°C durante Bhrs. La
titulaciéon de la biblioteca se realizo mediante el conteo direclo de las piacas

liticas producidas por el fago sobre |la caja de Petri y reportadas en # fagos/ml.

Una vez titulada la biblioteca se procedid a sembrar 50,000 fagos
distribuidos en 4 cajas Petri de 180 mm conteniendo medio SOB sdlido. El DNA
de los fagos fue transferido a membranas de nitrocelulosa (Millipore Corp.),
manteniendo las membranas en contacto con el césped de bacterias y fagos
durante 10 minutos, terminado ese tiempo los filtros fueron marcados ¥y

orientados con tinta china en sus respectivas cajas. Este proceso se repitié con el
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objeto de tener filtros duplicados. EI DNA contenido en ios filtros fue
desnaturalizade en una solucion de NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M durante 5 minutos,
y posteriormente neutralizado en una solucion de Tris-HCI 1 My NaCl 1.5 M, pH
8 durante 5 minutos. Las membranas fueron secadas a temperatura ambiente y el

DNA fijado con Juz UV en un aparato Espectrolinker {1200seg x 100Mj x cm2).

Las membranas conteniendo el DNA de los fagos fueron incubadas a 50°C
durante 3 horas en la solucién de hibridacién conteniendo citratos-salina 6x (SSC
6X), Denhart's 5x, SDS 0.5% y 100mg/mi de DNA de esperma de salmdn
desnaturalizado. Posteriormente, se adiciond la sonda radioactiva a la solucion
antes mencionada. Las condiciones de hibridacién fueron toda la noche en
agitacién a 55°C, y los filtros se lavaron 3 veces por 10 min. cada vez con
solucién de SSC 2x y SDS$ 0.1% a 55°C para remover la marca no incorporada
especificamente a las membranas. Finalmente, las membranas se secaron a
temperatura ambiente y fueron expuestas en placas de rayos-X durante 72 hrs.
Las sefiales radioactivas obtenidas después de revelar las placas de rayos-X
comesponden a las clonas que hibridan con la sonda de GAPDH. Estas clonas
fueron aisladas con pipetas Pasteur estériles y depositadas en 1 ml de medio SM.
El proceso de tamizaje se repitid por 2 veces mas utilizande 1000 y 100 fagos por
caja, respectivamente con el objetivo de purificar el fago. Las clonas que

mantuvieron su positividad fueron guardadas en medio SM a 4°C.
e). Obtencion de DNA de las cicnas seleccionadas.

Aproximadamente, 5x10° fagos se utilizaron para infectar 200 @ de
bacterias Ceeon @ 37°C durante 15 minutos. La mezcla anterior fue sembrada
como ya se menciono anteriormente pero sobre cajas con medio SOB-agarosa e
incubada toda la noche a 37°C. Los fagos crecidos en la caja fueron recuperados
con 5 ml de SM en agitacién durante una hora a temperatura ambiente. A la
mezcla recuperada se le adicionaron 200 pf de cloroformo y fue agitada y
centrifugada por 10 min. a 3,500 rpm. El sobrenadante obtenido conteniendo los

fagos (plate stock) fue recuperado en un tubo nuevo y guardado a 4°C.

f). Preparacion de DNA a partir de fagos.
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El DNA de los fagos fue preparado a partir de 700 pi del sobrenadante
conteniendo los fagos. Al volumen de fagos anterior se le adicionaron 700 ul de
una solucion de PEG 20% y se mantuvo a 4°C durante 1 hr. La mezcla anterior
se centrifugo para asi precipitar el fago, el cual fue resuspendido en 200 ul de
SM. Entonces se adicionaron 2 pl de RNAsa (1mg/ml) y 2 pl de DNAsa
{100ug/ml) e incubo a 37°C durante 30 min. La solucion fue mezclada con un
volumen igual de feno! saturado con TE y centrifugada para separar la fase
acuosa. Esta fase acuosa fue tratada con cloroformo para remover el fenol
residual y la fase acuosa obtenida de este proceso fue tratada con 200 ul de
isopropanol y congelada a -70°C por 30 minutos. La mezcla anterior fue
centrifugada a 15,000 rpm por 10 min. a 4°C, y se desechd el sobrenadante. La

pastilla precipitada fue lavada con 200 ul de etanol frio al 70%, secada,

resuspendida en 30  de TE y guardada a -20°C.
g). Digestién con endonucieasas de restriccion.

