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RESUMEN

Dado que la cisticercosis y teniosis, causadas por el cestodo Taenia solium, representan
un problema econémico y de salud publica en México y otros paises en vias de desarrollo;
varios estudios se han enfocado en romper el ciclo del parasito, evitando asi la
propagacién del mismo. Una alternativa viable es la inhibicion de enzimas esenciales en
el metabolismo energético del parasito, como la Triosafosfato isomerasa (TPI).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar anticuerpos como inhibidores de
TPl de T. solium (TTPI), ademas de demostrar su especificidad. Para ello se produjo una
TTPI recombinante fusionada a cola de histidinas en la bacteria Escherichia coli BL21.
Esta TTPI se purificod por cromatografia de afinidad y se sometié a digestiones con la
proteasa V8 de S. aureus, generando un fragmento correspondiente al primer tercio de la
enzima (1/3NH2 de TTPI) que fue purificado por el mismo procedimiento cromatografico,
dicho fragmento es poco conservado en las TPIs. Con la TTPI completa y el fragmento
antes mencionado se generaron sueros anti-TTPI y anti-1/3NH,TTPI.

El suero anti-TTPI inhibi6 la actividad de la enzima en 81% y 62% y el suero anti-
1/3NH,TTPI inhibié en 73.7% y 52.8% a las diluciones 1:10 y 1:100, respectivamente.
Finaimente, estudios de inmunodeteccién con los sueros, mostraron ser especificos para

laTTPL



1. INTRODUCCION

La teniosis y cisticercosis ocasionadas por Taenia solium son problemas de salud publica
que prevalecen tanto en areas urbanas como rurales, donde se asocian a las practicas
tradicionales de cnanza de cerdo, malas condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y
pobreza. Bajo estas condiciones, la parasitosis esta ampliamente distribuida en el mundo
en muchos paises en desarrollo, asimismo, en algunos paises desarrollados donde se
tenia controlada la enfermedad se han presentado casos recientes debido a la migracién
de portadores de tenias, porlo que se considera a esta parasitosis como remergente’.
Algunos farmacos que no fueron disefados especificamente para combatir a esta
parasitosis han tenido buenos resultados; sin embargo los mecanismos de evasién del
parasito, la resistencia que los parasitos estan desarrollando a los farmacos, asi como las
reacciones secundarias que los farmacos ocasionan en los hospederos '*** hacen

importante la busqueda de nuevas estrategias en contra de T. solium.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Clasificacion de Taenia solium

Reino: Animalia
Phylum: platihelmintos
Clase: cestoda

Orden: cyclophyllidea
Familia: taeniidae
Genero: Taenia

Especie: sofium

2.2 Generalidades
La Taenia solium es un cestodo que presenta tres estadios de vida: huevo, cisticerco o
larva y la tenia o adulto. La teniosis es la enfermedad causada por el aduito mientras que
la cisticercosis hace referencia al estado larvario de la taenia.

Los huevos tienen forma esférica, miden de 30 a 45 um de diametro y adentro se
encuentra la oncosfera o embrién hexacanto (llamado asi por poseer tres pares de

ganchos) envuelta por una membrana llamada embriéforo (Fig 1).

Fig.1 A) Huevo de Taenia solium visto mediante microscopia de luz; B) Huevo con oncosfera de T.

solium visto mediante microscopia electrénica. Tomado de www.cdfound.to.iyHTML/taen1.htm.

11



Ademas de los ganchos posee un par de glandulas de penetracion que le ayudan
en la migracién. El embrioforo esta formado por bloques constituidos principalmente de
queratina y unidos por una proteina cementante®.

El cisticerco tiene forma vesicular y ovoide con un diametro de 0.5 a 1.5 cm, su
pared es semitransparente y su interior se encuentra lleno de un fluido denominado fluido
vesicular con un pequefo escélex invaginado, el cual es semejante al del adulto (Fig. 2).
La superficie externa es un tejido tegumentario similar al del adulto con microvellosidades

que protegen del contacto directo con el tejido del hospedero®®.

Fig. 2 A) Cisticerco tipo celuloso y B) Cisticerco evaginando. Tomado de
www.cdfound.to.itHTML/taen1.htm.

El adulto es un gusano plano segmentado, que mide de 2 a 5 m de longitud (Fig.
3), consta de un:

a) Escélex (érgano de fijacion del parasito), mide aproximadamente 1 mm de
diametro con cuatro ventosas y un rostelo armado y una doble corona de ganchos, en

numero de 22 a 32 con un tamaro de 0.110 a 0.180mm.
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b) Cuello, este es corto sin segmentaciones y aqui se encuentran las células
plunpotenciales o células madre, responsables de la formacién de proglétidos.

c) Eétrébilo, conformado por 800 a 1000 proglétidos fusionados, que de acuerdo a
su madurez reproductiva y localizacion se clasifican en inmaduros, maduros y gravidos,
los mas cercanos al cuello son los inmaduros donde apenas se distinguen las formas
celulares que originan los genitales masculino y femenino ya que este parasito es
hermafrodita, en la regiébn media se localizan los proglétidos maduros que contienen los
érganos reproductores completamente desarrollados y al final se encuentran los
proglétidos grévidos que miden 1 cm de largo por 7 cm de ancho y contienen 50-60 x 10°
huevos fértiles dispuestos en 7-13 ramas uterinas*®,

La T.solium, al igual que cualquier otro cestodo carece de sistema digestivo, por lo
que la absorcién de nutrientes la lleva acabo a través de su cubierta externa denominada
tegumento. A través de él se absorben y excretan selectivamente, ya sea por difusiéon o
por transporte activo las sustancias que requieren para su deshecho, defensa o nutricion.
El tegumento esta cubierto de microveliosidades llamadas microtricas que aumentan el
area de absorcién. Las microtricas se encuentran cubiertas por el glicocalix, el cual es una
cubierta protectora que inactiva algunas enzimas del hospedero y contiene amilasas
utilizadas para degradar azucares complejos. Ademas de ser un érgano de proteccion el
tegumento es empleado en la locomocién y contiene varias enzimas y _sistemas
especificos para el transporte de moléculas e iones’.

El sistema muscular esta compuesto de miofibrillas y miocitos, estos ultimos son
parte de la masa del parénquima del cestodo y son la forma contréactil del sistema. El
parénquima, cuya funcion es de sostén, es considerado como centro de sintesis,
transporte y almacenamiento de glucogeno y otras proteinas. Este es un tejido sincital y
fibroso que limita el tegqumento en el que se encuentran incluidos los érganos del aparato

reproductor, excretor y los del sistema nervioso, asi como dos paquetes de fibras
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musculares que dividen el parénquima en dos zonas, la cortical y la medular. Embebidas
a través del parénquima se encuentran las células en flama del protonefridio que alimenta
los canales principales de excrecion, estos canales se encuentran en posicion
ventrolateral y dorsolateral a lo fargo del estrébilo que desemboca en una vejiga con un
poro que da hacia el exterior. Los ductos de excrecidon estan alineados con las
microvellosidades lo que sugiere que tiene una funcién de transporte no solo de desechos
sino también de fluidos con iones que permiten la osmoregulacion, la cual se anota como
otra funcién de la superficie tegumental. Una estructura que se encuentra en la mayoria
de los tejidos del cestodo son los cuerpos o corpusculos calcareos, la funcidn de estos
cuerpos aun no esta definida.

