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ABSTRACT 

Cytosolic Cu,Zn superoxide dismutase (Cu,Zn-SOD) catalyzes the dismutation 

of superoxide (O2
.- ) to oxygen and hydrogen peroxide (H2O2) and plays an 

important role in the establishment and survival of helminthes in their hosts. In 

this work, we describe the Taenia solium cytosolic Cu,Zn-SOD gene (TsCu,Zn-

SOD) and a Taenia crassiceps (TcCu,Zn-SOD) cDNA. TsCu,Zn-SOD gene 

spans 2.841 kb, and has three exons and two introns; the splicing junctions 

follow the GT-AG rule. Analysis in silico of the gene revealed that the 5´-flanking 

region has three putative TATA and CCAAT boxes, and transcription factor 

binding sites for NF1 and AP1. The transcription start site was a C, located 22 

nucleotides upstream of the translation start codon (ATG). Southern blot 

analysis showed that TcCu,Zn-SOD and TsCu,Zn-SOD genes are single copy 

genes. The derivated amino acid sequences of TsCu,Zn-SOD gene and 

TcCu,Zn-SOD cDNA reveal an identity 98.47%, as well as the characteristic 

motives, including the catalytic site and β -barrel structure of the Cu,Zn-SOD.  

Proteomic and immunohistochemical analysis indicated that Cu,Zn-SOD does 

not have isoforms, is distributed throughout the bladder wall and concentrated 

in the tegument of T. solium and T. crassiceps cysticerci. Expression analysis 

revealed that TcCu,Zn-SOD mRNA and protein levels do not change in 

cysticerci, even upon exposure to O2
.- (0–3.8 nmol/min) and H2O2 (0–2 mM), 

suggesting that this gene is constitutively expressed in these parasites.  

 

 

 

 



 

 

10 

 

RESUMEN 

La superóxido dismutasa citosólica de Cu,Zn (Cu,Zn-SOD) cataliza la 

dismutación de (O2
.- ) a oxígeno y peróxido de hidrógeno (H2O2) y desempeña 

un papel importante en el establecimiento y sobrevivencia de helmintos en el 

hospedero. En este trabajo describimos el gen de Cu,Zn-SOD de T. solium 

(TsCu,Zn-SOD) y un ADN complementario de T. crassiceps (TcCu,Zn-SOD). El 

gen TsCu,Zn-SOD mide 2.841 Kb, contiene 3 exones y 2 intrones; las uniones 

de corte y empalme de los intrones cumplen con la regla GT-AG. El análisis in 

sílico reveló que la región 5´ que flanquea el gen presenta tres cajas TATA y 

CCAAT putativas, así como sitios de unión a los factores de transcripción NF1 

y AP1. El sitio de inicio de la transcripción es C, localizado a 22 nucleótidos rio 

arriba del codón de inicio de la traducción (ATG). El análisis de Southern blot 

reveló que los genes TcCu,Zn-SOD y TsCu,Zn-SOD están codificados por un 

gen de copia única. La secuencia de aminoácidos de TcCu,Zn-SOD; derivada 

de la secuencia nucleótidica presentó un 98.47% de identidad con TsCu,Zn-

SOD, y los motivos característicos de esta enzima, incluyendo el sitio catalítico 

y la estructura de barril–β de la Cu,Zn-SOD. 

Los análisis proteómicos e inmunohistoquímicos indican que la TsCu,Zn-SOD 

no presenta isoformas; que está distribuida en toda la pared vesicular y 

concentrada en el tegumento de los cisticercos de T. solium y T. crassiceps. 

Los análisis de expresión revelaron que los niveles de ARN mensajero y 

proteína de TcCu,Zn-SOD no cambian en los cisticercos expuestos a O2
.-  (0-

3.8 nmol/min) y H2O2 (0-2 mM), sugiriendo que este gen se expresa 

constitutivamente en estos parásitos. 
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JUSTIFICACIÓN 

El parásito tiene una predisposición particular por afectar el sistema nervioso, 

produciendo la enfermedad denominada neurocisticercosis. Esta es la 

enfermedad parasitaria más frecuente del sistema nervioso central, 

representando una patología neurológica común, así como un serio problema 

de salud pública en diferentes países de América Latina, África y Asia [1,2,3]. 

