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ABREVIATURAS

2X Dos veces la concentracion.

5X Cinco veces la concentracion.

°C Grados Celsius.

aa Amino4cidos.

ADN Acido desoxirribonucleico.

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario.
EDTA Acido etilendiaminotetracético.

h Horas.

kDa Kilo Daltones.

min Minutos.

NCC Neurocisticercosis.

pb Pares de bases.

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos.
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa.
PEG Polietilenglicol.

rpm Revoluciones por minuto.

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa.
SDS Dodecil sulfato de sodio.

seg Segundos.

SNC Sistema nervioso central.

Vv Voltios.



1. RESUMEN

Taenia solium es el agente etiolégico de la teniasis y cisticercosis, siendo la
neurocisticercosis la forma letal producida por la larva, dichas enfermedades
representan un problema de salud publica en paises subdesarrollados como lo es
México, ya que no existe un gran desarrollo de infraestructura de salud en estos

paises.

Debido a su amplia distribucién mundial e infectividad de este parasito, el estudio
sobre Taenia solium se basa en la posibilidad de romper el ciclo biolégico de este
parasito para lograr erradicar la problematica de salud y las pérdidas econémicas que
producen estas enfermedades. Una estrategia viable se basa en la posibilidad de
inhibir enzimas que son importantes en el metabolismo de este parasito y que forman
parte de su sistema de desintoxicacion, entre estas enzimas se encuentran las
glioxalasas | y Il. Ambas conforman al sistema de glioxalasas que se encarga de
desintoxicar a la célula de una sustancia toxica llamada metilglioxal (MGO). La
importancia de este sistema radica en que esta via de desintoxicacion protege contra
el dafio celular causado por oxoaldehidos altamente reactivos, como el metilglioxal

producto del metabolismo de la via de la glucdlisis.

Conocido lo anterior este trabajo tuvo como primer paso encontrar una clona en una
biblioteca de ADNc por medio de tamizajes, una vez encontrada el segundo paso fue
la purificacidn, clonacion y caracterizacion de la enzima GLO-Il de Taenia solium.
Obteniendo como resultado la secuencia compuesta de 962 nucleétidos, con un
marco de lectura abierto que comienza en el nucledtido 64. EI ADNc codifica para una

proteina de 251 aminoécidos.
Asi mismo se probaron varias dosis de MGO a diferentes tiempos en cisticercos de
Taenia crassiceps para valorar el dafio que causa este toxico, y conocer a qué dosis

se produce el mayor dafo y posteriormente la muerte.
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2. INTRODUCCION.

2.1 Taenia solium

2.1.1 AGENTE ETIOLOGICO.

Clasificacion taxonémica. [9,21]

Reino: Animalia
Phylum: Platyhelmintos
Clase: Céstoda

Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia solium

Especie: Taenia solium

Su ciclo de vida comprende tres estadios: huevo, larva y adulto.

Taenia solium es un parasito que pertenece a la clase de los cestodos o gusanos
acintados, que se caracterizan por ser planos dorsoventralmente, puede dividirse de
forma general en tres regiones: escélex, cuello y estrobilo.

En su cabeza o escolex (Figura 1), posee una doble corona de ganchos, ademas de
cuatro ventosas en forma de copa, debido a que es un organo de fijacién con el cual
se adhiere a la mucosa intestinal de su hospedero definitivo. [16, 26, 31]

Después del escolex sigue el cuello, que es la zona no segmentada del cuerpo del
parasito, es metabdlicamente activo y contiene células madre que originan los
segmentos individuales del parasito que se conocen como proglétidos los cuales
conforman el cuerpo del parasito; estos se clasifican en inmaduros, maduros y
gravidos, se localizan segun su estado de madurez reproductiva; los proglétidos mas
cercanos al cuello son los mas jovenes e indiferenciados mientras que los proglétidos

maduros son hermafroditas, es decir, poseen O6rganos genitales masculinos vy
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femeninos, los proglétidos gravidos contienen miles de huevos en su utero, pueden
contener hasta 50,000 huevos cada uno. Cada huevo es esférico de color café, no
son diferenciables de los de Taenia saginata y mide entre 31 a 43um de didmetro,
poseen una pared gruesa y radiada llamada embrioforo provista de una membrana
delgada hialina, dentro de la membrana se encuentra la oncosfera o embridn
hexacanto (seis ganchos), la cual es la forma infectante. [32, 33]

La cadena de proglétidos se conoce como estrobilo. Su tamafio varia segun el
numero de segmentos que conformen al estrobilo. [7, 9, 17, 26, 32].

En su cubierta externa del estrébilo se lleva a cabo una intensa actividad metabdlica
ya gue se absorben los nutrientes por difusion o transporte activo, debido a que como
cualquier otro cestodo carece de aparato digestivo, esto se lleva a cabo por un tejido
llamado tegumento, el cual esta conformado por una capa externa cubierta de

microvellosidades llamadas microtricas que aumentan el area de absorcion. [16]

El espacio que limita el tegumento se denomina parénquima, un tejido fibroso que
sirve de sostén al parasito, ademas es el centro de sintesis, transporte y
almacenamiento de glucdgeno, principal sustrato energético; también se encuentran
los aparatos reproductor y excretor asi como las fibras musculares, que dividen en
dos zonas el parénquima: cortical y medular. [16]

A)

Figura 1. Micrografia electrénica del escélex del parasito adulto de A) Taenia solium y B) Taenia

saginata donde puede observarse el réstelo (R), ventosas (V) y el cuello (C). [16]
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2.4.3 CICLO BIOLOGICO.

Su ciclo requiere de dos huéspedes para que se lleve a cabo: el hombre (hospedero
definitivo del adulto y hospedero accidental de la larva) y el cerdo (hospedero
intermedio de la larva). [4, 16, 33]

Su ciclo biologico se inicia cuando los proglotidos gravidos se desprenden del extremo
distal de la Taenia y salen del intestino delgado del hombre en sus heces fecales
liberando huevos en el medio ambiente, los cuales son viables durante largo tiempo y
pueden ser ingeridas por los cerdos en lugares donde la higiene es inadecuada, una
vez ingeridas, en el estdmago por el efecto de la digestion (enzimas digestivas) los
huevos pierden su cubierta y se liberan las oncosferas, que penetran en la mucosa y
entran a torrente sanguineo donde son transportados a los tejidos del cerdo, musculo
estriado principalmente y cerebro, ahi se enquistan como metacéstodos (Cysticercus
cellulosae) [9, 32, 37].