En el escélex se encuentra el principal centro nervioso, de donde parten los
ganglios neuronales del cestodo para enervar todo el estrébilo, mediante los nervios
longitudinales, donde fluctian alrededor de 20 diferentes neuropéptidos que desarrollan
una funcién sensorial tacto y quimioreceptiva. Algunos de los neuropéptidos descritos de
importancia en la transmisiéon de estimulos nerviosos en estos parasitos son la serotonina

y la acetilcolina’.

Fig 3. Escélex de T.solium, visto por microscopia electrénica. Tomado de
www.cdfound.to.ittHTML/taen1.htm
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2.3 Ciclo de vida
Para que T. solium cumpla su ciclo de vida requiere de dos hospederos: el humano,

hospedero definitivo de la forma adulta, y el cerdo, que junto con los humanos, pueden
actuar como hospederos intermediarios de la forma larvaria, siendo el cerdo el
intermediano natural mientras qué el hombre actia como hospedero accidental®’ (Fig4).

Cuando el hombre ingiere came de cerdo cruda o mal cocida infectada con
cisticercos, puede desarrollar teniosis. Al entrar la larva al tracto digestivo, las enzimas
proteoliticas y sales biliares la activan y la larva evagina en el intestino delgado; el escolex
se adhiere a la mucosa del intestino y comienza a formar progiétidos, 2 meses después
de la infeccién se ha desarrollado una Taenia adulta, capaz de producir miles de huevos
infectivos por cada proglétido. Los proglétidos gravidos comienzan a desprenderse del
extremo distal del adulto y son expulsados a través de las heces, en el medio ambiente se
descomponen y liberan a los huevos, los cuales pueden permanecer viables durante largo
tiempo™ .

En lugares donde aun la eliminacién de excretas es inadecuada, los cerdos se
alimentan con heces humanas e ingieren los huevos de T. solium. Cuando el cerdo ha
ingerido los huevos; los jugos gastricos, enzimas digestivas y sales biliares degradan al
embrioforo liberando a la oncosfera, la cual penetra la mucosa intestinal y entra al flujo
sanguineo donde son transportados a tejido muscular, cerebro, ojos, rifiones, higado, etc®.
En 60 a 70 dias la oncosfera se transforma en larva o cisticerco®’®.

El hombre puede convertirse en el hospedero intermediario cuando ingiere
alimentos o agua contaminada con huevos de T.solium o bien por contaminacién ano-
mano-boca en individuos portadores del parasito adulto (teniosis), en los cuales puede
haber autoinfeccién o infeccién a otras personas; bajo estas circunstancias se desarrolla

la cisticercosis humana. El mecanismo por el cual las oncosferas entran al torrente
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sanguineo y se establecen en tejidos para evolucionar a cisticerco es similar al descrito

en el cerdo*’?®,

Fig 4. Ciclo de vida de Taenia solium. (1)El humano con teniosis; (2) elimina los huevos de T.
solium en las heces y (3) los huevos se propagan en el medioambiente; (4) El cerdo ingiere huevos
del parasito y adquiere cisticercosis; (5) El humano al ingerir came de cerdo con cisticercos
adquiere la teniosis; (6) Los humanos al ingerir huevos de T. solium también adguieren

cisticercosis®.

2.4 Manifestaciones clinicas

2.4.1 Teniosis
La teniosis es caracterizada por ser asintomatica o presentar pocos sintomas. Dolor
abdominal, distensién, diarrea y nausea han sido sintomas atribuidos a la presencia de la

forma adulta de T. solium, sin embargo no hay datos de experimentos controlados que
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demuestren alg'una asociacién y muchos de los pacientes con este padecimiento parecen
estar libres de sintomas®?.

2.4.2 Cisticercosis
Ef periodo entre la infeccién inicial y fa aparicién de sintomas es muy variable; este puede
ser de algunos meses o varios afos. El cuadro clinico depende de si la cisticercosis es
subcutanea, muscular u ocular, aunque en paises latinoamericanos la ubicacién prﬁncipal
es en el SNC. Cuando afecta al SNC las manifestaciones dependen del numero,
localizacion y estado evolutivo del parasito; las mas comunes son epilepsia de inicio tardio
y cefalea, pero también se pueden presentar cambios en los sistemas sensoriales,
hipertension craneal que incluye vomito y papiledema, epilepsia focal o generalizada, -

ataxia, sintomas pseudo-apoplejicos, movimientos involuntarios e incluso demencia®.

2.5 Epidemiologia

La teniosis y cisticercosis afecta principalmente a paises en desarrojlo, sin em_bargo
también se han visto afectados paises desarrollados, debido a la migracion de personas
provenientes de areas endémicas®.

La infeccidn con T.solium se encuentra ampliamente distribuida por el mundq
siendo un problema de salud publica en algunas areas urbanas y rurales de América
Latina, Asia y Africa, donde esta parasitosis es endémica' "".

Algunas investigaciones epidemioldgicas han identificado varios factores
asociados a la infeccién por T.solium, como son: bajo nivel socioeconomico, falta de
servicios de drenaje y de agua potable, habitos carentes de cuidados higiénicos
personales, consumo frecuente de came de cerdo, antecedentes de expulsion de
proglétidos, convulsiones, ataques epilépticos, practicas domésticas de crianza de cerdos

con acceso de estos animales a heces de humanos'?*4,
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En México y en algunos otros paises, los estudios y estadisticas del porcentaje de
poblacion humana y porcina afectada pueden estar subestimados ya que no existe un
seguimiento bien documentado de la incidencia y prevalencia de este parasito, asi que
solo existen estimados provenientes de fuentes diversas como son las investigaciones

cientificas y las estadisticas oficiales derivadas de estudios hospitalarios y necropsias™®.

2.5.1 Teniosis
Publicaciones cientificas reportan que la frecuencia de infeccién en México oscila entre
0.2-2.4%, observandose una disminucién a partir de 1991 donde se notificaron ocho mil
casos, seguin estadisticas oficiales>®.

Los estudios epidemiolégicos informan que el parasito adulto se presenta en todas
las edades y que alcanza su pico en grupos de 16 a 45 anos (edad econdémicamente
productiva), asimismo que las personas del sexo femenino son las que mas
frecuentemente presentan este parasito'® 7.

En paises de Latinoamérica como Peni, Bolivia, Ecuador y Guatemala el rango de
infeccién va del 1 al 8.6%"®. En Asia el intervalo de personas infectadas es muy amplio ya
que oscila desde 0.1% en China hasta 50% en Nepal'®. En Africa no existen estadisticas

actuales, solo algunos conteos en paises como Kenia donde se indica un aproximado del

2% en el reporte anual del Ministerio de Salud del 2001 de este pais™.

2.5.2 Cisticercosis humana
La cisticercosis humana en México, segun estudios epidemiologicos realizados en varias
comunidades, esta presente en un intervalo que ogcila del 3.7% al 12.2% de la
poblacion'®. En hospitales neurolégicos de México el 12% de las camas ocupadas son por

pacientes con neurocisticercosis siendo esta la manifestacibn mas grave de la
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cisticercosis humana®. Estadisticas similares muestran 30-50% de neurocisticercosis en
los casos atendidos por epilepsia®'*.

El intervalo de cisticercosis humana en paises de América latina oscila entre 5 al
24%"®. En Asia este intervalo es de 1.7 al 13%'®, y en Africa presumiblemente el 10% de
la poblacién presenta cisticercosis'®.

