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RESUMEN

Las infecciones por T.solium (Taenia solium) son comunes en paises en desarrollo
y constituyen un problema de salud hasta la fecha. Las condiciones sociales,
econdémicas y culturales son un factor fundamental; ain més cuando se tiene
convivencia con personas con TN (taeniosis) o se ingieren animales que estan
infectados con este parasito. Se han presentado nuevos casos de TN y CC
(cisticercosis) en paises donde se daba como erradicada esta infeccion, debido a
la migracion de personas en busca de una vida mejor. Por lo que esta parasitosis

se ha convertido en una infeccion cosmopolita.

El estudio de este parasito ha tomado bastante importancia dentro de la
comunidad cientifica, ya que se ha visto que los tratamientos actuales van
disminuyendo su efectividad y la respuesta inmune no es suficiente para combatir

al parasito.

T. solium cuenta con varios mecanismos de defensa como enzimas antioxidantes
capaces de eliminar o inactivar las ERO (especies reactivas de oxigeno) que
someten al parasito a estrés oxidante existiendo evidencias de que tales enzimas

juegan un papel crucial en la defensa del parasito.

El enfoque principal de este trabajo es la caracterizacion parcial de la Trx,
(tiorredoxina citosolica), proteina que participa dentro de estos mecanismos de

defensa y que esta involucrada en las estrategias de supervivencia del parasito.

La Trx es una enzima antioxidante presente tanto en eucariontes como en
procariontes con una identidad del 27 al 68% entre los organismos. Esta proteina
es importante ya que contiene un motivo catalitico CXXC conservado que participa
en el equilibrio inter- e intramolecular de puentes disulfuro, mediante la reduccion
de proteinas antioxidantes que se encuentran en estado oxidado manteniendo asi
la citoproteccién contra el estrés oxidante que genera la defensa inmune del

hospedero.



En este trabajo se utilizaron las caracteristicas moleculares conservadas de esta
proteina para desarrollar un disefio experimental para su identificacion, clonacion y
caracterizacion del ADNc (acido desoxiribonucléico complementario) que la
codifica en T. solium. Se encontré un ADNc de 428 pb que codifican para una
proteina de 107 residuos de aa (aminoacidos) con una M, =11579. Se identificaron
los motivos esénciales de la TrxTs (tiorredoxina de Taenia solium), mediante el
alineamiento multiple con varios organismos. Se observé un porcentaje del 21 al
94 % de similitud con respecto a otras Trx, y el analisis tipo Southern blot sugiere

que el gen que se encuentra en el genoma de T. solium es de copia Unica.



1. INTRODUCCION

La TN y la CC causadas por T. solium en el humano surgieron hace miles de
afos, probablemente en Africa, al comer los desperdicios de las presas de
grandes carnivoros y convivir estrechamente en condiciones insalubres.*

En la actualidad las infecciones por T. solium son comunes en muchos paises en
desarrollo, se presentan endémicamente en regiones de paises como Brasil,
Colombia, Ecuador, Guatemala, México, Perq, India, China, Nueva Guinea,
Madagascar, Zimbabwe, Africa del Sur y Occidental, donde estas infecciones
constituyen un problema de salud publica hasta la fecha.>

Las condiciones sociales, econémicas y culturales estan intrinsecamente
vinculadas con esta zoonosis, ya que en cada uno de los momentos del ciclo de
vida del parasito existen actividades humanas involucradas en su reproduccion.
Puesto que la TN es una enfermedad exclusiva del humano, éste es el Unico
responsable de la dispersién de los huevos del parasito mediante la defecacién al
aire libre y/o la inadecuada eliminacion de excretas.

Se sabe que en zonas marginadas la crianza de cerdos tolera el contacto de éstos
con el excremento humano permitiendo asi la infeccién del cerdo y fomentando la
CC porcina por lo que desde los afios cincuenta la Organizacion Panamericana de
la Salud ha reconocido y abordado la TN/CC, que persiste y supone una amenaza
cada vez mayor, siendo la pobreza y la migracidon humana condiciones asociadas
que fortalecen su transmisién y arraigo en los focos endémicos.® Reportes
recientes describen la aparicion de casos en paises industrializados, donde la
enfermedad habia sido erradicada, o que ha renovado el interés en la historia

natural de la enfermedad.*®

El estudio de este parasito ha tomado importancia dentro de la comunidad
cientifica, trascendiendo a nivel bioquimico, inmunolégico, neuroldgico, bioldgico,
parasitologico, patolégico y epidemiolégico’ obteniendo avances significativos

para aplicar medidas de prevencion, control y tratamiento.



Algunos de estos estudios abarcan los diferentes mecanismos de defensa que
aplica T. solium contra la respuesta inmune del hospedero, la cual es activada
después de la invasion de este pardsito.

Parte de los mecanismos de defensa del hospedero incluyen, la produccion de
radicales de oxigeno y la liberacion de moléculas toxicas de los granulos de
células inflamatorias, sometiendo al parasito a un estrés oxidante por lo que
pueden ocurrir dafios en diferentes caminos; asi, por ejemplo, la liberacion de
radicales libres derivados de oxigeno o0 nitrdgeno que pueden inactivar
directamente o causar un doblamiento inadecuado de proteinas intracelulares,
degradar acidos nucléicos e iniciar la lipoperoxidacion de la membrana, causando
la descarga de lipohidroperéxidos y carbonilos citotoxicos dentro del parasito.
Varios parésitos platelmintos como Taenia solium, Schistosoma mansoni,
Echinococcus granulosus, por mencionar algunos, han desarrollado defensas
antioxidantes que controlan estos ataques, basados en la participacion de
enzimas; tales como SOD (Superéxido dismutasa), Catalasa (CAT) vy
peroxidasas), las cuales ademas de participar en una gran variedad de procesos
biol6gicos se traslapan con blancos diferenciales inactivando y removiendo
radicales libres, funcionando temporalmente como la primera linea de defensa del
parasito.>® Existen niveles secundarios de desintoxicacién que sirven como
respaldo, estos son llevados a cabo por la actividad enzimatica de GPx (glutation
peroxidasa) del tipo seleno-dependiente y GST (glutation transferasa) del tipo
seleno-no dependiente. Sin embargo estas defensas secundarias pueden fallar o
qguedar inactivadas por lo que estas enzimas antioxidantes tienen algunas enzimas
gue regeneran el dafio de las proteinas causado por oxidacién. La funcion de Trx
es de una enzima oxido-reductora, y por su distribucién ubicua se ha demostrado
que ejerce un efecto regenerativo en proteinas que son inactivadas por el estrés
oxidante.™

El estudio de Trx en mamiferos es muy extensa por lo que se tiene bastante
informacion al respecto, sin embargo, el estudio en helmintos es muy reducido y lo

poco que se sabe es debido a su estudio y comparacion a otros organismos.
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En la actualidad se desarrolla la secuenciacion del genoma nuclear de T. solium.
Derivado de este proyecto no soélo serd posible identificar moléculas utiles para
mejorar el diagndstico y tratamiento sino también la identificacién de los genes que

determinan el desarrollo del parasito. >"*
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MARCO TEORICO

2.1 Taenia solium
2.1.1 GENERALIDADES DEL PARASITO

Taenia solium pertenece al orden Cyclophyllidea, clase Cestoda, familia
Taeniidae, género Taenia, son gusanos planos y largos.! Se presenta en dos

formas: Gusano adulto y cisticerco (etapa larvaria).

2.1.2 MORFOLOGIA

e GUSANO ADULTO

Este estadio es un gusano plano de color blanquecino u amarillento, normalmente
mide entre 1.5 y 5 m de longitud. Carece de tracto digestivo por lo que esta
provisto de un tegumento o epitelio que le permite absorber los nutrientes del
medio y excretar desechos al mismo®’.

Tiene un escélex que posee cuatro ventosas y un rdstelo coronado con dos hileras
de ganchos. Tanto las ventosas como el réstelo son estructuras de fijacion que
capacitan al parasito para mantenerse anclado en la pared del duodeno, donde
este crece y se diferencia adelgazandose en su parte inferior para formar un
cuello. Donde este inicia el proceso de estrobilacion, referente al desarrollo de
proglétidos o segmentos que forman el cuerpo o estrébilo, mismo que puede
alcanzar varios metros de largo.®® ®® Los proglétidos méas cercanos al cuello son
los mas jévenes e indiferenciados; los mas distantes contienen 6rganos sexuales
masculinos y femenino, estos son conocidos como maduros; los mas alejados al
escélex contienen un gran numero de huevos, por lo que se dice que se

encuentran gravidos (Figura 1).

