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RESUMEN.

Dada la importancia de la teniosis y la cisticercosis producida por Taenia solium; y
siendo ambos padecimientos un gran problema econdmico y de salud es
necesario no solo conocer el ciclo biolégico para prevenir y controlar a dicho
parasito en nuestra poblacion, sino también caracterizar a sus genes y sus
productos enzimaticos involucrados en procesos fisiolégicos importantes para el
parasito. Este trabajo tuvo como objetivo aislar y caracterizar la region estructural
del gen para la enzima Glutatibn S-transferasa (GST), proteina que destoxifica
especies reactivas de oxigeno.

Se purific6 el DNA gendémico (gDNA) de la larva Taenia solium, el cual fue
utilizado para obtener la region estructural del gen de la GST de 25.5kDa; para
esto el gDNA se utilizo en la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), utilizando un par de oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia de
cDNA previamente obtenida de esta enzima. Se obtuvo un fragmento de DNA de
~1000pb observado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Este
fragmento se cloné en el vector pCRIl y con éste se transformaron bacterias
Escherichia coli. Las bacterias transformadas conteniendo los plasmidos
recombinantes (fragmento de interés) se aislaron. Se aisl6 DNA de cada una de
las clonas y se les determiné su secuencia nucleotidica. Los andlisis de las
secuencias nucleotidicas revelaron que efectivamente este fragmento codifica
para la region estructural del gen de la Glutation S-transferasa de 25.5kDa, el cual

fue comparado con su cDNA.



INTRODUCCION.

Taenia solium causa los padecimientos conocidos como taeniosis y cisticercosis
constituyendo problemas de salud publica y veterinaria que prevalecen tanto en
areas urbanas como rurales, donde se asocian a las practicas tradicionales de
crianza de cerdos, malas condiciones sanitarias e higiénicas, ignorancia y
pobreza; siendo la carne de cerdo cruda o mal cocida infectada con la larva de
este parasito la fuente principal de transmision de la teniosis y consecuentemente
de la cisticercosis. La cisticercosis se encuentra en Africa, Asia y Latinoamérica;
en particular México y Brasil son los paises que presentan altas frecuencias.

La contribucién que tiene la cisticercosis humana en las tasas de morbilidad y
mortalidad es resultado del desarrollo del cisticerco en el sistema nervioso central
(SNC), lo que frecuentemente causa discapacidad fisica y en ocasiones la muerte.
Se ha sugerido que la principal consecuencia de la teniosis en la salud es la
desnutricion, aunque aun no se ha demostrado en forma concluyente como con
otras parasitosis. En la actualidad se han propuesto elaborar vacunas como
alternativa para erradicar la cisticercosis porcina las cuales aun no han sido
suficientemente evaluadas; como ejemplo de ello se tienen dos antigenos
provenientes de una biblioteca de cDNA de T. crassiceps, un antigeno
recombinante y tres péptidos provenientes de T. solium, asi como un complejo
antigénico a partir de metacéstodos de T. solium.*

En la basqueda de eliminar a T. solium se ha optado por caracterizar parcialmente
al gen que codifica para la enzima Glutatién S-transferasa 25.5kDa (GST); enzima
que es importante para dicho parasito. Esta enzima pertenece a una familia de
enzimas de gran importancia en mecanismos de desintoxicacion celular, es una
enzima dimérica que protege células conjugando el Glutation reducido (GSH, y-
Glu-Cys-Gly) a xenobiéticos enddgenos o exdgenos como drogas o metabolitos
toxicos producidos por estrés oxidativo. El glutation reducido también es substrato
de otras enzimas de defensa como la glutation peroxidasa, y GSTs, que
destoxifican aldehidos y peroxidos téxicos, ademas de neutralizar especies
reactivas oxigenadas. En mamiferos se han descrito seis clases de GSTs solubles
las cuales son: alfa, mu, kappa, pi, sigma y teta. Esta clasificacion esta4 basada en



las diferencias en su estructura, bioquimica, propiedades inmunologicas Yy
estructura del gen.

Debido a la carencia de citrocromo P-450, catalasa, asi como a la baja expresion
de glutatibn peroxidasa; se ha considerado que la enzima GST por su gran
abundancia en helmintos es el principal sistema de destoxificacion. Por lo que es
una de las moléculas selectas para desarrollar una vacuna y drogas nuevas contra
las helmintiasis. El disponer de las secuencias completas de los genes que las
codifican nos permitirA conocer como estos son regulados. Ademas de poder
producir GSTs recombinantes para estudios bioquimicos basicos e inmunoldgicos

como los ensayos de vacunacién.?>+>°



ANTECEDENTES.

TAENIA SOLIUM 81!

Clasificacion taxonémica:

Reino: Animalia
Rama: Platyhelminthes
Clase: Cestoidea

Subclase: Cestoda

Orden: Ciclophylidea
Género: Taenia
Especie: solium

» MORFOLOGIA DE Taenia solium.

Taenia solium presenta un cuerpo alargado, adaptado a la forma tubular del

intestino, dividido en 3 regiones: Escoélex, Cuello y Estrébilo.

»

»

»

Escdlex o cabeza: Se localiza en el extremo anterior es una estructura no
plana, en la mayor parte de los cestodos es de tipo cuboide; posee 4 ventosas,
el cual es un organo de fijacion y puede tener funciones de nutricion y
sensoriales, exhibe un rostelo apical proyectable, armado de una doble cadena
de 22 a 32 ganchos de dos tamarios distintos.

Cuello: Después del escolex se presenta esta porcion muy pequefia, que
todavia no estd segmentada, se considera como una region de tejido
indiferenciado; da origen a la cadena de proglétidos.

Estrobilo: Formado por segmentos, llamados proglétidos, cada uno de ellos
con uno o mas juegos de érganos de reproduccién. Su niamero oscila desde
tres hasta varios miles. Los proglétides van cambiando conforme se van
alejando del escélex cambian en tamafio haciéndose mas grandes y cambian
en las estructuras que contienen, en funcién de todo esto se dividen en 3 tipos:
proglétides inmaduros, maduros y gravidos, el elemento fundamental para
dividirlos es la evolucion de sus 6rganos reproductores; los proglotidos gravidos

son puro utero lleno de huevos; cuyo 6rganos sexuales se han atrofiado.