En los ultimos afios la neurocisticercosis se ha convertido en un padecimiento
comun en hospitales de los EUA que atienden a poblacion latinoamericana, tal es el caso
de las areas de Los Angeles, San Diego, Nuevo México y Houston?®. En hospitales de los

Angeles y Nuevo México, se encontré que el 10 y 6% respectivamente, de los pacientes

que recurrian a estudios de neuroimagen, se debian a neurocisticercosis?.

2.5_3 Cisticercosis porcina
El registro de la frecuencia de cisticercosis en cerdos sacrificados en rastros varia entre
0.004 % y 12%; sin embargo, en la poblacién porcina que es sacrificada sin inspeccion
sanitaria la frecuencia de cisticercosis puede ser mayor y alcanzar un 35%'5%%,
En paises de Latinoamérica como Per, se reporta hasta un 61% de cisticercosis

porcina '. En Asia, China reporta incidencias por encima del 40% y Africa en paises como

Mozambique reporta incidencias del 33%'®'°,

2.6 Diagnéstico

2.6.1 Teniosis
La teniosis se diagnostica por la identificacion de proglétidos o huevos excretados en las
heces por microscopia mediante técnicas de sedimentacion y flotacion.

La morfologia de los genitales maduros en los progiétidos proporciona la

identificacion de la especie (T. solium o T. saginata), pero raramente se obtienen
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proglétidos o huevos en las heces del paciente, lo cual hace que su utilizacién para el
diagnostico sea dificil, ademas los huevos de las tenias son muy similares entre si . Este
método diagnédstico tiene baja sensibilidad y especificidad por lo que ha puesto a esta
técnica en desventaja y su uso se ha visto disminuido.

Con la finalidad de desarrollar pruebas rapidas, sensibles y especificas que
permitan detectar a los portadores de T.solium, se ha estandarizado un ELISA de captura
de antigenos de tenia en las heces de personas infectadas, esta técnica de
coproantigenos ha resuitado ser muy efectiva®. También se cuenta con la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) amplificando genes mitocondriales a partir de DNA
aislado de huevos e inmunoelectrotransferencia utilizando una fraccién de excrecion —

secrecion?’?.

2.6.2 Cisticercosis
Cuando la cisticercosis es ocular, los cisticercos son visualizados mediante examen
oftalmoscopico y en los musculos esqueléticos o el tejido celular subcutaneo puede
identificarse mediante radiografias simples e incluso mediante palpacién.

Para el caso de la cisticercosis en SNC, existen dos tipos de técnicas usadas
como apoyo diagnostico: las de imagen y las inmunolégicas. Las de imagen como la
tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM), tienen alta resolucion y
sensibilidad pero no son 100% especificos?®, permiten visualizar el ntimero y localizacién
de los parasitos asi como su estado evolutivo. Sin embargo estos métodos son costosos y
solo estan disponibles en algunos centros hospitalarios, resultando inaccesibles para la
mayoria de los pacientes de los paises mas afectados®.

En busca de pruebas diagnosticas econdmicas, practicas y confiables, se han
desarrollado técnicas orientadas en la identificacion de anticuerpos anticisticerco en

suero, saliva y LCR, entre las que destacan, el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y la
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inmunoelectrotransferencia (IET). La técnica que actualmente ha mostrado mayor
sensibilidad y especificidad es la IET que utiliza una fracciéon de glicoproteinas unidas a
una matriz de nitrocelulosa®. La practica de pruebas inmunolégicas con LCR suele ser
mas confiable que en suero, sin embargo la sensibiljdad de dichas pruebas se relaciona

directamente con la viabilidad y localizacion de los cisticercos.

2.7 Tratamiento

2.7.1 Antihelminticos
Para el tratamiento de la teniosis se ha utilizado la niclosamida, que actia directamente
sobre el tegumento de los proglétidos, haciéndolos susceptibles a la accién de las
enzimas proteoliticas del hospedero. Dicho farmaco puede exponer al paciente al riesgo
de contraer ciéticercosis, pues destruye los proglétidos y libera los huevos dentro de la luz
intestinal; por lo que su uso ha sido descontinuado en aigunos paises, incluyendo el
nuestro™. Actualmente el prazicuantel es uno dé los farmacos en uso, este es una
pirazino-isoquinolina que lesiona el tegumento del parasito adulto y de la larva
interfiiendo con los canales iénicos principalmente los de calcio. Se sugiere una dosis de
10 mg/ Kg de peso como dosis Unica para el tratamiento de la teniosis®, ya que dosis
mas altas produce reacciones indeseables cuando hay cisticercos alojados en el SNC.

El albendazol también es un farmaco de eleccién, sobre todo en menores de cinco
afos, para el caso de la teniosis®2, este es un carbamato benzimidazolico cuya accion se
ejerce sobre la tubulina, inmovilizando y matando al parasito. Inicialmente se utiliz6 en
dosis de 15 mg/Kg./dia durante 30 dias; sin embargo estudios posteriores demostraron
que la duracién del tratamiento podia ser reducida a 8 dias con iguales resultados para el

caso de la cisticercosis. El albendazol destruye el 75% a 90% de los cisticercos y es mas
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utilizado que el prazicuantel por su menor costo y mayor eficacia en contra de la
cisticercosis®.

Debido al pleomorfismo clinico que presenta la neurocisticercosis, no es posible
que un solo esquema de tratamiento sea util en todos los casos. Por consiguiente, el
tratamiento debe ser el estudio riguroso del paciente, basado en la localizacion, viabilidad
y numero de cicticercos en el SNCZ%.

Estudios acerca de los efectos secundarios a largo plazo de estos farmacos, no
han sido realizados, pero se ha observado que el prazicuantel ocasiona la pérdida de
material genético en una linea celular, mientras que el albendazol induce el retraso de la
cinética de proliferacién de linfocitos de sangre periférica®. Asimismo, se han presentado
casos de resistencia a este famaco en infecciones por otros helmintos como

Schistosoma.

2.7.2 Antiepilépticos y corticosteroides
Un farmaco antiepiléptico de primera linea como la carbamazepina, fenitoina o
fenobarbital, produce un control adecuado de las crisis en pacientes con epilepsia
secundaria a calcificaciones. Los pacientes con quistes viables deben recibir primero un
curso de tratamiento con farmacos antihelminticos para lograr un control posterior de
crisis con farmacos antiepilépticos”.

Los corticosteroides son farmacos frecuentemente utilizados en pacientes con
neurocisticercosis, usando dosis altas de dexametasona (24-32 mg/dia). Se ha sugendo
su empleo solo para neurocisticercosis dénde los cisticercos no conviene que sean
destruidos o bien para disminuir los efectos adversos que puedan ocurrir durante el
tratamiento con albendazol y prazicuantel, por lo que existen indicaciones absolutas para

el uso simultaneo de corticosteroides y antihelminticos®.
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2.8 Prevencion y control

Existen caracteristicas que hacen a T. solium vulnerable: a) su ciclo de vida requiere
necesariamente a los seres humanos como sus hospederos definitivos; b) la teniosis es la
unica fuente de infeccién para el hospedero intermediario; c) el cerdo puede ser
controlado y d) no existen reservorios silvestres para este parasito™.