Una vez que el hombre consume carne de cerdo contaminada con cisticercos, en el
estdbmago la larva es liberada ya que por accion de enzimas proteoliticas y sales
biliares pierden su cubierta, entonces evaginan (sacan la cabeza o escoélex) y se
adhiere gracias a sus érganos de fijacion a la porcion superior del intestino delgado,
en donde evolucionara al estadio adulto, generalmente solo existe uno, de ahi el
nombre comun de “solitaria”, estas tenias se desarrollan hasta alcanzar de 2 a 8 m de

longitud y pueden sobrevivir de 10 a 20 afios. [4, 21, 33]
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Figura 2. Ciclo biolégico de Taenia solium. (1) El ser humano infectado
con una tenia (2) elimina con las heces los proglétidos o huevos maduros
al ambiente, donde el suelo, aire, agua y materia vegetativa se contamina
con las heces. (3) Los huevos embrionados son ingeridos por un cerdo,
(4) en su intestino eclosiona la oncdsfera y penetra la mucosa, ingresan a
la circulacion y migran al masculo esquelético para enquistarse
(cisticerco), en donde es ingerido por el hombre, el escélex evagina y se
adhiere a la mucosa del intestino. [17, 38]

2.2 TENIOSIS.

Es la parasitosis producida por los helmintos de la familia Taeniidae en su forma
adulta, las especies son Taenia solium y Taenia saginata, cuyo hospedero definitivo
es el hombre. [37]

Esta infeccion es conocida desde la antigiiedad, a comienzos del siglo XIV, Arnau de
Vilanova fue el primero en hacer una descripcién de la especie. [7]

La forma de transmision es debida al bajo nivel socioeconémico de los individuos e
inadecuada higiene y se ocasiona por la ingesta de carne de cerdo mal cocida o
cruda con la forma larvaria del parasito (cisticerco), lo que provoca la infestacion del
intestino delgado del humano por la forma adulta, hay que tener en cuenta que la
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teniosis por Taenia solium es producida por alimentos de ganado porcino, y que

ademas se puede adquirir cisticercosis por autoinfeccion. [4, 31, 32, 37]

2.2.2 EPIDEMIOLOGIA

Segun estadisticas oficiales de 1986 a 1990 se presentaron alrededor de trece mil
casos anuales, y después de 1991 hubo una disminucién del 38% de casos,
reportdndose ocho mil casos. Para el 2008, segun el boletin semanal de
epidemiologia de la secretaria de salud reportd 332 casos, en el 2009 290 casos
cuyos estados con mayor incidencia son Oaxaca, Guerrero, Chiapas y Veracruz. [13,
31]

2.2.3 CUADRO CLINICO

La teniosis puede ser asintomatica o presentar sintomas gastrointestinales genéricos
como dolor abdominal, sensacion de hambre, diarrea y cefalea, incluso puede causar
sensacion de frecuente cansancio y somnolencia. Esto se debe ya que a pesar del
gran tamafo que puede llegar a alcanzar el parasito adulto (2-8 m) practicamente no
genera dafos o0 estos son minimos como irritacion de la mucosa intestinal ya que es
el sitio donde esta adherida a la pared intestinal y lo que hace es tomar nutrientes de
la luz intestinal antes de que se absorban para la utilidad del organismo humano, en
casos excepcionales puede presentarse oclusion intestinal, intoxicacion por absorcion
de desechos metabdlicos y peritonitis al perforar el escolex la mucosa intestinal. [4, 8,
16]

2.2.4 DIAGNOSTICO
Detectar la teniosis presenta dos problemas, la pobre sensibilidad del
coproparasitoscépico y la semejanza morfoldgica entre los huevecillos de otras

especies de Tenias.
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Debido a que la infeccion por tenias maduras es intraluminal, el diagnostico mas
practico es el examen parasitolégico, para la identificacion de los proglotidos gravidos
y escolex en materia fecal, los cuales deben ser observados al microscopio para la
identificacién de la especie, o bien, por el andlisis de los huevos mediante técnicas
coproparasitoscopicas de sedimentacion y flotacion, cuya sensibilidad no es mayor de
60%. [9, 21, 31]

2.2.5 TRATAMIENTO

Una vez diagnosticada la teniosis debe comenzarse el tratamiento inmediatamente, el
tratamiento se basa principalmente con la administracion de antihelminticos, los
cuales son farmacos que actuan de forma local para expulsar a los parasitos del tubo
digestivo o, a nivel sistémico para erradicar tanto la forma adulta como las formas
intermedias que invaden érganos y tejidos. [10]

Segun la secretaria de salud, el medicamento de eleccion es el prazicuantel.

El pazicuantel, el cual es un derivado pirazinoisoquinolinico de amplio espectro, actia
a dosis bajas incrementando su actividad muscular seguida de contraccion y paralisis
espastica, a dosis levemente mayores causa dafio en el tegumento que determina su
vacuolizacion, desintegracion y fagocitosis; las membranas constituyen al parecer el
objetivo primario del farmaco, ya que incrementa la permeabilidad de la membrana a
algunos cationes monovalentes, en particular la del calcio, con pérdida intracelular de
este que favorece la contraccion muscular y la paralisis espastica, sin embargo, no es
bien conocido su mecanismo de accion.

Algunos efectos adversos que se presentan son malestar, cefalea, mareos,
incomodidad abdominal, nauseas, fiebre, urticaria e insuficiencia hepatica,
generalmente es bien tolerado. Su administraciébn es por via oral, en adultos y
pacientes geriatricos se administra una dosis Unica de 10 a 20 mg/kg con 99% de
efectividad y en nifilos se administran de 5 a 20mg/kg, ain no se establece su eficacia
y seguridad en nifios menores de 4 afos; su eliminacion se efectia via renal en un
70% a las 24 horas. [13]
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2.3 CISTICERCOSIS

La cisticercosis es producida por la larva de Taenia solium (Cysticercus cellulosae),
tras la ingestion de huevos por contaminacién de alimentos o agua, estos se incuban
en el estbmago del humano, se liberan las oncosferas que después eclosionan en el
intestino causando dafio minimo, logran llegar al torrente sanguineo y se diseminan a
diversos o6rganos albergandose en tejidos solidos donde se desarrollan hasta
cisticercos, preferentemente en el ser humano. [9,17, 37]

Los cisticercos son pequefias vesiculas de forma ovoide que miden de 8 a 10 mm de
largo por 5 mm de ancho, que en su interior poseen un escélex invaginado rodeado

por un liquido cristalino. [16, 17]

A)

Figura 4. A) Huevos de Taenia solium. B) Cisticercos de Taenia solium

disecados de musculo esquelético de cerdo. Observados a través de
microscopio éptico [7, 17]

2.3.1 EPIDEMIOLOGIA

La cisticercosis es un gran problema de salud publica tanto para paises en desarrollo,
como los desarrollados resultado de los crecientes movimientos migratorios, su
distribucion en paises de América como Brasil, ElI Salvador, Peri y México, también

en Europa oriental, India y algunos paises de Africa, causan un grave problema
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médico y economico. La frecuencia mas elevada de casos de NCC es en Honduras
(30%). [29]

En México se reportd el primer caso de cisticercosis en 1901 por el doctor Ignacio
Gomez lzquierdo, hasta 1997 las estadisticas oficiales de prevalencia eran de un
promedio anual de 500 casos de cisticercosis, el grupo mas afectado es de 15-44
afos de edad. [17, 31]

2.3.2 CUADRO CLINICO

Las principales causas de morbilidad de la cisticercosis son la cisticercosis ocular que
frecuentemente se localiza en la sub-retiniana o flotando libremente en el vitreo,
causando como consecuencia alteraciones en la vision y la cisticercosis del sistema
nervioso central o neurocisticercosis (NCC), que es la forma mas letal de la
cisticercosis, ya se ha convertido en un problema de salud publica debido a su alta
incidencia, el elevado costo del diagndstico y tratamiento ademas del dafio que causa

en el cerebro. [6, 8]

Y |

* \ )
\ |
ALTAPREVALENCIA

@ PREVALENCIA MODERADA
\ BAJA PREVALENCIA (CASOS IMPORTADOS)
1 @ AREAS ENDEMICAS DENTRO DE EUA
NO HAY INFORMACION DISPONIBLE