Los huevos son esféricos miden de 20 a 40 uym y estan cubiertos por un
embriéforo estriado, formado de bloques de queratina, protegiéndolo asi de la
desecacion. Este huevo a su vez, contiene una oncosfera o embrion infectivo

totalmente desarrollado.®” (Figura 2)
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Figura 1. (Flisser A. 2006)2

Representacion general de la morfologia
de T. solium. Se aprecia el escdlex con
sus ganchos, ventosas y los diferentes
tipos de proglétidos. Los proglétidos
inmaduros cercanos al cuello son de
tamafio  variable. Los proglétidos
maduros, incluyendo los proglétidos
gravidos, generalmente miden de 7 a 12
mm de largo por 5 a 6 mm de ancho.

Figura 2. (Larralde . 2006) 2

Corte de un huevo inmaduro donde se
aprecia, el embriéforo (emb), la
oncdsfera (onc) y sus ganchos (H)
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e CISTICERCO
El cisticerco o metacestodo de T. solium esta formado por una vesicula ovalada y
translucida llena de liquido (de 0.5 a 2 cm de diametro mayor) con un pequefio
escolex invaginado. Este es el agente causal de la cisticercosis humana y porcina.
El cisticerco es una forma intermedia o larvaria en el desarrollo de este parasito
antes de convertirse en el gusano adulto o solitaria. Al carecer de tracto digestivo,
las larvas obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a través de su

superficie tegumental al igual que el gusano adulto.>?! (Figura.3)

Figura 3 (Larraide c. 2006)

Cisticercos disecados de musculo
esquelético de cerdo

2.1.3 CICLO DE VIDA

T. solium alterna en el cerdo como principal huésped intermediario y en el ser

humano como huésped definitivo. En su estado adulto el parasito habita en el
intestino humano, desarrollandose y produciendo miles de huevos; los cuales se
encuentran inmaduros y son expulsados en la materia fecal. Dichos huevos
pueden madurar fuera del huésped, permanecer viables e infectivos en aguas
negras, rios o pasturas por semanas.**® Al convivir estrechamente el humano y el
cerdo, este se infecta al ingerir heces donde hay proglétidos o huevos del paréasito
adulto. Cada huevo tiene el potencial para convertirse en un cisticerco,
ocasionando la CC porcina. El ciclo se completa cuando el hombre consume carne
de cerdo insuficientemente cocida e infectada con cisticercos. Estos cisticercos
son activados por la bilis y enzimas proteoliticas promoviendo la evaginacion del

escolex, *! el cual se fija en las paredes del intestino humano, desarrollandose

14



hasta convertirse en gusano adulto.**? La falta de higiene y la convivencia con un
portador del parasito adulto, puede ocasionar la ingesta de huevos, causando

cisticercosis humana; proceso que puede tardar 8 semanas.*>** (Figura.4)

En el intestino los cisticercos 3 Transmision de

se desarrollan en tenias y ahi cisticercos vivos

producen huevos » por medio de la
carne de cerdo
mal cocida

Ciclo ano-mano-boca:
Contaminacién de
huevos por manos
sucias de cocineros.

Carne de cerdo Los huevos de tenia

con cisticercos . g viajan por el sistema
circulatorio y producen
cisticercosis

Figura. 4 Ciclo de vida del parasito. Tomada de

(www-lab.biomedicas.unam.mx/cistimex)

Los huevos se

Los huevos son s convierten en

expulsados con ; 3 4 Cerdo comiendo cisticercos

las heces heces

I
y s
F —/ &
. Neurocisticercosis

2.2 CUADRO CLINICO

2.2.1 TAENIOSIS

La mayoria de los portadores de la tenia adulta no presentan sintomas®. Aunque
se han reportado estos sintomas en pacientes*®:

Dolor en hipocondrio derecho
Estrefiimiento

Meteorismo

Expulsion de proglétidos
Nausea

Pérdida de peso

Debilidad

Bulimia

Cefalea
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Malestar general

Diarrea

Prurito anal o nasal
Nerviosismo

Aumento o pérdida de apetito.

2.2.2 CISTICERCOSIS
La cisticercosis puede afectar a diferentes tejidos del organismo desplazando
estructuras y generando inflamacion a su alrededor. En el ser humano, los
cisticercos se localizan con mayor frecuencia en los musculos esqueléticos,
sistema nervioso, 0jos, tejido graso subcutaneo y corazéon. Cuando el cisticerco se
localiza fuera del sistema nervioso central (SNC) suele ser asintomatico, mientras
que cuando se aloja en el sistema nervioso central, las manifestaciones clinicas
dependeran del numero de parasitos y de sus localizaciones, asi como de la
extension y severidad de la respuesta inflamatoria del huésped.
Los sintomas en pacientes con cisticercosis son:

e Crisis convulsivas de aparicion tardia.

e Hipertension intracraneana.

e Cefalea crénica.

e Deterioro mental.

e Alteraciones de la vision.

e Nodulos subcutaneos.

¢ Presencia de anticuerpos en suero.

2.3 DIAGNOSTICO

2.3.1 TAENIOSIS

Los estudios relacionados para el diagnéstico de TN por lo general se basan en la
deteccién de huevos en materia fecal mediante técnicas de sedimentacién y
flotacién (Ritchie y Faust),”® donde los huevos son separados y observados en
microscopia de luz. En estas técnicas es dificil realizar la diferenciacién de huevos
de T. solium con otras especies. Por lo que también existen ensayos

inmunoenzimaticos con coproantigenos (ELISA) de Taenia.®® Los valores que
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reportan los antigenos de huevos de Taenia en estos ensayos, oscilan entre 0.5y
1.5% generalmente con estos datos no se puede confirmar que se debe a
T.solium, ya que los huevos son idénticos a los de T. saginata y los antigenos
tienen reaccién cruzada entre ambas especies.*? Otro tipo de pruebas son las
serologicas que detectan productos de excrecion secrecion (ES) de T. solium en
un rango de 32.7 a 42.1 kDa como las proteinas ES33 y ES38.%* 2 Una técnica
més es el PCR que amplifica el ADN del parasito, diferenciandolo de otras
especies usando fracciones especificas de T. solium *> En la actualidad se han
desarrollado nuevas técnicas como MAPIA que permite la comparacion simultanea

de varios antigenos para la deteccién serolégica de TN y CC.%®

2.3.2 CISTICERCOSIS

Existen diversos métodos diagnésticos empleados para esta enfermedad tales
como:

La biopsia que es un procedimiento quirdrgico altamente invasivo, por
consiguiente este procedimiento no siempre se puede realizar, ya que depende de
la localizacion del cisticerco. El desarrollo tecnolégico nos ha proporcionado
métodos imagenoldgicos que sirven de apoyo para el diagndstico, tales como la
tomografia computarizada (TC); técnica que obtiene imagenes que ponen de
manifiesto la presencia del cisticerco en cualquier parte del cuerpo, la Resonancia
Magnética; técnica mas sensible que provee mejor resolucion para deteccion en
las zonas del cerebro en comparacion con la TC y la Ultrasonografia que en
conjunto con la TC ayuda a la deteccion de cisticercosis ocular. Lamentablemente
estas técnicas no siempre estan al alcance de todos por sus altos costos. Por lo
que existen otras técnicas como la inmunoelectrotransferencia en donde se
buscan anticuerpos anticisticerco en suero del paciente, estos reconocen

67,62

antigenos en una fraccion de glicoproteinas purificadas del parasito; siendo

este método de diagnostico confirmatorio.>® %4
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2.4

TRATAMIENTO

Son los farmacos de eleccién para tratar la taeniosis/cisticercosis:

ALBENDAZOL. Este medicamento actua produciendo la desaparicion
selectiva de los microtubulos citoplasmaticos de las células tegumentarias e
intestinales de los helmintos, inhibiendo la polimerizacién de la tubulina.
Altera las sustancias secretoras del aparato de Golgi, la secrecién de
acetilcolinestarasa, el consumo de glucosa y el agotamiento del glucagon,
produciéndoles inmovilizacién y muerte. 81831

La dosificacion para taeniosis consiste administrar al mismo tiempo 2
tabletas de 200 mg al dia por 3 dias; en suspension (1ml/20mg), 20ml (400
mg) una vez al dia por 3 dias consecutivos. Para la cisticercosis se
administran 15 mg/kg peso en dos tomas al dia, conjuntamente con los
alimentos por 14 a 30 dias dependiendo de la respuesta. Se recomienda el
uso oral o intravenoso de corticosteroides, para prevenir eventos de

hipertension cerebral, durante la primera semana de tratamiento.