Aproximadamente 500 ng de cada DNA fue digerido con diversas enzimas
de restriccion (Hind 1il, Eco RI, Xho |, Xba I, Pst I, Bam Hl). Las digestiones se
realizaron empleando 1 pl de cada enzima, 10ul de amortiguador especifico 10X
para cada enzima, y 37 ul de agua para completar un volumen total de 50ul. Las
reacciones fueron incubadas a 37°C durante 6 hrs, después se precipitaron con
etano! absoluto y acetato de sodio 3 M a -70°C. Las reaccicnes se centrifugaron

a 4°C y fueron resuspendidas en 25 ul de TE, para posteriormente ser corridas

en un gel de agarosa.

h). Secuenciacion

El fragmento de cDNA utilizado como sonda, el fragmento de DNA
gendémico, asi como el fragmento obtenido de la clona 7.2 de igti0 fueron
purificados por el método de peras de vidrio y posteriormente secuenciados
utilizando el estuche CircumVent versidén 2.0 de la casa New England BioLabs,
siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, se hizo una mezcia con
200 ng del fragmento de PCR y 1.2 pmoles de primer, 1.5 ul de 10X amortiguador
de secuencia, 1 ul de 30X tritén X-100, 2 wl de a-S*-dATP y 1 pl (2 U) de la



enzima Ventg(exc) DNA Polimerasa y dH,0 hasta completar un volumen total de
15 pl. De la mezcla anterior se tomaron 3.2 ul y se le adicionaron a 3 pl de cada
dideoxinucledtido (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) por separado contenidos en
diferentes tubos Eppendorf. Los tubos fueron colocados en un termociclador bajo
las siguientes condiciones: 20 ciclos de 95°C -20 seq., 55°C - 20 seg. y 72°C - 20
seg. Finalmente, la reaccién se detuvo afiadiendo 4 pl de solucién de terminacion

y las reacciones se almacenaron a -20°C hasta su uso.

La electroforesis para la secuencia se realizé en geles de acrilamida al
6%, con un grosor de 4mm, a 55 Watts en una camara de secuencia modelo 52
(Gibco BRL), se utilizaron 3 pl de cada una de las reacciones por pozo, Pasado
el tiempo de corrida, se procedio a fijar el gef en una solucion de acido acético y
metano! al 10% durante 15 min. El gel fue secado y expuesto a placas de
autoradiografia X-OMAT (Kodak) durante 24 hrs. Las secuencias nucleotidicas

obtenidas fueron analizadas en el programa computacional PCgene (Intelligenetic

Corp.).
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V. RESULTADOS.

Mediante la técnica de la (PCR) se lograron obtener dos fragmentos de
DNA de aproximadamente ~500pb (Fig. 5). Los cuales fueron amplificados a
partir de cDNA y DNA genomico de cisticerco utilizando un par de
oligonucledtidos especificos el GAPDH-5" {AAC-GCCTCC-TGT-ACN-ACN-AA) y
GAPDH-3' (TGG-TAC-GAC-AAC-GAA/G-TACIT-GG), disefiados a partir de
secuencias de aminoacidos de regiones altamente conservadas (5"-NASCTTN y
3-WYDNEYG]) para la enzima GAPDH de distintos organismos. El fragmento de
~500 pb obtenido a partir del templado de cDNA fue purificado por medio de la
técnica de perlas de vidrio (Vogelstein y Gillespie, 1979) y secuenciado por
medio de la PCR utilizando el estuche de CircumVent y el cligonucieétido
GAPDH-5". Como se muestra en la figura 6, este fragmento consta de 513 pb que
traducidas a aminoacidos resultan ser una regién del! fragmento de un gen que
codifica para la GAPDH de T. sofium. En la misma figura, también se observa un
fragmento de ~500 pb obtenido al utilizar DNA genémico del pardsito como
templado y con las mismas condiciones. Este fragmento también fue secuenciado
(Fig. 6) demostrando gue se trataba de la misma regidn antes mencionada de la

GAPDH.

Una vez demostrado que ambos fragmentos codificaban para una region
de la GAPDH, se marco radiactivamente con dCTP-P¥ el fragmento de ~500 pb
que pravenia del cONA de T. solium, para posteriormente ser utilizado como
sonda y tamizar una biblioteca de cDNA del metacéstodo de T. sofium. Después
de realizar tres rondas de tamizajes (1°, 2° y 3° ), se obtuvieron 14 clonas. La
figura 7, muestra una autoradiografia de cinco filtros del tamizaje secundario, en
donde se observan cinco de las clonas detectadas en los filtros de nitrocelulosa.
Los puntos oscuros indican las clonas que hibridaron con la sonda, en cada filtro
se observan varias sefiales radioactivas. Cabe mencionar que todos los filtros

fueron realizados por duplicado,
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. 1)
Control positivo de un fragmento clonado en M13 del estuche de PCR amplificado
con oligonucledtidos del vector M13. En los siguientes carrites se utilizaron todos
los reactivos de la PCR incluyendo los oligonucdledtidos GAPDH-5", GAPDH-3', 2)
sin cDNA, 3) cDNA y 4) DNA genémico del metacestodo de T, sofium.
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cDNA 1
Gen 1