Actuaimente, algunas de tas medidas que se han propuesto para controlar y
prevenir la teniosis y cisticercosis en zonas endémicas son: campanas educativas que
incluyan la informacién para prevenir la adquisicion del parasito, habitos de higiene,
identificacion de came infectada, cocimiento de ésta, evitar el fecalismo al aire libre, la
vacunacién de cerdos, el tratamiento de cerdos con medicamentos antiparasitarios,
tratamiento humano en masa para la erradicacion del parasito adulto en los portadores,
camparnas de salud que incluyan inspecciones rigurosas en los rastros, modemizacion de
la crianza de cerdos, creacidn de mejores condiciones sanitarias y sistemas

epidemiolégicos para identificar a los portadores del parasito adulto®.

2.9 Metabolismo energético: posible alternativa para el tratamiento y/o control de
Taenia solium.

Los helmintos son organismos que consumen grandes cantidades de glucosa, de la cual

obtienen su energia a través de la via glucolitica®. Por lo que varios autores han

considerado que las enzimas involucradas en la glucdlisis serian blancos importantes para

destruir a estos organismos®*’: 5% %

, en el caso de T. solium pocos son los estudios que se
refieren al metabolismo energético pero en uno de ellos se ha encontrado que la

Triosafosfato Isomerasa podria ser utilizado como blanco para destruir a este parasito®’.
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2.9.1 Glucdlisis en Taenia solium
Para los helmintos la glucdlisis es un proceso metabdlico importante, ya que para su
crecimiento obtienen del hospedero sus nutrientes y muchos de sus elementos
estructurales; sin embargo es a través de procesos metabolicos como la glucdlisis que
generan su propia energia. Aungue los helmintos en su forma adulta poseen mitocondria,
su metabolismo es predominantemente anaerobico al estar dentro del hospedero®.

Los carbohidratos son una fuente esencial de energia para los helmintos y la
glucdlisis es la via mas importante para generar ATP, asi como otros intermediarios tales
como el fosfoenolpiruvato y NADH, los cuales son usados en otras reacciones de
metabolismo®.

En general la glucdlisis es un proceso metabolico que tiene lugar en el citosol donde
se degrada una molécula de glucosa en una serie de reacciones enzimaticas, dando dos
moléculas de piruvato. Dicho proceso esta catalizado por diez enzimas citosolicas y todos
los intermedios son compuestos fosforilados. Consta de dos fases, cada una de ellas
constituida por cinco reacciones; la fase preparatoria de la glucdlisis, donde la glucosa es
fosforilada y la fase de beneficios, donde tiene lugar el retomo energético. El rendimiento
neto de esta serie de reacciones es de dos moléculas de ATP. El destino del piruvato
varia con la capacidad enzimatica de la especie y la cantidad de oxigeno molecular. Los
productos finales de las reacciones anaerdbicas son el lactato o el alcohol etilitico, pero en
presencia de oxigeno molecular el piruvato es descarboxilado y se forma Acetil-coenzima

A%

2.10 Triosafosfato Isomerasa
La triosafosfato isomerasa es una enzima homodimerica cuyos monémeros pesan
alrededor de 27 kDa cada uno, y cataliza la interconversién de dihidroxiacetona fosfato

(DHAP) a su isomero D-gliceraldehido 3 fosfato (D-GAP) (Fig 5), esta reaccion es
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reversible y tiene un importante papel en la glucélisis, gluconeogenesis, sintesis de

acidos grasos y la via de las pentosas®®*°.

5 o 0
0 0 '
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Fig 5. Reaccion catabolizada por la Triosafosfato Isomerasa.

La triosafosfato isomerasa, cataliza la transferencia del hidrégeno pro-R del C1 de
DHAP al C2 de D-GAP. El acido glutamico 165 es el responsable de la extraccién del
protén-R del DHAP vy la insercién del mismo en carbono 2 en la formacion de D-GAP*.
Ambos compuestos existen en solucidon como una mezcla de especies hidratadas vy libres,
pero la TPI solo utiliza las formas libres como sustrato. El mecanismo de reaccion ha sido
muy estudiado por diferentes técnicas tales como mutagénesis dirigida y cristalografia*’.
La actividad de la TPl es muy aita y adopta un plegamiento(a/B)s, es decir 8 cadenas 3
ordenadas en circulo y conectadas una con la otra por medio de una hélice a, comun en
varias enzimas que catalizan reacciones muy diversas®? (Fig 6).

Los sitios activos estan localizados en los C-terminales de la estructura de barril y
los residuos involucrados son Lys 13, His 95, Glu 165. Los dos sitios activos, uno en cada
mondmero parecen ser cinéticamente independientes; sin embargo por medio de ensayos
de renaturalizacién y mutagénesis se ha encontrado que la actividad catalitica requiere de
la asociacion de los monémeros. Mientras el dimero presenta una Vmax elevada, los

gea4e

monoémeros separados no presentan activida . La TPI no utiliza cofactores o iones

metalicos.
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Fig 6. A) Monémero de TPI; B) Dimero de TPl que muestra dos monémeros idénticos. Tomado de

http://www.prot.tpi./html

El papel que juega la TPl en el desarrollo de diferentes organismos es de suma
importancia, se ha observado que la deficiencia de TPl (menos de un 50% de lo normal)
provoca complicaciones en el desarrollo, las cuales derivan en la muerte ya que al no
haber TPI suficiente que catalize la interconversiéon de DHAP, esta se acumula siendo
téxica para el organismo®. Otras consecuencias de la deficiencia de TPI son: disfuncion
muscular progresiva, cardiomiopatia e incremento de la susceptibilidad a infecciones*®.

La distribucién y localizacion de TPI en cestodos no es conocida, esta enzima es
probablemente esencial para el parasito, ya que no existe evidencia de que otra enzima
realice funcién catalitica similar a la de la TPI.

tas TPls son muy conservadas en sus propiedades bioquimicas®® y a nivel de
estructura sin embargo, existen aa o regiones de aa no conservadas a nivel de estructura
primaria que pueden ser utilizadas para su inhibicién selectiva®”*°. A este respecto se han
identificado aa no conservados entre especies que son importantes para mantener la

|49

estructura y actividad de la TPI™. Un ejemplo, son estudios realizados en la TPl de
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protozoarios como Tripanosomas, Leishmanias y Entamoeba histolytica, los cuales
identifican una cisteina de interfase en posicién 14, que no esta presente en mamiferos, y
que al reaccionar con agentes sulfidrilo, afecta la estabilidad y actividad de la TP,
provocando una inhibicién dependiente de la concentracién y del tiempo® 492057,

Estudios en T. cruzi en los que se llevo acabo la sustituciébn de una histidina de
interfase (His 47) por una asparagina®, o la exploracién de sitios de unién en la interfase
del dimero de TPI%, asi como el cambio de una leucina en la posicién 183 de la TPl de P.
falciparum por glutamato mostraron cambios en la estructura y actividad de la enzima por
lo que se han considerado sitios potenciales para la inhibicion®. Ademas moléculas
aniénicas como colorantes (rojo congo, rojo 75, amarillo 50 etc.), son inhibidoras de la TPI
de P. falciparum, ejerciendo su accién de inhibicion por unién al sitio activo de la TPI
variando la conformacion e interfirendo con el acceso del sustrato a los residuos
cataliticos®.