S

Figura 5. Distribucién mundial de la prevalencia de la cisticercosis. [7]
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Las infecciones en otras partes del organismo son detectadas muy esporadicamente,
la cisticercosis subcutanea es asintomatica, la cisticercosis muscular es encontrada
por casualidad al tomarse una radiografia por otras razones y la cisticercosis
miocéardica es usualmente un hallazgo de necropsia no relacionado a la causa de
muerte. [8]

En cuanto a la NCC presenta como manifestacion clinica la epilepsia de inicio tardio
principalmente y cefalea, estas crisis pueden ser parciales o generalizadas [8, 31], sin
embargo, no es sencillo establecer el diagndstico debido a que las manifestaciones
gue se confunden con otros padecimientos neurologicos. [24]

Su localizacion mas frecuente es en la zona subaracnoidea seguido de la

parenquimatosa. [9]

2.3.3 DIAGNOSTICO

El diagnostico para la NCC, es complejo ya que se trata de una enfermedad
pleomérfica debido a las diferentes formas evolutivas, por lo que se necesita una
correcta interpretacion de los examenes de neuroimagen e inmunoldgicos para un
diagnéstico certero, en el ojo se pueden detectar por un examen oftalmoscopico o
fondoscopia, en el tejido subcutaneo y tejido muscular mediante radiografias simples
0 por palpacién, aunque debido a que los sintomas no son especificos no es nada
sencillo su diagnéstico, algunos métodos que son las principales herramientas para el
diagnéstico de la NCC es la imagen, que incluye la tomografia computarizada (TC) y
la imagen por resonancia magnética (IRM) debido a que permiten no solo visualizar el
namero y localizacion del parasito, sino también su estado evolutivo, ya que se
observan las imagenes quisticas redondeadas asi como aquéllas en la que es
aparente el escélex, son claras y decisivas, sin embargo, la principal desventaja de
estas técnicas para la mayoria de la poblacién no son accesibles debido a su elevado
costo.

Los hallazgos con estas técnicas dependen del grado de viabilidad de los cisticercos,

los mas comunes son las lesiones quisticas bien definidas en las que se identifica el
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escoOlex invaginado (mas prevalentes en pacientes con epilepsia que en los

asintomaticos) y en la etapa nodular calcificada. [5, 17, 24]

(d)
Figura 6. Imagen de resonancia magnética que revela la presencia de cisticerco (el

punto central representa el escdlex) (a). Quiste empezando a degenerar con edema
perilesional (b). Quiste en la etapa granular sin edema perilesional (c). Tomografia
computarizada que revela la presencia de multiples calcificaciones (d). [5]

Existen otros estudios para el diagndstico basados en técnicas inmunoldgicas, cuyo
fundamento es la busqueda de anticuerpos anticisticerco en el liquido cefalorraquideo
(LCR) y en suero, han tenido gran impacto y aceptacién por su accesibilidad y bajo
costo, ademas de su alta sensibilidad y buena especificidad, estos ensayos
inmunoenzimaticos son el ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme Linked Inmuno-
Sorbent Assay) y la Inmunoelectrotransferencia (IET). [5]

Estas pruebas son un complemento importante de los estudios de neuroimagen, sin
embargo, no deben ser utilizadas de forma aislada para confirmar o descartar el
diagnéstico de NCC, ya que existe un elevado numero de falsos positivos y negativos,
de estas pruebas serolégicas la Inmunoelectrotransferencia es mas sensible, esta
utiliza una fraccion de glicoproteinas, que tienen una especificidad del 100% y un 98%
de sensibilidad para el diagndstico, sin embargo, en pacientes con un solo cisticerco
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cerebral o cisticercos calcificados la sensibilidad disminuye a 25% o0 no es detectado,
en el caso del ELISA, en muestras de suero es muy baja la sensibilidad para el
diagnostico.[ 5, 24, 34]

2.3.4 TRATAMIENTO

El tratamiento de esta parasitosis, depende del lugar en donde esté alojado el
cisticerco, por lo que principalmente cuando es cisticercosis ocular o subcutanea debe
ser un tratamiento quirdrgico y temprano, en el caso del ojo debe ser un extirpacion
de todo el parésito vivo, ya que la muerte del parasito conduciria a una reaccion
inflamatoria y esta puede provocar severas lesiones en el ojo.

La NCC debe ser tratada con analgésicos, anticolvulsivantes, la cirugia es variable
dependiendo de la localizacion, el medicamento de primera eleccion es el albendazol,
el cual es un carbamato de benzimidazol, cuyo mecanismo de accion se debe a los
cambios bioquimicos como la inhibicidon de la fumarato reductasa de las mitocondrias,
disminucién del transporte de glucosa y desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa,
su accion determina la inmovilizacion, fallecimiento y eliminacion del parasito. La
principal sustancia del albendazol se distribuye a través de todo el cuerpo incluyendo
el liquido y cerebroespinal, es oxidada y forma una sulfona inactiva que se elimina por
rifion. Algunas de las precauciones es realizarse periédicamente el estudio de
biometria hematica ya que se han publicado casos de granulocitopenia,

agranulocitosis y pancitopenia. [13]

Los efectos adversos que se reportan son disfuncion hepatica, dolor abdominal,
nauseas, vomito, cefalea, mareo, vértigo, alopecia reversible, falla renal aguda asi
como aumento de la presion intracraneana. La dosis en general es por via oral de
15mg/kg/dia, dividida en tres dosis administradas con alimentacion grasa, por 8 a 28
dias. Ademas de emplear fenitoina, fenobarbital y corticosteroides. El medicamento
alternativo que se emplea es el praziquantel en una dosis oral de 50mg/kg por dia,
durante 15 dias, dividido con los alimentos. [13]
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2.4 SISTEMA DE LAS GLIOXALASAS

2.4.1 GENERALIDADES.

Las glioxalasas se conocen hace mas de ochenta afios en los sistemas microbianos y
animales, sin duda es una via con alta conservacion durante la evolucién, sin
embargo, el significado fisiolégico de este sistemas aln no se conoce por completo,
aparentemente el sistema juega un rol critico en el proceso celular de desintoxicacion,
especialmente del potente y citotoxico metilglioxal (MGO). [11, 39]

El sistema de glioxalasas también esta implicado en la proteccion contra otros a-
oxoaldehidos citotoxicos, asi como en la regulacion de la division celular y
proliferacion, movilizacién vesicular, crecimiento de tumores y complicaciones clinicas

asociadas a varias enfermedades, entre ellas la diabetes mellitus. [11]

El MGO también conocido como 2-oxopropanal, piruvaldehido, acetil formaldehido, es
generado por las enzimas, metilglioxal sintasa, isoenzimas del citocromo P450 y la
amino oxidasa; y por una via no enzimatica como subproducto de la glucdlisis; en el
paso de interconversion del gliceraldehido-3-fosfato (GAP) a dihidroxiacetona fosfato
(DAP).