cDNA 41
Gen 41

cDNA 81
Gen 81

cDNA 121
Gen 121

cDNA 161
Gen 161

NASCTTNCLA PLAKVINDNFGIAEGHDTVHSYTATQKVVD
NASCTTNCLA PLAKVINDNFGIAEGHDTVHSYTATQKVVD

GPSKKAWRDGRTAAQNIIPASTGAAKAVGKVIPELNGKLT
GPSKKAWRDGRTAAQNIIPASTGAAKAVGKVIPELNGKLT

GMAFRVPTPNVSVVDLTCKLAKPATYEQIKAAVKTASEPP
GMAFRVPTPNVSWDLTCKLAKPATYEQIKAAVKTASEPP

RLKGILEYTEDQWVSTDFLSTTCSSTFDARAGIALNDTFV
RLKGILEYTEDQWWSTDFLSTTCSSTFDARAGIALNDTFV

KLIAWYDNECG
KLIAWYDNECG

Figura 6.- Secuencia de aminoacidos traducida a partir de las secuencias de
nucledtidos del fragmento de PCR de ~500 pb de cDNA del metacestodo de T,
sofium, y del fragmento de PCR del DNA gendmico de T. sofium. En negritas se
ohservan ias regiones conservadas de amino4cidos que contienen la secuencia
de los oligonucleétidos GAPDH-5" y GAPDH-3" con la cual fue amplificado dicho

fragmento,
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Figura 7, Autorradiografia de un tamizaje (secundario), utilizando como sonda el
fragmento de ~500 pb de la GAPDH de T. solium. Las clonas positivas (manchas
oscuras) en los filtros de nitrocelulosa corresponden a kas clonas; 5.1, 5.2, 10.1,
7.1y 7.2. Las flechas indican clonas positivas.
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Mediante ia PCR y utilizando como templado el DNA de los fagos se
determinaron los tamafios de los insertos contenidos en cada clona. Para estas
amplificaciones se utilizaron oligonucledtidos comerciales del fago Agt10 que
flanquean la region del sitio de clonacién de este vector. Cabe mencionar que de
las 14 clonas solo se probaron 10 y de estas se lograron amplificar ocho insertos,
solamente 2 clonas no amplificaron ningdn inserto. Los tamafios de ios insertos
de las 8 clonas positivas fueron los siguientes: clona 10.1 (~1.2 Kb}, clona 10.2
{~1.5 Kb), clona 5.1 (~1.5 Kb), clona 5.2 {(~800 pb), clona 7.2 (~1.5 Kb), clona
7.1 (~1.5 Kb}, clona 1.1 (~1.4 Kb}, clona 1.2 (~800 pb}. En la figura 8, se

muestran los tamafos de los insertos de |as ocho clonas .

A partir del DNA de las B clonas cobtenidas se procedié a realizar
digestiones con las siguientes enzimas de restriccion; Eco RI, Xho |, Pst |, Bam
HI, Hind 1Il Sal I, Bgl |, Nde |, Not |, y Nco |. con el fin de determinar el patron de
restriccion de cada clona. Debido a que todas las clonas presentaron un patron
idéntico, se eligié para su caracterizacién a la clona 7.2 debido a su mayor
tamafo. En la figura 9, se cbserva el mapa de restriccion de la clona 7.2,
corregido con {a secuencia nucledtidica y un programa computacicnal. Cabe

sefialar que las enzimas Eco RI, , Xho |, Pstl, Bam HI no cortan la secuencia de

fa clona.

La figura 10, muestra |a secuencia completa de nucledtidos y de
aminoacidos de |la clona 7.2 (~1.5 Kb) realizada por PCR utilizando el estuche de
CircumVent. La secuencia del cDNA en su regién 5 mostrd las bases
{(GTGTTGGT) antes de encontrar el marco abierto de lectura que comienza en el
primer codén que codifica para metionina (ATG) en la posicion marcada como 1y
continua hasta la posicion 1006 donde se encuentra el codén de terminacion
(TAA). El fragmento presenta en total 1,161 pb (295 A; 298 C; 262 G; 306 T), que
codifican para una proteina de 37,391 Da. Dentro de la secuencia se identifico el
fragmentoe utilizado como sonda (513pb) el cual se encuentra en la regién
comprendida entre el nucledtido 442 al 954. Respecto a los sitios esenciales para
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ia actividad enzimatica de la GAPDH (previamente reportados en la literatura) se
muestran subrayados dentro de la secuencia {Dessein, et al., 1988). Asimismo la
sefial de poliadenilacion contenida en la regién 3° del cDNA resulto ser fa mas

caracteristica observada en los RNA mensajeros (RNAm).