Los drganos reproductivos femeninos y masculinos estan presentes en cada
segmento. La fertilizacion puede ocurrir dentro de un solo proglétido, o entre
proglétidos del mismo o diferente gusano (Ver figura 1,2,3).”%%°

Toda la cadena de la tenia incluyendo el escélex puede tener una longitud de 2 a 7
metros, hasta el caso extremo de medir entre 15 a 18 metros de longitud y cerca
de 1,000 proglétides; son de los parasitos mas largos en el intestino del hombre,
aunque son muy delgados, esto permite que se doble varias veces en la luz
intestinal (Ver figura 4).” 121314

El resultado de la unién de las células de ambos sexos es el huevo, que se
produce en grandes cantidades, hasta 200,000 o mas por aparato genital
femenino por dia. Esto se debe a que un porcentaje pequefiisimo de los huevos o
larvas seran capaces de infectar a un nuevo huésped y el parasito debe asegurar
el ciclo ’

El huevo es una estructura esférica que mide un promedio de 40 micras, tiene una
capa externa que generalmente se pierde, es decir, no siempre se observa; en el
interior se localiza el embrién que recibe el nombre de oncosfera o también
hexacanto, porque tiene 6 ganchos; este huevo es idéntico al de Taenia saginata,
por lo que si llegamos a ver huevos en la materia fecal o Unico que podemos
diagnosticar es teniosis, pero no podemos decir de qué especie se trata por su
semejanza entre las dos especies; en tanto que si se observa proglétidos o el
escolex se puede determinar la especie (Ver figura 5).*

El sistema nervioso esta constituido por el complejo de ganglios del escélex. Las
fibras nerviosas se extienden a lo largo de los proglotidos con conexiones
laterales. Algunos de los neuropéptidos de importancia en la transmision de
estimulos son la serotonina y la acetilcolina.

La osmoregulacion y la excrecion dependen de un sistema protonefridial con dos
pares de canales laterales y conexiones transversas.

Los cestodos carecen de sistema digestivo, en su lugar, poseen una superficie
externa de gran importancia fisiologica, el tegumento, un sincicio anucleado

cubierto de extensiones citoplasmicas, variables en tamafio y nidmero, conocidas



como microtricas (comparadas con las microvellosidades intestinales), que
amplifican el area de absorcion del gusano.

El tegumento contiene enzimas, sistemas especificos para el transporte de
moléculas y iones, es un érgano de proteccion, auxiliar en la locomocion y sitio de
transferencia metabdlica. El elemento mas externo del tegumento es el glicocalix,
una cubierta protectora que inactiva algunas enzimas del huésped y contiene
amilasas utilizadas para degradar azUcares complejos. Una caracteristica comun a
los cestodos es la presencia de cuerpos calcareos. Debajo del tegumento se ubica

una capa de musculos longitudinales y circulares, no estriados (Ver figura 6).%°*°
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Figura 3 Proglétidos gravidos de T. solium

Figura 5 Huevo de T. solium

Figura 4 T. solium adulto
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CICLO BIOLOGICO DE Taenia solium.

Su ciclo biolégico muestra tres estadios, embrion, larva y adulto y es de tipo
paurometabolo, puesto que los adultos con relacién a las larvas que salen del
huevo, son mas grandes, tienen genitales desarrollados y presentan algunas
modificaciones en su morfologia externa.’

El hombre es el hospedero definitivo del gusano adulto; habitualmente existe un
parasito y de ahi el nombre comin de solitaria. La Taenia puede infectar al
humano hasta por 25 afios. El hospedero intermediario es el cerdo y
desafortunadamente también el hombre, 121314

La forma infectante o de transmision para dar origen al padecimiento teniosis es la
carne de cerdo mal cocida con cisticercos, la carne al ser ingerida parcialmente
por el hombre llega al estdmago, liberdndose el cisticerco en el intestino delgado a
nivel de yeyuno, donde evagina su escoélex adhiriéndose a la mucosa en la pared
intestinal con ayuda de sus ventosas y de sus ganchos, para asi transformarse en
un pardsito adulto; después de 5 a 12 semanas comienza a originar huevos, y la
cadena estrobilar se encuentra ya completa y con ello liberandose proglétides
gravidos o huevos al medio ambiente; los huevos al ser ingeridos por cerdos o
humanos pasan al estbmago y por accién del jugo gastrico y en el intestino por las
sales biliares su embri6foro se rompe y libera el embrion u oncosfera de su
cubierta, una vez liberada esté atraviesa la pared intestinal para llegar hasta los
vasos sanguineos para viajar por la circulacion, siendo llevada a musculo estriado
preferentemente, tejido y érganos, en donde de 12 a 15 semanas se transforma en

cisticerco (Ver esquemas 1,2). "*°



CICLO NATURAL DE LA TENIOSIS Y CISTICERCOSIS

Subutiheo

Gisticercos pueden
localizarse 4

Ciclo Accidental de ln Gisticercosis Humana; 2

¥

El humano contrae disticercosis Vegetales Contominacion  Agua de hl:
después de ingerir hueves de km::m fecol ~ contoming
Toeria solium. Maneros comunes plpeplen

de contaminacion incluyen..

Esquema 1 Ciclo bioldgico de Taenia solium.

Esquema 2 Muestra el resumen del ciclo de los padecimientos de taeniosis y cisticercosis observandose en los
cuadros el hospedero definitivo (hombre) y hospedero intermediario (cerdo).



10

TENIOSIS.

La teniosis es una infeccidén producida por los helmintos de la familia Taenidae en
su fase adulta. Existen dos especies que afectan a los humanos: Taenia solium y
Taenia saginata, mismas que requieren dos hospederos intermediarios (cerdo y
res). Es muy importante tener en cuenta que la teniosis por T. solium es
transmitida por alimentos de ganado porcino, y que la Unica forma para adquirirla
es comer carne con cisticercos mal cocida.

El portador puede permanecer infectado por varios afios. Aproximadamente cuatro
meses después de la infeccidn la tenia adulta libera diariamente con las heces del
portador alrededor de 300 000 huevos con capacidad de infectar a seres humanos
y a cerdos causando un grave riesgo al individuo que tiene teniosis por Taenia

solium ya que por un proceso de autoinfeccion interna puede adquirir cisticercosis.
(Ver figura 7y 8)

Figuras 7 y 8 Taenia solium adulto provoca el padecimiento teniosis solo en su hospedero definitivo el humano al lado
derecho se muestran los huevos que provocan la enfermedad cisticercosis tanto en cerdos y humanos estos Ultimos
hospederos accidentales.
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» Epidemiologia.

La frecuencia de infecciones de T. solium informadas en México provienen de
estadisticas oficiales las cuales notificaron alrededor de 13 000 casos anuales en
los afios de 1986 a 1990, y a partir de 1991 se reportaron alrededor de 8 000
casos anuales de Taenia sp. Asi mismo las frecuencias mas altas para Taenia sp.
se presentan en el grupo de 5 a 14 afios (35.3%), seguido por el de 1 a 4 afios de
edad, sin diferencias significativas por sexo, en cambio, los estudios
epidemioldgicos informan que el parasito adulto se presenta en todas las edades y

que alcanza su pico en grupos de 16 a 45 afios.*

» Patogenia y manifestaciones clinicas.