La TPi de T. solium ha sido parcialmente caracterizada y se ha demostrado que el
sistema inmunie es capaz de reconocer y montar una respuesta contra esta enzima;
ensayos de vacunacién usando un modelo murino de cisticercosis mostraron que al
inmunizar con esta enzima, la carga parasitaria de los animales infectados se reduce en
un 50%%. Al igual que las otras TPIs la TTPI es muy conservada en su estructura, sin
embargo, existen regiones no conservadas que pueden ser responsables de la inhibicién
selectiva, como |la que corresponde al primer tercio de la molécula que es la regidon menos
conservada entre las especies, por lo que también ha sido sugerida como un blanco para

el desarrollo de inhibidores selectivos®®.
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3. HIPOTESIS
Dado que el primer tercio de la TTPI, es una regiéon poco conservada; los anticuerpos
creados en contra de esta region de la enzima reconoceran solo a la TPI de T. solium,

inhibiendo selectivamente su actividad.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Detemminar si los anticuerpos creados en contra del primer tercio de la TPl de 7. solium

(TTPI) inhiben la actividad de la enzima y evaluar la especificidad de dichos anticuerpos.

4.2 Objetivos Particulares

e Producir una TTPI recombinante en un sistema de expresiéon bacteriano.

e Producir un fragmento de 1/3 NH; -terminal de la TTPI (1/3NH-TTPI).

e Generar anticuerpos policlonales contra el fragmento 1/3NH,-TTP! y la TTPI.

e Realizar ensayos de inhibicién enzimatica de la TTPIl, con los anticuerpos

generados.
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5. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

5.1 Reactivos

El Isopropil-B-tiogalactosidasa (IPTG), los reactivos para medir la actividad enzimatica
(gliceraldehido 3-fosfato, NADH, a-glicerofosfato deshidrogenasa, trietanolamina, DTT), la
proteasa V8 tipo XVII-B de Staphylococcus aureus y el adyuvante saponina fueron
adquiridos de la casa Sigma Chemical Co. Las membranas de nitrocelulosa (NC) fueron
de la marca Hybond de Amersham Biosciences. Las columnas de resina acopladas a
metale;-niquel (HiTrap Chelating) fueron de la casa Amersham Biosciences. El resto de

los reactivos fueron de la mas alta calidad disponible en diversas casas comerciales.

5.2 Materiales biolégicos

Los conejos utilizados fueron de la cepa Nueva Zelanda, proporcionados por el bioterio de
la Facultad de Medicina de la UNAM. La cepa de E.coli utilizada fue la BL21DE3 (hsdS
gal Aclts857 ind 1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene1) deficiente en proteasas de la marca
comercial InVitrogen Corp. El plasmido de expresion fue el pRSET que contiene el
promotor fuerte para T7 que se induce con IPTG, ademas que permite expresar proteinas
recombinantes fusionadas a 6 histidinas que facilita la purificacién de la proteina. Los
sueros anti-TPI de S.scrofa, S.mansoni, E.histolytica fueron generados en el laboratorio

de Biologia Molecular de Taenia solium del departamento de Microbiologia y

Parasitologia de la Facultad de Medicina.
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METODOS

5.3 Transformacion

Se adiciond a 100 i de células competentes BL21DE3, 0.05 ug de DNA del piasmido que
contiene la region codificante de la TTPI fusionada a histidinas. La mezcla se incubo
durante 30 min en hielo y enseguida se someti6é a un choque térmico de 42° C durante 30
seg, posteriormente se adicion6 200 ul de medio SOC y se incubaron 30 min a 37°C en
agitacion, al termino de este tiempo las bacterias transformadas se adicionaron a 10 mL

de medio LB+ampicilina (50ug/ml) y se dejé crecer toda la noche a 37° C en agitacion.

5.4 Expresion

El cultivo de toda la noche fue agregado a 300 mL de medio LB+ampicilina (50ug/ml) e
incubado a 37° C en agitacién, hasta que el crecimiento bacteriano llegé a una DOggo nm =
0.8, en ese momento se indujo con IPTG a concentracion final de 1 mM e incubandose
durante 6 hrs a 37° C en agitacién. Pasadas las 6 hrs el cultivo se centrifug6é 3400 rpm, 10
min. Y el precipitado bacteriano obtenido se lavé con PBS 1x y se conservé a -70 °C

hasta su uso.

5.5 Purificacion de la TPl de Taenia solium (TTPI)

El precipitado bacteriano obtenido en la expresién se resuspendié en 10 mL de PBS 1X,
se lisaron las células con un Polytron a maxima velocidad tres veces, en intervalos de un
minuto sobre hielo, la suspensién fue centrifugada a 3400 rpm 10 min. Y el sobrenadante
se precipité con sulfato de amonio al 30 % toda la noche a 4° C. Al siguiente dia se
centrifugé a 3400 rpom, 10 min, y se realizdé una segunda precipitacidon con sulfato de
amonio al 60% a 4°C durante 3 hrs, pasado este tiempo se centrifugd a 10000 rpm 10

min., el pellet obtenido se resuspendié en 3 mL de PBS 1X y se dializé toda la noche
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contra PBS 0.1X. La muestra dializada se pas6 por una columna HiTrap Chelating (ver
anexo) y la proteina unida a la columna se eluyé con amortiguador de PBS-EDTA 50mM,
la proteina eluida se dializé contra PBS 1x y conservo a 4°C hasta su uso. La pureza de la

enzima purificada se determiné por medio de SDS-PAGE al 12% y tincién de Coomasie.

5.6 Cuantificacién de proteina

Fue realizada por espectroscopia a DO, nm diluyendo la proteina 1:100 en
amortiguador PBS 1x. La Abs obtenida se dividié entre el coeficiente de absorbcion de la
TTPI (1.3413) calculado en base a su nimero de aminoacidos aromaticos *’. El resultado

se multiplicé por el factor de dilucién.

5.7 Digestion
Se digirieron 965 ng de TTPI con 150ug de la proteasa V8 tipo XVII-B de S.aureus en 1.5
mL de amortiguador para dicha enzima (ver anexo) e incubando a diferentes tiempos de 2

hasta 32 hrs a 37°C.

5.8 Purificacion del primer tercio de la proteina (1/3NH, de TTPI)

La TTP! digerida se pasd por una columna HiTrap Chelating, a la que previamente se le
unié Ni ?* (ver anexo). La proteina unida a la columna se eluyé con un gradiente
conteniendo diferentes concentraciones de imidazol en PBS 1X (0.01, 0.05, 0.1, 0.25y 0.5
M). Una solucién de PBS 1X con EDTA 50 mM se utilizo para eluir por completo ia
proteina. Por medio de SDS-PAGE al 15% vy tincibn de plata o por

inmunoelectrotransferencia (IET) con los sueros anti-TTPls, se determiné en que fracciéon

se estaba eluyendo el primer tercio de la proteina.
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5.9 Produccién de Anticuerpos Policlonales.

Para la produccion de anticuerpos en contra de la TPI completa y del primer tercio de la
TTPI. Se inmunizaron conejos con 100 pg de cada proteina, tres veces con intervalo de
15 dias, usando como adyuvante 10 ug de saponina. Una semana después de la tercera
inmunizacién el conejo fue sangrado y el titulo de anticuerpos en el suero se determind
por IET. Finalmente el suero se obtuvo permitiendo a la sangre coagularse y por

centrifugacion a 3400 rpm por 30 min. El suero se guardo en alicuotas a -20°C.