Otros andlisis computacionales realizados sobre la secuencia de
amino4cidos realizados con el programa PC/Gene, mostraron los sitios
caracteristicos y esenciales para la actividad de la enzima, los cuales se
encuentran localizados en los aminoacidos: C-151, Y-319 (transferencia de
carga), C-151, H-177 (funcion nucledfilica), N-315,D-34 (sitio de ligando NAD) S-
150, T-152, R-195, T-209 (sitio se ligando de fosfato inorgénico), T-182 y R-233
(sitio de ligando GAP). Asimismo, un alineamiento mdltipie de aminoacidos (Fig.
11) de |a secuencia obtenida de la GAPDH de T. sofium con enzimas GAPDH de
otros organismos tales como el Schistosorna, el Cerdo, el Humano, el Raton y la
Leishmania, mostré una identidad de aminoécidos promedio de 41.6% entre
todas las GAPDH analizadas. Las regiones idénticas, los aminodcidos esenciales
para la actividad enziméatica de la GAPDH y las regiones utilizadas para disefiar
los oligonucledtidos GAPDH-5 y GAPDH-3" se sefialan en la figura 11
Asimismo, la secuencia de aminoacidos de la GAPDH de T. sofium presento los
siguientes porcentajes de identidad con respecto al Humano, 74.7%., al Cerdo,
74.4%.. al Ratén, 74.4%., al Schistosoma 74.7%., y a la Leishmania 51.19%. Con
las secuencias antes mencionadas se elaboré un dendrograma de tipo radial

(Fig. 12) en el programa Tree View.

Los andlisis antes mencionados confirman que la secuencia nudedlidica

de la clona 7.2, codifica para una enzima GAPDH def cisticerco.
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Figura B. Efectroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
mostrando el tamario de los insertos contenidos en clonas de fagos positivos: 1)
DNA del fago A digerido con la endonucteasa Hind (I, 2} Clona 10.1 (~1.2Kb), 3)
Ciona 10.2 (~1.5Kb), 4) Clona §.1 (~1.5Kb), 5) clona 5.2(~800 pb), 6) Clona 7.2
(1.5Kb), 7) Clona 7.1 (1.5Kb), 8} Clona 1.1 {~1.4Kb), 9) clona 1.2 (~800 pb). Los
insertos de las clonas fueron amplificados utilizando |a PCR y oligonucledtidos de

Agt10 comerciaies.
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2.0 Kb

Figura. @ . Mapa de restriccion de la clona 7.2 (1.2 Kb). A} digestiones de la clona
7.2 con las enzimas: 1.- Hind ll§, 2.- Nco |, 3.- Sal |, 4.- Bgl |, 5.- Nde |, 6.- Noi . 7 .-
A Hind {ll. B) Mapa de restriccién de la clona 7.2 corregido con los anélisis
computacionales de nucledtidos. Solo se observan las enzimas que cortan una
vez la secuencia y la posicién de los oligonucledtidos.
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GTGTTGGT
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49 GTA TTG QGC GCT GUT 4T &CC TOC AAC ACT GTA GAT GTT GTT GCA GTC
32 v L K A A v A 8 N T A4 n v v A v
97 AAT GAT CCC TTC ATT GAT TTG GAA TAT ATG GTC TAT ATG TTT AAG TAT

