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RESUMEN

El sistema de glioxalasas (GLO’s) comprende dos enzimas GLO-I (lactoilglutatién liasa) y
la GLO-II (hidroxiglutation hidrolasa) que participan en la via de desintoxicacion del
aldehido metilglioxal (MGO), catalizando la reaccion interna de oxidacion-reduccion del
mismo. Este compuesto es producido en la via glucolitica mediante la reaccién de
interconversion del gliceraldehido 3-fosfato (GAP) a hidroxiacetona fosfato (DAP) por la
triosa fosfato isomerasa, asi como por el catabolismo de la treonina y acetona. La via para
la desintoxicacion del MGO consiste en dos reacciones, en la primera de ellas la GLO-I
cataliza la formacién del S-D-lactoilglutation (SLG) a partir del MGO y de glutatiéon
reducido (GSH). En la segunda reaccion el SLG es hidrolizado por la GLO-Il y el GSH es
liberado formando D-lactato, este producto final de la via no reacciona con las proteinas.
El MGO es altamente toxico para las células, ya que al acumularse inhibe su proliferacion

e induce apoptosis.

En este proyecto se llevé a cabo la produccién de un fragmento de ADN complementario
(ADNCc) que codifica para la GLO-I, partiendo de una muestra de RNA total de la larva y
utilizando el método de la transcripcion reversa acoplada a la polimerasa de reaccién en
cadena (RT-PCR). Este fragmento se utiliz6 como sonda para aislar un ADNc completo
que codifica para la enzima de estudio, por medio de una serie de tamizajes de una
biblioteca de ADNc de larva construida en el vector Agtl0. Una vez aislada la clona de
ADNCc, se obtuvo la secuencia nucleotidica y mediante un andlisis computacional se

determind que codificaba para una glioxalasa | de T. solium.

Ademas, se realizaron una serie de experimentos utilizando cisticercos de Taenia
crassiceps y exponiéndolos a diferentes concentraciones de MGO, para determinar el
dafio que este provoca en las larvas, el efecto observado fue una pardlisis de la
membrana y en algunos casos la desintegracion de la misma, que no permitid la
evaginacion de algunos cisticercos, sin embargo es importante mencionar que se
utilizaron diferentes concentraciones y tiempos pero que en ninguno se observo una

muerte total de los parasitos.

Se obtuvo la DL la cual corresponde a una concentracion de 30 mM de MGO en un
tiempo de 2 horas. Concluimos que Taenia solium posee y utiliza la via de las glioxalasas

gue desintoxican MGO y que ademas tolera grandes concentraciones de este compuesto.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCCION

I.1 Historia y clasificacion taxondmica de Taenia solium.

Desde la época de Hipocrates y posiblemente desde los tiempos de Moisés, se
sabe que la Taenia solium parasita al hombre, aunque no fue diferenciada de
Taenia saginata, hasta la época de Goeze en 1782 (Gallegos J., 2006).

Aristételes y Aristéfanes observaron el estado larvario en la lengua del cerdo y lo
describieron como granizo (Gallegos J.,2006).

Por su parte Gessner y Ramler en 1558 informaron del estado larvario en el
hombre y fue hasta 1855 cuando Kuchenmeister y Leuckart investigaron el ciclo

biolégico y descubrieron la forma infectante para el hombre (Gallegos J., 2006).

En la actualidad Taenia solium se encuentra clasificada taxondmicamente de la

siguiente forma (Koneman E., 2006).

Reino: Animalia |
Phylum: Platyhelmintos
Clase: Cestoda

Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia

Especie: solium

Fig. 1. Taenia solium (Larralde C., Aluja A., et al., 2007)
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I.2. Aspectos anatbmicos de Taenia solium.

Taenia solium es un parasito endémico de regiones como Brasil, Colombia,
Ecuador, Guatemala, México, Perd, India, Africa del Sur, Africa Occidental, USA
entre otros paises siendo los movimientos migratorios en este ultimo la principal

causa de aparicion de la enfermedad (Flisser A., 2006).

Y |

5 +
4 \
) ALTA PREVALENCIA

@ PREVALENCIA MODERADA
\ BAJA PREVALENCIA (CASOS IMPORTADOS)
i @ AREAS ENDEMICAS DENTRO DE EUA
b NO HAY INFORMACION DISPONIELE

S

Fig. 2. Distribucion geografica mundial del binomio teniasis/cisticercosis con su
nivel de prevalencia. (Flisser A., et al., 2006).

Este parasito es conocido comunmente con el término de “solitaria’. EI nombre de
solium no corresponde al concepto de sola o solitaria, si no que deriva de la
palabra arabe “soltz” que significa cadena y que alude a la que forman los
progloétidos del estrébilo, estructura que mencionaremos posteriormente (Flisser A.
2006).

En cuanto a su anatomia Taenia solium también es conocida como Taenia armada
esto porque presenta un escoélex o cabeza (6rgano de fijacion del helminto) de un
tamafio de 1 mm de diametro y conformado por una doble corona de ganchos, en
numero de 22 a 32, los cuales miden de 110 a 180 micras, ademas de poseer

cuatro ventosas (Flisser A, Koneman E., 2006)
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Después del escolex encontramos lo que es el cuello el cual es un sitio corto, de
aproximadamente la mitad del grosor del escélex, en esta regidn se encuentran
células pluripotenciales también conocidas como células “madre” que son las

responsables de la formacion de nuevos proglotidos.

El cuerpo de T. solium es largo y aplanado, razén por la cual se encuentra
formando parte del phylum de los platyhelmintos su longitud puede ir de 2 a 4 m

aungue se han reportado ejemplares que llegan a medir de 6 a 10 m de largo.

Habita en el intestino delgado del hombre, carece de tubo digestivo y en
compensacion presenta un tegumento o epitelio que le permite la absorcién de
nutrientes y excrecion de desechos. Este tegumento se encuentra formado por
micro vellosidades llamadas microticas las cuales se encuentran cubiertas por
una membrana con glicocalix que potencia la permeabilidad de cationes, sales
biliares y nutrientes, posee actividad de amilasas, tripsina, quimiotripsina y lipasa

pancreatica (Torres A., 2004)

El estrobilo o cuerpo del parasito es segmentado y a estas fracciones se les
conocen como proglétidos, que en cantidad pueden formarse desde 800 hasta
1,000 proglétidos, los cuales se dividen a su vez en (Tay J., 2003)

e Inmaduros (mas cercanos al cuello y no presentan érganos sexuales).

e Maduros (presentes en la parte media del cuerpo y hermafroditas),
presentan una estructura rectangular y miden de 5 a 7 mm de longitud.

e Gravidos estos proglétidos se pueden encontrar en las heces o en el
medio ambiente y contienen los huevos de Taenia solium, ubicandose en
la parte distal del gusano. Miden de 10 a 15 mm de largo y de 6 a 7 mm de
ancho (Tay J., 2003). Su Utero es caracteristico pues presenta de 7 a 13
ramas laterales usualmente (9 a 10) gruesas las cuales encierran de 30 mil
a 50 mil huevos cada una (Tay J., 2003).
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Fig.3. Anatomia de Taenia solium (Flisser A, et al., 2006).

ESTROBILO

Los huevos de T. solium miden aproximadamente 30 a 40 um de diametro, son de
paredes gruesas y radiadas y no se pueden diferenciar de los huevos de Taenia
saginata (Flisser A., et al., 2006). En su interior contienen una oncosfera o embrién
con seis ganchos (embrion hexacanto), siendo estos la forma infectante para el
hombre, asi como para el cerdo. Este huevo esta protegido por capas como el
vitelo, el cual es una estructura delgada que envuelve al embriéforo, este altimo
esta formado por bloques de una proteina similar a la queratina y se caracteriza

por ser impermeable y muy resistente.

Las mismas enzimas digestivas y sales biliares del huésped activan a las
oncosferas, que atraviesan la pared intestinal y entran en el torrente sanguineo,
hasta alcanzar y desarrollarse en el tejido subcutaneo, musculo esquelético,

sistema nervioso central y ojos, convirtiéndose en la forma larvaria o cisticerco.

El cisticerco de T. solium es una vesicula ovalada y translicida, llena de liquido,
de 0.5 a 2.0 centimetros de diametro que presenta un escolex invaginado, al igual

que el parasito en su forma adulta el escélex presenta cuatro ventosas y una doble
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corona de ganchos, ademas al carecer de tracto digestivo las larvas adquieren sus

nutrientes y llevan la excrecion de estos por su tegumento (Flisser A., et al., 2006)

El desarrollo del cisticerco hacia una forma adulta capaz de producir huevos toma
un tiempo aproximado de 2 meses, razon por la cual es fundamental conocer el

ciclo biolégico de este helminto (Villalobos-Perozo R., 2003).

Fig. 4. Huevos y forma larvaria (cisticercos) de Taenia solium (Flisser A, et al.,
2006).

I.3. Ciclo biol6gico de Taenia solium.

Este parasito alterna entre el ser humano como huésped definitivo y el cerdo como
huésped intermediario (Flisser A., et al 1997), (Flisser., et al 2006), (Tay J., 2003),
(Garcia H., et al 2003)

En su estado adulto, el platelminto habita en el intestino delgado del ser humano.
Su presencia ocasiona la teniasis. En la que la Taenia o solitaria, produce miles de
huevos, que se expulsan con las heces. El cerdo al ser un animal coprofago se
infecta al ingerir heces donde hay huevos o proglétidos del parasito adulto. Cada
huevo puede convertirse en un cisticerco ocasionandole la cisticercosis, ya que al
ingerir los huevos, sus oncosferas por accion de enzimas digestivas como la
tripsina y las sales biliares atraviesan la pared intestinal y por medio del torrente
sanguineo llega a musculo y otros organos donde se convierten en la forma

larvaria del parasito (Flisser A., et al., 2006 y Koneman E., 2006).

El ciclo culmina cuando el hombre consume carne de cerdo infectada con

cisticercos mal cocida, lo que permite la supervivencia de esta forma larvaria. El
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escolex contenido en el cisticerco se fija en las paredes del intestino humano

donde se desarrollan hasta convertirse en el gusano adulto.

La falta de higiene y la convivencia con un teniasico pueden ocasionar la ingestion
de huevos de una forma accidental, desarrollandose la cisticercosis humana

afectando principalmente SNC, ojos y tejido subcutaneo (Sarti E., 1997).
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CICLO BIOLOGICO DE TAENIA SOLIUM

A

Cisticereos enmlsculao

o5 cisticercos pueden
desarrollarse en cualguier
drgano, princlipalmente en:

= SNEC, ojos y T. subcutanea ﬂ
) 0

Las oncosferas liberadas atraviesan la pared intestinal
v por circalacion legan a musculatura ;

¥

0 El hurnano adgquiere taenosis al
ingerir carne de cerdo cruda o
rnal cocida

e Huevos Wo proglotidos gravides son = T e JI
ingerides por cerdos o humanos 2

Los adultos se localizan enintesting delgado

A= Forma infectante Huevosfproglatidas grivides
eliminados en el am bientsa

ﬁ= Formas diagndsticas

en Taenosis CDC/DPDx

Fig. 5. Ciclo biolégico de Taenia solium (CDC, Center for disease control and
prevention
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|.4. Importancia en la salud del binomio Teniasis y cisticercosis

La relevancia de este parasito se encuentra asociada a dos enfermedades la

teniasis y la neurocisticercosis siendo esta ultima en el hombre la mas peligrosa.

Las razones de esta alta frecuencia en seres humanos son la falta de higiene, la
deficiente inspeccidén sanitaria de la carne y la falta de programas de salud e

infraestructura de la misma para la poblacion.

En diversos articulos se ha hecho hincapié en que las condiciones sociales,
econOmicas 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. En primer lugar, puesto
qgue la teniasis es una enfermedad exclusiva del humano, éste es el Unico
responsable de la dispersion de los huevos del parasito; asi la defecacion al aire
libre y/o la inadecuada eliminacién de excretas es la primera practica de riesgo.