PRAZIQUANTEL. Este medicamento produce paralisis espastica en el
parasito, debido al pasaje del calcio al interior del verme; inhibe ademas la
captacion de glucosa al parasito forzandolo a consumir sus propias
reservas del glucogeno, después de 5 minutos de contacto con la droga los
vermes se observan al microscopio electronico mostrando la degeneracion
del tegumento. Esta accién del praziquantel también se ejerce sobre los
huevos y las larvas enquistadas. Se aplica junto con la dexametasona para
evitar efectos no deseables, los efectos antinflamatorios e
inmunosupresores de los corticosteroides previenen la aparicion de
sintomas que en ocasiones son mas graves que la propia enfermedad.*®*®
31

La dosificacién para taeniosis consiste en administrar 10 mg/Kg de peso
como dosis Unica. Para la Neurocisticercosis la dosis diaria es de 50 mg/kg,
dividida en 3 tomas durante 15 dias 6 75 mg/kg divididos en 3 dosis

administradas cada 2 horas (por ejemplo, 07:00, 09:00 y 11:00), seguida de
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la aplicacion de 10 mg de dexametasona intramuscular 4 horas después de
la dltima dosis y en los 2 dias siguientes.

La cisticercosis visceral o cutanea se trata con 50 mg/kg divididos en 3
tomas (cada 8 horas). El tratamiento requiere de 15 dias como minimo.

e Existe también un tratamiento quirdrgico, pero este solamente se realiza
cuando hay la posibilidad de retirar los cisticercos directamente, un ejemplo

es la extraccion del cisticerco del musculo esquelético.

2.5 MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

La infeccion por T. solium provee un gran reto al sistema inmune del huésped. No
s6lo porque este parasito es un organismo multicelular, sino porque tiene un ciclo
de vida con multiples etapas de desarrollo y éstas pueden coexistir en el huésped
infectado. Por lo que el huésped activa su sistema inmune para eliminar al intruso.
A esto el parasito en su forma larvaria ha desarrollado diversos mecanismos de
evasion para sobrevivir a una respuesta inmunitaria activa. Estableciéndose en
sitios inmunolégicamente privilegiados, como el 0jo> y el cerebro o generando un
enmascaramiento de la respuesta inmunitaria, al cubrirse con inmunoglobulinas
del huésped™ también produciendo moléculas que suprimen o desvian la
respuesta inmunitaria, teniendo asi infecciones asintomaticas, manteniéndose
viable durante varios afios.”* Un ejemplo de la desviacién inmunitaria es la
taeniastatina, que inhibe la via clasica y alterna, asi como polisacaridos sulfatados
que hacen que se active el C3b y C5a del complemento a distancia del parésito.*
Analogamente la paramiosina se une a Cl1q inhibiendo la activacion de la via
clasica del complemento.>> También existe el factor de metacestado, complejo
formado por ARN y proteina, el cual disminuye la proliferacion de linfocitos en
respuesta a mitdgenos ademdas se ha observado que inhibe la reaccion
inflamatoria en implantacién subcutanea de cisticercos en ratones.>® Y los
mencionados mecanismos de defensa basados en la participacion de enzimas
antioxidantes. Los cuales si no son controladas durante los niveles de estrés

oxidante generados, causan grandes dafios en el parasito.
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3 ESTRES OXIDANTE

Es el desequilibrio entre las ER (especies reactivas) y los antioxidantes,
presentando una inclinacion a favor de las ER que potencialmente llevan a cabo
un dafio en el organismo.>® Esto puede estar asociado de la exposicion a
oxidantes o la disminucién en las defensas antioxidantes o ambos factores.*
Frecuentemente coexisten diferentes ER en el ambiente haciendo dificil la
identificacion inequivoca de cual agente es responsable de un efecto bioldgico
dado,™ por ejemplo, la necesidad de O, (oxigeno) oscurece el hecho de su
toxicidad como gas mutagénico. Siendo esto por consecuencia de la reduccion
incompleta del oxigeno; de productos asociados a reacciones metabdlicas
normales presentes en mitocondria, citoplasma, reticulo endosplasmico,
membrana plasmatica y peroxisomas; lo que da origen a la formacién de
productos conocidos como ERO (especies reactivas de oxigeno). Otros factores
que generan un aumento de ER son la exposicién a radiacion, drogas redox,
metales o las ERO producidas por células del sistema inmune como los
eosinéfilos, neutréfilos y macréfagos.”> Por lo que los organismos han
evolucionado regulando estas ER, y otros como T. solium han elaborado defensas
que son conocidas colectivamente con el termino de antioxidantes para reducir
esta toxicidad.?"®

3.1 ESPECIES REACTIVAS Y RADICAL LIBRE

El término ER se aplica colectivamente a las moléculas, radicales y no radicales
que son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos en radicales libres.
Tomando en cuenta que un radical libre contiene uno o mas electrones no
apareados, este puede formarse por diferentes mecanismos, tales como la adicién
de un electron a un no-radical o cuando un enlace covalente se rompe, dejando un
electrén de cada par unido a cada atomo (fisién homolitica).?” Siguiendo con el
ejemplo del O, que es un radical con dos electrones desapareados; identificado
de esta forma O,°, dichos electrones tienen el mismo spin presente de forma
paralela mismos que pueden ser re-arreglados por la adicion de energia,

transformandolos en moléculas con arreglos que sean no reactivas (no radicales)
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y en ER como el radical anién superéxido (0" 7). Aunado a esto se debe tener en
mente que las ERO no sélo incluyen a los radicales libres de oxigeno, sino
también a los no radicales derivados de O,. Dejando en claro que todas los

radicales de oxigeno sean ERO, pero no todos los ERO son radicales.

Las células aerobias se acoplaron usando el O, como aceptor de electrones en
muchas reacciones enzimaticas y no-enzimaticas; sin embargo dentro de estas
reacciones, la adicion de electrones al oxigeno siguié resultando en la formacién
de ERO toéxicas (Figura. 5), no sdlo incluyendo a los radicales libres de O, sino
también a los no radicales derivados de O, 2. La concentracién de estas ERO son
un factor muy importante, ya que determinaran el nivel de estrés oxidante junto
con los beneficios o0 dafios en el organismo. Las altas concentraciones de estas
moléculas causan dafio a macromoléculas biol6gicas produciendo oxidacion de
proteinas, peroxidacion de lipidos, despolimerizacion de polisacéridos, dafio
cebero al ADN (mutaciones, ruptura de hebras, etc.) y en el ultimo de los casos la
apoptosis llevando a la muerte celular.®® Sin embargo en bajas concentraciones
estas pueden ayudar a regular varios procesos fisioldgicos en la célula, como la
activacion de factores de trascripcion, ademas se pueden reparar los dafios

causados por las ERO y controlar a estas mismas con las enzimas antioxidantes.

Figura 5. (Bowler RP. 2002 )%’

Derivacion de especies reactivas de
oxigeno. El electron secuencial (g)
adicionado a oxigeno da como resultado

la formacién de ERO (rojo): superéxido
(0;), perdxido de hidrégeno (H,0,), y
radical hidroxilo (OH). EI superoxido se
combina con oxido nitrico (NO) para
formar peroxinitrito (ONOO’). Tomada

de Oxidative stress in allergic respiratory 21
diseases




3.2 ANTIOXIDANTES

Halliwell y Gutteridge han definido los antioxidantes como substancias que son
capaces, aun en bajas concentraciones, de competir con otros sustratos oxidables
y estas significativamente retrasan o inhiben la oxidacién de estos sustratos.*®

La defensa primaria contra las ERO son los antioxidantes enddgenos, los cuales

pueden ser subdivididos dentro categorias: enzimatica y no-enzimatica.

3.2.1 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
Existen varias enzimas en T. solium que pueden aceptar el electrén desapareado
de los radicales libres y proveer proteccion.

Dentro de estas enzimas encontramos a: 2/ 1% 10:12

* La SOD (superoxido dismutasa): es una familia de metaloenzimas que
catalizan la disminucién de radiales O," " convirtiéndolo a H,O, (peréxido de
hidrogeno) y O..

SOD-Cu”" + 0,” + H — SOD-Cu’(H) + O3 (1)
SOD-Cu™(H) + 02"+ H™ — sOD-Cu” + H.0- (2)

Existen cuatro isoformas de SOD y se clasifican de acuerdo al metal
presente en su sitio catalitico: ®*

Cu/Zn-SOD (citosolica y mitocondrial)

Mn-SOD

Fe-SOD

Ni-SOD

e La CAT y GPx catalizan la reduccién de H,O, y alquil hidroperdxidos
mediante la oxidacion de GSH (glutation).
Dentro de las GPx existen tres diferentes tipos de esta enzima que
contienen selenio: la citésolica (C-GPx), la fosfolipidica hidroperoxido (PH-

GPx), esta utiliza el sistema tiorredoxina y la plasmatica (P-GPx).?®

ROOH + 2GSH—ROH + H,0 + GSSG
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La GST es una familia versatil de enzimas que son identificadas debido a
gue conjugan a GSH (glutation) con diversos xenobibticos. La reaccion
general de conjugacion de GSH genera compuestos electrofilicos que son
transportados fuera de la célula.