Este es un compuesto conocido por contribuir a la generacion de productos finales de
glicaciobn avanzada: AGE’s (advance glycosylation end products), con dafos
probablemente irreversible a los lipidos, &cidos nucleicos y proteinas, en particular en
las mitocodrias. [2] EI MGO es eliminado a través del sistema enzimatico de

glioxalasas que consta de dos enzimas. [2, 14, 15]

2.4.2 CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA GLIOXALASA Il.

El sistema de las glioxalasas fue descubierto en 1913, en ese momento se creyo que
se trataba de una sola enzima, ahora se sabe que consta de dos metaloenzimas, la

glioxalasa | (GLO I) (EC.4.4.1.5) y la glioxalasa Il (GLO Il) (EC.3.1.2.6). [11, 14]
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La GLO-II familia de las metalo-B-lactamasas, las cuales consisten en un motivo de
sandwich ap/Ba, compuesto de una unidad central de dos hojas J3, rodeado por
hélices. La GLO Il al igual que otros miembros de esta familia contiene un
motivo HXHXD conservado que se ha demostrado que se une a Zn (ll), Fe y Mn. En
el caso de la GLO Il humana esta reportado que contiene un centro dinuclear de Zn
(.18, 19]

El sistema de glioxalasas esta presente en el citosol de las células y los organelos
celulares, particularmente en la mitocondria. [35]

La GLO Il tiene un peso molecular de 18-29kDa, esta enzima es un monémero. [19,
35]

En el primer paso de la via, la lactoil glutation liasa (GLO 1) cataliza la conversion de
metilglioxal (MGO) y glutation reducido (GSH) formando S-D-lactoil-glutation (SLG),
en el segundo paso, la hidroxiacetil glutation (GLO II) cataliza la hidrélisis de SD-

lactoil-glutation a D-lactato y regenera el glutation. [2,11, 35]

Desintoxicacion de metilglioxal

H U H OH C 0

Figura 8. Via de desintoxicacion del metilglioxal llevada a
cabo por el sistema de glioxalasas. [3]
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4. HIPOTESIS
Si Taenia solium utiliza la via metabdlica de la glucélisis para generar energia

entonces debera contar con enzimas relacionadas a los metabolismos

desintoxicantes, entre ellas la glioxalasa Il (GLO-II).
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Clonar y caracterizar el ADNc que codifica para la Glioxalasa- 1l (GLO-II) de

Taenia solium.

5.2 Objetivos particulares:

1. Produccién de una sonda de ADNc que codifique para la GLO-II.

2. Aislar el ADNc que codifica para la GLO-Il completa de Taenia solium.

3. Caracterizacion de la secuencia nucleotidica del ADNc de la GLO-II.

4. Efecto de MGO en cisticercos de Taenia crassiceps.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizé Escherichia coli Cepa C600 hfl, Fagos Agtl0 y cisticercos de Taenia

crassiceps cepa (WFU).

METODOS

6.2 PRODUCCION DE LA SONDA POR TRASCRIPCION REVERSA DE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR).

Para las reacciones de RT-PCR se utilizé RNA de Taenia solium, 2L de cada uno de
los oligonucleadtidos especificos ATGCATGTTCTGACTATCCCCGC Y
GTCGCAGTAAAGATGCCTTCTAA, 25uL de amortiguador y 5U de la enzima, la
reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 50uL. Las condiciones utilizadas para
obtener el fragmento de GLO-II que se utilizé como sonda fueron para la etapa de

alineamiento 52°C y la transcripcion a 50°C. Se ultiliz6 el programa 52.

6.3 PURIFICACION DE LA SONDA DE ADNCc.

El fragmento amplificado fue sometido a electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
Tris-acetato (TAE 1X, ver anexo 1), cortado y purificado.

Se colocd la muestra en la columna y se agregaron 400uL de H1 (solucién de unién),
se centrifugd 1 minuto a 10,000 rpm, transcurrido este tiempo el sobrenadante se
separ0 y se agrego H2 para lavar (buffer con etanol), se centrifugd nuevamente con
las mismas condiciones y se desechd el sobrenadante, finalmente se agregaron 50uL
de TE (entre 45-70°C), al fragmento purificado (0,5ng/pL) se le realiz6 un PCR, para
la reaccion se utiliz6 1uL de ADN, 1 pL de los iniciadores especificos, 5uL de
nucleétidos (A, C, G, T), 2,5uL de MgCl, y 5U de la enzima Tag polimerasa, la
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reaccion se llevo a cabo en un volumen de 50uL. Las condiciones utilizadas fueron un
ciclo de (3min, 95°C, 1min. 52°C, 2 min, 72°C), 30 ciclos (1min, 95°C, 1min. 52°C, 5
min, 72°C), y un ciclo final (1min, 95°C, 5min. 52°C, 5 min, 72°C), se agregaron 450uL
de Buffer QG (para disolver la agarosa), se incubdé a 50°C hasta que se disolvid
agitando cada 3 minutos con vortex, se agregd 150uL de isopropanol para ayudar al
pegado de ADN en la columna, se colocé la mezcla en la columna y se centrifugé a
13,000 rpm durante 1 min., se descart6 el sobrenadante y se lavé con buffer PE
(750uL), se centrifugd nuevamente 1 min. y se descartd el sobrenadante, se
centrifugd una vez mas y se coloc6 en un tubo de recuperacion, se afiadieron 50uL
de buffer EB (buffer de elucion), se incubé 1 min. a temperatura ambiente y se
centrifug6 a 13,000 rpm/1 min.

Se obtuvo una concentracion de 80 pg/mL.

6.4 MARCAJE DE LA SONDA.

Se realiz6 un PCR a 57°C para la incorporacion de dUTP biotina al ADN, los reactivos
utilizados fueron: 5uL de amortiguador 10X, 5uL de dxTP’s, 5uL dTTP, 2,5uL de
MgCl,, 1,5uL de ADN, agua MQ, 0,5uL de bio-11-UTP y 0,5uL de Taq polimerasa. Se

utilizé el mismo programa ya mencionado.
6.5 TITULACION DE LA BIBLIOTECA Agt10.

El titulo realizando las diluciones 1:100 (10?) y 1:10,000 (10™), donde el virus utilizado
para infectar y formas las placas liticas es Agt10. Para la dilucién 10 se colocaron
99uL de amortiguador y 1 pL de virus, y en la dilucién 10™ se tomé 1pL de la dilucién
anterior en 99uL de buffer, el buffer que se utilizé fue la solucién SM.

Para llevar a cabo la titulacion se utilizaron 300uL de bacterias C600hfl” y 10uL de la

dilucién, se prepararon 3 cajas para la biblioteca: total, 102y 10™.
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6.6 TAMIZAJE DE LA SONDA.

Se utilizaron 300uL de un cultivo de E. coli de la cepa C600hfl, crecido durante toda
la noche para infectar con 20,000 fagos de la biblioteca de ADNc de adulto de T.
solium. La mezcla anterior se incubd a 37°C durante 15 minutos, se mezcl6 con agar
TOP-SOBM fundido a 48°C y se sembro en 3 cajas petri de 120mm de didmetro con
medio SOBM, las cajas se incubaron a 37°C hasta que se observaron placas liticas,
una vez obtenido esto se cubrieron con membranas de nitrocelulosa durante 5
minutos y se le realizaron marcas asimétricas con tinta china, el proceso se repitid
para obtener réplicas. Al DNA del fago incorporado a las membranas se le agregaron
3mL de la solucién desnaturalizante (ver anexo) y posteriormente se afiadieron 3mL
de la solucion de neutralizacion (se llevaron a cabo 2 lavados), se colocé la solucion
SSC 2X para quitar los restos de bacterias, agitando suavemente. Se colocaron las
membranas sobre un papel con los fagos hacia arriba y se dejo secar, una vez secos
el DNA fue fijado a la membrana con luz ultravioleta en un UV Stratalinker 2400,
utilizando las condiciones de 1200 seg x 100pj x cm?.