En segundo lugar, una crianza de los cerdos que tolere o promueva el contacto de
éstos con las heces humanas permite la infeccion del cerdo. La falta de control
sanitario de la carne de cerdo, su manejo y los habitos de alimentacién que
incluyen el consumo de esta carne en forma poco cocida o cruda, también son

practicas que contribuyen a la infeccién (Larralde C., Aluja A., et al., 2007).

La falta de higiene personal especialmente los habitos relacionados con el lavado
de manos antes de comer y después de ir al bafio, el consumo de agua sin hervir
y de alimentos sin lavar, asi como su exposicion a agentes que dispersan los
huevos son practicas que posibilitan la ingestion de éstos por el humano (Larralde
C., Aluja A., et al., 2007).

De acuerdo con datos obtenidos por la secretaria de salud el panorama
epidemioldgico indica que desde el afio 1990 hasta el afio 2005, la disminucion de
la incidencia de teniasis ha sido considerable, ya que en 1990 se tenia un reporte

nacional de 14,013 casos de teniasis y 586 casos de cisticercosis, y en el 2005 las
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cifras reportadas fueron de 393 casos de teniasis y 306 casos para la cisticercosis

(Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica., 2007).

La cisticercosis se ha mantenido desde hace ya 15 aflos aparentemente sin
cambio y se podria decir que no hubiese relacion entre ambos padecimientos, ya
gue a pesar de que la teniasis ha disminuido en la cisticercosis no ha habido
cambios.

En el caso de la teniasis los 11 estados de la Republica Mexicana méas afectados
son: Yucatan, Baja California Sur, Chiapas, Tamaulipas, Michoacan, Coahuila,
Campeche, Sinaloa, Jalisco, Querétaro y Chihuahua, mientras que para la
cisticercosis las 13 Entidades Federativas en las cuales existe una incidencia
nacional mayor son: Jalisco, Hidalgo, Sinaloa, Colima, Zacatecas, Chiapas, Nuevo
Ledén, Durango, Baja California, Coahuila, Michoacan, Distrito Federal y

Guanajuato (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica., 2007).

Los estudios epidemiolégicos informan que el parasito adulto se presenta en todas
las edades y que alcanza su pico mas alto en grupos de 16 a 45 afios (edad

econémicamente productiva).
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Gréfica 1. Comportamiento epidemiologico del binomio Teniasis-Cisticercosis
México 1990-2005 (Secretaria de Salud, Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica, 2007)
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|.5. Sintomatologia, diagnéstico y tratamiento de la teniasis.

La infestacion por el gusano adulto de T. solium produce el cuadro clinico
denominado teniasis intestinal. Los sintomas pueden ser causados por la
produccion de sustancias toxicas por parte del cestodo, inflamacion leve en el sitio
de implantacion y anemia por sindrome de malabsorcion intestinal. En general, la
mayoria de las infecciones por este parasito presentan una sintomatologia
moderada, ya que la persona puede cursar con malestar abdominal o dolor
epigastrico, meteorismo, plenitud intestinal, sensacion de hambre, nauseas,
diarrea y una pérdida minima de peso. Es bastante frecuente detectar una
eosinofilia moderada en sangre periférica, mayor del 13% (Alvarez E., et al.,
2004).

Diagnostico de las teniasis intestinales:

Historia clinica: Informacion sobre la eliminacion de proglétidos de forma
espontanea o junto con las heces, si el paciente suele comer carne de cerdo cruda
0 poco cocida y especialmente, si proviene o ha realizado un viaje a una zona

endémica.

Caracteristicas morfométricas. A partir del material parasitario eliminado por el
paciente, podemos observar huevos mediante un estudio microscopico directo de
éstos, y soélo informaremos el género, ya que ninguna de las tres especies (Taenia

solium, Taenia saginata y Taenia asiatica) puede diferenciarse mediante estos.

Pero como se menciona en la seccion de diagndstico, los proglotidos gravidos son
estructuras que se emplean para el diagnéstico de la enfermedad, la cual se
puede diferenciar de otros proglétidos como Taenia saginata por el numero de
ramas uterinas, ya que Taenia solium, presenta de 9 a 10 ramas uterinas y Taenia
saginata mas de 13, ademas de que el tamafio y forma de estos pueden ser
diferenciables empleando tinciones especiales, después de haber obtenido la
estructura por medio de la técnica de tamizaje de la cual también podemos
obtener el réstelo y hacer la identificacién de la especie mas completa, conociendo

el agente causal de la patologia.
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Deteccion de antigenos en heces:

Se realiza mediante un ensayo inmunoenzimatico que utiliza anticuerpos contra el
parasito, que solo permite un diagnostico de género, pero que ayuda a confirmar
una parasitosis actual, incluso sin la emision de huevos o proglétidos (Flisser A. et
al., 2006).

La deteccion de anticuerpos en suero se realiza mediante un inmunoblot:
Esta técnica permite el diagndstico diferencial entre: Taenia saginata, T. solium y
T. asiatica. Como inconvenientes, no necesariamente refleja infecciones activas y

puede dar reacciones cruzadas con los cisticercos.

Deteccion por la técnica de PCR en heces: nos permite la diferenciacion de las

tres especies, siempre y cuando exista ADN del parasito.

Tratamiento: En cuanto al tratamiento que se emplea para la teniasis intestinal se
aconseja la administracion de un laxante salino suave 1 6 2 h, después de haber
ingerido el farmaco correspondiente. De esta forma se evita que el parasito se
desintegre y, al mismo tiempo se previene la cisticercosis, y se facilita la
identificacién (Robles C., et al., 1997).

En cuanto a los farmacos utilizados, son los mismos para todas las especies del

género Taenia, se recomienda la utilizacién de praziquantel o niclosamida.

El praziquantel, aumenta la permeabilidad al calcio del parasito, lo que produce
una contraccién generalizada de éste, inhibe ademas la captacién de glucosa del
cestodo, forzandolo a consumir sus propias reservas del glucégeno, después de 5
minutos de contacto del praziquantel con los parasitos, se observa al microscopio
electrénico degeneracion del tegumento (Robles C., et al., 1997 y Sciutto E., et al
2010).

Como ventaja tiene que también puede actuar contra los cisticercos, por lo que se

ha considerado como farmaco de eleccion.
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Fig. 6. Estructura molecular del praziquantel (Bayer Health Care., 2010).

|.6. Sintomatologia, diagndstico vy tratamiento de la neurocisticercosis

La sintomatologia de la cisticercosis cerebral depende de la localizacion del
cisticerco y la lesion que causan. Pacientes con lesiones parenquimatosas suelen
presentar crisis epilépticas, cefaleas, vomito en proyectil e incluso con sintomas

focales debidos a un efecto de masa.

La inflamacion que los rodea puede ser causa de infartos cerebrales al ocluir
pequefias arterias. Las lesiones extra parenquimatosas pueden causar
hidrocefalia, por obstruccion mecénica del sistema ventricular. En muchos casos,
los sintomas aparecen afios después de la invasién del SNC por la inflamacién, el
efecto de masa o por calcificaciones residuales. De hecho, cuando los cisticercos
estan ya muertos o han degenerado, habitualmente calcifican e incluso forman
una inflamacién granulomatosa a su alrededor que puede ser igualmente la causa
de muchos de los sintomas de los pacientes. Una manifestacién grave pero poco
frecuente es la encefalitis, cuando existen multiples lesiones con una importante

reaccion inflamatoria.

El diagnostico se basa en estudios de neuroimagen, datos clinicos, y sobre todo
datos epidemiolégicos. En los analisis rutinarios ocasionalmente podemos

encontrar eosinofilia (Robles C., et al., 1997).

En cuanto a las técnicas de imagen, la resonancia magnética nuclear (RMN) es
mas sensible que la tomografia axial computarizada (CT) para pequefias lesiones
y también para detectar cisticercos intraventriculares o medulares, pero la CT,

ademas de ser menos costosa, detecta mejor pequefias areas de calcificacion.
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Fig. 8. Deteccion de neurocisticercosis haciendo uso de la Tomografia Axial
Computarizada (Solari L., et al, 2001).

El parasito pasa por distintas fases. Al principio podemos observar una vesicula
con un contenido liquido de intensidad de sefial similar a la del liquido
cefalorraquideo (LCR). La visualizacién de un nddulo mural de alta densidad
corresponderia al escoOlex y es patognomonico de la neurocisticercosis activa
(Solari L., et al 2001).

En cuanto al tratamiento indicado para esta enfermedad se recomienda la

administracion de farmacos antiparasitarios como el albendazol y el prazicuantel.

El albendazol es un antihelmintico de amplio espectro, que constituye un
tratamiento efectivo para la neurocisticercosis en humanos y la cisticercosis
porcina (Castellanos A, Jiménez L y Landa A., 2002), su nombre quimico es metil-
5-(propiltio)-2-bencimidazol carbamato, este farmaco dafia de forma selectiva los
microtubulos citoplasmaticos de las células intestinales de los nematodos pero no
del huésped, ocasionando asi la ruptura de las células y la pérdida de
funcionalidad. En consecuencia, se produce una acumulacion de sustancias
secretoras en el aparato de Golgi del parasito, disminuyendo la captacion de
glucosa y deplecion de los depédsitos de glucogeno. Como muchas de las
sustancias secretoras presentes en el aparato de Golgi son enzimas proteoliticas
que se liberan intracelularmente, la consecuencia final es la autolisis de la célula
intestinal y, finalmente, la muerte del gusano (Robles C., et al., 1997) y (Cardenas

G., et al.,, 2010). Otra de las acciones farmacologicas del albendazol es la de
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inhibir a la fumarato reductasa y superoxido dismutasa (Castellanos A, Jiménez L,
Landa A., 2002), enzimas que participa activamente en la sintesis de ATP, fuente
de energia indispensable y en la desintoxicacion del radical superéxido,
respectivamente para que la célula pueda llevar a cabo sus multiples funciones.
La supresion de estos mecanismos bioquimicos explica el efecto letal, no solo en

los pardsitos adultos sino también para las larvas en sus diferentes estadios y

oncosferas.
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Fig. 9. Estructura molecular del albendazol (Palomares F., et al., 2006).

La dexametasona se emplea para disminuir la reaccion inflamatoria que resulta
de la destruccion de los cisticercos y que podria afectar a la pared de los vasos

con el consiguiente riesgo de infarto.

También es importante la administracion de un anticonvulsivo para el cuadro
epiléptico que se presenta en la cisticercosis. Sin embargo en algunos reportes se
menciona que el mejor tratamiento no es precisamente con farmacos, ya que
estos pueden poner en riesgo la vida del paciente por su numero y localizacion,
por lo que en estos casos lo mas recomendable es recurrir a la intervencion

quirdrgica (Alvarez E., et al., 2004)

|.7. Cisticercosis porcina

La principal razén de porgue se comenzé a estudiar esta patologia en los cerdos
fue por el incremento de la neurocisticercosis en humanos, hasta hoy en dia es
dificil conocer la cifra exacta de cerdos infectados con cisticercos por diversas
causas, siendo las mas comunes, la falta de inspeccidén sanitaria dentro de los

rastros, la matanza clandestina y la falta de estudios epidemioldgicos.
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El grado de infeccion en los cerdos es muy heterogéneo, encontrandose canales

con pocas larvas y otros en los que el tejido muscular esté repleto de cisticercos.

Las razones pueden ser varias: puede deberse a que no todos los animales tienen
acceso a la materia fecal (Cuando las heces fecales ingeridas provienen de un
portador de Taenia que elimina en una deyeccion de tres a cuatro segmentos
maduros, el cerdo puede ingerir de una sola vez entre 180 a 240 mil huevos, y
aunque no todos seran maduros e infectivos, llegaran a desarrollarse miles de
cisticercos en este cerdo), otra causa es que este tipo de animales forman grupos
en los que uno es el dominante o lider, el cual ingiere la mayor parte de los
cisticercos dejando una menor cantidad para el resto del grupo (Larralde C., Aluja
A., 2007).