GSH ~ RX — GSR+ HX

e La Prx (peroxiredoxina) es una familia de enzimas que catalizan la
reduccion de H,O, a agua, los hidroperéxidos (ROOH) en su respectivo
alcohol y agua, y el peroxinitrilo (OONQO’) a nitrito y agua, usando a

tiorredoxina como donador de electrones.

H,0,+¢e — 2H,0 (1)
ROOH + & — ROH + H,0 (2)
OONO + & — NO, + H,0 (3)

No necesitan grupos prostéticos, metales o coenzimas para su catalisis.
Existen diferentes subtipos de Prx, existen desde Prxl a Prx VI. Las cuales
se dividen en diferentes tipos dependiendo el niumero de cisteinas que

contengan: 1-Cys y las 2-Cys (misma que se divide en tipica y atipica).?

3.2.2 ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Incluye a los compuestos de bajo peso molecular como el GSH, ascorbato, ureato,
a-tocoferol, bilirrubina, y acido lipoico. Otros son las moléculas de alto peso
molecular, como proteinas que tienen un grupo tiol oxidable, tal como la albumina,

y proteinas que se unen a metales libres, como la transferrina.?

4.- LAS TIORREDOXINAS (Trx)

La tiorredoxina pertenece a una superfamilia de enzimas que incluye a las
tioltransferasas que presentan dominios caracteristicos analogos entre ellos; estos
han sido bien estudiados en las Trx y las glutaredoxinas (GRX). Esta superfamilia
también incluye a un nimero de proteinas que pertenecen a la familia de proteinas

disulfuro isomerasas (PDI), subfamilia PDI-D, y proteinas de bacterias. Estas
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enzimas de la familia de la tiorredoxina no tienen un alto nivel en la similitud de
secuencia, pero comparten un grado de similitud estructural, teniendo la secuencia

CXXC en el sitio activo.'?

La Trx es una proteina de 12 kDa de longitud variable (105 a 110 aa) con una
identidad del 27 a 69% entre diferentes especies. En células mamiferas esta tiene
un 90% de homologia entre ellas. Ademas las Trx mantienen una region activa
muy conservada [Val-Asp-Phe-Xaa-Ala-Xaa-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-(Lys)-(Met)-(lle)-
Xaa-Pro] donde se encuentra el motivo catalitico Cys32-Gly-Pro-Cys35 (usando la
numeraciéon de E.coli). Las investigaciones en la estructura y funcién de la Trx han
demostrado que es una proteina ubicua de estructura Unica. Misma que existe en
dos formas; reducida (Trx-SH;) y oxidada (Trx-Sz). La Trx-S, es reducida
generalmente por NADPH y la flavo proteina Tiorredoxina reductasa (TrxR)
enzima capaz de reducir el sitio activo de Trx, que en conjunto forman al sistema
de Trx-TrxR (figura. 6). Este sistema participa en reacciones redox a través de la
oxidacion reversible de su centro activo ditiol (SH,) a disulfuro (S,) y de un S; a
SHy, el cual puede ser ilustrada a través de una multitud de funciones, que pueden
ser agrupadas en dos grandes categorias. La primera cataliza reacciones de
intercambio SH, - S,, mediante la transferencia de electrones en varias rutas
intracelulares de biosintesis y enzimas antioxidantes, tales como la ribonucleotido
reductasa, metionin sulfoxido reductasa, Prx. Segundo, protegen a proteinas
citosdlicas de agregacion e inactivacion a traveés de la formacion intramolecular e
intermolecular de puentes S,. Ademas tiene actividad antioxidante removiendo
ERO (en particular H,O, y OH®). Junto con otras funciones especializadas como
factor regulador para enzimas o receptores, como subunidad de DNA polimerasa

de un virus o como componente esencial para ensamble de pequefios virus. ®* %

22,50, 33,35

NADPH+H" Tra-{SH), Frotein-5,

FAD )( ) Q
NADP T R F,H} Trx- 5 Pratein-i5H), Figura 6. Sistema de reduccién TrxRINADPH para

Trx-S; (Holmgren A. 1995)
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La Trx presenta diversas actividades biolégicas y una alteraciéon genética puede
presentar un incremento o disminucion en la expresion de esta proteina, o su
inactivaciéon. Alterando el gen de Trx-1 en ratones que se encuentra en el segundo
cuarto proximal del cromosoma 4, el cual es homologo al cromosoma 9q32 en
humano, se observo que los ratones homozigotos morian al poco tiempo, mientras
que los heterozigotos eran viables, fértiles y en otros aspectos normales. Los
efectos letales de Trx-1 en el desarrollo temprano son un hallazgo consistente con
el que Trx-1, ya que esta ampliamente distribuido en diferentes 6rganos y tejido
durante el desarrollo fetal. Ratones transgénicos con Trx humana mostraron
funciones normales en los érganos con mayor actividad de estrés oxidante y no

hubo alteraciones en enzimas como SOD Cu/Zn, SOD Mn, o GPX.%% 46

Existen medicamentos que inactivan a Trx, estos son utilizados en tratamientos
antitumorales como el 1-metilhidroxipropil 2-imidazoloil disulfuro (PX-12),
identificado como inhibidor de la Trx-1 uniéndose al residuo Cys73 y el 2,5-bis
[dimetilamino) metil]ciclopentanona (NSC 131233), inhibidor irreversible de la Trx-
1.

4.1 ESTRUCTURA

La estructura mas conocida es la Trx-S,, es una proteina globular formada por 108
residuos que se dobla para formar un nucleo hidrofébico de 5 cadenas de hoja B-
plegada (B1-p5), mezcladas y giradas; tres que corren en paralelo y dos anti-
paralela, junto a 4 hélices-a (a1l-a4); una en cada costado. Se puede considerar la
estructura secundaria formada por dos residuos Bapop (1 a 59) y BBa (76 a 108),
conectandose con 18 residuos que corren como un largo segmento en forma de
hélice distorsionada a través de la hoja plegada (Figura. 7).° El motivo
conservado sobresale de la segunda cadena -B y de la segunda hélice -a, que
forman el primer giro, dejando los &tomos de sulfuro redox activos y accesibles en
un costado de la estructura. Dentro de la estructura hay é&reas planas e
hidrofobicas conservadas, con residuos de Gly, Pro, Met, Val, Ala, que pueden

ayudar a la unién de Trx con otras proteinas moleculares durante su accién

25



catalitica y residuos cargados que pueden participar en las reacciones redox.
Durante el mecanismo reductor de proteinas, la Trx-SH, mediante su regién
hidrofdbica, se une al sustrato de una proteina X; generando un complejo, donde
en el ambiente hidrofébico del complejo, el tiolato de (Cys32), actia como un
nucleofilo; atacando la proteina blanco formando asi un enlace covalente mixto,
conocido como estado de transicidn; finalmente es atacado nucleofilicamente el
tiolato desprotonado de (Cys35), en el cual, el disulfuro forma un ditiol en la

proteina blanco y un enlace S, en la Trx que se oxida. **(Figura. 8)

Figura 7. (Stefankové P. 2005)39

Trx de E. coli. estructura con cinco cadenas
de hoja plegada en el centro, con 4 hélices-
oy un grupo disulfuro en el sitio activo.

Figura 8 (Holmgren A. 1995)34

Mecanismo reductor de proteinas por Trx.
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4.2 ISOFORMAS DE LA Trx

Existen dos principales tipos de Trx:

La TRX-1 mamiferos (humana), ademas de tener su sitio catalitico (Cys-32 y Cys-
35), existe otro sitio de intercambio SH»-S; el cual contiene a Cys-62 y Cys-69.
Adicionalmente tiene un residuo de Cisteina en la posicion Cys-73,
particularmente localizada al giro adyacente del sitio catalitico. Esta Cys puede ser
oxidada, resultando en la formacion de un dimero que carece de la actividad

catalitica. La Trx-1 humana puede realizar distintas funciones:*°

o Fuera de la célula realiza quimiotaxis y es un estimulador del crecimiento.
o En citosol es antioxidante o funciona como cofactor reductor.
o En el nicleo es un regulador del factor de transcripcion.

La Trx-2 se ha encontrado que esta formada de 166 aa (18kDa), 60 aa en la region
N-terminal de la Trx-2 forman el péptido sefal que la transloca a la mitocondria,
esto se han confirmado por Western Blot; presenta el mismo sitio catalitico de las
Trx con los residuos Cys en 90 y 93, pero carece de los tres residuos de Cys
encontrados en Trx-1. Se ha observado mediante un corte de los 60 aa (péptido

sefial), que Trx-2 adquiere la caracteristica de una proteina trx-1 de 12.2 kDa.*®
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5. HIPOTESIS

Si Taenia solium es sometido a estrés oxidante por parte de la respuesta inmune
del hospedero. Este debe de contar con genes que codifican para enzimas

antioxidantes, como la tiorredoxina.