A pesar del gran tamafio de las tenias, desde el punto de vista fisiopatogénico,
podemos decir que practicamente no produce dafio, ya que sélo esta adherida a la
pared intestinal;, la irritacion que llega a producir en la pared intestinal es
practicamente nula y en realidad lo que esta haciendo es robar nutrientes,
tomandolos de la luz intestinal antes de que lleguen a la pared y se absorban para
utilidad del organismo humano. La clinica de la teniosis es bastante inespecifica y
en la mayor parte de los casos pasa inadvertida. Las manifestaciones que llegan a
producir son, sensacion frecuente de cansancio, asi como de somnolencia
sensacion de incomodidad digestiva por lo que diagnosticarla clinicamente no es
posible; los sintomas que pueden atribuirse a la teniosis son dolor abdominal,
diarrea y cefalea. Se ha sefialado que eventualmente pueden presentarse cuadros
de suboclusion intestinal y en forma excepcional colecistitis por penetracion del
parasito a las vias biliares. También puede, llegar a suceder que cuando un
proglétido se introduce en la luz del apéndice, irritando sus paredes se convierte

en apendicitis verminiosa.

» Diagnaostico.
La teniosis generalmente es asintomatico, y su diagnéstico se realiza identificando
los proglétidos gravidos y escolex en materia fecal, los cuales deben ser

observados al microscopio para la identificacion de la especie; o bien, por el
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analisis de los huevos mediante técnicas coproparasitoscépicas de sedimentacion
y flotacion, cuya sensibilidad no es mayor de 60%. En etapas tempranas de la
enfermedad, es posible la deteccion de anticuerpos; también se puede recurrir a
un ELISA para deteccion de coproantigenos, con una sensibilidad del 100% y
especificidad de 95%, mismo que no distingue especie, aspecto muy importante,
ya que el portador de T. solium es el principal factor de riesgo en la adquisiciéon de
cisticercosis; otra opcion es el tamizado de heces el cual consiste en tener tamices
o coladeras, con malla de alambre de diferente didmetro, cada tamiz se embona
uno sobre otro colocando el tamiz mas grueso hasta arriba y el mas fino hasta
abajo, después se coloca encima la evacuacion de 24 horas; el principio de
tamizado es gque todo objeto mayor al espacio que hay en la malla no pase, los
proglétides de Taenia no pasan la malla, como algunos otros helmintos grandes
como Ascaris lumbricoides, de esta manera aislamos proglétides de Taenia y el
altimo tamiz sirve para aislar el escélex.

Los huevos no son de utilidad para este objetivo, ya que los huevos de T. solium y
T. saginata son indistinguibles. Un método habitual para diferenciar las especies
consiste en la tincién de tinta china de proglétidos gravidos a través de la apertura
genital lateral para contar las ramas uterinas primarias que en T. saginata posee
mas de 12 y T. solium 10 o menos. También se estan desarrollando nuevas
variantes diagndsticas; entre ellas se encuentran los anticuerpos monoclonales
dirigidos a atacar antigenos especificos que puedan diferenciar entre T. solium y
T. saginata. Se han obtenido secuencias repetidas especificas de ADN para
emplearlas en el diagnostico por hibridacion y se ha iniciado el estudio de
anticuerpos locales y sistémicos en la teniosis, los que quiza también podrian ser
utilizados para el diagnostico. Estas pruebas diagnosticas aun estan en etapa

experimental y no se encuentran disponibles en el mercado. 6%’

» Tratamiento.
La droga de eleccién es la niclosamida que actia directamente sobre los
proglotidos, haciéndolos susceptibles a la accion de las enzimas proteoliticas del

hospedero. No tiene accion en contra de los huevos ni contra los cisticercos. Se
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ha sugerido que el medicamento puede exponer al paciente al riesgo de contraer
cisticercosis, pues destruye los proglétidos y libera los huevos dentro de la luz
intestinal, por lo que la administracién de un laxante una o dos horas después del
tratamiento es obligada, asi como la disposicion adecuada de excretas. El
praziquantel es la segunda droga de eleccion. No se conoce bien su mecanismo
de accion; se sugiere que lesiona el tegumento del parasito adulto y de la larva
interfiriendo con los canales iénicos principalmente del calcio. Es bien tolerada,
tiene una toxicidad baja y minimos efectos secundarios, con una eficacia del
100%. El albendazol es la tercera droga de eleccion, sobre todo en menores de
cinco afios de edad. Es bien tolerada y produce efectos secundarios minimos y
actia sobre los parasitos adultos y los cisticercos. La ventaja de este
medicamento es que no sélo actia contra la Taenia sp., sino también contra la
mayor parte de otros cestodos y nematodos frecuentes. Su desventaja es que
debe administrarse durante tres dias consecutivos. En individuos con cisticercosis
cerebral esta droga siempre va acompafiada con medicamentos supresores de la
respuesta inmune. Después del tratamiento para portadores del parasito adulto es
indispensable tener la certeza de que se ha resuelto el problema, aislando el
escolex por medio de un tamizado usando materia fecal del paciente de las
siguientes 48 horas, si el escélex no se aisla, en un par de meses tendremos
nuevamente una Taenia completa.

En la busqueda de tratamientos efectivos y su mecanismo de accién, actualmente
se estan llevando a cabo investigaciones orientadas al estudio de la cinética y los
mecanismos intracelulares y moleculares del proceso de evaginacion de la tenia;
de su adhesion al intestino; del papel del pH y de los iones sodio, calcio y
magnesio en el proceso de evaginacion y de la longevidad de los huevos en

diferentes medios y soluciones.™"*7 1819
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CISTICERCOSIS.

La cisticercosis es la enfermedad parasitaria producida por la forma larvaria del
género Taenia, se ha mencionado que la teniosis se adquiere por la ingestién de
carne de cerdo con cisticercos y que el hombre es el Unico hospedero que puede
alojar al parasito adulto, de manera que éste es la Unica fuente de infeccién que
causa la cisticercosis en el hombre y cerdo. Este padecimiento se encuentra en
muchos sitios en el mundo, uno de ellos es México. La cisticercosis se desarrolla
después de ingerir huevos de T. solium, por contaminacion de alimentos o bebidas
con heces humana; dichos huevos liberan el embridon para llegar a circulacion y de
ahi distribuirse en cualquier tejido, preferentemente elige 4 localizaciones que son
en forma descendente: tejido celular subcutdneo y musculo; sistema nervioso
central u ojo, después en cualquier sitio como corazén, higado, pulmén y cavidad
abdominal raramente llegan y se desarrollan en médula espinal.® Al llegar el
cisticerco a los tejidos, produce dafo, esto depende de acuerdo con el nUmero de
cisticercos y al tejido en que se localice. La estructura del cisticerco tiene forma
ovoide, una cubierta o envoltura a manera de un saco color blanco nacarado u
opalescente, su interior esta lleno de liquido transparente, normalmente contiene
un escolex, posee una glandula que segrega proteinas y enzimas proteoliticas con
las que el parasito se ayuda a formar una capsula inflamatoria en los 6rganos

mencionados. (Ver figura 9)

Figura 9 Muestra la larva de T. solium en su membrana, alojada en
musculo de cerdo.
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» Estudios epidemioldgicos.