Las membranas fueron prehibridadas a 50°C durante 4 h. con solucion SSC 6X,
Denhart’s 5X, SDS 0,5% y 100ug/mL de DNA de esperma de salmén previamente
desnaturalizado a 100°C por 2 min. Una vez transcurrido el tiempo se cambio la
solucion por una similar a excepcion del DNA de salmén, entonces se afiadio la sonda
marcada y las membranas fueron incubadas a 50°C durante toda la noche. Las
membranas fueron lavadas 3 veces con la solucion de lavado (SSC 2X y SDS 0,5%)
cada 30 min. Posteriormente se llevdé a cabo el procedimiento para deteccion de
acidos nucleicos inmovilizados, el cual consiste en colocar las membranas con los
fagos hacia arriba y agregar el amortiguador de “bloqueo” hasta cubrirlas y se incubd
durante 15 minutos agitando suavemente, se decanté el amortiguador y se afiadio la
solucion de conjugacion y se incub6 15 min. con agitacién suave, se transfirid la
membrana a un nuevo contenedor y se enjuago brevemente con 20mL con solucion
de lavado 1X, lavar la membrana 4 veces durante 5 min. con 20mL de la solucion con

agitacion suave.
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Se transfirieron las membranas a un nuevo contenedor y se agregaron 30mL de
amortiguador de “sustrato equilibrio” y se incubaron las membranas durante 5 minutos
nuevamente con agitacion suave, se removié el amortiguador y cuidadosamente se
secO por el borde con papel absorbente el exceso de amortiguador, se agrego la
solucion “sustrato de trabajo” sobre la membrana hasta que cubrié por completo la
superficie, se colocaron las membranas con los acidos nucleicos hacia abajo y se
incubd 5 minutos sin agitacion, se removieron las membranas de la solucion, secando
el exceso pero evitando que la membrana se secara, se preparé la solucidn
guimioluminiscente no exponiéndola a la luz, adicionando 6mL de luminol a 6mL de
solucion “peréxido estable” y en completa oscuridad se agregd la solucion a las
membranas, después de 2 minutos se envolvieron las membranas en un plastico sin
crear burbujas y arrugas. Finalmente, las membranas se dejaron secar a temperatura

ambiente y fueron expuestas a rayos X durante 24 horas.

Las clonas positivas del primer tamizaje fueron aisladas del agar y resuspendidas en
500uL de medio SM, se agitaron durante 2 horas a temperatura ambiente y se
prepararon las diluciones 10%, 10*y 10® para cada una de ellas, una vez hechas las
diluciones, se llevdé a cabo la misma técnica descrita anteriormente, en el dltimo
tamizaje (terciario) las clonas encontradas se colocaron por separado en cajas de
SOBM mas TOP SOBM para que se formaran placas liticas en toda la caja, para

posteriormente ser recuperadas.

6.7 OBTENCION LISADO DE FAGOS (PLATE STOCK).

Se recuperaron fagos de las clonas 1, 3, 4, 6, 7 y 9. Se colocaron 5mL de SM en cada
caja, se dej6 agitando suavemente y a temperatura ambiente durante 1 h 30 min., se
recuperaron en un tubo estéril con ayuda de una pipeta Pasteur estéril cada una de
las clonas y posteriormente se colocaron 2 mL mas de SM para lavar perfectamente,
se dej6 1 hora mas y se recuper6 en el mismo tubo correspondiente, se centrifugd a
3000 rpm durante 10 minutos y se recuperdé el sobrenadante, este se vertié en un tubo
falcon estéril y se agregaron 20 pL de cloroformo y se guardaron a 4°C (plate stock).
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6.8 DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION.

Para realizar la digestidon de las clonas obtenidas utilizaron las endonucleasas EcoRI y
BamHI. Se utilizaron los siguientes reactivos: 5 pyL del fragmento clonado en el A ADN
del fago, 20 pyL de solucién amortiguadora 10X que cada enzima requiere y agua
grado M.Q, c.b.p 200 uL, a cada mezcla de reaccion se le incorporaron 3 pL de la
enzima correspondiente, se incubd la reaccion a 37°C /4 h 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 de
700 A 200pb.

6.9 PCR DE ADN DE FAGOS.

Se realiz6 un PCR empleando 1 pL de ADN obtenido para que se llevara a cabo la
amplificacién de fagos, los oligonucleétidos utilizados fueron Agt10 3-Si y Agt10 5'-Si,
una vez amplificado se purificd por columna (como ya se menciond anteriormente).

Este fragmento se clono.

6.10 LIGACION.

La reaccion de ligacion se llevé a cabo utilizando el estuche de clonacion TOPO-TA
Cloning System de la casa comercial Invitrogen, para lo cual se emplearon, 1 uL del
vector pCRIIl, 1 pL de amortiguador salino, 1 puL de agua y 3 pL del PCR fresco
(obtenido en el punto anterior). Finalmente, la reaccion se incubd a temperatura
ambiente durante 1 h, esta ligacién fue denominada FgGLO-II-Agt10Si- F+R, clona 3
en pCRII. La ligacion se diluy6 (2 yL de la ligacion y 53 pL de agua) y se electroporo
(2 pL de la dilucibn con 20 pL de células competentes de Escherichia coli cepa
TOP10). Las condiciones de electroporacion fueron 1800 volts empleando un
electroporador de la marca eppendorf modelo 2510, posteriormente se afiadieron 180

30



uL de medio SOC en condiciones estériles a las células electroporadas para
recuperarlas, se llevo a cabo mediante las siguientes condiciones: se incubé durante

1 hora a 37°C y agitacion de 200rpm.

Se sembraron 100 pL de las ligaciones transformadas en un medio SOBM sdélido con
ampicilina 100 pg/mL utilizando una varilla de metal en L estéril. Las cajas fueron
incubadas a 37°C/ 18 h para que hubiera buen crecimiento de colonias y evitar el

crecimiento de microsatélites alrededor de las colonias.

Por ultimo se empled la técnica de reaccién en cadena acoplada a la polimerasa
utilizando el programa alp50 que se corrid bajo las siguientes condiciones: un ciclo de
95°C durante 3 minutos, 50°C por 1 minuto y 2 minutos a 72°C; 30 ciclos de 1 minuto
a las temperaturas antes mencionadas y por ultimo un ciclo de 95°C durante 1 minuto,
50°C por 1 minuto y 72°C por 5 minutos en un termociclador GeneAmp PCR system
modelo 9700 (Applied Byosystem). Se mand6 a secuenciar en un secuenciador
automético y su secuencia fue analizada por el programa computacional PCGENE.

6.10 EFECTOS DEL MGO EN CISTICERCOS.

Para conocer el efecto del MGO en cisticercos de Taenia crassiceps se utilizé un
raton con 2 meses de infeccidn, se eligieron cisticercos de 2-3 mm sin gemas, lavados
con PBS y antibiéticos y se preincubaron por 24 h en una placa tipo ELISA con 1 mL
de medio de cultivo RPMI grupos de diez cisticercos sanos, al segundo se cambié el
medio por los tratamientos correspondientes, se probaron las dosis del téxico en las
siguientes concentraciones: control, 1,0 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5mM, 10mM, 20mM y
40 mM, en tiempos de 30 min.,, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h y 24 h., transcurrido el tiempo
correspondiente se retir6 el tratamiento y se afadiéo una solucion 1:3 de bilis con

medio RPMI para observar la evaginacion.
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7. RESULTADOS.