6. OBJETIVO

e Objetivo general:

Caracterizar molecularmente el acido desoxiribonucleico (ADNc) que codifica para

una tiorredoxina (Trx) citosolica de Taenia solium.

e Objetivos particulares:

1.- Producciéon de una sonda de Trx.
2.- Aislamiento de ADNc para la Trx.
3.- Caracterizacion molecular de la clona de ADNc

a) Determinaciéon de la estructura primaria a partir de la secuencia de

nucledtidos.

b) Comparacion de secuencia primaria de Trx por medio de un alineamiento

multiple con diversas Trxs.

c) Determinacion del niumero de genes (Southern Blot).

28



7. MATERIAL y METODOS

7.1  Material biolégico

Se utilizaron bacterias de la especie Escherichia coli, cepa: C600 supE44 hsdR
thi-1 thr-1 leuB6 lacY1l tonA21 y TOP10 [F mcrA A(mrr-hdsRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL(StrR)
endAl nupG] (Invitrogen).

Los cisticercos de T. solium fueron obtenidos de musculo esquelético de cerdos
infectados naturalmente. Los metacestodos se lavaron en solucion amortiguadora

de fosfatos estéril (PBS) y se preservaron a - 70°C, hasta su uso.

La biblioteca de ADNc construida con el fago Agt10 fue preparada con anterioridad
en el laboratorio de Biologia Molecular de T. solium de la Facultad de Medicina de
la UNAM.

7.2 Reactivos

Los oligonucleétidos Trx-5" y Trx-3' fueron disefiados a partir de los sitios

TWCGPC y MPTLFVF, secuencias altamente conservadas en las Trx. Para las

reacciones PCR se utilizé el estuche producido por Biotecnologias Universitarias.
El estuche para la reaccion conjunta de PCR y transcripcion reversa (RT-PCR) fue
el Superscript One Step RT-PCR (Invitrogen). Se utilizé el estuche de Random
Prime Labelling System para el marcaje radioactivo de sondas (casa comercial GE
Healthcare). El isétopo usado en dicho marcaje [a-*P-dCTP] tiene una actividad
especifica de 250 pCi/mmol, (Amersham Bioscience). Se usaron placas
radiograficas (KODAK), membranas de nylon (Hybon de Amersham Bioscience) y
membranas de nitrocelulosa (Millipore).

Las soluciones para los tamizajes, preparacion de amortiguadores y otras

soluciones fueron hechas con reactivos comerciales disponibles en el laboratorio.
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7.3 Obtencioén de la sonda

Se realizé un RT-PCR utilizando los oligonucleotidos Trx-5"y Trx-3' con 1 ug de
RNAmM de larva de T. solium como templado. Las muestras fueron colocadas en
un termociclador GeneAmp PCR System modelo 9700 (Applied Byosystems),
usando las siguientes condiciones en todas las reacciones fue: 50°C por 30 min
para la reaccion de transcripcion reversa y 30 ciclos de: 95°C durante 1 min, 52°C
por 1 min, 72°C por 1 min; y el dltimo ciclo de 95°C por 1 min, 52°C por 2 min,
72°C por 4 min. El fragmento amplificado se sometié a electroforesis en un gel de
agarosa al 2% (ver anexo) corriéendose en una camara de electroforesis (Life
Technologies) a 100V por 1hr. El fragmento obtenido fue cortado del gel y disuelto
en una solucion Nal 6M a 37°C por 15 min. Disuelta la agarosa, se agregaron 2 uL
de perlas de vidrio, se agité y se incub6 a 4°C por 2 hr, con agitacién en intervalos
de 30 min. Se centrifugd a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C) durante 30
seg, se adiciond una solucion de etanol al 50% en TRIS-HCI, se resuspendieron
las perlas de vidrio y se centrifugd como en el paso anterior, esto se repitié6 dos
veces. Se desecho el sobrenadante y se secaron las perlas a 37°C, el ADN se
eluyé resuspendiendo las perlas en 25 uL de amortiguador TE (ver anexo) e
incubandolo a 37°C por 30 min. El fragmento de ADN obtenido fue amplificado por
PCR vy ligado al vector pCRII-TOPO. Usando la ligacion se transformaron bacterias
E. coli de la cepa TOP10; las clonas positivas fueron secuenciadas en un

secuenciador automatico SEQ4.4 de la marca Amersham Pharmacia Biotech.

7.4  Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para cada reaccion de PCR se utilizaron las siguientes cantidades: 2.5 uL de
amortiguador de reaccion 10X, 2.5 uL de dNTP’s 2 mM, 1.25 uL de MgCl, 20X, 1
uL de cada oligonucléotido, 0.2 uL de enzima (5 U/uL), 1 puL (ug) de ADN
templado y H,O hasta un volumen final de 25 uL. Las muestras fueron colocadas
en un termociclador GeneAmp PCR System modelo 9700 (Applied Byosystems),

usando las siguientes condiciones: un primer ciclo de 95°C por 3 min, 52°C por 1
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min, 72°C por 1 min, un total de 30 ciclos de 95°C durante 1 min, 52°C por 1 min,
72°C por 1 min y el dltimo ciclo de 95°C por 1 min, 52°C por 2 min, 72°C por 4

min.

7.5 Marcaje radioactivo.

El fragmento obtenido anteriormente en la PCR fue marcado con el estuche de
Random Prime Labelling System (GE Healthcare). Se utilizaron 25 ng del
fragmento en 45 uL de amortiguador TE. Se calenté a 100°C por 5 min y enfrio
inmediatamente en hielo por 5 min. La mezcla se coloco en el tubo de reaccion del
estuche de marcaje RedPrime, se adicionaron 5 pL de [o-*?P-dCTP] al tubo y se
incub6 durante 10 min a 37°C, transcurrido el tiempo se detuvo la reaccién con 5
uL de EDTA 0.2 M. Cuando se utilizo la sonda en el tamizaje de la biblioteca de

ADNCc, se desnaturalizé previamente a 100°C por 5 min.

7.6  Tamizaje para el aislamiento de clonas

Una clona de bacterias E. coli C600 fue inoculada en 50 mL de medio SOBM e
incubada a 37°C la noche. La titulacion de la biblioteca de ADNc se llevé a cabo,
realizando diferentes diluciones de la misma. En volimenes individuales de 200uL
de bacterias se infectaron con las diluciones de biblioteca por 15 min, para
sembrarlos en cajas petri con medio SOBM-agar (ver anexo). Solidificado el medio
se incuban a 37°C toda la noche. Se conté el numero de placas liticas y se
multiplicé por la dilucién para obtener el titulo de la biblioteca. Se sembraron
45,000 fagos en tres cajas petri de 180 mm de didmetro, siguiendo el protocolo
anterior. Las placas liticas producidas por los fagos se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa, colocando la membrana por encima del tapete bacteriano y de
fagos en la caja petri, estas membranas se mantuvieron por 1 min, se marcaron
con tinta china (puntos de referencia), para identificacion de las placas liticas en la

radiografia. Las membranas fueron colocadas sobre una solucion alcalina
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desnaturalizante (ver anexo) por 2 min, el ADN del fago desnaturalizado, se
neutralizo la solucién anterior, con solucion neutralizante TRIS-HCI (ver anexo) por
2 min. Finalmente las membranas se lavaron con una solucion de citratos 5x (SSC
5X, ver anexo) por 2 min. El ADN se fij6 a la membrana mediante luz UV, en un
equipo UV Stratalinker 2400 (Stratagene). Las membranas se secaron a
temperatura ambiente y se colocaron en una solucion de hibridacién (ver anexo)
por 1 hr a 50°C. Se agrego6 la sonda marcada y se dejo hibridando toda la noche a
55°C. Las membranas se lavaron tres veces con 100 ml de SSC 2x por 5 min en
agitacion. Las membranas se secaron y se expusieron a placas radiograficas toda
la noche, al revelarse las placas, se identificaron los fagos positivos como un
punto negro en la radiografia. Se aislaron las clonas positivas y se guardaron en
1mL de medio SM (ver anexo) a 4°C. Se realizé un segundo y tercer tamizaje para
obtener clonas de fagos aislados, con el protocolo descrito anteriormente.