» Cisticercosis humana

Los primeros estudios para conocer la frecuencia de neurocisticercosis se
realizaron en hospitales y en series de necropsias. En los estudios hospitalarios,
México sefiala que hasta 43.3% de los casos eran asintomatico, y 80% fueron
hallazgo de autopsia. Actualmente las estadisticas oficiales informan un promedio
anual de 500 casos de cisticercosis, con una tasa nacional cruda de 0.6 por
100,000 habitantes. No existen diferencias por sexo y el grupo mas afectado es el
de 15 a 44 afios de edad. 1*1819%0

» Cisticercosis porcina

Los estudios epidemiolégicos de la cisticercosis porcina han mostrado que a
mayor edad, mayor tasa de cisticercosis, con un pico maximo a los 11 meses,
probablemente como consecuencia de la mayor exposicion al parasito, se ha
demostrado que a partir de los dos meses ya se encuentran cisticercos en higado,
y de los cuatro a seis meses de edad, en musculo. Se ha encontrado que un
mayor numero de lechones de dos meses se infecta en la época de sequia
cuando hace mucho calor. Este hecho seria util para planear una campafa de
prevencion. Se ha demostrado que las pruebas inmunodiagnésticas en suero no
detectan enfermedad sino exposicion al parasito, por lo que su utilidad en estudios
epidemiolégicos es trascendental para detectar los focos de transmision en donde

se pueden aplicar las medidas de prevencién y control. 1*°1819.20

Patogenia y manifestaciones clinicas.

El periodo entre la infeccion inicial y la aparicion de los sintomas es muy variable;
éste puede ser de algunos meses o de varios afos. El cuadro clinico depende de
si la cisticercosis es subcutanea, muscular u ocular. 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. Su localizacion
mas comun es la subaracnoidea, seguida de la parenquimatosa. Patogénicamente

la cisticercosis tiene muchas posibilidades diferentes de dafio, desde no producir
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dafio hasta generar la muerte, un cisticerco en el tejido celular subcutaneo como
en tejido muscular no produce ningun problema, se manifiesta sélo porque se
siente una tumoracion, en general mientras el cisticerco esta vivo no hay dafio,
cuando el cisticerco muere se rompe la cubierta o membrana y se libera todo el
material que ahi esta contenido; ese material es un inmundégeno muy importante; a
consecuencia de la liberacion de esos productos viene un proceso inflamatorio
intenso que se traduce en sintomatologia y mas si son demasiados cisticercos, la
viabilidad de estos se estima en aproximadamente 5 afios, posteriormente mueren
y se liberan estos productos; si un solo cisticerco que esta en el parénquima y en
un lugar importante para el cerebro, produce una alteracion neurologica que se
traduce en datos clinicos como paresia, paralisis, movimientos involuntarios,
etcétera, o simplemente en cefaleas constantes; o si se localiza un solo cisticerco
en los conductos del transito del liquido cefalorraquideo, mientras el liquido pase
no hay problema, pero cuando el cisticerco es mayor que el orificio ocluye a éste y
al tapar los agujeros de Luschka o de Magendi, es suficiente para producir un
dafio terrible y hasta fatal; al obstruir mecanicamente el transito de liquido
cefalorraquideo, se presentan otros mecanismos como irritativos o inflamatorios;
por esta razon se dice que no se puede hablar de la clinica de la cisticercosis

porque no es una sino que pueden ser muy diferentes. »*>18:2021

» Diagnoéstico.

» Cisticercosis humana

Actualmente el diagnostico se debe apoyar con estudios de imagenes: la
tomografia computarizada (TC), asi como la resonancia magnética (RM). Esta
ltima es considerada como la técnica de eleccion en la practica clinica, ya que es
mas sensible que la TC para diagnostico de neurocisticercosis activa.
Desafortunadamente estas técnicas de imagen no son accesibles para la mayor
parte de la poblacion que padece la enfermedad; por ello se estan desarrollando
pruebas diagnésticas, econdémicas y practicas, orientadas a la identificacion de
anticuerpos del cisticerco. La técnica que actualmente ha mostrado mayor

sensibilidad (99%) y especificidad (99%) es una basada en la
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inmunoelectrotransferencia (IET). Si la prueba es utlizada en liquido
cefalorraquideo existe la certeza de que se trata de neurocisticercosis, pero si se
realiza en suero, un resultado positivo no necesariamente indica la enfermedad,
sino el contacto con el parasito; por ello se estdn evaluando ensayos que
determinan la presencia de antigeno parasitario para distinguir entre las
infecciones activas y las inactivas o la exposicion al parasito. En la actualidad se
usan 3 clases de antigenos, el antigeno somatico completo que consiste en hacer
un machacado de cisticercos para obtener las proteinas solubles llamada antigeno
somatico completo; el antigeno somatico incompleto constituye fracciones
semipurificadas a partir de antigeno somatico completo, una de estas fracciones
mas efectivas en el diagnostico es la fraccidbn de glicoproteinas obtenidas por
medio de una cromatografia con la lectina de Lens culinaris, y el antigeno de
secrecion/excrecion compuesto de las proteinas que el parasito secreta o excreta
en medios de cultivo. Cuando es antigeno somatico completo y da positivo, nos
sugiere que el cisticerco ha muerto y ha liberado los productos antigénicos y se
han producido anticuerpos especificos para ésta; cuando solamente tenemos
anticuerpos positivos para excreciones y secreciones quiere decir que los
cisticercos estan vivos, ya que los antigenos que estan liberando son productos de
su metabolismo, por eso es muy importante saber qué tipo de antigenos estamos
usando para hacer la prueba y ademas que tipo de antigeno se puede usar para
valorar si el cisticerco ésta o no vivo; si aumenta el nimero de anticuerpos en el
antigeno completo somatico lo mas probable es que estén muriendo los
cisticercos.

» Cisticercosis porcina

El diagndstico se puede realizar antemortem (en pie) o posmortem (en la canal). El
diagnéstico antemortem se lleva a cabo con un examen visual y con la palpacion
de la lengua en busqueda de cisticercos. Con este método soOlo puede ser
detectado un pequefio numero de animales afectados. En el ultimo quinquenio, se
han estudiado pruebas diagnésticas como el ELISA y la IET, y se ha encontrado
que esta ultima tiene una sensibilidad y especificidad de hasta 100% . El

diagnéstico posmortem se realiza generalmente en rastros, para lo que se hacen
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cortes en los musculos y visceras en busqueda de cisticercos; aun cuando se
realiza la inspeccién en forma esmerada, algunas infecciones leves llegan a pasar

desapercibidas, generalmente cuando hay menos de 10 cisticercos. »*>18:20.21

» Tratamiento.