Utilizando el método de la RT-PCR con RNA total del parasito y dos oligonucleétidos
diseflados a partir de secuencias conservadas de la enzima glioxalasa Il, se produjo
un fragmento de ADNc de tamafio de ~700pb y mediante la electroforesis en agarosa
y purificacion utilizando un método en columna de silice que retiene el DNA, se puede

observar en el gel de agarosa la pureza del fragmento eluido de la columna (Fig. 9).

o¥o

700 pb

500 pb
300 pb
200 pb

Figura 9. A) Gel de agarosa al 1%, en el carril 1 se presenta el marcador
de peso moleculary en el 2 se trata del fragmento obtenido (sonda).

Después de obtener la sonda purificada se mando6 a secuenciar el fragmento obtenido
para verificar si el este codificaba para una GLO-Il. La secuencia nucleotidica
obtenida y sus analisis computacionales con el programa PCGENE revelaron que la
secuencia primaria de inicio a término codificaba para una enzima glioxalasa (Fig. 10),
en la figura se sefialan los oligonucledétidos utilizados para obtener la sonda. Se puede
observar que la sonda codifica para una GLO-Il completa, ya que presenta un codon

para el ATG de inicio y un codon TAA de término.
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Figura 10. Traduccién de la secuencia nucleotidica del fragmento

correspondiente a un ADNc que codifica para una glioxalasa de T. solium

mediante la RT-PCR. Subrayado en negro se muestran los oligonucleétidos GLO II-
3’y GLO II-5" utilizados.

Una vez obtenida la sonda especifica para aislar el ADNc completo que codificara
para la GLO-II, esta se marco con P*? para el aislamiento e identificacién de clonas
mediante el tamizaje de una biblioteca de Taenia solium, se encontraron 6 clonas
positivas al final del tamizaje terciario, dichas clonas fueron denominadas GLO II-1
hasta GLO 1I-6. Por medio de la técnica de PCR fue obtenido el ADN de los fagos
positivos se observé que las clonas 1-3 presentan un tamafo similar de alrededor de
1 Kb, las clonas 5 y 6 un tamafio de ~900 pb y la clona 4 de ~600 pb. Los fragmento
amplificados de las clonas digeridos por las endonucleasas EcoRI y BamHIl,
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mostraron que sus patrones de restriccion son similares en todas las clonas formando

una escalera (Figura 11).

M 1 B Rl 2 B R 3 BRI 4 B RRM 5 B RI 6 B RI

Figura 11. Fragmentos de PCR de las clonas 1-6 aisladas con el tamizaje de la biblioteca de
ADNCc de T. solium, con sus respectivas digestiones con las endonucleasas BamHI (B) y EcoRI
(RI). M: marcador de peso molecular (200pb-800pb).

La clona Glo II-3 fue elegida para clonarse porque tenia mayor tamafo y
concentracion con respecto a las demas (1 y 2), se amplificé por PCR y fue clonado
directamente en el vector pCRII, esta ligacion fue denominada FgGLO-II-Agt10Si-
F+R, clona 3, una de las clonas obtenidas de esta ligacién fue secuenciada. La figura
12, muestra su secuencia nucleotidica y de amino&cidos obtenidos mediante los
analisis computacionales con el programa PCGENE. EI ADNc esta compuesto de 961
nucledtidos, con 63 pb en la regidén 5 -sin traducir y 127 pb en la region 3"-sin traducir
con un sitio de poliadenilacion clasico, un marco de lectura abierto que comienza en el
nucleotido 64, con el codon de inicio ATG y termina en el nucle6tido 836 con el codon

de término TAA. El ADNc codifica para una proteina de 251 aa.



1 CCCTTTTAGGCGCTCTTTGCTTTGCGGCTTCAGGGTTCCTCCTCTGGGTGCTCGTATTGC

61 AGGGATGCATGTTCTGACTATCCCCGCTTTGTCAGATAATTATATGTACCTGCTGATCGA
M H Vv L T I P A L S DN Y M Y L L ID

121 TGACAAGACAAAGCAATGTGCTGCAGTTGATCCGGTAGAGCCCCCTAAAATCTTAGCTGA
b K T K 9 ¢ A A V D P V E P P K I L AE

181 ACTAAAGAAACGGGGTTTGACATTATCTTGCAICCTCACTALGCATC CTGGGA[CA
L. K K R 6L T L s C I L T Ty H H|H| W D]H

241 CGCCGGAGGCAATTCGGAGCTCTTGAAGTCTTTACCCTCTTCCATACCTGTCTATGGTGG
'AlG 6 N s EL L K S L P S S I PV Y G G

301 TGGCAAAAACGTGGAGGCCGTCAGCAAACAGGTTGCCCACGGCGACCAAATTGCGGTAGG
G K N v E AV S K Q vA HGD Q I A V G

361 CAGTGACATAACAGTGACTTGCTTGCACACACCCTGCCACACTAAAGATCATATCTGCTA
s b I1 T Vv T C L H T P C H T K D H I C Y

421 TTE CACTGAAACCGAGCGACTCGATGGCTGCGTCTTCACGGGTGACACGCTATTTCT
Y AT E T E R L D G C Vv ¥F T G D T L F L

481 AGGTGGTTGCGGAAGATTTTTCGAGGGTAATGCTCAACAAATGTATCACGCTCTTGTGGA
G 6 ¢ G R F F EGNAOQ QMY H A L V E

541 AGTTCTAGGTAAACTTCCAGGCTCAACTAGGGTTTATTGTGGICACGAGTACACCATGAA
v L G K L P G S T R V Y C G|H E Y T M K

601 GAACTTTGATTTCGCGAAGTCCGTGGACGCCGGTAACACGGCTCTTCTGGAGCGAATGGA
N F D F A K S V DA GG N T AL L E R M E

661 GGCCTGCGCGAAGCTGCGCGCCGACCGACAACCGACAGTACCGGGCACGATAGCGGAGGA
A C A KL R A DI ROQ P TV P GG T I A E E

721 GCTTGCCACTAATCCCTTCATGCGAGTCGTCGATCCGGGCCTGCAGAAGAATGTCAAGGC
L A T N P FM RV V D P G L QO K N V K A

781 GAAGGATGCGGTTGACGCCATGGGCATCATTCGTCGCAGTAAAGATGCCTTCTAAGCGAA
K b A VvV DA M G I I R R S K D A F -

841 TGTCTCGCCTTCACGTTTACTACTTCGCGCCCTTACGTATCCTTACTTGCGATGGCTACG
901 TGAATATTTTAGAAAACGTTTATAATAAATCTTCATGCGTTACATCTATTCATTGATTCT

35

19

39

59

79

99

119

139

159

179

199

219

239

256

Figura 12. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de la clona GLO II- 3 correspondiente a un ADNc
que codifica para la enzima glioxalasa Il de Taenia solium. Los numeros de la izquierda corresponden a
los nucledtidos y los de la derecha a los aminoacidos traducidos. El codén de inicio se muestra
subrayado. En color rojo se muestran los oligonucleétidos GLO 11-3'y GLO 1I-5" utilizados en la sonda
que se empled para el tamizaje. El sitio de poliadenilacién se encuentra en negritas. En la caja negra se
sefiala el motivo del sitio activo. En la caja verde se sefalan los residuos de aa caracteristicos del sitio
activo, con amarillo se muestran los aa que conforman el sitio Zn; y en la caja rosa la secuencia de aa
que conforman el sitio Zn,.