7.7  Purificacion de ADN a partir de fagos

Se infectaron 300 pL de bacterias E. coli C600 con 1x10° fagos de una clona, esta
mezcla se incub6 15 min a 37°C y se sembr6 en una caja petri con agar SOBM,
como se describié anteriormente, se incubaron toda la noche a 37°C, se
recuperaron los fagos en 5 mL de medio SM, agitando 1 hr a temperatura
ambiente, se recupera el SM y se agregan 2 mL mas para recuperar el remanente
de fagos. EI SM con fagos se transfirié a tubos Falcon de 15 mL y se le adicioné
200 pL de CHCI3, se agito y centrifugo a 3400 rpm (Centra CL2, IEC) por 10 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo y se
almaceno a 4°C. Se tomaron 700 uL de solucién PEG (ver anexo) en un tubo de
eppendorf de 1.5 mL, se mantuvo en hielo por 2 hr, se centrifugé a 14,000 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5415C) durante 15 min a temperatura ambiente y se tiro el
sobrenadante. El precipitado se re suspendié con 200 uL de medio SM y se
agregaron 2 puL de ARNasa (1 mg/mL) y 2 uL de ADNasa (100 pg/mL)

incubandose a 37°C por 30 min. Terminado el tiempo se agregaron 2 uL de SDS
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al 10% y 2 uL de EDTA 0.5 M pH= 8.0, y se incubd a 68°C por 15 min. La mezcla
anterior se sometié a extracciones de fenol-cloroformo, separando la fase acuosa
se adicion6 200 uL de isopropanol y se mantuvo a -70°C por 2 hrs. Se centrifugd
las muestras a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C) por 10 min a
temperatura ambiente, se tiro el sobre nadante y se resuspendi6 el precipitado en
etanol al 70%, se volvid a centrifugar a 14,000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415C)
por 5 min y se tiro el sobrenadante. El precipitado de ADN se sec6 a 37°C por 10

min y se re suspendio en 25 uL de amortiguador TE.

7.8 Ligacion y transformacion bacteriana

El ligamiento de fragmentos y vectores se llevd a cabo utilizando el estuche de
ligacibn TOPO-TA Cloning System (invitrogen), se utilizé 1 uL del vector pCRII-
TOPO, 1 uL de amortiguador de ligacion salino, 1 uL de aguay 3 uL de un PCR
fresco. La reaccion se incubo a temperatura ambiente durante 1 hr. A 50 uL de E.
coli TOP10 competentes se adicionaron 2 uL de la ligacién. La mezcla se incubd
en hielo por 1 hr y se sometié a choque térmico de 45°c por 30 seg, seguido de la
adicion de 400 puL de medio SOC para incubar la mezcla a 37°C por 30 min en
agitacion. Las bacterias competentes del medio SOC fueron sembradas en cajas
petri con agar LB/ampicilina (100ug/mL), se dejaron incubando toda la noche a
37°C. Se escogieron colonias al azar para extraer su ADN plasmidico y con los
oligonucléotidos M13F y M13R se amplificaron los insertos del plasmido mediante
la técnica de PCR, se hizo un corrimiento en gel para identificar los insertos de

interés.

7.9  Preparacion de ADN plasmidico

Las bacterias transformadas que presentaron el inserto de interés, se incubaron
en 100 mL de medio LB/amipicilina (100ug/mL) a 37°C durante la noche. Se

realizo el método de la lisis alcalina, para extraer el ADN plasmidico. El cultivo se
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centrifugd a 3,400 rpm (Centra CL2, IEC) durante 15 min a temperatura ambiente.
Pasado el tiempo se agregaron 10 mL de solucion hipotonica (sol. 1, ver anexo)
dejando incubar 10 min a temperatura ambiente, se agregaron después 10 mL de
solucién alcalina recién preparada (sol. 2 ver anexo), se agitd por inversion lenta y
se incubd en hielo por 10 min, enseguida se adicionaron 7.5 mL de solucion
neutralizante (sol. 3 ver anexo), se agitd y se dejo en hielo 10 min, se centrifugo a
3,400 rpm (Centra CL2, IEC) durante 10 min a temperatura ambiente y se
descarto el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 200 uL de TE y se
agregaron 2 uL de ARNasa (1 mg/mL) incubando por 30 min a 37° C. La muestra
se extrajo con mezcla de fenol-cloroformo, la fase acuosa se pas6 por una
columna de sefarosa CL4B previamente equilibrada con TE. Fracciones de 500 uL
fueron colectadas y revisadas en geles de agarosa al 2%, las fracciones que
tenian el plasmido fueron juntadas y precipitadas con acetato de sodio 3 M pH=
5.2 y etanol absoluto, se dejo la mezcla 2 hrs a -70°C. Se centrifugaron las
muestras 10 min a 14,000 rpm (Ependorf Centrifuge 5415C), se tir6 el

sobrenadante, el precipitado se seco y se re-suspendié en 25 uL de TE.

7.10 Secuenciacion

Se realiz6 con el estuche Thermo Sequence Cy 5.5 Dye Terminator Sequencing,
que con un minimo de 500 ng de ADN plasmidico que se llevo a 12 uL con H,O
desionizada, se le agregé 1 uL de cebadores marcados fluorescentemente (2-
5uM) y se agit6 suavemente, esta mezcla se le conoce como “master mix”. En las
reacciones de terminacion se necesitan 3 uL de dideoxinucledtido (A,C,G,T) del
estuche antes mencionado, a cada una de estas reacciones se le agregd 3uL de
master mix, agitandose perfectamente y se sometieron a 20 ciclos de 95°C por 30
seg, 55°C por 30 seg y 72°C por 1 min. Culminado el ciclo las mezclas se
enfriaron a 4 °C y se agregaron 6 uL de amortiguador TE. Todos los elementos
anteriores se agitaron en vortex y se sometieron a 72°C por 3 min y 1 min en hielo.

Para mejorar las sefales de eliminacién por el exceso de fluorocromos, las
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mezclas antes de ser cargadas en el gel se pasaron a través de una columna de
sefarosa G-50, para eliminar todos los dideoxinucleétidos y cebadores que no se
incorporaron durante la extension, las muestras se secaron utilizando vacio y se
re-suspendieron en 6 uL de amortiguador con formamida y colorante. La
secuenciacion se realiz6 en un secuenciador SEQ4x4 (Amersham Pharmacia
Biotech). Los andlisis de las secuencias nucleoétidicas, asi como la traduccién de
secuencia a aminoacidos y los alineamientos tipo clustal fueron realizados con el

programa PCGENE.

7.11. Southern blot.

Se digirieron 10 png de ADN gendmico de cisticerco, con cuatro enzimas de
restriccion (Bam HI, Eco RI, Nde I, Xba I). EI ADN digerido fue corrido en un gel de
agarosa al 2%. El gel fue lavado en dos ocasiones por 20 min con una solucién
alcalina desnaturalizante (ver anexo) y posteriormente fue neutralizado con
solucién neutralizante (ver anexo) en tres lavados de 20 min cada uno y finalmente
lavado con SSC 10X durante 10 min. EI ADN separado en el gel fue transferido a
una membrana de Nylon por difusion durante 24 hrs en amortiguador SSC 5x. La
membrana fue lavada con luz UV (1200 puJ x 100) en un equipo UV Stratlinker
2400 (Stratagene). Una vez que el ADN es fijado se deja la membrana en solucién
de hibridacion por 2 hrs a 55 °C antes de agregar la sonda. La sonda se incuba a
100 °C durante 5 min. y otros 5 min. a 4 °C, pasado el tiempo se adiciona para
llevar a cabo la hibridacion a 55 °C durante toda la noche. Las membranas se
lavaron tres veces con 100 ml de SSC 2x por 5 min en agitacion. Las membranas
se secaron y se expusieron a placas radiograficas toda la noche y fueron

reveladas al término de exposicion.
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8. RESULTADOS

Habiendo realizado las técnicas anteriores se obtuvieron los siguientes resultados.
Con los oligonucledtidos disefiados de motivos conservados, el ADNc y la RT-
PCR se obtuvo una secuencia nucleotidica de 153 pb, la cual codifica para una

secuencia de 51 residuos de aa (Figura. 9).

1 ACTTGGTGCGGTCCCTGTAAGGCGCTTGCTCCAAAATTAGACGAAATGGCAAAG

T wccGeGPCKALAPIKTLDEMAHK 18
55 GAGAATGCTAACGTCGTCTTTGTAAAGGTCGACGTCGATGAGTGTCAGGATGTC

E NANVV FV KV DVDET CUOQDV 36
109 GCCGAGAAGTACCGAGTTACCGCCATGCCTACTTTGTTTGTGTTC

A E KY RV TAMPTILFVF 51

Figura 9.

Traduccién de la secuencia nucleotidica del fragmento obtenido a partir del ADNc de T. solium

mediante la RT-PCR y los oligonucledtidos Trx-5’ y Trx-3 (se encuentran en negritas).

Este fragmento fue marcado con [a-*?P-dCTP] y se utiliz6 como sonda marcada,
para el aislamiento e identificacibn de clonas que contuvieran la secuencia
completa que codifica para la Trx citosélica de T. solium (TrxTs). Realizando un
tamizaje de una biblioteca de ADNc construida en el fago Agt10, se encontraron 20
clonas positivas al final del tamizaje terciario (Fig. 10). La determinacién de los
patrones de restriccion de las clonas con las endonucleasas BamHI, EcoRlI (sin
imagen) sugirieron que todas eran iguales. Por lo que se escogieron las clonas de
mayor tamafio (clonas 2 y 5) se preparé ADN del fago y se secuenciaron. Ambas

clonas mostraron secuencias nucleotidicas idénticas a la de la figura 11.
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Figura 10.