» Cisticercosis humana

El tratamiento de la cisticercosis es dificil desde el punto de vista quirlrgico, este
se realiza s6lo cuando es accesible quitar los cisticercos sin provocar dafio al
paciente. En la cisticercosis ocular, éste debe ser quirdrgico y temprano con
extirpacion limpia de todo el parasito vivo. Cualquier tratamiento que cause la
muerte del parasito conduce a la reaccion inflamatoria y serias lesiones en el ojo.
Los cisticercos subcutaneos también deben extirparse quirdrgicamente y al abrir la
pieza quirdrgica puede identificarse a simple vista la larva. Es recomendable
mantener al paciente en observacion y llevar a cabo reacciones seroldgicas cada
4 meses, pues la permanencia de la reaccion seroldgica es indice de que el
paciente tiene otros cisticercos ademas del que se extirpd, y si es positivo en el
liquido cefalorraquideo indica que hay cisticercos en el sistema nervioso central.
La cisticercosis del sistema nervioso central puede tratarse con analgésicos
sedantes y anticonvulsionantes. En casos graves, la administracién de esteroides
antiinflamatorios generalmente logra una respuesta favorable, estos son
empleados por periodos prolongados. El tratamiento quirdrgico de la cisticercosis
del SNC es variable segun la localizacion de los parasitos, cuando el cirujano
manipula los parasitos, puede ocasionar cuadros agudos de hipertension
intracraneal postoperatoria que con frecuencia ocasiona la muerte del paciente,
por los que sélo esta indicado intervenir directamente para extirpar los parasitos,
cuando éstos son focos epileptégenos o estan ocluyendo orificios de circulacion
de liguido cefalorraquideo. De Ilo contrario, lo mas adecuado es hacer
simplemente drenaje de liquido cefalorraquideo para resolver el problema de
hipertension intracraneal, dejando que con el tiempo se calcifiquen los cisticercos
y cese la hipertension. El medicamento que se usa es el praziquantel

medicamento que ha demostrado categoéricamente que si funciona en algunas
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cisticercosis, dependiendo probablemente del sitio del parasito, y que tan
vascularizado esta el afectado y que facilidad tenga o no el medicamento de llegar
adonde esta el cisticerco; por lo que en algunas cisticercosis hay un éxito total, y
en otras no. Se estan probando algunos otros como el metrifonato, el cual ya se
desecho, el fluobendazol, el cual tiene problemas para que atraviese la barrera
hematoencefalica y el albendazol que ha demostrado ser tan utii como el
praziquantel.

» Cisticercosis porcina

El tratamiento de la cisticercosis porcina puede realizarse con drogas como los
bencimuidazoles como el albendazol o fluobendazol, asi como con el praziquantel.
Estudios recientes han mostrado que con sélo un dia de tratamiento es factible
curar esta enfermedad siempre y cuando se permita que la reaccion inflamatoria
destruya al parasito, lo que sucede en dos meses aproximadamente. En la
actualidad, la medida aceptada mundialmente es el decomiso de carne. Se han
propuesto otras alternativas de intervenciéon que aun no han sido suficientemente
evaluadas, como es el caso de vacunas contra la cisticercosis porcina; como
ejemplo de ello se tienen dos antigenos provenientes de una biblioteca de cDNA
de T. crassiceps, un antigeno recombinante y tres péptidos provenientes de T.
solium, asi como un complejo antigénico a partir de metacéstodos de T.

SOlium.l’ls’lg'ZO'Zl



20

ENZIMAS DESTOXIFICANTES COMO MECANISMO DE
DEFENSA DE HELMINTOS.

Como es sabido, varios helmintos permanecen en su hospedero por tiempo
indefinido, lo cual logran gracias a la capacidad que tienen de evadir los
mecanismos de defensa que presenta el hospedero en contra de ellos; uno de
estos mecanismos es la utilizacion de enzimas antioxidantes que le permiten
metabolizar los radicales de oxigeno.?

Los radicales de oxigeno son especies quimicas que poseen un electréon
desapareado considerados como fragmentos de moléculas generalmente muy
reactivas (ejemplo atomo de hidrogeno H-, triclorometilo CCls, superdxido Og,
hidroxilo OH:, peroxilo, alcoxilo RO2,RO", 6xidos de nitrégeno NO*, NO;').*

Los radicales libres se producen de manera normal en el metabolismo aerdbico
pero también como respuesta a la presencia de agentes extrafios; como por
ejemplo en algunas células del proceso inflamatorio al llevar a cabo el fenédmeno
llamado estallido respiratorio, en el cual se libera radicales de oxigeno después de
la fagocitosis; en la membrana citoplasmica de los neutréfilos (macréfagos) al ser
estimulada por una particula extrafa; el sistema membranal NADPH oxidasa es
activado. El NADPH producido por la via de las pentosas fosfato, es tomada del
citoplasma y oxidado a NADP+, con la reduccién resultante del oxigeno a radical
superéxido (202 + NADPH — 0O, + NADP® + Oy7), posteriormente este
experimenta una dismutacion enzimatica catalizada por la enzima superdxido
dismutasa (SOD) in vivo hacia perdxido de hidrogeno; este no es un radical libre,
pero es considerado una especie reactiva de oxigeno. El peroxido de hidrogeno
posee una estructura covalente sin carga, se mezcla facilmente con agua, y es
tratada por la célula como una molécula de agua rapidamente difundida por las
membranas citoplasmaticas. Una vez dentro, el peroxido de hidrogeno podra
reaccionar con Fe? y posiblemente Cu®, para formar el radical hidroxilo este
radical es una de las especies mas reactivas conocida hasta el momento, pues

puede reaccionar con casi cualquier molécula bioldgica.
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La reaccidén general de las especies reactivas de oxigeno puede representarse

como sigue:
+1e +1e+2H +le +1e+2H
0o, — 0O, —™ H,0, — OH — H,0
Oxigeno Radical Peroxido de  Radical Agua

Superoxido  Hidrégeno Hidroxilo

Estas especies reactivas de oxigeno (EROs) son capaces de causar dafo a
membranas lipidicas, carbohidratos o danar proteinas y acidos nucleicos si logran
entrar en contacto con ellos. Como ejemplo los hidroperéxidos lipidicos formados
por el radical hidroxilo y los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
pueden convertirse en carbonilos citotoxicos, ambas entidades quimicas pueden
tener efectos adversos mas agresivos, sobre las biomoléculas
mencionadas.24'25'57’58’59'6°’61’62'63

Sin embargo, los organismos poseen un sistema antioxidante que por diversos

mecanismos de defensa que comprenden la captura de los productos

intermediarios, la prevencion de su formacién, inhibicion de su propagacion y la
reparacion de las lesiones, limitan los niveles de moléculas reactivas oxidantes
permitiendo la homeostasis de los mismos. ®’

Un antioxidante se define como aquella sustancia que, presente en bajas

concentraciones comparada con los sustratos oxidables retarda o previene

significativamente la oxidacion de esos sustratos; el sistema de antioxidantes se
han clasificado como:

» Primarios: Neutralizan radicales libres o limitan la actividad de los mismos
originando moléculas menos perjudiciales, llamadas de tipo enzimatico como,
Superoxido Dismutasa, Glutation Peroxidasa, Catalasa.

» Secundarios: Captan radicales libres evitando las reacciones en cadena
ejemplo: vitaminas A, E, C, Acido Urico.

» Terciarios: Degradan, reparar o reemplazan las biomoléculas dafiadas ejemplo;
» Enzimas reparadoras de lipidos principalmente de membranas como son la

fosfolipasa, acetiltransferasa, glutation peroxidasa y la glutation transferas;
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» Enzimas reparadoras de proteinas como proteinasa, proteasa, peptidasa;
» Enzimas reparadoras de ADN como Exo y endonucleasas, ADNpolimerasa,
ADNIligasa. °'%?