|3 F 1 ] L E ¥ M v Y M F K Y

4B N I

145 GAT 'I‘EC ACT CAT o CGA TTL AAG G0 GTC GTC AAG GTT GAA GGC GGC
64 D o T H 5 R F K G v v K v E G G

193 ARG TTG ATT ATT GAC AAU CAC AAG ATC ACC GTC TTC CAA GAT ATG AAT
BO K L I I D N H K I T v F Q D M N

241 GCC AAT GCA ATC CUA TR TUT CAG GOT GGC GTT GAA TAC ATT GTT GAG
96 A N A I P W = s} A & v E ¥ I v E

289 TCC ACT GEC ATC AAT ACC ACCT ATC GAG ARG GUT TOA GOT CAC TTC CAC
112 5 T (& I N T T I E K A 8 A H F H

337 GGT GGT GOT AAG ARG GTC ATC ATC TG 30T CCT TOT GCT GAT GCT CCC
128 G &) A K K v I I 5 A P ] A o] A P

385 ATG TTC GTA GTT GT GTG AAC CAG GAT AAG TAC GAT UCC TCT ATG AAA
144 M F Vv ¥ 5 v g o D K Y D P 5 M K

433 GTC GTG TCC AAC GUTT TOC TG ACA ACC AAC TGT CTG GOT OCG OTC GCA
160 ¥V v 5 N A S ¢ T T N ¢ L A P L A

481 AAG GTC ATT AAT GAT AAC TTO GRC ATT GOT GAA GGC CAT GAC ACT GTG
176 K A I N 0 N F 3 I A E £} H D T v

528 CAC TCC TAC ACT GCC ACC CAG AAG GTT GTT GAT GGT COT TCC AAG ARG
192 H n Y T A T 0 K v v D G B 5 K K
577 GCC T3 CGT GAT GGC GG ACC GO GCT CAS AAC ATC ATC CCT GCC TCC
208 A W R ] G [ T A A Q H I I P A s
625 ACC GGT GCA GCC AAG GCT GTT GGT AAG GTC ATT CCC GAG CTT AAT GGG
224 T 8] A A K A v G K v I e E L N G
673 AAG CTT ACC GGC ATG GCT TTC CGT GTG COC ACT GO0 AAT GTC TCT GTT
K T P N v S v

240 L T G

121 GTC GAC TTG ACC GCC ACC TAC GAA CAG ATT
256 v D L T 3 A T Y E Q I

169 ARG GUT GCC GTT AAG ACK (30 TOUT GAG COG CCT GGC CTG AAG GGC ATT
272 K A A v K T A 5 E 4 P R L K G I

817 CTT GAA TAC ACT GAG GAT CAG GTT GTO AGC ACC GAC TTC CTC TCC ACT
288 L E Y T E D o v v 5 T [ F L 5 T

865 ACA TG TCC TCT ACT TTC GAT GOT CGT GOC GGE ATT GOC OTC AAC GAT
ac4 T [ s 5 T F D A K A G I A L N b

913 ACT TTT GTT AAG CTC ATT GLUC TGG TAC GAT AAT GAG TGT GGC TAT AGC
3z2¢ T F v K L I A L ¢ D N E c G ¥ S

261 TGG CGHT GTT GTT GAC CTT ATC AAC CAT ATG TTC AAG AAG GAT CAT TAA
336 W K v v Ir LT N H M F K K D H -

GGOTTTCUCTGRAGAGHATTAARCAACTGCTAGT TG TT TR TG AAT ACAATCCATGTCAAGT
ARTCACTHCT TGACGOGAACCACLC ACT ATCATACCAATARRG TTARAAGTCTCAARAARAA
ARPAAAAAARRAAAARARAAAD

Figura. 10 Secuencia nucledtidica y secuencia de aminoacidos de la clona 7.2.
Subrayados se encuentran los aminoacidos esenciales para la actividad
enzimatica de la GAPDH. En negritas se observan los aminoacidos utilizados
para disefiar los oligonucledtidos con los cuales se ampiifico el fragmento de
~500 pb. La secuencia consenso de poliadenilacién de los RNAmM se marca en

recuadro,
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KWDGPSKK-AWRDGRTAAONI I PAS TGAAKAVGKY IPE LNGKLTGMAFRVPTPNVSVVD
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Figura 11. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de la enzima
GAPDH de T. solium con otras GAPDH de diferentes organismos obtenidas del
banco de datos de GenBank. Los amino4cidos idénticos para todas las GAPDH
se marcan en negritas, los - indican ausencia de aminoacidos.
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5. scrofa
M. musculus

H. sapiens

T. solium

8. mansoni

L. mexicana

Figura 12. Dendrograma de tipo radial obtenido con el programa (Tree View) de
la GAPDH de: Homo sapiens (Humano), Sus scrofa {Cerdo), Mus musculus
(Raton), Schistosoma mansoni, Taenia solium y Leishmania mexicana.
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VI. DISCUSION.

Diversos investigadores han propuesto varias formas para solucionar el
problema de la cisticercosis, como el disefiar campafas educativas (Sarti, ef af,
1992), las cuales han tenido como objetivo el reforzamiento de habitos higiénicos
y dar informacién acerca de ia parasitosis a poblaciones de zonas endémicas, sin
embargo, factores socioecondmicos y culturaies han impedido que estas
campafias tengan el impacto esperado, ya que cuando se han implementado,
solo se observan resultades a corto piazo, mientras que a mediano y a largo
plazo se ha abservado que los niveles de cisticercosis regresan al estado inicial.
Las campafias educativas tienen como inconveniente el elevado costo econémico
y humano que implica el llevadas a cabo, Otra estrategia propuesta es ia de
implementar un control sanitario mas estricto en los rastros, sobre todo por el tipo
de porcicultura que se practica en México. Esto resulta muy complicado, ya que
al rededor del 40% de los cerdos que se producen carecen totalmente de un
control sanitario, ya que son cerdos que provienen de zonas rurales y rancherias,
donde son criados al aire libre quedando exentos de inspeccion sanitaria.
{Manzén-Rubio, 1991). Por otre lado, el control sanitario que existe en las granjas
es deficiente si se compara con el que existe en paises del pimer mundo. Otra
estrategia que se ha realizado son las camparfias de desparasitacion con
farmacos antihelminticos como el praziquantel para desparasitar a los humanos
de la T. sofium adulta (Sarti, et al., 2000). Esto resulta caro y se deben tomar en
cuenta los efectos secundarios del suministro de estos fammacos, ya que en
algunos pacientes cisticercosos pueden provocar reacciones adversas que
causan dafo al paciente (Sarti, et al, 1992). Ademas se ha observadc que
algunos parasitos como el Schisfosoma son capaces de generar resistencia en
contra de estos farmacos, y por ultimo debemos mencionar que este tipo de

compuestos no previenen la reinfeccion.