5.10 Inmunodeteccion

Se prepard un gel de poliacrilamida con SDS al 12%, cargando én los pozos TPl de
diferentes especies en una concentraciéon de 500 ng de proteina por mm de gel; otro gel al
15% se cargo con el fragmento correspondiente al primer tercio de la TTPI. Después de la
electroforesis los geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa a 100 V
durante 45 min. La membrana fue incubada con el suero anti-TTPI completa a dilucion
1:500 y con el suero anti-1/3 NH, de TTP! a dilucién 1:2000 por 1 hr. Se lavo tres veces
con PBS-Twen 0.3% y se incubd durante 1 hr con un segundo anticuerpo anti-conejo
acoplado a peroxidasa. La membrana se lavo como en el paso anterior y fue revelada con
diaminobencidina (4 ng/10 mL) en PBS y 1 ulL de perdxido de hidrogeno. Suero de conejo

preinmune se utilizé6 como control negativo.

5.11 Ensayo de inhibicién

Para este ensayo se utilizd la proteina recombinante completa: 300 ng de enzima se
incubaron con cada uno de los sueros (anti-TTPI, anti-1/3NH,TTP! y normal) a diluciones
1:10 y 1:100 en amortiguador de trietanolamina 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM (TED)
durante una hora a 37° C. Como control de actividad se empleo enzima incubada bajo las

mismas condiciones pero sin suero. La actividad enzimatica de la TPI se midi6 a 25°C en
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1 mL de reaccién mediante la reaccion reversa, usando como sustrato al gliceraldehido 3-
fosfato empleando: 30 ng de TTPI incubada + 1 mM de G3P + 2 mM aGHD + 0.2 mM
NADH en amortiguador trietanolamina 100 mM, EDTA y DTT 1 mM. El decremento en la

DO del NADH fue observado a 340 nm.
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6. RESULTADOS

6.1 Produccion de la TPl de Taenia solium

Las bacterias con el vector pRSET conteniendo la regién codificante del cDNA para la TPI
de T. solium (pRSET-TTPI) fueron crecidas e inducidas a producir la TTPI recombinante
fusionada a una cola de 6 histidinas. La Figura 7, muestra un SDS-PAGE de la expresién
y purificacién de la TPl recombinante.

El carril 1 muestra un extracto total de bacteria que contiene el plasmido que
produce la enzima recombinante sin inducir; se observa que la fraccién esta compuesta
por un gran numero de proteinas bacterianas en un rango de 10-200 kDa. El carril 2
muestra a la bacteria inducida con IPTG para producir la enzima recombinante, se
observan las mismas proteinas del carril 1, resaltando la expresion de una proteina de 27
kDa. Finalmente, el carril 3 muestra una sola banda de 27 kDa, que corresponde al peso
molecular de la proteina purificada (TTPI), la cual se obtuvo por cromatografia de afinidad

a una columna Hitrap Chelating conteniendo niquel.

. <4— 27kDa

Fig 7. SDS-PAGE al 12%. Tincién de Coomassie. 1) Extracto crudo de E.coli sin inducir; 2)

Extracto crudo de E.coli inducido; 3) TP de T. solium purificada por cromatografia de afinidad.
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La purificacion por este método permiti6 obtener una TPl recombinante de
T.solium cuyo PM fue de 27 kDa y el proceso permitié un rendimiento de 10 mg/L de

cultivo.

6.2 Digestién

Puesto que se conoce la secuencia primaria de la TTPI¥, se realizé un andlisis
computacional de digestion con el programa PC/Gene para conocer el nimero de sitios
probables de corte por la proteasa V8 de S. aureus., encontrando 25 cortes en diversas
regiones de la enzima, los que generaban fragmentos menores a 3.5 kDa.

Para obtener y purificar el péptido 1/3 amino terminal de TTP! se procedi6 a digerir
la enzima producida, con la proteasa V8 de S. aureus. Para determinar ¢l tiempo 6ptimo
de digestion de la TTPI que generara la mayor cantidad del fragmento correspondiente al
primer tercio de la proteina, se realizaron varios ensayos de una cinética de digestion.

La figura 8 muestra las digestiones a diferentes tiempos hechas con la proteasa
V8; en el carril 1 se muestra la digestién de la TTPI por 2 horas, donde se observa una
banda muy fuerte de la TTPI (27 kDa) que comienza a digerirse mostrando una banda
muy tenue de aproximadamente 20 kDa, el carril 2 muestra el tiempo de digestién por 4
horas, en el se observa la TTPI continua digiriéndose y se observan 2 péptidos de 11y 20
kDa. Un patrén similar se observa en el carril 3, el cual muestra la digestién por 8 horas.
En el carril 4 se muestra la digestion por 16 horas, donde se aprecia con menor intensidad
la TTPI, los péptidos de 11 a 20 kDa siguen observandose pero también comienza a
aparecer una banda de un tamafio menor a 11 kDa; Ia digestion de 24 hr se muestra en el
carril 5, donde se observa que la banda de la TTPI desaparece en un 85% y aparece con
mayor intensidad un péptido de 11 kDa, ademas de los péptidos vistos en los carriles 2-4,
el carril 6 muestra la digestién por 32 horas, en la que se observa la desaparicion de la

TTPI y el enriquecimiento del péptido de 11 kDa, asi como otros de menor peso.
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Cabe mencionar, que la digestion por mas de 32 horas digeria completamente la
TTPI a fragmentos menores a 3.5 kDa. Eligiendo para futuros experimentos la digestion
de la TTPI por 32 horas a 37°C. Finalmente en el carril 7 se observa una sola banda de 27

kDa perteneciente a la TTPI sin digerir.

b
¥
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Fig 8. SDS-PAGE al 15% Tincion de Plata. Cinética de digestién de la TTPI con la proteasa V8 tipo
XVII-B de S. aureus. Tiempo en horas: 1) 2, 2) 4, 3) 8, 4) 16, 5) 24, 6) 32, 7) TTPI sin proteasa.

6.3 Purificacion del primer tercio de la proteina (1/3NH, de TTPI)

Después de las 32 horas de digestion, la proteina digerida se pas6 inmediatamente a
través de una columna HiTrap Chelating y se realizé un gradiente de elucién con imidazol
y PBS-EDTA. La Figura 9 muestra en el carril 1 la proteina completa antes de ser
digerida con un peso molecular de 27 kDa, el carril 2 muestra la elucién de las proteinas
digeridas con proteasa V8 unidas a la columna y eluidas con 0.05 M de imidazol, se

observan varios péptidos de diferentes tamarios en un rango de 11 a 20 kDa, el carril 3
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muestra la eluciéon con 0.25 M de imidazol, en el se observa solo un péptido de 11
kDa con buena concentracion, en el carril 4 se muestra la elucién correspondiente
a 0.5 M de imidazol y en el carril 5 se muestra la elucién con PBS-EDTA 50 mM,
en ambos casos no se observan ningun péptido en el carril. Cabe mencionar que
en ninguna de las eluciones se observaron péptidos menores a 11 kDa, sin
embargo bandas menores fueron producidas durante la digestién de 32 horas de
la TTPI (ver carril 6, Fig 8).

1 2 3 4 5

TRME

27kDa —>

11kDa  —§ e ——

Fig 9. Purificacion del primer tercio de la TTPI: 1) TTPI, 2) elucién con imidazol 0.05 M, 3) elucién
con imidazol 0.25 M; 4) elucion con imidazol 0.5 M; 5) elucion con EDTA 50 mM.