A partir de la secuencia primaria obtenida de la secuencia nucleotidica del ADNc de la
clona 3, se realiz6 una comparacion de la GLO Il por medio de un alineamiento
multiple con homologos de esta enzima en otros organismos bioldgicos (Figura 13),
en el alineamiento se muestran subrayadas las secuencias caracteristicas mas
importantes de las glioxalasas Il. Por otro lado, los analisis de la secuencia de
aminoécidos indican que la GLO Il de T. solium presenta una identidad del 44% con la
secuencia del Homo sapiens, 55% con Schistosoma japonicum, y 49% con la
secuencia de Schistosoma mansoni.

HS1 MKVEVLPALTDNYMYLVIDDETKEAAIVDPVQPQKVVDAARKHGVKLTTVLTTHHHWBHA 60
SJ2 MEVVILPALSDNYMYMVIDRASNICAVVDPVEPDKVLSVVKQRGLQLKSVLTTHHHSBHA 60

SM1I @ -—————————————— MSSE-————- QLODPVEPDKILSAVTQRGLRLESILTTHHHLBHA 39

TS1 MHVLTIPALSDNYMYLLIDDKTKQCAAVDPVEPPKILAELKKRGLTLSCILTTHHHWDHA 60
Kkkkk kake o ekkk ok ckkkkkk Kkok

HS1 GGNEKLVKLES----- GLKVYGGDDRIGALTHKITHLSTLQVGS-LNVKCLATPCHTSGH 114

SJ2 GGNLDLIAKCKEQGLEALSVYGGDDRIGGLTVTVSHGYKMKIGNNLTVQCLATPCHTTGH 120
SM1 GGNLDLVTKCRKQGLEGLKVYGGDDRIGGLTDTVSHGYKXRLVATSTFIAWLHHRHTTGH 99
TS1 GGNSELLKSLP----SSIPVYGGGKNVEAVSKQVAHGDQIAVGSDITVTCLHTPCHTKDH 116

*hkk ek . e KAk kK . .. * e kk . . * * * *

HS1 ICYFVSKPGGSEPPAVEFTGBTLFVAGEEKEFYEBGTADEMCKALLEVLGRLPPDTRVYCG 174
SJ2 ICYLVTEENSTKEGAVFTGBTLFLGGEERFEEGTAEQMFKALIETLSKLPTATKVYCG 180
SM1 ICYLVTEENSTKEGAVFTGBTLFLGGEEGRFEEGTAEQMFKALIEVLSKLPTTTKVYCG 159
TS1 ICYYAT-ETERLDGCVETGBTLFLGGEEGRFEEGNAQOMYHALVEVLGKLPGSTRVYCG 175

* k% *  x ek AAKAAAAANAAAANAAAANAKAKX Kekhkeohkek *, KAk oKXkeXAkXkkk

HS1 INNLKFARHVEPGNAAIREKLAWAKEKYSIGEPTVPSTLAEEFTYNPFMRVREKTVQQ 234
SJ2 KNLEFGLTIEPKNEALKHRLEAVKRLRASNQPSVPGTIGEELATNPEMRVSEVDVLT 240
SM1 KNLEFGLTVEPKNEALKHRLEAVKRLRASNQASVPGTIGEELATNPLMRVSEPDVLA 219
TS1 K FDFAKSVDAGNTALLERMEACAKLRADRQPTVPGTIAEELATNPFMRVVDPGLQK 235

** ** .« % .« o e * k% * * % *** * ***** ******* ***

HS1 HAGETDPVTTMRAVRREKDQF 255

SJ1 HAKTTDPIKAMKIIREEKDHFE 261

SM1 HAKTTDPIKAMKTIREEKDRFE 240

TS1 NVKAKDAVDAMGITIRRSKEDAF 256

..*:.*.:.** **..** *

Figura 13. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de la enzima GLO Il de T. solium
(TS1) con las glioxalasas de otros organismos. HS1: Humano, SJ2: Schistosoma japonicum, SM1.:
Schistosoma mansoni. Los residuos idénticos se indican con asteriscos, las sustituciones
conservadas se indican con dos puntos y las semi-conservadas se indican con un punto. En
amarillo se indica el motivo del pliegue B-lactamasa. La union con el metal esta indicada con una
linea en medio y con el doble subrayado. En rosa se muestran los sitios que se unen con el
sustrato.
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Finalmente en se realiz6 un ensayo in vitro para evaluar el dafio causado por el MGO
a cisticercos de Taenia crassiceps a concentraciones y tiempos diferentes, con una
n=10 de cisticercos en un pozo de la placa se agreg6 el tratamiento de MGO en
concentraciones de 1,0 mM, 25 mM, 5 mM, 7,5mM, 10 mM, 20 mM y 40 mM
respectivamente; y se dejé incubando en tiempos de 30 minutos, 1 h,2h,4h, 6 hy
24 h; después de haber transcurrido el tiempo correspondiente se observo al
microscopio estereoscopico los dafios causados por el metilglioxal al cisticerco, se
tomaron en cuenta parametros como movilidad (+++ alta, ++ media, + baja, 0 nula), la
turbidez en el medio (generada por el dafios ocasionado en la membrana), y la
viabilidad del cisticerco (por medio de la evaginacion en presencia de bilis). En la
Tabla | se muestran los resultados obtenidos, se puede observar que a partir de las 4
horas a una concentracion de 2,5 mM los cisticercos comienzan a perder la movilidad,
los primeros dafios en la membrana ocurren a partir de una concentracion de 5 mM
después de 6 horas y en mayores concentraciones a la misma hora se observa
incremento en el dafo ocasionado (ruptura) por lo que en ese mismo tiempo y a partir
de la concentracion de 5 mM se observa turbidez en el medio, a pesar de ello como
se muestra en la tabla atin después de 24 horas aun a la concentracion de 40 mM hay
cisticercos que aun evaginan en presencia de bilis, la cantidad se ve disminuida, sin
embargo, no se alcanza el cero.

APArar ++ + + + + 0 0 0 0
10/10 10/10 10/10 10/10 8/10 8/10 9,10 8/10
++ + ++ + + + + 0 i} 0 0
10/10 10/10 10/10 10/10 7/10 7/10 7/10 5/10
AFarar +++ ++ + 0 i} 0 0
10/10 /10 10/10 8/10 8/10 7/10 6,10 3/10
+++ ++ 0 0 0 0 0 0
10/10 /10 9/10 /10 6/10 7/10 4/10 4/10
+++ ++ 0 0= 0* 0= 0= 0=
10/10 8/10 8/10 8/10 5,10 &/10 6,10 3/10
10/10 8/10 7/10 6/10 5,/10 3/10 3/10 3/10

Tabla I. Resultados promedio obtenidos de los ensayos in vitro realizados para observar los dafios
causados por el MGO a cisticercos de T. crassiceps a diferentes tiempos y concentraciones. Se tomaron en
cuenta movilidad (+++ alta, ++ media, + baja, 0 nula), el nimero de cisticercos que evaginaron después de
ser sometidos al tratamiento x/n=10, en amarillo se muestran los tiempos y concentraciones a las que se
observé dafio en la membrana de los cisticercos y con asterisco se indican los tiempos y concentraciones
en las cuales se observo turbidez en el medio generada por la ruptura de la membrana.
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8. DISCUSION

Taenia solium es un parasito que afecta principalmente a humanos y cerdos, aunque
la enfermedad que causa este parasito en los humanos (teniasis/neurocisticercosis)
no figura entre las causas mas frecuentes de morbilidad y mortalidad en humanos del
México actual como son: la hipertension, la diabetes, el cancer cervico-uterino, el
cancer de mama Yy pulmén, asi como los accidentes, enfermedades
neurodegenerativas, entre otras, sin embargo, impacta gravemente en su forma letal
(neurocisticercosis) a la salud del enfermo, asi como al presupuesto de la salud
publica por tratarse de una enfermedad crénica que requiere para su diagnostico y

tratamiento altos costos. [17]

A pesar de que la teniasis/cisticercosis llegé probablemente a México hace mas de
500 afos, estas enfermedades siguen prevaleciendo en Meéxico y en paises
desarrollados, por ejemplo, en los servicios especializados de neurologia, la
neurocisticercosis es la quinta causa mas frecuente de consulta (4,3%) [17].