El diagnostico de individuos tenidsicos seria un punto muy importante, ya
que si bien esta enfermedad no es considerada como un problema de salud
publica, contribuye a ia dispersion de la cisticercosis y continuidad del ciclo de
vida del parasito. El diagnostico de los individuos tenidsicos resulta compticado,
ya que estos son pacientes asintomaticos, por lo que el diagndstico en ocasiones
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llega a ser fortuito. Entre las técnicas diagnosticas que se han empleado son las
morfolégicas y las inmunolégicas, estas ultimas las mas difundidas, pero hasta
la fecha no existe un métado diagndstico 100% eficaz, ya que estos métodos
presentan problemas tanto de sensibilidad como de especificidad. Ademas,
cuando estos métodos han sido {levados a poblaciones abiertas, sus porcentajes

de efectividad tienden a decrecer (Larralde, et al., 1986).

Debido a lo antes mencionado, investigadores han propuesto que el
desarrollo de una vacuna podria ser una manera eficaz de erradicar el problema
de la cisticercosis (Valdez, et al., 1994), ya que ademas de conferir inmunidad al
huésped, fienen la ventaja de prevenir reinfecciones posteriores. En la
cisticercosis, se ha observado que los parasitos son capaces de conferir
inmunidad concomitante en el hospedero, es decir que los individuos que han
sido infectados previamente, son capaces de protegerse de infecciones
posteriores. En los estudios de proteccion en contra de la cisticercosis se han
utilizado para inmunizar extractos crudos de oncosferas, cisticercos y adultos
(Molinari, ef al., 1983, 1993, Ito, et al, 1993), en los cuales se ha observado que
todos son capaces de conferir proteccion en contra de la cisticercosis. Hasta [a
fecha ios antigenos mas eficaces son los extractos provenientes de oncosferas
(to, et al, 1993). También se han utilizado fracciones semipurificadas
provenientes de extractos crudos y proteinas nativas purificadas (Vibanco, et al.,
1999) con buenos resultados, pero, estas tienen el inconveniente que para
utilizarlas en ensayos de vacunacién se tiene que disponer de gran cantidad de
parasitos, para producir estos antigenos. Lo que resulta impractico en el caso de
utilizar esto como una estrategia de vacunacién. También se han empleado,
proteinas recombinantes y péptidos sintélicos provenientes de otros tenidos
mostrando niveles de proteccion de alrededor del 73% en cerdos (Jhonson, ef al.,
1989, Manoutcharian et a/, 1996, Gevorkian, ef al., 1996, Plancarte, et al,, 1999,).
Las proteinas recombinantes tienen la ventaja de que se pueden producir en
grandes cantidades reduciendo los costos de obtencion y purificacion del
antigeno deseado. Por otro lado, el disponer de gran cantidad de material permite
estandarizar, las dosis de antigeno y el uso de diferentes adyuvantes.

Actualmente el desarrollo de una vacuna en helmintos esta siendo enfocada a la
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identificacion de molféculas que sean vitales para el parasito, que ademas sean

capaces de conferir proteccién a largo plazo en contra de la respuesta inmune

del huésped.

La enzima GAPDH ha sido empleada con éxito en ensayos de vacunacion
en contra de {a Tripanosomiasis, ya que cuando esta enzima junto con la aldolasa
es utilizada para inmunizar ratas confieren hasta un 100% de proteccién, al reto
con tripanosomas (Balaban, et a/., 1995). En este mismo sentido |a enzima ha
sido utilizada en esquistosomiosis mostrando un 30% de proteccion en ratones
inmunizados (Waine, et al., 1893, Argiro, et al, 2000). Por otro lado la GAPDH
también se ha empleado exitosamente en el disefic de drogas selectivas en
contra parasitos como Trypanosoma (Aronov, et al, 1998). Ademas, estudios
epidemioldgicos realizados con nifios africancs y brasilefios mostraron que
existian individuos resistentes a la esquistosomiosis (Dessein, ef al, 1988).
Andlisis posteriores revelaron que estos nifios poseian un elevado nimero de
anticuerpos que reconocian a una proteina de 37 kDa, la cual correspondio a fa

GAPDH (Dessein, et al.,1988).