En caso de que el sistema de defensa sea incapaz de contrarrestar la generacién
de radicales se presenta el estrés oxidativo, el cual se define como un
desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y el sistema

antioxidante, a favor de los primeros. ®’

Para los helmintos los ambientes de oxigeno son realmente pobres, sin embargo
se encuentran expuestos al estrés oxidativo por los diversos mecanismos de
defensa que monta el hospedero en contra de ellos, como es la liberacién de
EROs por parte de algunas células de inmunidad como ya se sefalo (macréfagos,

neutrdfilos y eosindfilos).?

A partir de fines de la década pasada se han empezado a caracterizar enzimas de
helmintos que estan involucradas en la proteccion del parasito contra radicales
libre derivados del metabolismo del oxigeno del hospedero, entre ellas la
Superoxido dismutasa, Glutation peroxidasa, Glutation S-transferasa, Glutation
reductasa, Peroxirredoxina. Esto con el fin de evaluar su potencial como antigenos
efectivos en esquemas de proteccion.?*

Como se observa en el esquema 3, las enzimas parasitarias del sistema de
destoxificacion de EROs actuan a diferentes niveles, la Superéxido dismutasa
(SOD) actua sobre el radical Superéxido (O27) convirtiéndolo en Peroxido de
Hidrégeno (H202) que es metabolizado por la Glutation peroxidasa (GPx) o por la
Peroxirredoxina.

Si se forma hidroperéxidos lipidicos la Glutation S-transferasa (GSTs) y la
Glutatidn peroxidasa forman la segunda linea de defensa, pero si se forman
carbonilos citotoxicos entran en juego enzimas del tercer nivel, entre ellas la

Glutation S-transferasa, Glutation reductasa y Aldehido reductasa. #*
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Esquema 3 Muestra las enzimas que intervienen en el sistema de destoxificacion en helmintos.

PAPEL DE LA GLUTATION S-TRANFERASA EN LA LIPOPEROXIDACION.

Los parasitos, como los mamiferos y otros organismos, estan en contacto con una
gran variedad de moléculas toxicas como radicales o especies reactivas de
oxigeno producidas por el metabolismo enddgeno normal, por agentes
farmacoldgicas y o elementos efectores de la respuesta inmune del hospedero
como el mencionado estallido respiratorio de macréfagos y otras células.?* Estas
moléculas pueden causar lipoperoxidacidn consideradas como una de las
reacciones mas dafinas de los radicales libres a las moléculas lipidicas ya que
estas son probablemente las mas susceptibles; los hidroperoxidos lipidicos
pueden ser transformados a carbonilos citotéxicos, causando severos dafos a los

componentes de las estructuras celulares que eventualmente matan al parasito. *°
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En mamiferos, la linea principal de defensa contra estos compuestos es un grupo
de enzimas oxidativas, muchas de estas oxidaciones son dependientes del
citrocromo P-450 y citocromo bs.?*
En platelmintos parasitos y nematodos, el citocromo P-450 estd ausente. La
proteccion ocurre a tres niveles, en el primero, superdxido dismutasa y peroxidasa
remueven los radicales libres antes del proceso de lipoperoxidacion. La segunda
linea de defensa contra la lipoperoxidacion es por parte de las enzimas
dependientes de Glutatién, la Glutation peroxidasa y la Glutatién S-transferasa. El
nivel final de proteccion es directamente contra carbonilos citotoxicos y entre otras,
la enzima Glutation S-transferasa inactiva estos compuestos.?®
En helmintos (Echinococus multilocularis, Moniezia expanza, Schistocephalus
solidus, Fasciola hepatica, Schistosoma japonicum, S. mansoni, Trichinella
spiralis, Onchocerca volvulus) se ha encontrado que la enzima GST, presenta
actividad especifica con al menos un hidroperdxido lipidico y un carbonilo
citotoxico. Esto indica que las GSTs de helmintos parasitos estan involucradas en
la segunda y tercera linea de defensa contra los dafios causados por la
Iipoperoxidacic')n.z“*28
La lipoperoxidacion es un proceso que dafa directamente a la estructura de la
membrana celular e indirectamente a otros componentes celulares por la
produccion de aldehidos reactivos. Las membranas son fuentes ricas de acidos
grasos poliinsaturados, los cuales son facilmente atacados por los radicales libres
(radicales oxidantes OH). El proceso general de peroxidacion de lipidos es el
siguiente:

LH + R - L + RH

L + 0, —» LOO
LOO + LH— LOO+L-
LOOH — LO, LOO;, Aldehidos

Donde LH es el acido graso polinsaturado blanco (objetivo) y R es el radical

oxidante de iniciacién, L' es un radical acido graso y LOO" es un radical acido
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graso peroxil, LOOH son hidroperdxidos lipidicos y LO es un radical lipidico
alcoxil.*®

Cuando el radical hidroxil (OH") es formado adyacente a la membrana es capaz de
abstraer un atomo de hidrégeno (H’). A pesar de que el radical OH' es entonces
inactivado a un racial acido graso ha sido formado (L’), el cual después de un
nuevo arreglo molecular (dieno conjugado) puede reaccionar con el oxigeno
formando el radical acido graso peroxil (LOO"). Los radicales peroxil son los
transportadores de la reaccion en cadena, y pueden oxidar otra moléculas de
acidos grasos poliinsaturados e iniciar nuevas cadenas produciendo
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) los cuales pueden formar peréxidos ciclicos y
pueden fragmentarse en presencia de iones metalicos de transicion o en
reacciones analogas con H;O, y producir asi mas radicales lipidicos (peroxil y
alcoxil) especialmente aldehidos, en ausencia de iones metalicos los aldehidos

como el malondialdehido (MDA) puede provocar dafio en el ADN.%%62¢3

Los aldehidos generalmente se forman cuando los hidroperédxidos lipidicos son
fragmentados y muchos de ellos son biolégicamente activos, particularmente una
clase conocida como hidroxialquenos, el compuesto mas comun es el 4-
hidroxinonenal. La acumulaciéon de hidroperoxidos lipidicas en las membranas
desorganiza su funcion y puede provocar un colapso; los radicales peroxil y los
aldehidos citotdéxicos pueden causar un severo dano a las proteinas de la
membrana, inactivando receptores y enzimas ligadas a la membrana. °® Asi mismo
una extensa peroxidacion de lipidos tiene mayor implicacion sobre las membranas
celulares causando pérdida de la fluidez, caida del potencial de membrana,
incremento en la permeabilidad de H* y otros iones y la eventual ruptura de la
membrana que lleva a la liberacion de contenido celular, y por consecuencia a

muerte de la célula.®?
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GENERALIDAES DE LA GLUTATION S ~-TRANSFERASA (GSTs).