Superposicion de las autorradiografias de las membranas original y copia del tamizaje terciario

mostrando las clonas positivas (puntos negros).

Esta Figura 11 muestra el inserto de ADNc obtenido compuesto de 428
nucleétidos, con 30 pb en la region 5'-sin traducir (5’-STD) y 73 pb en la region 3'-
sin traducir (3'-STD), junto con un marco de lectura abierto que empieza en el
nucledtido 31, con el codon de inicio ATG y termina en nucle6tido 353 con el
codon de término TGA. El ADNc codifica para una proteina de 107 aa, con una Mr
= 11579 y punto isoeléctrico (pl) = 4.39. Dentro de este marco de lectura se
encuentra el motivo catalitico (Cys34-Gly35-Pro36-Cys37); ademas esta
secuencia presenta varios residuos caracteristicos de las Trxs, como son las
superficies hidrofébicas (Gly35-Pro36), (Met76-Pro77) y (Val92-Gly93-Ala94); y los
residuos cargados, Lys38, Glu58. Se observa también un sitio de poliadenilacion
clasico AATAAA a 25 pb del codén de término y a 20 pb de la cola de poli (A).
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1 CAAAGAGTTACGCCATTCAGTTTTCTGAGAATGTCGGTGGAGGTGGTTGTT
M S V E A V V 7
52 AAGACGGTGGATGGTGACGGTCTTGAGGCAGCTATTAAGGGAGACAAGCTC
K T vnDGDSGLEAAI K G D K L 24
103 CTCGTTTGTGATTTCTTTGCAACTTGGTGCGGTCCCTGTAAGGCGCTTGCT
L VvVCDFTFATWCEGEGPCRKALA M
154 CCAAAATTAGACGAAATGGCAAAGGAGAATGCTAACGTCGTCTTTGTAAAG
P K LDEMAIKENANVVEFUVIK 58
205 GTCGACGTCGATGAGTGTCAGGATGTCGCCGAGAAGTACCGAGTTACCGCC
vV bv DEZCOQDWVAEIKYIRVTA 75
256 ATGCCTACTTTGTTTGTGTTCAAGAACGGGAATGAAATCGGTCGTGTCGTC
MmP TLFVFKNUGNIETI G R V V 92
307 GGAGCCAATGAGGCTAGCATTAGGGAACTTATCCAAGCAAACGTCTGAGTC
G ANEASITRETLT1T Q ANV - 107
358 ATATATTTAAGAACTATTTCAAAATAAAATCTTATCGTGCTCTTGTCTAAA
410 AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 11.

Secuencia nucleotidica y de aminoacidos obtenidos del ADNc clona 5. Los nimeros de la izquierda son
referentes a los nucleétidos y los de la derecha a los aminoacidos traducidos correspondientes en cada linea. Los
aa subrayados corresponden a la sonda que se obtuvo para el tamizaje. Los codones de inicio y término aparecen
en rojo. El motivo catalitico esta doblemente subrayado. Las regiones hidrofobicas estan sombreados en gris
claro y los residuos de aa en cajas. El sitio de poliadenilacion clasico esta en negritas y subrayado.

A partir de la secuencia primara obtenida de la secuencia nucleotidica del ADNc
de la clona 5, se realiz6 una comparaciéon de la TrxTs por medio de un
alineamiento multiple con homélogos de esta Trx de otros organismos bioldgicos
(Figura. 12).
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Trx Ts MSVEAVVKTVDGDGLEAAIKGDKLLVCDFFATW| CGPC| ALAPKLDEMAKENA-NVVFVKV 59
Trx Eg MSVEAVVKQVDGDALEAAIKGDKLLVCDFFATW| CGPC| SLAPKLDAMAKENE-KVIFVKL 59
Trx Hs MVKQIESKT--AFQEALDAAGDKLVVVDFSATW| CGPC| MIKPFFHSLSEKYS-NVIFLEV 57
Trx Mm MVKL 1 ESKE--AFQEALAAAGDKLVVVDFSATW| CGPC| M1 KPFFHSLCDKYS-NVVFLEV 57
Trx Ss MVKQIESKY--AFQEALNSAGEKLVVVDFSATW| CGPC| M1 KPFFHSLSEKYS-NVVFLEV 57
Trx Sm MSKL 1 ELKQDGDLESLLEQHKNKLVVVDFFATW| CGRC| BT 1APLFKELSEKY--DAIFVKV 58
Trx Ec MSDK 1 IHLTDDSFDTDVLKADG-AILVDFWAEW| CGRC| MIAPILDEIADEYQGKLTVAKL 59
* - *********:*:_ - . . -
- 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Trx Ts DVDECQDVAEKYRVTAMPTLFVFKNGNE IGRVVGAN-EASIREL 1QANV- 107
Trx Eg DVDECQDVAEKYRVTAMPTL IVFKNGCE IGHVVGAN-EAGIREL 1QANA- 107
Trx Hs DVDDCQDVASECEVKCMPTFQFFKKGQKVGEFSGAN-KEKLEATINELV- 105
Trx Mm DVDDCQDVAADCEVKCMPTFQFYKKGQKVGEFSGAN-KEKLEASITEYA- 105
Trx Ss DVDDCQDVASECEVKCMPTFQFFKKGQKVGEFSGAN-KEKLEATINELI- 105
Trx Sm DVDKLEETARKYNISAMPTF IAIKNGEKVGDVVGAS-1AKVEDMIKKFI- 106
Trx Ec NIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGAL SKGQLKEFLDANLA 109
::*_ _* _ - :**: *:* _ **x - -
60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Figura 12.

Alineamiento mdltiple de secuencias de Trxs realizados con el programa ClustalW. Secuencia de amino acidos homologas a
Trx Ts: Trx Hs: Homo sapiens (AAH54866.1), Trx Mm: Mus musculus (CAA54688.1), Trx Ss: Sus scrofa (AAK60272.1),
Trx Sm: Schistosoma Mansoni (AAL79841.1), Trx Eg: Echinococcus granulosus (AAC14584.1), Trx Ec: Escherichia coli
(YP_001746100.1). Los residuos idénticos se indican con asteriscos, las sustituciones conservadas se indican con dos puntos y
las sustituciones semi-conservados se indican con un punto. EI motivo catalitico, se muestra encerrado en un cuadro, las
regiones planas e hidrofobicas se muestran sombreadas en gris medio, el residuo cargado que ayuda en el intercambio de €, se
muestra en sombra gris obscuro.

TrxHs | TrxMm | TrxSs | TrxSm | TrxEg | TrxEc | TrxTs | Alineamiento
87 94 42 37 22 39 Trx Hs
86 40 37 24 39 Trx Mm
42 35 21 38 Trx Ss
38 29 39 Trx Sm
33 87 Trx Eg
34 Trx Ec

Tabla 1 Porcentajes de identidad entre las Trxs.




En el alineamiento multiple de TrxTs se presenta un numero significativo de
residuos idénticos entre las Trxs Estos alineamientos mostraron porcentajes de
identidad desde 21 a 94% (Tabla 1).

El andlisis tipo Southern blot (Fig 13) del ADN gendmico de cisticerco fue digerido
con enzimas de restriccién y al ser enfrentado contra el ADNc marcado con [o->*P-
dCTP]. Mostro que este hibridé con diferentes tamafios de fragmentos del ADN

gendmico que van desde aproximadamente 19 kbp a 0.5 kbp (Figura. 13).

Figura 13. Southern Blot de ADN gendmico digerido con enzimas de restriccion e hibridado con el ADNc
de TrxTs. Aparecen del lado izquierdo los pesos moleculares en kilo pares de bases y se muestra cada carril
correspondiente a la enzima de restriccion utilizada: 1. Control, 2. Xbal, 3. EcoRlI, 4. BanH]I, 5. Ndel, con
sus respectivas bandas.
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9. DISCUSION

Al lograrse obtener un fragmento de ADN de 153 pb que codifica para los 51
residuos de aminoacidos de tamafo esperado, comprobd que el disefio de los
oligonucledtidos realizados sobre los sitios conservados y el espacio que entre
ellos existe es altamente conservado en todas las Trx conocidas hasta la fecha.
Este fragmento ademas presenta residuos caracteristicos (ver figura 9) de las
regiones hidrofobicas Met-Pro-Thr, Val-Gly-Ala y las cisteinas del sitio catalitico
(Cys-Gly-Pro-Cys). Lo que sugiere que el fragmento codifica para una Trx de T.
solium, demostrando también que este es un método para la obtencién de sondas
y aislamiento de genes completos a partir de bibliotecas de ADNc que codifican

para proteinas que se desean clonar, como es el caso.