En cuanto al diagndstico de esta enfermedad, el método para detectar cerdos con
cisticercosis en el campo sigue siendo la inspeccién de la lengua, en especial de
su parte ventral. Es un procedimiento violento y traumatico para los cerdos, sin
embargo aunque se han probado estudios de imagenologia, asi como métodos
serologicos en los que se han obteniendo buenos resultados, no son aplicables
por que estos requieren de un trabajo laborioso y a su vez involucran un costo
elevado (Morales J., et al., 2002).

|.8. Respuesta inmunoldgica contra Taenia solium

Ante la invasion de T. solium, el cuerpo reacciona con una doble respuesta

inmunitaria: humoral y celular.
La respuesta humoral se caracteriza por la presencia de anticuerpos,

complemento que se unen a este después de unirse a su antigeno

correspondiente.
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Mientras que la respuesta celular es mediada por los leucocitos. Se han detectado
inmunoglobulinas como IgG, la cual actia contra los cisticercos en el suero
sanguineo y en el liquido cefalorraquideo, también existe la presencia de estos

anticuerpos en saliva de pacientes con neurocisticercosis.

La presencia de IgG, corrobora que la enfermedad constituye un proceso crénico y
de larga evolucion. Esta respuesta inmunitaria humoral opera con mayor

intensidad en casos sintomaticos que en poblacién abierta.

Existe, ademas, una relacion entre anticuerpos del huésped y caracteristicas de
los parasitos: los anticuerpos abundan en pacientes cuyos cisticercos estan vivos
0 en proceso de destruccién, para disminuir en presencia de parasitos calcificados
(Flisser A., et al., 2006).

Los linfocitos T, principales actores de la respuesta celular y encargados de la
destrucciéon de agentes patdgenos, son de dos tipos: T coadyuvantes (Th),
subdivididos a su vez en Thl y Th2, y linfocitos T citotoxicos (Tc). La proporcion
entre ambos tipos de linfocitos estd asociada con la funcionalidad del sistema
inmunitario, una proporcion que parece anormal en los pacientes con cisticercosis:
se da un aumento en la sub poblacion de células citotdxicas que sugiere una

respuesta inmunitaria disminuida.

Sin embargo, aun no se sabe si la parasitosis es la causa o el efecto de la
inmunodepresion. Se han detectado citocinas, moléculas de comunicacion entre
células, lo mismo en el liquido cefalorraquideo que en la sangre de pacientes con

neurocisticercosis (Flisser A., et al., 2006).

Las citocinas reflejan una respuesta inmunitaria de tipo Thl (INF-y e IL-18)
asociadas a proteccion. No obstante, la reaccion inflamatoria crénica que rodea a
cisticercos en el cerebro sugiere la participacion tanto de linfocitos Thl como Th2,

estos Ultimos relacionados con una respuesta inmunitaria deficiente, es decir,
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permisiva de la infeccidén en las cuales se encuentran involucradas la citocinas IL-
4,1L-10 y el TGF-B (Abbas A., 2002).

Cuando los parasitos comienzan a morir, ya sea de manera natural o por la accién
bioquimica de los farmacos o la vacunacion probada principalmente en cerdos, se
inicia un proceso inflamatorio con la intervencién de eosinofilos, una clase de
leucocitos, camulos de linfocitos y macréfagos en fagocitosis en el interior de los

cisticercos destruidos.

Para sobrevivir a una respuesta inmunitaria activa, el parasito desarrolla diversos
mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria: establecimiento en sitio
inmunolégicamente privilegiados, como el ojo y el cerebro; enmascaramiento de la
respuesta inmunitaria, al cubrirse con anticuerpos del huésped; produccion de
moléculas que suprimen o desvian la respuesta inmunitaria, y procesos de

mutagénesis (Flisser A., et al., 2006).
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1.9. SISTEMAS DE DESINTOXICACION

Desintoxicacion se refiere a la eliminacion de los agentes nocivos contra cualquier

organismo que a largo plazo provocan enfermedad, dafio o muerte.

Algunos parasitos han desarrollado mecanismos para eliminar las especies
reactivas de oxigeno (ROS), nitrégeno, asi como xenobidticos como son los

farmacos antiparasitarios y Taenia solium no es la excepcion.

Estos mecanismos pueden clasificarse como enziméticos y no enziméticos, dentro
del segundo grupo se encuentran los compuestos de bajo peso molecular como la
vitamina E, &cido ascoérbico, piruvato, glutation que actlan sobre las especies

reactivas de oxigeno o nitrégeno impidiendo su propagacion en la célula.

El primer grupo se divide a su vez en dos fases la primera o de funcionalidad, se
basa en hacer una biotransformacion de los grupos funcionales susceptibles,
sobre todo en xenobibticos empleando reacciones de oxidacion, reduccion o

hidrdlisis, haciendo mas polares a estos compuestos.

Las reacciones mas comunes son las de oxidacion en el metabolismo de los
xenobidticos y aunque en otros organismos la familia de los citocromos P450 lleva
a cabo su catalisis, en Taenia solium no existen estas mono oxigenasas. Sin
embargo, el parasito cuenta con otro tipo de enzimas que le permiten la oxidacién
de estos compuestos, un ejemplo es la superoxido dismutasa (SOD) que elimina

el ion superoxido.

En la fase Il, se cataliza la adiciébn de pequefias moléculas a los xenobi6ticos
generando nuevos enlaces covalentes, por ello las reacciones se denominan
como “reacciones de conjugacion”, siendo el glutation reducido (GSH) y la
tioredoxina (Trx) los cosustratos mas comunes. Las enzimas que catalizan tales
reacciones son las Glutation transferasas, las tiorredoxina peroxidasas, las metil-

transferasas y la sulfo-transferasas.
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El sistema de glioxalasas, juega un papel sumamente importante en

la

desintoxicacidon de un compuesto altamente reactivo y toxico conocido como

MGO.
|.10.Sistema de las Glioxalasas (GLO-l y GLO-II.
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Fig. 10. Sistema de glioxalasas (Sukdeo Nicole,et al., 2004).

La glioxalasa | (GLO-I), también es conocida con el nombre de lactoilglutation liasa

o (R)-S-lactoilglutation metilglioxal-liasa, junto con la glioxalasa Il S-(2-Hidroxiacil)

o glutation hidrolasa se encuentran involucradas en la regulacion celular, en la

proliferacion, regeneracion de tejidos y ademas llevan a cabo un mecanismo de
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desintoxicacion de un compuesto conocido con el nombre de metilglioxal,
piruvaldehido o 2-oxopropanol (MGO). Compuesto 1,2 dicarbonilico altamente
reactivo que proviene de la via de la glicdlisis especificamente de la
dihidroxiacetona fosfato y de algunos compuestos que se forman durante la
produccion del gliceraldehido 3- fosfato. Otra forma en la cual se puede producir
este compuesto en el organismo es mediante la via de las cetonas o por la via de
la treonina (Thornalley PJ., 1990)

El MGO puede unirse y ser modificado por aminoacidos como la arginina, lisina y
algunos residuos de cisteina causando cambios estructurales en las proteinas y
acidos nucleicos impidiendo a su vez la division celular o bien puede llevar a cabo
la formacion no enzimatica de los productos finales de la glicacion avanzada
(AGES), los cuales se encuentran ampliamente involucrados en enfermedades
como diabetes mellitus, Alzheimer, entre otras patologias principalmente neuro y
cronico degenerativas (Kurz A., et al., 2011) y (Gutiérrez I., et al., 2003).

Algunos estudios han demostrado que los niveles de MGO en células de mamifero
son de aproximadamente 300 uM y al elevarse esta concentracion se propicia
estrés oxidativo por la formacién de ROS dentro de la célula induciendo apoptosis
en esta y finalmente la muerte celular (Thornalley PJ., 1990). Otro mecanismo por
el cual el MGO se encuentra induciendo estrés oxidativo es por la inactivacion de
enzimas antioxidantes como de la superoxido dismutasa de Cu/Zn y de la glutation

peroxidasa (Hemptinn V., et al., 2009).
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Gliceraldehido 3-fosfato
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Fig. 11. Formacion de MGO a partir de la dihidroxiacetona y el gliceraldehido 3-
fosfato proveniente de la via de la glicdlisis (Thornalley PJ, et al., 1990).

Es por ello que el papel que juega el sistema de las GLO’s es de gran importancia
para la inactivacion del MGO. Esto se lleva a cabo mediante dos reacciones de
oxido-reduccion en la que el MGO actia como el primer sustrato fisiologico para la
GLO-I. En la primera reaccion la GLO-I cataliza la formacién de S-D-lactoilglutation
para la formacion del hemitioacetal, denominada formacion no enzimatica del
MGO con una reduccién del glutation. Esto ocurre porque el carbono 1 del MGO
se oxida desde un aldehido a un grupo carbonilo y el carbono 2 se reduce desde

una cetona hasta un alcohol secundario (Thornalley PJ., 1990).
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Fig.12. Reaccion Catalizada por la GLO-I (Frickel M, et al., 2001).
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Mientras que en la segunda reaccion la GLO-Il cataliza la hidrolisis de S-D-
lactoilglutation a &cido lactico (D-lactato) compuesto que no es téxico para las
células y no reacciona con las proteinas, ademas en esta etapa existe una
regeneracion del glutation reducido y consumido en la reaccion catalizada por la
GLO-I.

OH OH

Glioxalasa Il

GS HO

|::> GSH +

0 0

5-D Lactoilglutation D- Lactato

Fig.13. Reaccién Catalizada por la GLO-Il. (Wang W., et al., 1998).

1.11. Estructura de la GLO-I

Esta enzima es miembro de la superfamilia de las metaloglutation transferasas, es
una metaloenzima que forma parte de las VOC (Quelatos vecinos al oxigeno) y
contiene moléculas de Zn** en sus sitios cataliticos, sin embargo en algunos casos
principalmente en bacterias como E. coli y en los eritrocitos de humano se ha
observado que el zinc puede ser remplazado por magnesio, manganeso o cobalto
(Lozefa R., et al 2003 y Creighton D., et al., 2001)

La GIO-I presenta una estructura conformada por motivos BapB que coordinan al
metal en una forma octaédrica. El sitio de union de zinc se compone de dos
residuos estructuralmente equivalentes en cada dominio en el caso del humano es
Glu*? y Glu®* y dos moléculas de agua. (Lozefa R., et al 2003 y Creighton D., et
al., 2001).
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Dominio 1 Dominio 2

Glioxalasa | de Plasmodium falciparum
Meonomero de 42.4 kDa

Dominio 1 Dominio 2

o

Dominio 2° Zn?* Znt Dominio 1°

Glioxalasa | de humano

Homodimero de 46 kDa

Fig. 14. Diferencias en la estructura de la GLO-I de humano y de Plasmodium
falciparum (Lozefa R., et al., 2003).
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|.12.Caracteristicas de la GLO-l en algunos organismos

El sistema de glioxalasas esta presente en el citosol de las células, organelos

celulares y principalmente en las mitocondrias.

La GLO-I se encuentra ampliamente distribuida en todos los tejidos de organismos
procariontes y eucariontes. También se ha detectado su actividad en mamiferos,
aves, peces, anfibios, plantas, bacterias, hongos, etc. En mamiferos esta enzima
presenta una masa molecular de 43-48 kDa y su estructura es dimérica, mientras
que la GLO-I de organismos procariontes es monomerica con una masa de 20 a
36 kDa (Thornalley PJ., 1990).

Cada una de las subunidades del dimero en mamiferos asi como los monémeros
en microorganismos presentan metales en su sitio catalitico como Mg**, Mn*,
Co**, Ni**y/o Mg?*, siendo mas comun el Zn** (Sukdeo N., et al., 2004).