En el presente trabajo, se aislé y caracterizo parcialmente un ADNc que codifica para
la glioxalasa Il de T. solium; se logré obtener una sonda de ADN de 751 pb que
codifica para 256 residuos de aminodacidos del tamafio esperado, comprobando que
los oligonucléotidos disefiados que se disefiaron sobre los sitios conservados en las
glioxalasas Il, demuestra que esta estrategia es un método para la obtencién de
sondas, asi como para el aislamiento de genes a partir de bibliotecas de ADNc que

codifican para proteinas que requieren ser clonadas.

Como fue el caso ya que con la sonda se aislé el ADNc de interés (GLO Il) a través
de tamizajes realizados a la biblioteca de ADNc de cisticerco construida en el fago
Agt10, utilizando 20,000 fagos de la biblioteca, en los que se obtuvieron 6 clonas, lo
gue indica que el transcrito esta representado en la biblioteca en 0,03% lo que sugiere
gue existe en bajas concentraciones dentro del parasito. El analisis las clonas
obtenidas por medio de una digestiébn con endonucleasas de restriccion mostraron
gue las clonas eran similares a pesar de su diferentes tamarfnos. Cabe mencionar que
la secuencia de la clona 4, no estaba completa pero fue idéntica a la clona GLO 11-3
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(dato no mostrado) lo que sugiere que todas las clonas eran idénticas y codificaban

para la enzima Glo Il de T. solium.

El ADNc que codifica para la GLO Il fue clonado en el vector pCRII y su secuencia de
aminoéacidos y analisis computacionales confirmaron que codificaba para la GLO Il de

T. solium puesto que contenia todos los motivos caracteristicos de esta enzima.

En la estructura de la glioxalasa Il humana se presentan dos dominios: un sandwich
de cuatro capas a similar a la observada en la familia de las enzimas metalo-B-
lactamasas y principalmente un dominio helicoidal, y al igual que las deméas metalo-3-
lactamasas, el sitio que une al metal (sitio Zn;) consiste en tres residuos conservados
de histidina y un puente de acido aspartico (His54, His56, His110, puente Aspl34) y
un puente de agua/hidroxido. El segundo sitio de unién (sitio Zn,) es coordinado por
His59, His173, Asp58, Asp 134 y termina con una molécula de agua en fase terminal
y un puente de hidroxido/agua. En la secuencia obtenida de Taenia solium se
encontraron los residuos de histidina caracteristicos del sitio activo, que como se
reporta esta localizado entre la regién de 45-70 aa (ver figura 12). Sin embargo los
sitios Zn; que se unen al metal son His54, His56, His108, puente Aspl121 y en el sitio

de unién de Zn, es coordinado con His59, His174, Asp60, Asp 121.

Ademds presenta tres de los 5 aa presentes en el sitio activo de la glioxalasa Il
(Lys217, Tyr219, Tyr248) falto localizar los aa Arg325 y Lys328, ya que la secuencia
s6lo cuenta con 256 aa, esto sugiere la presencia de un centro metalico dinuclear y

puede utilizar a los derivados de glutation como sustrato.

Finalmente, la secuencia N-terminal de aminoacidos comparada con la glioxalasa Il

de humano refleja entre ellos una distancia evolutiva.
T.solium MHVLTTPALS
H. sapiens MKVEVLPALT

El analisis de alineamiento de GLO Il de Taenia solium, muestra un porcentaje de

identidad del 55% con S. japonicum, 49% con S. mansoni y de un 44% con H.

39



sapiens, lo que nos indica que presenta un porcentaje de identidad muy similar
(aproximadamente del 50%) con S. japonicum y S. mansoni ya que estos organismo
pertenecen al mismo Phylum que Taenia solium, y como se observa tiene ain mas
baja identidad con respecto a las glioxalasas Il de mamiferos, lo que es muy
interesante ya que esta baja identidad, sugiere mas regiones diferentes que podrian

ser utilizadas como antigenos para vacunas.

En conclusion la GLO Il es una importante enzima desintoxicante de MGO y un

blanco potencial para desarrollar vacunas o farmacos en contra de este parasito.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo una sonda de ADNc (771 pb) que codifican para una glioxalasa
Il.

Taenia solium cuenta con un gen que codifica para una glioxalasa Il.

Se presenta la primera caracterizacion de un gene para una glioxalasa Il en
Cestodos.

El MGO causa dafio a nivel de membrana en el cisticerco después una
exposicion a concentraciones mayores a 5 mM en un tiempo de minimo 6
horas.

Este estudio abre un campo para estudiar a las enzimas desintoxicantes en

el metabolismo de los cestodos.
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10. ANEXO
SOLUCIONES

Agar LB: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,05% (p/v), NaCl 1% (p/v) y agar
bacterioldgico 1,5% (p/v).

Agar SOMB: Triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,05% (p/v), KCI 2,5
mM, MgCl, 10mM vy agar bacterioldgico 1,5% (p/v).

Agar top SOBM: Triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 0,05% (p/v), KCI
2,5 mM, MgCl, 10mM vy agar bacteriolégico 0,7% (p/v).

Amortiguador de cargado (DNA): EDTA 0,2M, azul de bromofenol 0,1%, xileno cianol FF
0,25%, Ficol en H,O 15%.

Amortiguador TAE: Tris-HCl-acético 0,04M, EDTA 0,002M

Amortiguador TE: Tris- HCI 10mM, EDTA 1mM, pH: 8,0.

Gel de agarosa 2%: Agarosa 1g, amortiguador TAE 50mL, bromuro de etidio 4pL.
Medio LB: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,05% (p/v), NaCl 1% (p/v).

Medio SM: NaCl 0,58% (p/v), MgSO, *7H,0 0,2% (p/v), Tris-HCI 0,05% (p/v) pH: 7,5.
PBS: Fosfato monobasico de sodio 0,001M, fosfato dibasico de sodio 0,01M, NaCl 0,15M,
pH: 7,2.

Solucion 1 (Lisis alcalina): EDTA 10mM, Glucosa 50mM, Tris 25mM pH: 8,0.
Solucion 2 (Lisis alcalina): NaOH 0,2M, SDS 1% (p/v).

Solucién 3 (Lisis alcalina): Acetato de amonio 7,5M.

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

Solucion de hibridacion: SSC 5X, formamida 50% (v/v), SDS 0,2% (p/v).

Solucién alcalina desnaturalizante: NaOH 0,5M, NaCl 1,5M.

Solucion neutralizante: Tris-HCI 1M, NaCl 1,5M pH: 8,0.

Solucién SSC 5X: NaCl 0,75M, citrato de sodio 0,0075M.

Solucion de lavado: NaCl 0,2M, Tris-HCI 20mM pH: 7,2, EDTA 2mM, etanol 50% (v/v).
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