La importancia de la funcion que la GAPDH desarrolla en el metabolisme
de la via glucolitica, se da mediante la generacion de ATP, NADPH y piruvato,
elementos importantes para otras via metabdlicas como la fosforilacién oxidativa,
en procariontes y eucariontes, Ademas esta enzima en condiciones anaerobias
se convierte en la fuente mas importante para la generacién de ATP en parasitos
anaerobios y facultativos como lo son los cisticercos (Cervantes-Vazquez, ef al,
1990). Otras funciones de particular relevancia de esta proteina es el hecho de
que esta enzima puede llevar a cabo oxidacion reversible de tioles oxidados por
el H;O; (Brodie, et al., 1987). Esto adquiere importancia, ya que se sabe que uno
de los mecanismos de protecciéon en los mamiferos en contra de los parasitos
consiste en que macréfagos y neutrdfilos producen radicales libres de oxigeno
como el O,", el H,O y el OH™ en el proceso denominado explosién respiratoria.
Estas moléculas son altamente reactivas y tienen la caracteristica de oxidar
moléculas como lipidos, proteinas y DNA. Las proteinas con caracteristicas
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antioxidantes son capaces de proteger a las moléculas de parasitos de dafos
oxidativos (Selkirk, el al., 1998). Por otro lado, estudios de inmunolocalizacion
demostraron que esta enzima se encontraba distribuida ampliamente en el
tegumento del Schistosoma {Goudot-Crozel, ef al. 1989), lo cual refuerza la idea
de que esta enzima podria estar realizando una funcion protectora. Debido a la
importancia de esta enzima en el metabolismo se ha sugerido que podria ser un

buen candidato para realizar estudios de vacunacién y el disefio de drogas en

contra de T. sofium.

Esto nos motivé a clonar el gen que codifica para la enzima GAPDH de T.
solium. Por lo que nuestro objetivo inicial fue clonar y caracterizar el gen que
codifica para la GAPDH de T. solium, como parte de un proyecte mayor que
consiste en caracterizar moléculas del metabolismo energético, para evaluar su

capacidad protectora en contra de la cisticercosis.

La primera estrategia para aislar el gene de la GAPDH consistié en la
identificacion y blsqueda de secuencias de cDNAs que codifican para dicha
enzima en bancos de datos como GenBank y otros. Los organismos elegidos
fueron el humano, el cerdo, el ratén, el schisfosomay feishmania. Cabe sefalar
gue los dos primeros participan directamente en el ciclo de vida de 7. sofium. Por
ofro lado el ratén que si bien no es directamente parasitado por la T. solium, ha
sido utilizado como modelo de laboratorio. Por otro lado, los dos organismos
restantes Leishmania y Schistosoma son pardsitos del humano. Cabe sefalar el
Schistosoma estd relacionado filogenéticamente con T. solium. Por lo antes
mencionado era importante tomarios en cuenta en el disefio de oligonucleétidos

que permitiesen ampilificar una regién de la enzima de T. solium.

Continuando con la estrategia se realizaron los analisis de alineamiento e
identidad de las secuencias previamente mencionadas, lo que permitié encontrar
varios sitios conservados en la estructura primaria de la enzima. Se escogieron
los sitios mas conservados (NASCTTN y WYDNEYG) para el diseflo de dos
oligonuclettidos GAPDH-5" y GAPDH-3", respectivamente. El ¢cDNA de cisticerco
y DNA gendémico de T. solium fueron utilizados como templados para la PCR.
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Esto permitid obtener dos fragmentos de ~500 pb, los que se aproximaban al
tamario esperado segun la posicién de los oligonucledtidos disefiados. Ambos
fragmentos fueron secuenciados mediante [a técnica de CircumVent. Al comparar
la secuencia de los fragmentos de cDNA y de DNA genémico se observé que
ambas eran idénticas, por lo que se pudo establecer que al menos en esa parte
del DNA gendémico no existian intrones. La secuencia del cDNA fue alineada con
varias secuencias reportadas en GenBank, mostrando un elevado porcentaje de
identidad con las GAPDHs. Esto nos permitié comprobar que efectivamente
teniamos una regién de un ¢cDNA que correspondia a una GAPDH de T. solium.
Por lo que el fragmento de cDNA fue utilizado como sonda para aislar el gen
completo de la GAPDH de T. solium. De los tamizajes realizados se aislaron 8
clonas de una biblioteca de cDNA de cisticerco clonada en el vector Agt10.
Puesto que se sembraron alrededor de 40, 000 bacteriéfagos y se obtuvieron
solo 8 clonas, se pudo determinar que este gen esta representado en un 0.02%.
De estas 8 clonas 6 contenian un inserto de ~1.5 kb y 2 un inserto de ~800 pb. El
mapa de restriccion realizado para cada una de las clonas mostrd que todas las
clonas presentaban el mismo patrén, lo que sugeria que se trataba de la misma

clona o clonas muy relacionadas.