El punto isoeléctrico de esta enzima para mamiferos va de 4.7 a 4.8 y para
levaduras es de 7.0, para hongos y parasitos no se ha reportado este parametro
(Thornalley PJ., 1990).

Los cofactores fisiologicos de la GLO-I son el GSH, la L-cisteina, el glutation
oxidado, la L-cisteinglicina y la gamma L-glutamilcisteina, y los sustratos
especificos de esta enzima son a-oxoaldehido, hidroxipiruvaldehido fosfato,

glioxal, fenilglioxal siendo el MGO, el principal.
Debido a la importancia de esta enzima, este proyecto reporta el aislamiento y

caracterizacion del ADNc que codifica para una GLO-I de Taenia solium, siendo

este el primer reporte de esta enzima en organismos cestodos.
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CAPITULO II.

JUSTIFICACION

En lo que respecta a la GLO-I de Taenia solium no se han encontrado reportes
sobre la caracterizacion de esta molécula en cestodos y por lo tanto no se conoce
su papel en la fisiologia de los mismos. Asi mismo tampoco se han realizado
estudios de investigacion dirigidos para conocer el papel que esta enzima tiene en

la relacion huésped-parasito.

De aqui proviene la importancia de aislar el ADNc que la codifica, para realizar
estudios posteriores como conocer sus caracteristicas bioquimicas, sus

mecanismos cataliticos y su estructura molecular (cristal).

El disponer de estos datos nos dara la pauta para conocer el mecanismo catalitico
que utiliza para eliminar el MGO en este organismo, nos brindara la informacién
necesaria para la fabricacion de nuevos farmacos o vacunas dirigidas contra esta
enzima que nos permitan erradicar las enfermedades asociadas al helminto

descrito anteriormente.

Como ya se menciono, T. solium es un parasito endémico de diversas partes del
mundo incluyendo México y su importancia clinica radica en que se encuentra
asociado a dos enfermedades la teniasis y la neurocisticercosis, siendo esta ultima
la mas grave, y costosa por sus sintomas y secuelas ya que compromete la vida

de los personas que la padecen.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

Si Taenia solium utiliza principalmente la via glucolitica para obtener ATP, debe
tener enzimas que lleven a cabo la desintoxicacion de metabolitos téxicos como el
MGO que se producen en ella, por lo que debe contar con un gen que codifique
para una GLO-I.
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CAPITULO IV

Objetivo General

Clonar y caracterizar el ADNc que codifica para la glioxalasa | de Taenia
solium.

Objetivos particulares

Producir una sonda de ADNc para la GLO-I.

Aislar el ADNc que codifica para la GLO-I de Taenia solium.

Analizar la secuencia de nucledétidos del ADNc aislado.

Determinar los efectos del MGO sobre cisticercos de Taenia crassiceps y la dosis

letal 50 (DLsyp).
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CAPITULO V.
MATERIALES Y METODOS

V.1 Material biolégico

Se empleo la cepa de Escherichia coli C600hfl” susceptible al bacteriéfago Agt10
para la titulacién y tamizajes de la biblioteca. Otro de los materiales biolégicos que
se utilizaron dentro de este proyecto corresponde a las células competentes de E.
coli cepa TOP10 para la electroporacién y clonaje y finalmente los cisticercos para
el tratamiento con el MGO, se obtuvieron de ratones hembra de tres meses de
infecciobn de la cepa Balb/c, proporcionados por el bioterio de la Facultad de
Medicina, previamente infectados por la via intraperitoneal con 10 cisticercos de
Taenia crassiceps.

V.2 Produccion de la sonda de ADNc para una GLO-I de Taenia solium.

Para lograr este objetivo se parti6 de una muestra de RNA de cisticerco,
previamente elaborada en el laboratorio y se realiz6 un RT-PCR agregando a un
tubo de PCR 10 pL (1 pg) de RNA de larva, 1 pL (50 pm) de cada uno de los
primers GLO-I-5" y GLO-I-3’, los cuales se disefiaron a partir de secuencias
conservadas de varias GLO’s, ademas se incorporaron 2 puL de dNTP’s (2 mM) y 9
uL de H,O grado M.Q, ya que la reaccion se llevo a cabo en 12 pL, después de
tener la mezcla de reaccion, el tubo se transfirid6 a un termociclador de la marca

Gene Amp PCR System modelo 9700 (Applied Byosystem).

Las condiciones bajo las cuales se trabajo esta reaccion fueron las siguientes: Se
colocé el tubo para PCR con la mezcla de reaccion del estuche (Biotecnologias
Universitarias) en el termociclador incubando a una temperatura de 50°C por 30
minutos para la reaccion de transcripcién reversa y para la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) se realizaron 30 ciclos de: 95°C por 1 min, 52°C por
1 min, y 72 °C por 1 min; y un ultimo ciclo de 95 °C por 1 min, 52 °C por 2 miny 72
°C por 4 min, para obtener el ADNc.
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Se tomo una alicuota de 5 pL de la reaccion y se corrié un gel de agarosa con TE
al 1 %, en una camara de electroforesis aplicando 120 mvolts, durante 30 min,
agregando en uno de los pozos el marcador de peso molecular que nos sirvio de

referencia para confirmar la presencia del fragmento referente a la GLO-I.

Una vez obtenido el fragmento de ADNc de la GLO-I este se amplificd para su
purificacion y secuencia mediante la reaccion de la PCR. Esta reaccion se prepar6
en un volumen final de 25 pL, en un tubo para PCR vy se utilizaron los siguientes
reactivos del estuche PCR (Biotecnologias Universitarias), afladiendo 1 pyL (0.1
ug) del fragmento, 1 yL de cada oligonucleétido (GLOI-5" y GLOI-3’, 50 pm), 25 uL
de la mezcla de reaccién que contiene 2.5 uL de solucion amortiguadora 10X, 2.5
puL de dNTP’s 2 mM, 1.25 pL de MgCl, 20X, 0.25 pL (5 U/uL) de enzima Taq
polimerasa y finalmente un volumen cbp 25 pL de H,O grado. Las condiciones

usadas fueron las descritas anteriormente.

V.3 Purificacion del fragmento de ADNc que codifica para la GLO-I de Taenia
solium.

Después de esto se realizd una electroforesis en un gel de agarosa con bromuro
de etidio (BrEt), en cual se cargaron 5 pL del producto obtenido en la PCR, con el
propésito de observar la presencia del fragmento de ADNc que codifica para la
GLO-I de Taenia solium. Una vez que se comprobé la presencia del fragmento se
cargaron 50 pL en dos pozos de un gel de agarosa con TE al 1%, se observé con
una ldmpara de luz UV y se cortaron las bandas correspondientes las cuales se
utilizaron para su purificacion, empleando el estuche QAquick gel Extraction, el
cual tiene como fundamento contener una columna cuya resina es especifica para
capturar ADN, la metodologia que se siguio fue la siguiente:

En primer lugar se colocaron 450 pL de una solucion amortiguadora, que contiene
yoduro de potasio que permite disolver la agarosa a un pH de 7.5 a 8.0, especifico
para que la columna pueda capturar el ADN que se pretende extraer,
posteriormente el tubo que contiene el gel y la solucion amortiguadora, se incub6 a

50°C hasta que la agarosa se encontrara totalmente disuelta, lo cual se favorecié
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agitando con la ayuda de un vortex cada 3 min. Una vez que se completo este
paso se agregaron 150 pL de isopropanol para incrementar la eficiencia de la
columna y después esta mezcla se pasé por las columnas con los tubos de
recuperacion. A continuacion se centrifugo la muestra durante 1 min a 138 g y se
guardo la muestra que pasoO al tubo de recuperacion, se lavo con 450 pL de
amortiguador PE (solucién con EtOH) y se centrifugo durante 1 min. Finalmente se
descarto la solucién sobrenadante y se centrifugo por 1 min, ademas se colocé el
tubo de recoleccion en donde quedo el producto diluido y se colocé la columna,
posteriormente se afadieron 50 pL de amortiguador de elucion EB, se incubo
durante 1 min y centrifugando posteriormente para obtener el fragmento de interés

puro.

En este caso también se llevo a cabo una electroforesis utilizando una camara (de
la marca Life- Technologies), en un gel de agarosa al 2 % con BrEt colocando 3 pL
del fragmento purificado para comprobar la presencia de este en el gel y

corroborar su pureza.

Finalmente, al fragmento obtenido en la purificacion se le determind la

concentracion a una longitud de onda de 260 y 280 nm, y se mando a secuenciar.

V.4 Titulacion de la biblioteca de Agt10

Para realizar este procedimiento se emplearon 5 cajas Petri de 12.5 cm de
diametro con medio SOBM (ver anexo), la cepa que se utilizd en este experimento
fue la E. coli C600hfl", la cual presenta un crecimiento optimo, bajo las siguientes
condiciones nutricionales: Medio LB (50 mL), maltosa al 20% estéril (500 uL) y
MgSO, 2 M (250 uL), el matraz en el cual se siembra la cepa requiere aireacion
por lo que se incuba a 37°C / 24hrs / 1600rpm.

Para su almacenamiento esta cepa se centrifugo a 2,003g durante 10 min a

temperatura ambiente y se re suspendié en MgSO,4 10 mM.
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El experimento consistio en infectar durante 10 a 20 min, 250 pL a las bacterias
del cultivo previamente suspendido en 8 mL de MgSO,; 10 mM con 100 uL de
cada dilucién (102 a 10®) de la biblioteca, esto con el objetivo de conocer el titulo
de la biblioteca.

V.5 Aislamiento de clonas de la biblioteca de ADNc de larva construida en
Agt10 mediante tamizajes.

La metodologia que se siguié para realizar la serie de tres tamizajes fue la
siguiente: En primer lugar se cubrié la mesa de trabajo con pléastico, con el fin de
colocar sobre este las membranas (membranas de nitrocelulosa de la marca

Hybond C) y exponerlas a cada una con las siguientes soluciones:

a) Solucion neutralizante (ver anexo), b) Solucién desnaturalizante (DESNAT,

ver anexo) y ¢) SSC 20X amortiguador de citratos (ver anexo).

A continuacién se enumeraron las membranas con lapiz y las replicas de las
mismas, las cajas previamente sembradas con la bacteria infectada se rotularon
con marcador indeleble, en las cuales se encontraba la cantidad necesaria de
UFPL requeridas para este primer tamizaje, después de esto se tomo la
membrana por los extremos y se coloco en el centro de la caja hasta que se
adhiri6 perfectamente, este paso se realiz6 con unas pinzas y es indispensable
gue se empleen guantes durante todo el procedimiento.

Posteriormente con una aguja y tinta china se realizaron marcas sobre cada
membrana atravesando el agar, para poder orientar las membranas después del
fijado del fago y revelado como se muestra en la siguiente imagen en donde la
parte blanca corresponde a la membrana de nitrocelulosa, en negro las marcas

con tinta china y en amarillo la base de agar.

43



Fig. 15 Forma en la cual se marca la membrana de nitrocelulosa, para poder
orientarla después del fijado y revelado.

Una vez que se dejo adherir la membrana, esta debe retirarse y colocarse sobre 3
mL de la solucibn DESNAT (ver anexo) incubando 3 min cada una, cuidando que
la solucion cubra perfectamente la membrana y que los fagos se encuentren en la
parte superior, es decir que la solucién no los toque directamente. Acabando el
tiempo de incubacion cada membrana se colocd encima de 3 mL de solucion
neutralizante (ver anexo) incubando 3 min y realizando este paso6 por duplicado.
Posteriormente se colocaron todas las membranas en un recipiente de vidrio con
solucion SSC2X para eliminar restos de agar que hayan quedado adheridos a la
membrana y/o bacterias agitando suavemente de forma manual durante un lapso
de 5 min. Al concluir con la etapa anterior todas las membranas se colocaron
sobre un pedazo de papel filtro separadas unas de otras para secarlas, siempre
verificando que los fagos estuvieran en la parte superior y una vez secas el ADN
se fijo con luz UV durante 1 min, utilizando el equipo UV Stratalinker 2400 de la
casa comercial Stratagene.