6.4 Determinacion de anticuerpos anti- 1/3NH; de TTPI
Una vez purificada la TTPI completa y el fragmento correspondiente al 1/3NH,-TTPI se
inmunizaron conejos para la produccion de los anticuerpos de interés, tal como se

describe en la metodologia.
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La presencia de anticuerpos en el suero anti-1/3NH,TTPI| se prob6 en un ensayo
de inmunodeteccién el cual se muestra en la figura 10. En el carril 1 se muestra una
membrana de nitrocelulosa con TPI de T.so/ium sin digerir, en la que el suero anti-1/3
NH,TTPI reconocié una banda de 27 kDa. Ei carril 2 muestra una membrana con una
digestion parcial (24 h) de la TTPI con proteasa V8, en la que el mismo suero reconoce
bandas de péptidos generados por fa digestion en un rango de 11 a 20 kDa, sin
reconocer bandas por debajo de 11 kDa; en el carril 3 se muestra una membrana con el
primer tercio de la TTPI purificado con la columna de Hitrap, donde se observa que el
suero anti-1/3NH,TTPI reconoce fuertemente esta banda de 11 kDa. Finalmente en el
carril 4 se muestra una membrana con el péptido de 1/3 de la TTPI incubada con suero
preinmune de conejo, en donde no se observa reconocimiento de bandas.

1 2 3 4

27kDa —»

11 kDa —»

-

Fig 10. Inmunodeteccion. Fracciones de la purificacion de fragmento de 1/3NH,TTPI incubados
con el suero anti-1/3NH,TTPI. Membranas con:1) TTPI completa; 2) Digestion parcial de TTPI 24
horas; 3) fragmento del 1/3NH,TTPI purificado por cromatografia de afinidad y 4) membrana con

1/3NH,TTPI incubada con suero preinmune de conejo.
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6.5 Especificidad de los anticuerpos obtenidos
Para evaluar la especificidad de los anticuerpos obtenidos contra diversas TPIs se realizé
un ensayo de inmunodeteccion el cual se muestra en la figura 11.

En la seccién A se muestran TPIs de diferentes especies enfrentadas a sueros con
anticuerpos dirigidos contra cada una de ellas. En el carril 1 se muestra una membrana
con TPl de T. sofium incubada con suero anti-TTPI, en el se observa el reconocimiento
de una sola banda con peso molecular alrededor de 27 kDa, el carril 2 se observa una
banda del mismo peso molecular que corresponde al reconocimiento de la TPl de S.
scrofa (cerdo) por su suero anti-TPI de cerdo, en el carril 3 se muestra una banda similar
(TPl de S. mansoni) que comesponde al reconocimiento del suero anti-TPl de
Schistosoma mansoni, y finalmente en el carril 4, se observa el reconocimiento de una
banda de 27 kDa (TP| de E. histolytica) por el suero anti-TPI de esta especie. En la
seccién B de la figura 11 se muestran membranas incubadas con suero anti-1/3NH,TTPI,
en el carril 1 se obserQa una banda de 27 kDa, dicha banda pertenece a la TPl de T.
solium, reconocida por el suero anti-1/3NH,TTPI. Los carriles 2, 3 y 4 pertenecientes a
membranas con TP| de S.scrofa, S.mansoni, E.histolytica respectivamente no muestran
banda alguna al usar el mismo suero. Por ultimo en el carril 5 se muestra una membrana
con TPI de T. solium incubada con suero preinmune de conejo, donde no se observan

bandas.
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Fig 11. Inmunodeteccién de TPI de diferentes especies: 1) T. solium; 2) S. scrofa; 3) S. mansoni; 4)
E. histolytica, seccion A: TPIs incubadas con sueros anti-TPl de cada especie y seccion B: TPIs
incubadas con suero anti-1/3NH,TP| de Taenia solium. 5) membrana con TPl de T. solium

incubada con suero preinmune de conejo.

6.6 INHIBICION POR ANTICUERPOS

Respecto a la inhibicién por anticuerpos encontramos que cuando 300 ng de TTPI
recombinante fueron incubados con el suero anti-TTPI y el suero anti- 1/3NH,TTP! a una
dilucién 1:10 se presentd una inhibicion en la actividad de la TTPI del 81% y 73.7%. En
una dilucién 1:100 de ambos sueros, se observé que inhibieron a fa TTPI en 64.0% y
52.8%, respectivamente. Como control de un 100% de actividad de la TTPI, utilizamos
una TTPI incubada sin suero. Como control del ensayo utilizamos una TTPI con un suero

normal de conejo a las mismas diluciones antes mencionadas, donde se observo que la
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actividad aumentaba un 9% a la diluciéon 1:10 y disminuia un 3.7% a la dilucién con
respecto al control de 100% de actividad. Estos datos se muestran en la gréafica de la

figura 12.

Inhibicion de la TTPI

120 +

% Actividad residual

Hanl Unl

S/suero Suero Suero Suero S/suero Suero Suero Suero
a-TTPI  a-1/3NH, TTPI NC o-TTPI a-1/3NH,TTPI NC
Dilucion 1:10 Dilucién 1:100

Fig 12. Inhibicién de la actividad enzimatica de TTPI por sueros. El eje Y muestra el % residual de

la actividad enzimatica de la TTPI. El eje de las X muestra los tratamientos con sueros.
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DISCUSION

Es indudable que México es un pais que ha estado a la vanguardia en el estudio del
complejo teniosis y cisticercosis causado por Taenia solium en todos sus aspectos, ya
que este representa un gran problema de salud que repercute en la economia del pais™®.
Por lo que son muchos los estudios que se han realizado con el unico fin de entender y
lograr erradicar dicha enfermedad.

Por otro lado en los ultimos afios el disefio de farmacos utilizando como blanco,
enzimas del metabolismo energético, ha tomado gran importancia para combatir parasitos
que generan enfermedades importantes como es el caso de la teniosis y la
tripanosomiasis solo por poner un par de ejemplos 205154,

El proposito de este trabajo fue evaluar si anticuerpos en contra de la TTPI
producian un efecto inhibitorio en la actividad de la TPI de T. sofium y de esta manera
contribuir al disefio de un tratamiento farmacoldgico y/o inmunolégico en contra de la T.
solium.

El primer paso para realizar lo antes mencionado fue la producciéon de una TTRI
recombinante; la produccién de una proteina recombinante es de suma importancia ya
que la cantidad de TPI que se obtiene a partir de cisticercos es poca, 10 ug a partir de 10
gr de cisticercos, por lo que en trabajos anteriores*” se realizaron varias formas de TP|
recombinantes funcionales de T. solium con propiedades bioquimicas caracteristicas de
TPIs de otros organismos ya reportadas™.

En esta tesis se logré purificar una TTPI recombinante fusionada en su parte
amino-terminal a una cola de 6 histidinas. Esta caracteristica nos permitié purificarta en un
solo paso utilizando una cromatografia de afinidad con metales, aprovechando la
propiedad de las histidinas de unirse a los mismos, como el niquel 2*, y la propiedad del

EDTA de quelar metales para eluir a fa TTPI con histidinas de la columna. Este método de
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purificacion resulté facil, rapido y permite obtener un alto rendimiento de la proteina (10
mg/L), con un alto grado de pureza, libre de proteinas bacterianos y con un peso
molecular de aproximadamente 27 kDa (Fig 7), peso que corresponde a una de las
subunidades de la enzima que conforman el dimero, dicho resultado concuerda con lo
reportado en la literatura #'42.