Una vez obtenido el fragmento se utilizé como sonda para aislar el ADNc de
interés (TrxTs) por medio de tamizajes realizados a una biblioteca de ADNc de
larva construida en el fago Agt10°” *%. Para el aislamiento del ADNc que codifica
para una Trx, se utilizaron 45,000 fagos de la biblioteca®®®. Al final de este
tamizado se logro aislar 20 clonas, lo cual indica que el transcrito esta
representado en la biblioteca en un 0.044% aproximadamente, esto sugiere que
existe en bajas concentraciones dentro de T. solium. Al ser analizadas estas
clonas mediante endonucleasas de restriccion se encontré que el patron de corte
es idéntico en todas ellas. Ya que presentaban el mismo patron de corte por las
endonucleasas utilizadas; se escogio la clona de mayor tamafio que era alrededor
de 1 kb, esto para asegurarnos de tener la secuencia completa puesto que la
mayoria de las Trx presentan un PM de alrededor de 12,000 da. Se utilizé la clona
5 para ser secuenciada y analizada.

El ADNc contenido en la clona 5 del fago Agt1l0 se cloné en el vector pCRII, su
secuencia presentd 428 nucleodtidos (ver figura 11). Presentando una region de
30pb en la regién 5’-sin traducir (5’-STD) antes del codén de inicio y después del
coddn de término una region 3'-sin traducir (3’'-STD) con 73 pb, la cual presenta en
ella una sefal de poliadenilacion clasica AATAAA y una cola de poli (A) de 20 b.
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El andlisis de la secuencia primaria muestra que la metionina de inicio (ATG) se
encuentra en la posicion 31 donde inicia un marco de lectura abierto (ORF) hasta
el coddn de termino (TGA) en el nucleétido 354 que codifica para una proteina de
107 aa, misma que corresponde para una Trx con peso molecular teérico de
11,579 Da y un punto isoeléctrico (pl) predictivo de 4.39, siendo esta Trx de menor
peso que las Trx reportadas. Esta proteina carece de un péptido sefial como lo
presentan las Trx mitocondriales; asi mismo presenta residuos caracteristicos de
las Trx tal como el motivo catalitico Cys33-Gly34-Pro35-Cys36 con su residuo

aromatico Trp32 y el residuo cargado Lys37.

Cabe mencionar que el andlisis del alineamiento multiple de la TrxTs con otras Trx
citosolicas muestra los residuos hidrofobicos (Gly34-Pro35), (Met75-Pro76) y
(Val91-Gly92-Ala93) los cuales estabilizan la interaccion de las cisteinas del sitio
activo reportadas por Holgrem®*°®. Es interesante observar que la Trx Ts cuenta
con otras dos Cys independientes a las ubicadas en el sitio catalitico estas Cys se
localizan en las posiciones 26 ($2) y 64 (a3), mismas que difieren en dos de las
tres Cys presentes en las Trx de mamifero estas se encuentran en las posiciones
64 (a3), 71y 75 (B4); las Cys 64 y 71 sirven como otro sitio de intercambio SH5-S,
en la Trx de mamifero mismo del que carece la Trx Ts, sin embargo las Cys26 y
64 de Trx Ts son importantes ya que pueden estabilizar la catalisis. Otra
diferencia importante en Trx Ts es la sustitucion del residuo Cys75 por Ala75 el
cual puede evitar la formacién de un homodimero que inactive al sitio catalitico
haciéndolo poco accesible, en su lugar este puede favorecer la interaccion
hidrofébica del sitio catalitico.®’” Dentro de esta comparacién se también se
observan diferencias entre las Cys de Trx Ts yTrx Ec a pesar de que estas
provienen de la misma clase y familia de helmintos encentrdndose en la
secuencia de Trx Ec tres Cys mas, a parte de las que se encuentran en el sitio
catalitico, siendo estas Cys26 ($2), Cys 64 (a3) y Cys86 cerca del amino terminal
de (B5) (ver figura 12).

El andlisis del alineamiento de TrxTs, muestra un porcentaje de identidad del 87 %

con la de E. granulosus, 39 % con la de H. sapiens, M. musculus y S. mansoni,
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38% con S. scrofa, 35% con C. elegans y un 34% con E. coli. TrxTs presenta
mayor identidad con E. granulosus, ya que estos son organismos relacionados
puesto que pertenecen a la misma familia. Como se observa la TrxTs tiene una
identidad pobre con respecto a las Trx de mamiferos, lo que la hace muy
interesante porque estas regiones diferentes podrian usarse como antigenos

vacunales.

Basado en los andlisis realizados entre la TrxTs y la Trx de E. coli y conociendo su
estructura terciaria de esta Ultima, se observo que la TrxTs presenta cadenas-f y
hélices-a, que formarian segmentos Bofof (1 a 59) y BRa (76 a 107) junto con un
segmento de union de 18 residuos en forma de hélice, o que confirma que la
TrxTs presenta la firma de las Trx (BaBapapBa). Sin embargo la resolucion de la
estructura correspondiente debera confirmar esta firma con la difraccién de rayos

X de un cristal de la TrxTs. (ver Anexo IlI).

Por otro lado, los analisis obtenidos del Southern blot sugieren que el gen que
codifica para la TrxTs en el genoma de T. solium es de copia Unica, debido al

patrén simple que se observé en el mismo.

La informacion obtenida en este trabajo de la caracterizacion de un ADNc que
codifica para una TrxTs citosolica, permitird en el futuro producir una Trx
recombinante que permita conocer su estructura cristalina, su ubicuidad,
mecanismo catalitico, su actividad oxido-reductora involucrada en la proteccion de
moléculas dafiadas por las ERO, su regulacion en la expresion de genes y en la
apoptosis, ademas podria ser utilizada como desarrollar vacunas o para
desarrollar farmacos que inhiban su actividad anulando su actividad reductora

para destruir al parasito.>*°>,
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10. CONCLUSIONES:

Se obtuvo una sonda de ADNCc (321 pb) que codifica para una Trx.

Taenia solium cuenta con un gene que codifica para una tiorredoxina

citosolica.

El Southern blot sugiere que el gen para la TrxTs en el genoma de T. solium

es de copia Unica.

Este trabajo demuestra por primera vez la caracterizacion parcial de una

Trx citésolica en este parasito.

Asimismo, abre un campo para estudiar mas a fondo el metabolismo de

oxido-reduccion en Cestodos.
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Anexo |

Soluciones

Agar LB: triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% (p/v) y agar
bacteriologico 1.5% (p/v).

Agar SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v). Nacl 0.05% (p/v),
KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM y agar bacteriolégico 1.5% (p/v).

Agar top SOBM: triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v). Nacl 0.05%
(p/v), KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM y agar bacteriol6gico 0.7 % (p/v).

Amortiguador de cargado (DNA): EDTA 0.2 M, azul de bromofenol 0.1%, xileno de
cianol FF 0.25%, Ficoll en H,O 15%.

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

Amortiguador TE: Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0.

Amortiguador WB: PBS 1X, Tween 0.3% (p/v), leche en polvo 5% (p/v).

Gel de agarosa 2%: Agarosa 1g, amortiguador TAE 50mL, bromuro de etidio 4 uL.
Medio LB: triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.05% (p/v), NaCl 1% (p/v).
Medio SM: NaCl 0.58% (p/v), MgSO, e 7 H,O 0.2% (p/v). Tris-HCI 0.05% (p/v) pH=
7.5

PBS: Fosfato monobasico de sodio 0.001M, fosfato dibasico de sodio 0.01M,
cloruro de sodio 0.15M pH=7.2

Solucion 1: EDTA 10mM, Glucosa 50 mM, Tris 25mM pH =8.0

Solucién 2: NaOH 0.2M, SDS 1% (p/v).

Solucion 3: Acetato de Amonio 7.5M.

Solucién bloqueadora para inmunoelectrotransferencia: PBS, Tween 0.3% (p/v) y
leche descremada Svelty de Nestlé al 0.5% (p/v).

Solucién de lavado: NaCl 0.2 M, Tris-HCI 20 mM pH=7.2, EDTA 2 mM, etanol 50%
(VIV).

Solucién PEG: PEG 20% (v/v), NaCl 2M en 2% (v/v).

Solucion de hibridacion: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0.2% (p/v).

Solucién alcalina desnaturalizante: NaOH 0.5M, NaCl 1.5M.

Solucién neutralizante: Tris-HCI 1M, NaCl 1.5 M, pH 8.0

Solucion SSC 5X: NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075M
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Anexo Il

Enzimas de restriccion

BamH | 5-G|GATC C-3'
3'-C CTAG1G-5'
Hind Il 5-A|AGCT T-3
3-T TCGATA-5'
Nde | 5-CA|TATG-3’
3-GT ATTAC-5
Xbal 5-T|CTAGA-3’
3-AGATCTT-5
Anexo llI

COMPARACION ESTRUCTURAL DE TrxTs VS TrxEc

Se presentan las cadenas B en rojo y en verde las hélices a
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