Una vez fijado el ADN se dejaron las membranas en solucién de hibridacion por 2
hrs en agitacion y después de este tiempo se afiadieron 10 pL de esperma de
salmén incubando por 1 h a 50°C en agitaciéon moderada. Este procedimiento se
realiza de la misma forma para las replicas de las membranas. Posteriormente, se
incorporo la sonda marcada por la técnica de dUTP-biotina, descrita en la seccidn
V.6 y las membranas se incubaron con agitacion moderada durante toda la noche
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a 50°C, al siguiente dia se decanto la solucion de hibridacion con la sonda
marcada y las membranas se lavaron con la solucién SSC4X durante 15 min con
agitacién a una temperatura de 50°C, al terminar el tiempo se decanté la solucion
y se incorporé la solucion estabilizadora de streptavidina con el conjugado en
solucion de bloqueo incubando durante 15 min con un agitamiento suave. Al
concluir esta etapa se realizaron cuatro lavados con la solucion SSC4X, para lo
cual se transfirieron las membranas a un contenedor limpio y seco, cada lavado se
realizé con agitacion a temperatura ambiente durante 5 min y después se agregé
el sustrato, e incubd durante 5 min en agitacion a temperatura ambiente y por
altimo se realiz6 el revelado de las membranas por radiografias de rayos X de la
marca KODAK, lo cual se llevo a cabo en condiciones de completa obscuridad
para evitar y prevenir que las placas se velen por la luz.

Para realizar el revelado se cubri6 la mesa con plastico y se colocaron las
membranas sobre este afiadiendo el sustrato de quimioluminiscencia de 3 a 5 mL
para cada membrana verificado que cada una se cubra perfectamente con esta
solucién, se colocan unas marcas con papel filtro y tinta china para orientar el
orden de las membranas y se incuban durante 2 hrs en los casetes de Rayos X en
completa obscuridad, por ultimo se fijaron y revelaron evitando cualquier contacto
con la luz, se lavo cada placa con agua y se dejaron secatr.

Para concluir esta etapa se realiz6 el aislamiento de las clonas, haciendo coincidir
las radiografias con las cajas Petri y aquellas que coincidan perfectamente
correspondian a las clonas que hibridaron con el fragmento o sonda, para lo cual
se picaron con una pipeta Pasteur con la parte trasera para el primer y para el
segundo tamizaje y con la punta de la pipeta para el tercer tamizaje, colocando
cada clona en 1,000 pL de SM (ver anexo) estéril y almacenandolas a 4°C.

Las condiciones que se tomaron en cuenta para los tamizajes fueron las

siguientes:

Tamizaje primario: En este primer tamizaje se deseaba obtener un aproximado

de 10,000UFP, para lo cual se emplearon 3.1 pL de las diluciones antes

mencionadas para infectar por 20 min a 37°C 250 pL de bacteria E. coli C600hfl
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crecida en las condiciones mencionadas en el punto V.1, posteriormente se afiadio
la bacteria con el bacteriéfago a 5 mL de medio SOBM-TOP (ver anexo, el cual
debe encontrarse a una temperatura de 55°C) y se agitd suavemente para ser
sembrada en las cajas Petri con medio SOBM (ver anexo), se dejo solidificar por
30 min a temperatura ambiente y por ultimo se incubaron las cajas Petri durante

24 hrs a 37°C. Las clonas positivas se colocaron en 1 mL de SM.

Tamizaje secundario: Siguiendo el mismo protocolo antes mencionado, se

realizd nuevamente la titulacién de las clonas aisladas en el tamizaje primario, se
prepararon diluciones consecutivas de 102 a 10° con el fin de obtener 1,000

UFPL/mL, realizando la misma metodologia para la infeccion.

Tamizaje terciario: En este se aislan las clonas provenientes del tamizaje

secundario, se titulan para colocar alrededor de 100 UFPL/mL por caja, llevando a
cabo el mismo procedimiento de infeccibn que en el tamizaje primario para la

infecciéon de la cepa E. coli C600hfl-.

V.6 Marcaje de la sonda

Para el marcaje de la sonda se emple6 un método no isotopico (Voet D y Voet J.,
1995) conocido como incorporacién de dUTP-biotina a ADN mediante la PCR, el
cual consistio en combinar los siguientes reactivos: 5 uL de amortiguador de la
PCR, 5 uL de dxTP’s (A,C,G), 5 uL de DTTP, 0.5 pL de bio-11-UTP, 1 uL (10 pm)
de cada uno de los cebadores (GLO-I 3' y GLO-I 5’), 4 uL de ADNCc obtenido
previamente en el punto V.2 y purificado como se indica en el punto V.3 y por
altimo se afadié el volumen restante de H,O grado M.Q para ajustar la reaccion a
un volumen final de 50 pL y después de esto se introdujo el tubo de reaccién en un
termociclador empleando el programa que establece las siguientes condiciones de
reaccion: Un primer ciclo de 95°C por 3 min, 54°C por un minuto, 72°C por 1 miny

el ultimo ciclo de 95°C por 1 min, 52°C por 2 min, 72°C por 4 min.
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Finalmente, se cargaron 3 uL del Producto fresco en un gel de Agarosa con BrEt,

para comprobar que el marcaje del fragmento se llevé adecuadamente.

Es importante mencionar que antes de agregar esta sonda marcada a la solucion
de hibridacion con las membranas debe desnaturalizarse el ADN marcado a

100°C por 2 min e incubarse a 4°C durante 2 min.

V.7 Recuperacion de ADN de fagos

Para esto se utilizaron las diluciones 1x10° de los fagos que correspondieron a las
clonas positivas aisladas del tamizaje terciario para infectar 250 pL de un cultivo
de bacterias E. coli C600hfl"y se crecieron toda la noche a 37°C. Al siguiente dia
se agregaron 5 mL de SM en cada caja Petri completamente lisada en agitacion
suave durante 2 hrs, se recupero la solucién formada por los fagos y las bacterias
y se vaciaron en un tubo Falcon de 15 mL. Las cajas se lavaron con 2.5 mL de SM
dejando incubar 15 min a temperatura ambiente y agitacion suave, la solucion se
junto con los 5 mL anteriores. A los 7.5 mL de SM conteniendo bacterias y fagos
se le agregan 200 pL de cloroformo para evitar contaminacion y la mezcla se dejo
reposar durante 10 min, se centrifuga a 7.3 g 10 min y se recupero el
sobrenadante. Para concluir esta etapa se agregaron 20 pL de cloroformo para
eliminar y evitar la contaminacion por microorganismos y se almaceno cada tubo a
4°C, a esto se le denomina PLATE STOCK.

V.8 Purificacién de ADN a partir de fagos

La preparacion de ADN de fagos de las clonas aisladas, se lleva a cabo
transfiriendo un volumen de 700 pL del PLATE STOCK a un tubo eppendorf
estéril, a continuacion se adicionan 700 pL de la soluciéon de PEG al 20 % y se
incuba 1 h a 4°C, después se centrifuga 16,000 g por 15 min a 4°C, se desecha el
sobrenadante y el precipitado se disuelve en 200 yL de SM estéril. Posteriormente
se le adiciona 2 pL de RNAsa (1 mg/mL) y 2 yuL de DNAsa (100 pg/mL),
incubando durante 30 min a 37°C, después se adicionan 2 uL de SDS al 10 % y 2
uL de EDTA (5 M pH= 8.0) y se incuba durante 15 min a 70°C. Se incorporaron

200 pL de fenol saturado con TE a la mezcla y se agitd en vortex un par de veces

47



dejando reposar durante 2 min a temperatura ambiente, posteriormente se
agregaron 200 pL de cloroformo y se agitdé en vortex. A continuaciéon el tubo se
centrifuga durante 2 min y se transfiere la fase acuosa a un tubo nuevo y se
adicionaron nuevamente 200 pL de cloroformo se agitd y se dejé reposar durante
2 min y completado el tiempo se centrifuga el tubo durante 1 min, se recupera la
fase superior en un tubo nuevo y se repite el paso anterior. EI ADN del fago se
precipita adicionando acetato de sodio 3 M pH= 5.2 y etanol (EtOH) absoluto, se
agita y guarda a -70°C toda la noche. Al dia siguiente se centrifugé el tubo a
16,000 g durante 10 min a 4°C, se desecha el sobrenadante y el precipitado se
lava con 200 pL de etanol al 70 % enfriado a -20°C, se centrifug6 durante 5 min,
se desecha el sobrenadante, el precipitado se seca y suspende en 30 pyL de TE.
Finalmente se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa con BrEt a 100
volts cargando 3 pL de las muestras de ADN obtenidas de los diferentes PLATE
STOCKS.

V.9 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para cada reaccion de PCR se empleo 1 pL (100 ng) de cada fragmento (DNA
molde) ya que todas las muestras presentaron la misma concentracion en el gel,
los cebadores empleados fueron Agtl0 3'-Si y Agtl0 5-Si (1 yL de cada uno, 50
pm), y los reactivos del estuche de PCR (Biotecnologias Universitarias), 5 pL de
solucién amortiguadora 10X, 2.5 uL de MgCl, 20X, 5 pL de dNTP’s 2 mM, 0.5 pL
(5 U/pL) de la enzima Taq polimerasa y un H,O grado M.Q c.b.p un volumen final
de 50 pL.

El PCR se corrid bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 95°C durante 3
minutos, 50°C por 1 min y 2 min a 72°C; 30 ciclos de 1 min a las temperaturas
antes mencionadas y por Ultimo un ciclo de 95°C durante 1min, 50°C por 1 miny
72°C por 5 min en un termociclador GeneAmp PCR system modelo 9700 (Applied
Byosystem).

Por ultimo se realizdé un gel de agarosa con BrEt con 3uL de cada muestra para

identificar los fragmentos que amplificaron con esta reaccion.
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V.10 Ligacion

La reaccion de ligacion se llevo a cabo utilizando el estuche de clonacion TOPO-
TA Cloning System de la casa comercial Invitrogen, para lo cual se emplearon los
siguientes reactivos y volumenes 1 uL del vector pCRII, 1 pL de amortiguador de
ligacién salino, 1 pL de Agua y 3 uL del PCR fresco (obtenido en el punto V.9). Por
altimo la reaccion se incubé a temperatura ambiente 1 h, a esta ligacion la
denominamos FgGLO-I-LGT10F+R CLONA 11.1 en pCRaII.

Esta ligacion se diluy6 (2 uL de la ligacién y 53 pL de H,0) y se electroporaron 2
uL de la dilucidon con 20 pL de células competentes de E. coli cepa TOP10. Las
condiciones de electroporacion fueron 1800 volts empleando un electroporador de
la marca eppendorf modelo 2510, posteriormente se afiadieron 180 pL de medio
SOC en condiciones estériles a las células electroporadas para recuperacion
incubando durante 1 h a 3.3g y 37°C. Por ultimo se sembraron 100 pL de las
ligaciones transformadas en un medio SOBM soélido con ampicilina 100 pg/mL
utilizando una varilla de metal en L estéril. Las cajas fueron incubadas a 37°C
durante 24 hrs y al dia siguiente se observo el crecimiento bacteriano (colonias).

Posteriormente, las clonas se seleccionaron empleando la PCR con el programa:
un ciclo de 95°C durante 3 min, 50°C por 1 miny 2 min a 72°C; 30 ciclos de 1 min
a las temperaturas antes mencionadas y por Gltimo un ciclo de 95°C durante 1
min, 50°C por 1 miny 72°C por 5 min en un termociclador GeneAmp PCR system
modelo 9700 (Applied Byosystem).