Por tal motivo y por su tamario de ~1.5 kb la clona 7.2 fue elegida para su
caracterizacion, ya que era probable que contuviese la secuencia completa de la
GAPDH. La clona 7.2 fue secuenciada por medio de la PCR utilizando el estuche
de CircumVent. El tamafio real de la clena resulté de 1.161 pb, con una regién
codificante de 1009 pb que traducida a amincacidos representa a una proteina de
37,391 Da. Los andlisis de la secuencia nos confirmaron que Ia clona codificaba
para una GAPDH, ya que se identificaron todos los sitios esenciales para la
actividad caracteristica de esta enzima. Cabe sefialar que no encontramos
variaciones en cuanto al numero, posicién y tipo de amincacidos que componen
los sitios caracteristicos de la enzima con respecto a otras GAPDHSs, lo cual
concuerda con la literatura ya que se sabe que estos sitios son altamente
conservados a través de la evolucion. Otro analisis realizado consistio en la
comparacion del porcentaje de identidad mediante alineaciones de aminoé4cidos

con enzimas GAPDHs de varias especies, lo que revel6 la presencia de regiones
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idénticas que se muestran en la Fig. 11. Estas identidades son de importancia
evoiutiva, ya que se han conservado a través del tiempo y en base a estas se
pueden realizar estudios filogenéticos que permitan establecer diferencias entre
especies muy cercanas © relaciones con otros grupos come trematedos o
nematodos. Puesto que existen pocos marcadores para la realizacién de estudios
filogenéticos en los helmintos, nosotros pensamos que ta GAPDH podria ser
utilizada como marcador para estos estudios, ya que tiene las caracteristicas de

ser una enzima constitutiva que se presenta desde organismos procariontes

hasta organismos eucariontes.

Los andlisis (Fig. 12) muestran que existen diferencias (~26%) en la
secuencia primaria de la GAPDH de 7. solium con respecto a organismos
superiores como mamiferos, en este caso ratén, cerdo y el hombre, estos dos
dliimos hospederos del metacestodo de T. soliurn. La importancia de estas
diferencias radica en que estas pueden ser utilizadas como blancos para
vacunacion, evitando reacciones autoinmunes o en el disefio de farmacos
especificos. Por otro tado, el disponer del gen completo nos permitird desarrollar
otras herramientas moleculares para realizar estudios de tipo biogquimico de la
proteina recombinante como determinar su actividad, sus caracteristicas
estructurales y bioquimicas. En el mismo sentide, también permitird desarrollar
sondas como anticuerpos y DNAs para determinar su localizacién y expresion en
los diferentes estadios del parasito, asi como en otros parasitos por medio de
inmunoelectrotransferencia (reacciones cruzadas) y ensayos de hibridacion.
Asimismo, permitiria realizar estudios de proteccién en modelos murings de T,
crassiceps -ratén 6 T. taeniaeformis —rata enfocados al desarrollo de una vacuna
en cerdos, o bien estudios de diagnostico para la cisticercosis humana y porcina.
La estructura primaria, y ofro tipo de estudios como la cristalizacion y
mutagenésis nos proporcionaran informacién acerca de |as regiones importantes

para la funcién de esta enzima.

Finalmente, es importante mencionar que este es el primer reporte de la
clonacion del gene que codifica para una GAPDH en cestodos y el aislamiento

del segundo gene gue codifica para una enzima glucolitica en T. solium.
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VIl. ANEXO.

1.- Amortiguador de cargado (DNA).

EDTA 0.2M
Azul de Bromofenol 0.1%
Xileno cianol FF 0.25%
Ficol en H20 15%

2 -Amortiguador TE.

Tris-HCL pH 8.0 10.0mM.
EDTApH 8.0 1.0nM

3.-Amortiguador TAE (50X}

Tﬂs-base 242.0ml
Acido acetico glacial 57.1ml
EDTA 0.5M pH8 100.0ml

4. -Medio de cultivo SOBM

Bacto-triptona 20.0gr
Extracto de levadura 5.0gr
NaCl 0.5qr
MgS04 7H20 10mM
KCL 2.5mM

5.- Medio de cultivo SM

Bacto-triptona 10gr.
Extracto de levadura 5.0gr.
NaCl 10.0gr.

6.- SCC (Solucién de Citratos Salina)

NaCl 17.3gr
Citrato de Sodio 88.2gr

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10N y ajustar el volumen a 1 litro con agua
desionizada. Esterilizar en autoclave,

7.- Gel de Agarosa 1%,
Agarosa 0.5gr

Amortiguador TAE 50ml
Bromuro de etidio 4pl
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