Las glutation S-transferasas (GSTs; EC 2.5.1.18)) son una superfamilia de
enzimas multifuncionales, que promueve la inactivacion, degradacién y excrecion
de wuna amplia diversidad de xenobidticos (mutagenos, carcinbgenos,
medicamentos asi como endobidticos derivados del metabolismo basal y/o de la
respuesta inmune), de origen enddgeno o exdgeno de gran importancia en
mecanismos de desintoxicacién celular. %% 2

Las GSTs catalizan el ataque nuclecfilico del atomo de azufre de la cisteina de
Glutatiéon reducido 6 GSH (y-Glu-Cys-Gly) sobre centros electrofilicos de
compuestos organicos hidrofobicos que pueden ser proveidos de un atomo de
carbono, nitrébgeno o azufre. Estos conjugados se hacen mas solubles,
facilitandose su eliminacion de las células. Dicho ataque también es facilitado por
la ionizacién del GSH (disociacién de sus protones por la enzima) a su forma de
tiolato. El grupo tiol del GSH cuando esta unido a la enzima, tiene un pKa de 6.3,
en contraste con el pKa de 9.2 del GSH en solucion, indicando que el GSH unido a
22,26

la enzima esta altamente ionizado.

La reaccion general que cataliza la enzima GST es la siguiente:
GSH+RX __GST | GSR+ XH

La funcion de la enzima es primero unir al substrato hacia el Glutation (GSH) ya
unido se activa el sitio de la proteina, y se activa el grupo sufidrilo del GSH, por lo
que sigue un ataque nucleofilico de GSH sobre el substrato electrofilico (RX).
64,65,66

Algunos de los substratos para las GSTs son: el carcindbgeno epoxido de
benzopyrina (BPDE), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) considerado el sustrato
universal de las GSTs, 1,2-dicloro-4-nitrobenceno (DCNB), 4-hidroxinon-2-enal
(HNE)_24,64

El Glutation al poseer un papel importante en la defensa antioxidante se encuentra

en abundancia en las células en cantidades de 1-5mM. Existen diversas
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condiciones por lo que la cantidad de GSH en la célula decae, por ejemplo, la
presencia de metales pesados, concentraciones altas de glucosa presencia de
EROs. Entre las enzimas que utiliza GSH como cofactor se encuentran no solo
GST sino también Glutation Peroxidasa y Glutarredoxinas.?

Las GSTs se han clasificacién en funcion de su reactividad inmunolégica, tipo de
estructura primaria, afinidad por sustratos, secuencias de aminodacidos,
localizacion cromosomal, sensibilidad a diversos inhibidores y estructura terciaria.
Con esta informacion se han dividido en las clases: Alfa, Beta, Kappa, Mu,

Omega, Pi, Sigma, Theta y Zeta (Ver figura 10). 22,24,66

Figura 10 Diagrama en cinta de la estructura tridimensional de las clases alfa, mu, teta, pi y sigma de glutation transferasa
formando complejo con Glutatién reducido (GSH) y los substratos S-benzylglutathione, (9S,10S)-9-(S-glutathionyl)-10-
hydroxy-9,10-dihydrophenanthrene, S-hexylglutathione, glutathione sulfonate, y 1-(S-glutathionyl-2,4-dinitrobenzene,
respectivamente.
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Las Glutation S-transferasas se encuentran en los organismos eucariontes, desde
protistas hasta plantas y animales. Se localizan principalmente en dos areas, las
membranas y el citosol, siendo las GST citosolicas mas abundantes que las
microsomales.?>?

Una caracteristica importante de la superfamilia de las GSTs es la existencia de
distintas formas con diferente peso molecular y dentro de ellas pueden existir
isoformas, las cuales poseen el mismo peso molecular pero presentan diferencias
en su estructura primaria y como consecuencia, diferencias en sus estructuras
secundarias y terciaria. %*

La estructura molecular de las GSTs se presentan como homodimeros o
heterodimero. Cada subunidad cuenta con dos dominios. El dominio 1 amino
terminal (1-80 residuos). Este dominio es muy conservado, en el se encuentra el
sito de union para GSH (“sito G”) y se conecta con el dominio 2 por una pequena
secuencia de union (Ver figura 11) .

El dominio 2 (del residuo 87 al 210) empieza en el carboxilo terminal de la
secuencia de union y consiste de cinco a-hélices en el caso de las clases Piy Mu,
y seis a-hélices en el caso de la clase Alfa; el numero de hélices en el dominio 2
varia dependiendo de la clase de GST. El dominio en el carboxilo terminal es poco
similar entre las tres clases de mamiferos a comparacién de el dominio amino
terminal. La diferencia en el dominio carboxilo terminal puede ser el responsable

de los diferentes substratos especificos entre las tres clases.?*%°
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Figura 11 Estructura tridimensional individual de las subunidades de GST, mostrando el dominio 1 amino terminal (N-
terminal) en color azul y el dominio 2 carboxilo terminal en color rojo. Los residuos cataliticamente esenciales (tirosina en a'y
d; cisteina en b y c) se observan de color amarillo presentando la unién con el cual la proteina fue co-cristalizada se
muestra en verde. Los dos dominios unidos por una pequefia secuencia de unién se muestra en violeta. En el esquema (a)
muestra la clase Sigma del calamar, (b) la clase Omega de humano, (c) clase Beta bacteriana (Proteus mirabilis), (d) clase
Mu Fasciola hepatica.

http ://www.BiochemJ.org/bj/360/bj3600001add.htm

NOMENCLATURA DE GSTs.

La nomenclatura para identificar cada GST de otras especies es la siguiente:

se coloca la primera letra de la especie precedido por “GST” (h para humano, r
para rata, etc), después con letras mayusculas se denota la clase (A, M, P, K, T o
S para alfa, mu, pi, kapa, teta o sigma), posteriormente con numeros arabigos se
designa las subunidades o subfamilias (1,2,3...) finalmente con un guién y con

letras minusculas se designa las variantes alelicas de los genes (a, b, c...).
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las enzimas GST funcionales existen como proteinas dimericas, y solamente las
subunidades de la misma clase pueden formar heterodimeros (ejemplo; la
subunidad alfa puede dimerizarse con otra subunidad tipo alfa, pero no con la
subunidad mu o pi).