V.11 Preparacion alcalina pegueia de DNA plasmidico (MINIPREP)

Las bacterias transformadas que presentaban el inserto de interés se crecieron en
3 mL de medio LB con ampicilina (ver anexo), dejando incubar los cultivos 24 hrs,
37°C en agitacion. Centrifugar 1 mL del cultivo a 8.160 g durante 1 min para
empastillar las células y descartar el sobrenadante. Posteriormente se adicionaron
200 pL de solucién 1 (Ver anexo), se agita cada tubo en un vortex y se incuba a

temperatura ambiente durante 5 min, inmediatamente se adicionan 400 pL de
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solucion 2 desnaturalizante fresca (Ver anexo) y se mezcla gentiimente de forma
manual, se incuba en hielo durante 5 min. A continuacién se adicionan 300 uL de
solucion 3 (Ver anexo), se incuba por 5 min en hielo, se centrifuga a 8.160 g
durante 20 min a 4°C, se pasa el sobrenadante con puntas nuevas cuidando de no
llevarse la pastilla blanca formada durante la centrifugacion y a este sobrenadante
se le agregan 600 pL de isopropanol frio y se incuba la mezcla por 5 min a 4°C; se
centrifuga a 8.160 g por 5 min, se desecha el sobrenadante rapidamente cuidando
de no llevarse la pastilla, esta se centrifuga por pulsos para quitar el remanente
con puntas nuevas sin tocar la pastilla, se adicionan 100 pL de etanol al 70 % frio,
se centrifugar nuevamente, se desecha el sobrenadante y finalmente la pastilla se
suspende en 50 pL de TE estéril. 3 pL de las muestras se verifican en un gel de
agarosa con BrEt.

V.12 Preparacion alcalina grande de DNA plasmidico (BIG PREP)

Para obtener el ADN plasmidico se realizé el método de la lisis alcalina, una vez
completado el tiempo de incubacion de un cultivo de 50 mL, este cultivo se
centrifugé a 2,000 g durante 15 min a temperatura ambiente, se descartd el
sobrenadante y el boton se re suspendié en 5 mL de solucién hipoténica (ver
anexo), dejando incubar durante 10 min a temperatura ambiente. Al terminar este
tiempo se agregaron 10 mL de solucion alcalina o solucion 2 (ver anexo), se agito
la mezcla suavemente por inversion de forma manual y se incubo en hielo durante
10 min, a continuacion se incorporaron 7.5 mL de solucion 3 (ver anexo) dejando
reposar 10 min en hielo, al concluir este tiempo se centrifuga a 2,000 g durante 10
min a temperatura ambiente y se descartdé el sobrenadante. El boton se re
suspende en un tubo Falcon en 200 pL de TE y se le agregan 2 pL de ARNasa (1
mg/mL) incubando durante 30 min a 37°C. Posteriormente la muestra se extrae
con fenol y cloroformo y la fase acuosa se pasa por una columna de sefarosa
CL4B previamente equilibrada con TE. Fracciones de 500 uL fueron colectadas.
Las fracciones conteniendo el ADN plasmidico se observan en un gel de agarosa
con BrEt,

50



Por ultimo las fracciones que contienen el ADN plasmidico se precipitan con
acetato de sodio 3 M pH 5.2 y etanol absoluto, dejando la mezcla de toda la noche
a -70°C. Las muestras se centrifugan durante 10 min a 16,000 g, se desecha el
sobrenadante, la pastilla se seca y resuspende en 50 uL de TE. La concentracién
del plasmido se determina en un espectrofotometro con una celda de cuarzo a 260
y 280 nm.

V.13 Secuenciacion

Los andlisis de las secuencias nucleotidicas, la traduccién de aminoacidos y los
alineamientos tipo Clustal obtenidos fueron realizados utilizando el programa
PCGENE Version 2.1. Para las comparaciones asi como los alineamientos de la
secuencia se usaron los programas de BLAST y CLUSTAL X del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), obtenidos a su vez de la base de datos
PUB MED.

Esto se llevd a cabo mediante el método de Sanger en la unidad de secuenciacion
del Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, se utilizé como templado el
ADN plasmidico purificado con anterioridad. La secuenciacion se llevd a cabo
automaticamente por PCR utilizando el estuche ABI prism big dye terminador; se
necesita una cantidad minima de 500 ng de ADN que se llevé a un volumen de 12
uL con agua desionizada. Se agrega 1luL de oligonucle6tidos marcados
fluorescentemente (2-5 uM) y se agita suavemente (mezcla maestra). Para las
reacciones de terminacion se necesitan 3 uL de dideoxinucleétidos del estuche (un
tubo de adenina, uno de citocina, uno de guanina y uno de timina) a los que se les
afade 3 uL de la mezcla maestra, se agitan los tubos y se someten a PCR.
Finalmente la muestra se pas6 por una columna de sefarosa G-50 para eliminar
los excesos de dideoxinucleotidos y cebadores marcados que no se incorporaron
durante el proceso. La secuenciacion se llevé a cabo en un secuenciador SEQ4x4

de Amersham Pharmacia Biotech.
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V.14 Digestién con endonucleasas de restriccion

Para realizar la digestion de las clonas obtenidas referentes a la GLO-I se
utilizaron las endonucleasas Eco Rl y Bam HI. En la mezcla de reaccion se usaron
los siguientes reactivos y volumenes: 5 pL del fragmento clonado en el AADN del
fago, 20 pL de solucién amortiguadora 10X que cada enzima requiere y agua
grado M.Q c.b.p 200 pL, a cada mezcla de reaccién se le incorporaron 3 pL de

enzima.

Las reacciones se dejaron incubar durante 4 hrs a una temperatura de 37°C y para
conocer el progreso de la digestion se corrio un gel de Agarosa al 2 % con BrEt a
100 mVolts, colocando una muestra control del ADN sin digerir y también un

marcador de peso molecular AHind IlI.

V.15 Experimento in vitro con cisticercos de Taenia crassiceps.

Para determinar el dafio que produce el MGO sobre los cisticercos de Taenia
crassiceps, se midieron las siguientes variables: evaginacién, movilidad y dafio en
la membrana. Para este experimento se utilizaron cisticercos de T. crassiceps de
la cepa WFU provenientes de 3 ratones hembra Balb/c de 3 meses de infeccion.
Estos ratones se sacrificaron por dislocacion cervical y posteriormente se realiz6

un corte con bisturi en la cavidad peritoneal para obtener los cisticercos.

Los cisticercos se lavaron con PBS y se colocaron en una caja Petri grande con
esta misma solucion. Posteriormente se escogieron cisticercos de 2 a 3 mm sin
gemas, translacidos, no calcificados, sin dafio en la membrana y sin evaginar. Los
cisticercos se incubaron en una placa con 24 pozos tipo Elisa, se colocaron 10
parasitos en cada pozo con 1 mL de medio RPMI preparado con antibidticos
(Estreptomicina al 0.1 % y Ampicilina al 0.1 % y aminoacidos no esenciales 500 pL
por cada 50 mL de medio); se introdujo la placa en una incubadora a 37°C con
atmosfera de CO, durante 4 hrs a lo que denominamos pre cultivo, esto tiene

como objetivo que las larvas se adapten al medio.

Al finalizar el tiempo del pre cultivo se colocaron las concentraciones de MGO, las

cuales se prepararon de acuerdo a la tabla 1. Se utilizaron los tiempos: 30 min, 1
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h, 2 hrs, 4 hrs, 6 hrs y 24 hrs, al finalizar cada tiempo de incubacion se retiro el
medio de cultivo con MGO y se colocaron en medio conteniendo 1 mL de bilis por
cada 3 mL de RPMI, se incubaron por 2 hrs a 37°C en una atmésfera de CO, y se
cuentan el nimero de cisticercos evaginados. Con la ayuda de un microscopio

estereoscopio se determina la movilidad y el dafio al parasito.

Siguiendo el mismo protocolo se determino la DLsg de MGO, la cual sélo se
determino utilizando las concentraciones de 0, 0.5, 2, 4, 8, 15, 25, 30 y 40 mM,
incubando a 37°C en una atmosfera de CO, durante un tiempo de 2 hrs y
posteriormente al igual que en los cultivos se descarto el medio RPMI y se afiadié
la bilis para observar aquellos cisticercos que evaginaban.

Tablal. Concentraciones de MGO utilizadas en el ensayo in vitro con cisticercos
de Taenia crassiceps

40 1000 0

220 500 500
0 250 750
15 187.5 812.5
50 125 875
25 62.5 937.5
10 25 975
- Control 0 1,000
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CAPITULO VI

RESULTADOS

VI. 1 Produccién de la sonda.

Mediante el método de la RT-PCR vy utilizando un RNA total del estadio de
cisticerco de T. solium, se produjo un fragmento de ~350 pb, el cual fue observado
en una electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido con BrEt como se ilustra en
la figura 16. El fragmento fue purificado por la metodologia que se indica en la
seccion V.2 y V.3.

700 pb

500 pb
350 pb

300 pb

200 pb

Fig. 16. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, que
muestra el producto purificado del fragmento de la glioxalasa | (GIO-I) obtenido por
la RT-PCR. 1) Marcadores de tamafio (pb) y 2) Fragmento purificado.
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VI.2 Secuencia del fragmento de ADNc que codifica para la GLO-| de

El fragmento de 350 pb de ADNc puro se clond en el vector pCRII y su secuencia
nucleotidica fue obtenida en un secuenciador automatico, su analisis
computacional en PC/GENE y comparacion en bancos de datos internacionales
mostraron que la secuencia codifica para una glioxalasa | de Taenia solium, ya
que presenta una alta identidad en secuencia primaria con las GLO-I de varios
organismos (Fig. 17). Una vez conocido lo anterior, este fragmento fue marcado
con dUTP-biotina por medio de la PCR y utilizado como sonda para el aislamiento

e identificacion de clonas que codifican para una GLO-I completa de este helminto

Taenia solium

de una biblioteca de ADNc de larva.
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Fig. 17. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos del fragmento amplificado por
RT-PCR con los cebadores (GLO-I 3"y GLO-I 5’) a partir de un RNA total de la

larva de T. solium, subrayados en verde se muestran los oligonucleotidos

utilizados para amplificar el fragmento.



Antes del tamizaje, se realizo la titulacion de la biblioteca de ADNc de larva de T.
solium construida en el fago Agtl0 que presentd un titulo de 6,53x108 UFPL/mL.
Se tamizaron un total de 30,000 UFPL en el tamizaje primario obteniendo solo 12
clonas positivas. Estas clonas individuales se titularon y se tamizaron alrededor de
1,000 UFPL por clona, obteniéndose 7 clonas positivas. Por ultimo, en el tamizaje
terciario se hibridaron 100 UFPL de cada clona positivada del tamizaje secundario
y se obtuvieron 6 clonas, las cuales se denominaron GLO-I 8, 5, 12, 11, 9 y 10.
Finalmente, utilizando el ADN del fago de cada clona y mediante la PCR con
cebadores que flanquean el sitio de clonacion del fago, se obtuvieron los
fragmentos que codifican estas clonas, los que se sometieron a una digestion con

endonucleasas de restriccion para determinar sus diferencias y tamafios (Fig. 18).

V1.3 Digestion con endonucleasas de restriccion.

En la figura 18 se observa que los patrones de digestion con las enzimas
utilizadas eran idénticos entre si para las clonas GLO-I 8, 5, 12, 11y 14 y las
clonas GLO-1 9 y la GLO-I 10 eran diferentes entre si y diferentes a las clonas
GLO-I 8, 5, 12, 11 y 14. Asimismo, se observa que las GLO-I 8, 5, 12, 11y 14
presentaban un tamafio mayor que las clonas GLO-1 9 y la GLO-I 10. Por las
caracteristicas antes mencionadas se decidio ligar al vector pCRII la clona 8 que
poseia el mayor tamafio y era de las mas abundantes, y las clonas 9 y 10
diferentes obtenida del tamizaje terciario. Las ligaciones fueron transformadas en
E. coli TOP10. Desafortunadamente solo se logré obtener clonas de la ligacion
pCRII-GLO-l1 8. Una clona la pCRII-GLO-ITs8.1 fue seleccionada para su

secuenciacion.
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Fig.18. Electroforesis en gel de agarosa con Bromuro de etidio de la digestion con

endonucleasas de restriccion de las 7 clonas obtenidas del tamizaje terciario, las

enzimas de restriccién utilizadas fueron BamH1 (B), Eco RI (Rl) y como marcador
se utilizo el fago A digerido con Hind III.