La obtencion del primer tercio de la TTPI se llevé a cabo mediante la digestion de
la enzima TTPI con la enzima V8 de S. aureus. La eleccién de esta proteasa se realiz
mediante un estudio computacional de digestion que se basé en la composicién de la
estructura primaria de la TTPI, asi como a la propiedad de la proteasa V8 de digerir en los
sitios carboxilo de la Asp y Glu. Este estudio predijo alrededor de 25 cortes que
generarian péptidos menores a 3.5 kDa, los cuales no visualizamos en el sistema de
SDS-PAGE, sin embargo observamos que la proteasa generé péptidos de mayor tamano
(5-11 kDa) a las 32 horas, lo que puede ser explicado por la estructura de la enzima que
hasta ese tiempo protegia sitios de corte no expuestos para la V8.

La purificacion del péptido amino terminal de la TTPI producido por la digestién de
la TTP! con la proteasa V8 por 32 horas, se llevé a cabo siguiendo la misma estrategia de
la cromatografia de afinidad con metales utilizada para purificar a la TTPi. Un péptido de
11 kDa fue purificado por este método (Fig 9) lo que sugiere que este péptido
corresponde al primer ter'cio de la TTP! pues se encontraba unido a las histidinas. Cabe
mencionar que dicho péptido se eluyd con imidazol 0.25 M a diferencia de la TTPI que se
eluia con EDTA-PBS 50 mM, dicha diferencia se debe tal vez a las propiedades
estructurales que cambiaron con el tratamiento de la digestion.

Este péptido y la TTPI completa mezclados con saponina como adyuvante se uso
para inmunizar conejos. La saponina se utilizo ya que estimula la respuesta inmune tanto
humoral como celular y tiene |la capacidad de llevar a los antigenos directamente al citosol

de las células presentadoras de antigeno.
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Los sueros producidos contra el 1/3NH, de TTP! y la TTPI completa reconocieron
especificamente a la TTPI (Fig 10) y fuetemente al péptido correspondiente al primer
tercio de la TTPI, asi como a varios péptidos generados por las digestiones , lo antes
mencionado resulta légico ya que la regién amino terminal de la TTP! sufre al mismo
tiempo varios cortes en diferentes partes por la enzima. Sin embargo, es importante
mencionar que ambos sueros producidos contra la TTPI no reconocen bandas por debajo
de 11kDa, a pesar que en la digestién por 32 horas se observa la presencia de péptidos
menores que no se unieron a la columna de metales, lo que sugiere que dichos péptidos
no pertenecen al 1/3 NH, de TTPI.

En cuanto a la especificidad de los anticuerpos obtenidos observamos que son
sumamente especificos pues no se presentd reaccién cruzada con las TPIs de otros
organismos a pesar de ser una enzima muy conservada; por mencionar un ejemplo: la
identidad encontrada en la secuencia de aa de la TTPI y la TPI del humano, hospedero
definitivo del parasito es del 59% "8 (Fig 11).

Ensayos de inhibicién mostraron que los anticuerpos presentes en el suero anti-
TTPI completa y anti-1/3 NH,TTP! inhiben especificamente la actividad de la enzima en
un alto porcentaje y que el suero normal de conejo aumenta en 9% la actividad de la
TTPI, respecto al control, sin embargo este dato no es estadisticamente representativo
pues la desviacion estandar que presenta es muy alta(dato no mostrado).

Estos resultados de inhibicion y la especificidad que muestran los anticuerpos de
los sueros anti-TTPI, sugieren que estos no danarian a las TPIs de otros organismos,
como a las del cerdo y humano hospederos de T. solium. Por otro lado, puesto que el
porcentaje de inhibiciébn por ambos anti-sueros es muy similar, nos hace pensar que la
region 1/3 NH, de TTPI es importante para estabilizacién y/o funcién catalitica de la

enzima, aunque mas estudios deben realizarse para esclarecer lo entes mencionado.
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Podemos concluir que los resultados obtenidos en este estudio muestran que los
anticuerpos podrian ser utilizados como inhibidores especificos de la TPI, abriendo las
puertas para el disefio de nuevas moléculas inhibidoras que puedan ser utilizadas para el

tratamiento y control del binomio teniosis-cisticercosis.
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8. CONCLUSIONES
Se encontré que los anticuerpos presentes en los sueros anti-TTPI y anti-1/3NH,-
TTP! son inhibidores especificos de la actividad de la TTPI.
Se determiné que el primer tercio de la TTPI es una regién importante para la
funcién catalitica y/o estabilidad de la enzima.
Se sugiere al primer tercio de la TTPI como un buen candidato para el disefo de

inhibidores especie-especificos que permitan erradicar a fa T.solium.
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9. ANEXOS

Medios de cultivo, soluciones y amortiguadores.

MEDIO LB

Triptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr.
NaCl 10 gr.

Los componentes se disuelven y se aforan a un litro de agua, y el pH se ajusta a 7.0, se

esteriliza en autoclave por 20 min a 15 Lb de presidn en ciclo liquido.

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS SALINO pH 7.4 (PBS), 1 L.

NaCi 137 mM
KCI 2.7mM
Na;HPO, 7H,0O 4.3mM
KH2PO,4 1.4mM

AMORTIGUADOR DE CARGADO PARA PROTEINAS

H,O desionizada 3.8mL
Tris-HCI0.5M pH 6.8 1.0mL
SDS 10% 1.6mL
2-mercaptoetanol 0.4mL
Azul de bromofenol 50ug
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AMORTIGUADOR DE ELECTROFORESIS PARA PROTEINAS 10X, 1L

Tris base 302g
Glicina 188.0g
SDS 10% 100 mL

AMORT!IGUADOR DE TRANSFERENCIA PARA PROTEINAS, 1L

Metanol 20%
Tris base 25mM
Glicina 192mM

AMORTIGUADOR PARA PROTEASA TIPO XVII-B DE S.aureus, 10 M}

PBS 2X 2mL
SDS 10% 0.2 mL
Glicerol 20% 2mL
2-mercaptoetanol 2mM 1.4l

AMORTIGUADOR TED 100/10/1, 100mL, pH 7.4.

Trietanolamina 100 mM 1.857 g.
EDTA 10 mM 2 mL de Stock 0.5 M
DTT 1mM 100 pL de Stock 1M

Aforar al volumen indicado con agua bidestilada y ajustar el pH si es necesario.
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GEL DE POLIACRILAMIDA

Gel separador

12% 15%
Acrilamida 2.1mL 26mL
Tris-HCI 1.25mL 1.5mL
H20 1.3 mL 1.5mL
SDS 10% 100 pL 120uL
Persulfato de amonio 10% 33uL 40 L
Temed 3.3uL 4ul
Gel concentrador

12% 15%
Acrilamida 650uL 800uL
Tris-HCI 750 pL 900uL.
H20 1.4 mL 1.65 mL
SDS 10% 30uL 36 uL
Persulfato de amonio 10% 10pL 12pL
Temed 1.5puL 1.8uL

COLUMNA CHELATING HITRAP

Lavar con 2-5 mL de H,O

Pasar 1 mL de niquel %" e incubar 2 minutos.

Lavar con 2 mL de H,O.

Equilibrar con 5 mL de PBS-NaCi 0.5 M

Pasar la proteina

Lavar con 5 mL de PBS-NaCi 0.5 M

Eluir con 1 mL de imidazol 0.01M, 0.05M, 0.1 M, 0.25M y 0.5M.
Eluir con 3 mL de PBS-EDTA 50 mM.

Lavar la columna con 5 mL de H,0.

© O N O O Hd W N =2

10. Guardar la columna con etanol al 10 %, si no se va utilizar la columna por un tiempo
prolongado.
NOTA: para evitar la formacioén de burbujas, ejercer presiéon constante al adicionar las

soluciones.
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