Ejemplo: hGSTM1a-1a; se refiere a una proteina homodimerica en donde ambas
subunidades tienen especificamente variante alelica “a” de los humanos, y es una
proteina de clase mu y con una subfamilia 1 otro ejmplo es: rGSTA1-2 se refiere a
una rata heterodimerica de clase alfa compuesta de una subunidad de clase alfa 'y

una subfamilia (1) y una subunidad de clase alfa de subfamilia 2.°*°>%

La GSTs nativas se han logrado obtener a homogeneidad por métodos
bioquimicos de purificacion como fraccionamiento salino, cromatografias de
intercambio idnico, filtraciones en geles y cromatoenfoque, ademas, como muchas
isoenzimas de GSTs se unen a derivados de glutation inmovilizados en resinas
inertes, entonces pueden ser purificadas por cromatografia de afinidad. Las
matrices de afinidad mas comunes son la S-hexylglutathione sefarosa y Glutation

22,27

sefarosa. (Ver figura 12)

kDa

<_
<+—26.5
255

Figura 12 Gel de poliacrilamida mostrando
las fracciones de GST de Taenia solium
purificada con GSH-SEFAROSA
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PRESENCIA DE LA GLUTATION S-TRANSFERASA EN
DIVERSOS ORGANISMOS.*
En mamiferos se han descrito cuatro clases de GSTs solubles las cuales se
ordenaron como: Alfa (a), Mu (), Pi (11), Theta (8), pero el avance en los
conocimientos permitié reconocer la existencia de Zeta (), Omega (w) Sigma (8) y
Kappa (k), las cuatro primeras son citosdlicas.>**?° Se considera que al menos 20
enzimas GST se encuentran en el hombre. Para la GST alfa, cinco genes
diferentes codifican las formas A1, A2, A3, A4 y A5. A1 y A2 se expresan
principalmente en el higado. La clase mu (GSTM) también se expresa en el
higado. Ademas de las formas hepaticas, se han identificado subunidades M2,
M3, M4 y M5 que se expresan en tejidos extrahepaticos. La clase Pi (GSTP) se
expresa en varios tejidos extrahepaticos. La clase Teta (GSTT) presenta dos
productos génicos expresados en el higado.? Pueden destoxificar los derivados de
compuestos téxicos exdgenos (xenobidticos) y endogenos (endobidticos),
incluyendo los mutagenos, carcindgenos y otras sustancias quimicas nocivas. En
plantas las GST se describieron como Phi (@), Tau (1) en insectos se detallo la
clase Delta (8) y en bacterias la clase Beta (B). Los pesos moleculares de las
subunidades de GSTs solubles en mamiferos varian entre 23 y 26 kDa; también

se ha descrito una forma soluble de 13 kDa en higado de rata.

PRESENCIA Y LOCALIZACION DE GLUTATION S-TRANSFERASA
EN HELMINTOS.®
En helmintos no hay una clasificacién establecida de la GSTs, por lo que, cuando
se caracteriza bioquimica o genéticamente una forma de GST de parasitos es
practica comun tratar de asignarle una clase de GSTs de mamiferos.?* No
obstante a varias GST de diversas especies tienen mucha semejanza y pueden
agruparse dentro de una misma clase. Por ejemplo, aunque la clase Theta se
ubique dentro de la clasificacion de insectos (como L. cuprina) o plantas (A.
thaliana) poseen GSTs que comparten las caracteristicas de la clase Theta de

mamiferos y por lo tanto han sido clasificadas como tal.?® En el mismo sentido una
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GST recombinante purificada del céstodo Echinococcus multilocularis muestra
clara homologia en su secuencia con la clase mu. 2422

Los helmintos tienen un sistema enzimatico de destoxificacion limitado. En
diversas especies estudiadas no se ha encontrado el complejo citrocromo P-450, y
en algunas de ellas no se detecta la catalasa. Pese a ello, normalmente cuentan
con alguno(s) de los sistemas destoxificantes encargados de controlar los
primeros ataques producidos por la explosidon reactiva (ER) o el metabolismo
oxidativo. Por lo que varios autores postulan que GST es el principal sistema de
destoxificacion en helmintos ya que tienen un potencial para neutralizar los
derivados de las toxinas exdgenas como los antihelminticos. Por ejemplo el
metrifonato, el cual se ha demostrado que es metabolizado por una GST de S.
masoni. Se propone que la GST puede ser secretada por el organismo; algunos
ejemplos son: en Schistosoma mansoni GSTs de 28 kDa son exportadas a la
superficie del parasito y se sugiere que su sintesis se realiza en tegumento en
células protonefridiales, en Fasciola hepatica, la GST esta asociada a la lamela del
epitelio intestinal, el parénquima, el tegumento y el tejido muscular, en el céstodo
Echinococcus granulosus, la GST de 24 kDa esta presente en el parénquima,
Taenia solium la GST esta en tegumento, sistema protonefridiales y dispersa en la
parénquima de la pared del metacéstodo. Como las GSTs de mamiferos las GSTs
de helmintos se clasifican en 3 superfamilias; la primera incluye a las GSTs de 28
kDa de Schistosoma; la segunda comprende GSTs de 26 kDa de Schistosoma,
Fasciola hepatica 26/26.5, Moniezia expansa y Schistocephalus solidus y la
tercera superfamilia incluye a GSTs expresadas por nematodos parasitos.?*%>

En T. solium se han caracterizado dos GST una de clase mu de 25.5 kDa con una
secuencia N-terminal: MAPTLAYWD vy la otra GST de 26.5 kDa, con la secuencia
N-terminal es MNKYKFAYWN. Tales datos sugieren la presencia de dos GST
distintas. Ademas se demuestra que la GST de 26.5 kDa es mas abundante que la
GST de 25.5 kDa. 2"*°

Las GST representan en T. solium, el 3-4% de la proteina soluble total, indicando
su alto nivel de expresion y lo necesario que es para la célula en el proceso de

destoxificacion. %°
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GENES DE GSTs.

Todos los genes de las clases Alfa de GST caracterizado en el ADN gendmico
tienen aproximadamente 11-12 kb de largo y estdn compuestos de siete exones.
los genes para hGSTA1 y A2 se localizan en el cromosoma 6p12, los genes
aislados para la clase Mu de ratas, ratones y humanos contienen
aproximadamente 5 kb de largo y en humanos se encuentran en el cromosoma
1p13.3. La GST de clase Pi aparece contenido unicamente en 1 0 2 genes
distintos en la mayoria de las especies. En humanos, GSTP1 se localiza en el

cromosoma 1113, con cuatro variantes alelicas.®*
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CONCLUSION.

>

Se obtuvo la region estructural del gen para la enzima Glutation S-
Transferasa de 25.5 kDa de T. solium.

El cestodo T. solium al igual que los organismos eucariontes, presenta
genes que estdn conformados por secuencias codificantes (exones),
secuencias no codificantes (intrones) y presentan la region donador/aceptor
para el corte y empalme clasica de los mismos (5°- GT...AG - 3").

La region estructural del gen para la Glutation S-Transferasa consta de 6
exones y 5 intrones.

La region estructural esta organizado en 6 exones que corresponden a un
RNAmM de 657pb y codifican para una proteina de 219 aminoacidos.

La secuencia de la region estructural del gen consta de 1201 bases
nucleotidicas.

El gen para la GST de 25.5 kDa es de copia Unica en el genoma del

parasito.
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ANEXO.

SOLUCION DE LISIS: 0.1M EDTA, 0.05M TRUS-HCL, pH 8.0, 0.5% sarcosil.
RNAasa 10 mg/ml

Proteinasa K 25 mg/ml

SOLUCION 1: 50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25Mm TRIS, pH 8.0

SOLUCION 2: 0.2M NaOH y 1% SDS (Para 5 ml: 4.4 ml de agua, 100uL de NaOH
10Ny 0.5 L de SDS 10%

SOLUCION 3. NH,Ac 7.5M
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