VI.4 Secuencia nucleotidica del plasmido pCR2.1-GLO-ITs8-1

La secuencia nucleotidica obtenida a partir de la clona pCRIl GLOI-Ts8-1 muestra
que el ADNc que codifica para la enzima esta conformada por 1014 pb, con una
composicion de 274 Adeninas que corresponden al (27%) del total de los
nucledtidos, 237 Guaninas (23.3%), 232 Citocinas (22.8%) y 271 Timinas que
conforman el dltimo (26.7%). Ademas es rica en los residuos L (8.5%) y E (8.2%),

mientras que los residuos mas escasos son N (2.4%), M (2 %) y W (1%).

Existen 41 nucleétidos antes de ATG y 23 nucleétidos después del codén de
término, incluyendo la cola de Poli A, la cual esta conformada por 12 adeninas,
ademas se localiz6 en la posicidon 982 el sitio de poliadenilacion. Los nucleétidos 1

a 33 marcan la secuencia sefal que dirige la proteina hacia la mitocondria.
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El analisis computacional de esta secuencia realizado con el programa PCGENE
que se muestra en la Figura 18, reveldé que esta presenta un marco abierto del
nucledtido 42 encontrandose la secuencia ATG que marca el inicio de la
transcripcion y la secuencia de terminacién TAA en el nucle6tido 925 que marca el
fin de la proteina. Los sitios activos de union al GSH se encontraron en la posicion
R% F Ny F®y F'®, en cuanto a los sitios de unién a metal se encontraron
dos regiones que se conservan en otras especies, ya que es importante
mencionar que no hay reportes de esta enzima en helmintos y mucho menos se
hace referencia a la ubicacién de la enzima en los organismos encontrados en la
base de datos, por lo que se sugiere que este parasito utiliza Zn** y las regiones

de unidn a este se localizaron en las posiciones H* E’° H?'y E?*?,
y

Dentro del andlisis se detectaron sitios de fosforilacion por la proteina cinasa C en
los residuos 2, 78, 155 y 166, los aminoéacidos traducidos en la posicion 14, 132,
210 y 262 corresponden a los sitios de fosforilacion por la caseina kinasa Il y

finalmente un sitio de amidacién se localiz6 en el residuo 289.

Otros analisis sobre la secuencia primaria revelaron que presenta un pl de 5.99, y
tres zonas que presentaron gran hidrofobicidad, del residuo 213 al 218 (Glu-Lis-
Met-Asp-Lis-Glu) del 287 al 292 (Lis-Arg-Gli-Gli-Lis-Lis) y por ultimo los residuos
216 al 221(Asp-Lis-Glu-Gli-Gli-Thr).

Un alineamiento de las GLO-I de T. solium con otras especies depositadas en
bancos de datos como GenBank (Fig 19), mostraron los siguientes porcentajes de
similitud con SM (Schistosoma mansonii) 98 %, SJ (Schistosoma japonicum) 98%,
HS (Homo sapiens sapiens) 98% y MM (Mus musculus) 99 %. Se observa que la
secuencia de Taenia solium cuenta con un aminoacido menos en la primera
posicion, pero comienza con el mismo aminoacido traducido M, ademas se logran
identificar 20 aminoacidos completamente diferentes en comparaciéon con las
demas, los cuales se localizan en las siguientes posiciones Y8, I*2, s*4, A8 H®,
T104, D118’ A12O, E129, L140, A145, G177, R192, G193, Q194, Y196, V199, V222 y E 230, |OS
sitios activos para el GSH son totalmente parecidos en todas las especies al igual

que los sitios en los cuales se une el Zn**, aunque existen diferencias en las zonas
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de hidrofobicidad, en la cual la mas parecida es la de Schistosoma japonicum, los
anicos residuos que cambian son una K por una L en la posicion 214 y una G por

una N en la posicién 219.
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Fig. 19. Secuencia nucleotidica y de aminoéacidos del ADNc de la clona pCRII-
GLO-ITs8.1 que codifica para la GLO-I de T. solium. Los nimeros de la izquierda
sefialan nucleétidos (pb), mientras que los de la derecha aminoacidos. Los grupos
de aminoacidos subrayados corresponden a los oligonucledtidos usados para
obtener la sonda. Los residuos subrayados individualmente corresponden a los
sitios de fosforilacion, los sombreado en gris indican los nucleétidos encargados
del sitio de inicio y término de la traduccion, los residuos dentro de las cajas
negras corresponden a las zonas de mayor hidrofobicidad, en azul se muestra el
péptido sefial que dirige a la proteina a la mitocondria, en rojo se localizan los
residuos que unen GSH y en verde los sitios de unién a Zn?*, en asteriscos
podemos localizar la zona de poli-A.
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VI.5 Alineamiento de la secuencia.
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Fig. 20. Alineamiento multiple de la glioxalasa | de T. solium con otras glioxalasas | de
diferentes especies. Los numeros a la derecha corresponden a la cantidad de
aminodcidos presentes en las GLO-I: SM (Schistosoma mansonii) 98%, SJ (Schistosoma
japonicum) 98%, TS (Taenia solium), HS (Homo sapiens sapiens) 98% y MM (Mus
musculus) 99%. Con asteriscos se pueden observar las regiones conservadas en todas
las GLO-I. En cajas naranjas se muestran las regiones conservadas con otros
organismos como (Neisseria meningitidis, Yersinia pestis, Pseudomonas aeuroginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida, Escherichia coli), en rojas se localizan
los sitios cataliticos de unién a GSH, en verde los de unién al Zn** y en negro las zonas
de mayor hidrofobicidad.
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VI.6 Ensayo in vitro para determinar el dafio que causa el MGO sobre
cisticercos de Taenia crassiceps (WFEU).

Para determinar el efecto que el MGO produce sobre los cisticercos de Taenia
crassiceps, las larvas después de un pre cultivo de 4 hrs en medio RPMI a 37°C,
se enfrentaron a diversas concentraciones de MGO (1.0 hasta 40 mM), teniendo
un control positivo para la evaginacion de los cisticercos cuyo pozo no contenia el
MGO, el tratamiento se realiz6 a diferentes tiempos desde 30 min hasta 24 hrs.
Después de haber transcurrido cada tiempo de incubacion con las
concentraciones de MGO respectivas, se descartdé el medio RPMI con MGO y se
colocaron en medio RPMI con bilis porcina, la cual se dejo actuar por 2 hrs para

observar la evaginacion de los cisticercos.

Este parametro se consideré como positivo cuando el gusano salié completamente

del cisticerco para exponer el escolex como se presenta en la fig. 21.

Fig.21. Fotografia del proceso de evaginacion en cisticercos (Ochoa Alicia,
Facultad de Medicina, 2010).

Los cisticercos controles evaginaron el 100 % y en todos los casos se observo una
alta movilidad, lo que nos indica que los cisticercos estaban vivos, ademas no

presentaban dafio antes de ser expuestos con el MGO.
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Al observar el dafio que produjo el MGO a los 30 min, se puede afirmar que no
hay una disminucion significativa en cuanto a la evaginacion pero si la hay en la
movilidad, ya que se observd una reduccion total a la concentracién de 7,5 mM
siendo constante para el resto de las concentraciones.

Para el tiempo de 1 hora se llegé a obtener la mitad de la evaginacion en los
cisticercos a la mas alta concentracién (40 mM) y en cuanto a la movilidad esta fue

similar que en el tiempo anterior.

Después de exponer a los cisticercos durante 2 hrs a MGO, se observo que la
movilidad fue idéntica a los tiempos antes mencionados, en cuanto a la
evaginacion solo el 60 % de cisticercos evaginaron a la concentracion de 20 mM,
sin embargo no fue hasta la concentracion de 40 mM cuando el 70 % de los

cisticercos presentaron una movilidad nula y no evaginaron.

En lo que refiere al tiempo de 4 hrs, se logré apreciar una disminucién significativa
en cuanto a la movilidad, la cual llegé a cero a una concentracién de 2,5 mM y se
mantuvo constante para el resto de las concentraciones, ademas de que solo

evagino el 40 % de los cisticercos a las concentraciones de 20 y 40 mM.

Para el tiempo de 6 hrs no se observd una disminucion significativa en cuanto a la
movilidad de los cisticercos, en lo que respecta a la evaginacion se logré la
evaginacion hasta el 50 % de las larvas a la concentracion de 7,5 mM, pero
ademas se identificé dafio en la membrana (fisuras) a partir de la concentracion de
5,0 mM vy turbidez en el medio por el dafio causado en las membranas del

cisticerco.

Después de enfrentar a los cisticercos durante 24 hrs la movilidad y evaginacion
de estos no mostrd variaciones significativas, ya que esta se mantuvo constante
con respecto al tiempo anterior, sin embargo si se percibié una variante en cuanto
a la produccion de turbidez en el medio y dafio en la membrana de los cisticercos

la cual empezo6 a la concentracion de 2,5 mM (Tabla 3).
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La DL50 se determiné interpolando en la grafica el dato del 50% de cisticercos
evaginados (viabilidad) expuestos por 2 hrs a diferentes concentraciones de MGO

(ver Tabla 3), resultando una DL50 correspondiente a 30mM de MGO.

Tabla 3. Ensayo in vitro, para determinar el dafio que causan diferentes
concentraciones de MGO a diferentes tiempos de exposicidn en los cisticercos de
Taenia crassiceps. Se evalio movilidad (Movilidad: +++ alta, ++ medio, + baja, 0
nula), Evaginacion de las larvas (a/b donde a: numero de cisticercos evaginados
y b: numero total de cisticercos empleados), Dafio en la membrana de los
cisticercos y turbidez en el medio.

+

10/10 10/10 10/10 10/10 8/10 8/10 9/10 8/10
e +++ ++ + 0 0 0 0
10/10 10/10 10/10 10/10 7/10 7/10 7/10 5/10
P +++ ++ + 0 0 0 0
10/10 9/10 10/10 8/10 8/10 7/10 6/10 3/10
e ++ 0 0 0 0 0 0
10/10 9/10 9/10 8/10 6/10 7/10 4/10 4/10
+ + ++ 0 0 0 0 0 0
+ 8/10 8/10 8/10 5/10 6/10 6/10 3/10
10/10
e s + 0 0 0 0 0 0
10/10 8/10 7/10 6/10 5/10 3/10 3/10 3/10
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Grafica 2. Determinacion de la DLsp de MGO enfrentando cisticercos de Taenia
crassiceps con concentracion de 0 a 40 mM, la lectura del ensayo se realizo a las

2 hrs, determinando la movilidad y la evaginacién de los cisticercos en medio
RPMI con bilis de cerdo.
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CAPITULO VII
DISCUCION

El sistema de las glioxalasas es conocido desde hace 90 afios (Creighton D., et al.,
2001), sin embargo aun en la actualidad existen pocos reportes sobre este en
helmintos. Las enzimas que lo forman presentan una ruta muy importante en la
desintoxicaciéon del MGO en muchos organismos como las bacterias, plantas,
hongos, levaduras, parasitos y mamiferos (Thornalley PJ., et al., 1990), (Sukdeo
N., et al., 2004). La GLO-I es la principal enzima de esta ruta, ya que en muchos
reportes se pone de manifiesto su alta actividad a diferencia de la GLO-II
(Thornalley PJ., et al., 1990) asi como su papel dentro de la via, es la primera
enzima que actla en esta ruta metabdlica y es indispensable mencionar que sin
su presencia la via no podria llevarse a cabo. Este sistema lleva a cabo la
desintoxicacion de metabolitos altamente reactivos que inducen las células a la
formacion de especies reactivas de oxigeno y a la apoptosis, como es el caso del
MGO vy otros hemitioacetales u oxoaldehidos que inducen a la formacién de los
AGES (Thornalley PJ., et al., 1999 y Thornalley PJ., et al., 2003).

Por ello en este proyecto decidimos trabajar con esta enzima en un pardsito en
especial Taenia solium, un organismo del cual no se tenian reportes sobre su

existencia ni caracterizacion.

Como primer paso del proyecto se llevd a cabo el asilamiento de ADNc que
codifica para la GLO-I de este parasito, realizando la produccion de una sonda de
ADN, por medio de la técnica de RT-PCR y PCR, utilizando como reactivo
principal RNA total de larva de T. solium y los oligonucleétidos especificos (GLO-I
3"y GLO-I 5"), los cuales fueron disefiados de regiones conservadas de la enzima
para obtener un fragmento de ~350 pb. En el andlisis de esta secuencia
nucleotidica mostré que presentaba una alta identidad en secuencia primaria con
las GLO-I de varios organismos. Es importante destacar la gran importancia que
tiene la metodologia empleada en la produccion de la sonda, ya que podemos
afirmar que esta técnica es muy eficiente para generar sondas para el aislamiento

de diferentes genes que codifican para enzimas de este parasito, algunos
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ejemplos que se han logrado en el laboratorio han sido el aislamiento del ADNc
que codifica para la tiorredoxina citosélica (Trx) (Guzman O., 2010), superoxido
dismutasa (SOD) (Castellanos A., 2002), glutation transferasa (GST) (Torres A.,
2004) y las proteinas de unién a caja TATA (PUT) (Rodriguez O., 2009).

Este fragmento de GLIO-I fue utilizado como sonda, en un tamizaje de 30,000
fagos de una biblioteca de ADNc de larva de Taenia solium. Estas bibliotecas de
ADNCc a diferencia de otras bibliotecas presenta la ventaja de no contener intrones
(Mathews C., et al., 2003). Se aislaron siete clonas de ADNc que podrian codificar
para esta enzima, encontrando diferencias en cuanto a tamafo entre las clonas 8,
5, 12,11 y 14 las cuales presentaron un tamafio mayor a 23 kb y eran idénticas en
el patron de restriccion entre si y las clonas 9 y 10 que presentaron un tamafo
menor a 23 kb y un patron idéntico entre ellas. Sin embargo, después del proceso
de seleccion solo fue posible aislar, clonar y secuenciar una de ellas del primer
grupo, la cual se identific6 como pCRII-GLO-I Ts8.1. Con esto podemos concluir
que esta técnica puede emplearse para aislar ADNc o genes completos de intereés,

como fue este caso de la GLO-| de Taenia solium.

Se analiz6 la secuencia nucleotidica de la clona pCRII-GLO-I Ts8.1 asi como la de
aminoacidos y se encontrd una alta identidad con otras GLO-I reportadas en
GenBank (SM (Schistosoma mansonii) 98%, SJ (Schistosoma japonicum) 98%,
HS (Homo sapiens sapiens) 98% y MM (Mus musculus) 99%). Esta enzima tiene
un porcentaje mayor de parentesco con la GLO-I de Mus musculus, de acuerdo al
BLAST y CLUSTAL, debido al mayor nimero de aminoacidos similares que
contienen, sin embargo en el andlisis de BLAST aparece primero la GLO-I de
Schistosoma mansoni, debido a que los aminoacidos que componen los motivos
caracteristicos de estas enzima son idénticos en los helmintos, lo que a su vez
indica que son organismos filogenéticamente mas cercanos, un aspecto
interesante es que esta enzima presenta regiones conservadas no solo con
especies eucariontes si no también con organismos procariontes como Neisseria
meningitidis, Yersinia pestis, Pseudomonas aeuroginosa, Saccharomyces

cerevisiae , Pseudomonas putida, Escherichia coli (Lan Y., et al., 1995), (Kizil G.,
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et al., 2000) en especial dos regiones que corresponden a TM y ELTHNWG (Kizil
G., et al., 2000), (Frickel E., et al., 2001). Lo anterior nos permite afirmar que esta
es una enzima que comparten muchos organismos y Taenia solium no es la
excepcion, permitiendo asi la supervivencia de los organismos mencionados ya
gue como se indica en la parte de introduccion el MGO es el principal sustrato de

la GLO-I, pero no por ello es el Gnico compuesto que participa en esta via.

Si bien se tienen reportes del aislamiento de los genes que codifica para la GLO-I
de Tripanosoma cruzi y Neisseria meningitidis (Kizil G., et al 2000), (Vickers T., et
al., 2004) no se describe el sitio en el cual se localiza la enzima, es por ello la
importancia de este reporte.

En esta secuencia observamos caracteristicas muy peculiares comenzando con la
region del splicing alternativo que codifica para un péptido sefial que dirige la
enzima a la mitocondria, siendo este el primer reporte en este tipo en helmintos
para este organelo, con lo cual podemos sugerir que el ADNc aislado corresponde
a una GLO-I mitocondrial. Por otra parte las clonas 9 y 10 encontradas que
presentaron un patron de restriccion diferente al ADNc de la GLO-I encontrada,

podria pensarse que podrian ser GLO-I del citosol.

En cuanto a la mitocondria que putativamente seria el sitio en el cual se localiza la
clona 8 que se aisld, la enzima tiene la funcién de llevar acabo reacciones oxido-
reduccion que permiten el sustento energético de la célula como son: fosforilacién
oxidativa, ciclo de Krebs asi como la desintoxicacion de MGO (Voet D., et al.,
1995). Actualmente se ha descubierto que las mitocondrias poseen una proteina
con propiedades contractiles similes a la actina-miosina de las fibras musculares

gue producen movimiento celular.

Esta metaloenzima es considerada como miembro de las BaBBp y VOC (quelatos
vecinos al oxigeno) (Creighton D., et al., 2001) los andlisis de la secuencia
primaria nos permitieron conocer que presenta el arreglo en tandem BaBRB vy
localizar las regiones que forman la hendidura en la cual se localizan los sitios de

unién al metal. En la mayoria de las especies el metal identificado es el Zn*,
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aunque en algunas bacterias es el Ni**. Debido a la identificacién de los

E?5? en el sitio activo de la clona

aminoécidos que unen al Zn**, residuos H’, E™® y
pPCRII-GLO-I Ts8.1, por esto se piensa que es el Zn el metal que contiene la GLO-I
aislada. Asimismo, los aminoacidos del sitio para la unién al GSH se encontraron
en la posicién R?, F¥’, N’*, F ©’, F'?° y estan de acuerdo a lo encontrado para

otras GLO-I.

Ademas de la secuencia primaria deducimos su pl de 5.99 y algunas regiones
hidrofobicas que solo se conservan en Taenia solium y Schistosoma japonicum,
cambiando en dos aminodacidos en las posiciones 214 y 219. Datos que pueden
servir para la purificacion de la enzima en el futuro. Asimismo, dentro del analisis
se detectaron sitios de fosforilacion por proteinas cinasas, los cuales tienen una
funcién regulatoria en algunas enzimas, como en la via de la sintesis de ATP. La
fosforilacién puede llevar a cambios en la estructura del sitio activo que afectan la
catalisis modificando la afinidad de fijacion del sustrato (Lan Y., et al., 1995).

Cabe mencionar que en el nuclettido 42 se localiz6 el codon ATG que marca el
inicio de la transcripcion y la secuencia de terminacion TAA en el nucleétido 925,
por lo que podemos afirmar que el fragmento aislado codifica para una GLO-I

completa lo que coincide con varias GLO-I, previamente reportadas.

Otro de nuestros objetivos dentro de este proyecto fue conocer el dafio y la DLsg
del MGO en experimentos in vitro con cisticercos de Taenia crassiceps. La DLsg
encontrada en estos ensayos corresponde a 30 mM, concentracion que es muy
alta con respecto a la cantidad que se presenta en la sangre del humano la cual
corresponde a 300 pM, lo que nos hace considerar como estos organismos
resisten altas cantidades de este metabolito. Lo quen sugiere tal vez que este
sistema de las glioxalasas es muy efectivo o0 que existen otros mecanismos
enzimaticos o no para desintoxicarse del MGO, asi como de los productos que
este genera. Esto lo hace interesante puesto que en comparaciéon con los
humanos en donde el MGO es un metabolito altamente reactivo y nocivo para la
salud; el cual al alterarse en la sangre puede provocar diabetes mellitus y ademas

se encuentra asociado con enfermedades cronico degenerativas asi como con la
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formacion de especies reactivas de oxigeno y AGES (Kurz A., et al.,, 2011),
(Gutiérrez 1., et al., 2003).

Al realizar los ensayos in vitro logramos observar una paralisis de la membrana a
la concentraciéon de 7,5 mM a los 30 min, a las concentraciones mas altas y
tiempos mayores se observa un dafio en la membrana la cual se encuentra
fisurada, sin embargo algunos escoélex de cisticercos evaginan y pueden pasar al
siguiente estadio de maduracion. Este dafo en la movilidad del cisticerco puede
deberse a que en las células de la pared vesicular exista dafio en la actina y
miosina del citoesqueleto en el citosol o en las mitocondrias, siendo el primero el
sistema encargado del movimiento de células o bien que estas han entrado en
estado de apoptosis. Para conocer el mecanismo real de lo que esta sucediendo
se deben realizar experimentos para determinar dafio en el citoesqueleto y en

mitocondrias para conocer la via de apoptosis en el parasito.

Por ultimo podemos concluir que la informacion obtenida en este trabajo de
caracterizacion del ADNc que codifica para la GLO-I de Taenia solium, permitira
en el futuro continuar con este proyecto para producir una GLO-I recombinante
gue nos llevara a conocer su estructura cristalina, mecanismo catalitico, regulaciéon
en la expresion de genes, su papel en la fisiologia del parasito que puedan
emplearse para el desarrollo de nuevas vacunas o farmacos que permitan
erradicar o disminuir las complicaciones originadas por este parasito en sus

hospederos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se obtuvo una sonda de ADNCc (350 pb) que codifica para una GLO-I.

Taenia solium cuenta con un gen dentro de su genoma que codifica para la
GLO-I.

La clona aislada corresponde a una GLO-I mitocondrial.

Su ADNCc tiene un tamaifio de 1014 pb y codifica para 294 aa.

La DLsp de MGO determinada en los ensayos in vitro con cisticercos de

Taenia crassiceps fue de 30 mM.

Ensayo in vitro con cisticercos de Taenia crassiceps incubados con MGO,

muestran reduccion en la movilidad y dafio a la membrana.

Este proyecto abre nuevos senderos para seguir estudiando el mecanismo,
regulacion, estructura, funcion y aplicaciones del sistema de las glioxalasas.
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CAPITULO IX
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 0.7% (p/v).

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

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

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

Gel de agarosa 2%: agarosa 1g, amortiguador TAE 50 mL, bromuro de etidio 4 L.
Medio SM: NaCl 0.58% (p/v), MgSQO4.7H,0 (p/v), Tris-HCI 0.05% (p/v) pH 7.5

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

Solucién 1 (lisis alcalina): EDTA 10 mM, Glucosa 50 mM, Tris 25 mM pH 8.0
Solucién 2 (lisis alcalina): NaOH 0.2 M, SDS 1% (p/v)
Solucién 3 (lisis alcalina): Acetato de amonio 7.5 M

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

Solucion PEG: PEG 20% (v/v), NaCl 2 M en 2% (v/v).
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Solucién de hibridacion: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0.2% (p/v).

Solucién alcalina desnaturalizante: NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M

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

Solucién SSC 5X: NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M
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ANEXO I

Enzimas de restriccion.

BamH1 5°- G GATCC-3

3- CC TAGG-5

Hindlll 5-AAGCTT-3

3-TT CGAA-LY
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