Debido al pleomorfismo clínico de la neurocisticercosis, no es posible que un 

solo esquema de tratamiento sea útil en todos los casos. El tratamiento es 

sintomatológico y debe estar diseñado para cada paciente con antiepilépticos, 

analgésicos, corticosteroides o una combinación de ellos. Se utilizan de 

manera rutinaria antihelmínticos (prazicuantel y albendazol), en dosis 

específicas para el tratamiento.Por lo tanto, la caracterización precisa de la 

enfermedad, en lo que respecta a viabilidad y localización de las lesiones, es 

de fundamental importancia con el objeto de planificar un tratamiento adecuado 

[4]. 

Las medidas para el control de la cisticercosis/taeniosis, se han dividido en dos 

estrategias: las educativas y las de intervención. Las primeras han consistido 

en la realización de campañas educativas que se enfocan en la difusión de 

información que disminuye el contagio con el parásito, como son: hábitos 

higiene, cocimiento de la carne, identificación del la carne infectada, evitar 

fecalismo al aire libre. Sin embargo factores socioeconómicos y culturales han 

influido para que este tipo de campañas educativas no tengan el impacto 

esperado en la población. En cuanto a las medidas de intervención se ha 

propuesto una inspección más estricta en la carne, pero esto solo se da en 

rastros de las grandes ciudades, y no en las zonas rurales, que es donde existe 
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una mayor incidencia de cisticercosis [5]. Otra opción es el uso periódico de 

cestocidas (Prazicuantel, Flubendazol, niclosamida) en áreas de alta 

prevalencia, lo cual resulta costoso y no previene la reinfección, además de los 

efectos secundarios que pueden causar estos fármacos en el organismo [6].  

Actualmente en helmintos el desarrollo de vacunas y fármacos específicos está 

siendo dirigido hacia la identificación de blancos enzimáticos indispensables 

para la supervivencia de los parásitos, o bien de moléculas relacionadas con 

los mecanismos de protección [7]. Un mecanismo de defensa que el huésped 

utiliza en contra de los parásitos, se da por la reacción del sistema inmune a 

través de macrófagos, eosinófilos y neutrófilos, los cuales responden en contra 

de los parásitos produciendo especies reactivas de oxígeno (EROs) primarios 

durante la explosión respiratoria. Las SODs tienen un papel muy importante en 

la defensa del parásito en la respuesta inmune del hospedero. La 

caracterización del gen nos permitirá conocer mejor la biología del parásito, su 

papel en el mecanismo de defensa y nos ayudará a desarrollar estrategias para 

poder eliminar el parásito. 
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ANTECEDENTES  

En nuestro laboratorio estamos interesados en el análisis integral de enzimas 

del metabolismo de estrés oxidante de T. solium que pueden ser utilizadas 

como blancos farmacológicos o en el desarrollo de estrategias para dañar o 

eliminar al parásito. 

En nuestro laboratorio se ha llevado a cabo un trabajo en colaboración con la 

UAM iztapalapa y el Instituto de Química de la UNAM, para poder usar a la 

superóxido dismutasa de Cu/Zn como blanco para causar daño al parásito. Los 

antecedentes directos de la realización de este trabajo se encuentran en las 

tesis “Taenia solium: superóxido dismutasa recombinante de Cu/Zn; su 

purificación y caracterización parcial” (Facultad de química UNAM), y “Variación 

de la expresión del gen para la Superóxido dismutasa Cu/Zn de Taenia 

crassiceps bajo condiciones de estrés oxidativo” (Facultad de Medicina UNAM, 

Posgrado en Ciencias Biológicas; Jesús Ricardo Parra Unda). 

Previamente se clonó, purificó y caracterizó la enzima, y se observó que puede 

ser inhibida por antihelmínticos como el albendazol [8]. Con los métodos de 

expresión y purificación desarrollados en el laboratorio se obtuvo la enzima, y 

se realizaron ensayos de inhibición de la actividad enzimática con 

antihelmínticos y algunos derivados de bencimidazol. El disponer de la proteína 

recombinante pura, permitió conocer la estructura molecular de la Cu,Zn-SOD 

de T. solium por difracción de rayos X (cabe mencionar que es la primera 

estructura cristalográfica de una proteína de T. solium) [9]. Esto abrió la 

posibilidad de realizar un extenso estudio de simulación computacional de 

formación de complejos proteína-ligando (docking) entre la enzima y una base 
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de datos con aproximadamente 1`800`000 confórmeros estructurales, 

generados a partir de 50 mil compuestos químicos con potencial farmacológico. 

Los ensayos de inhibición de actividad de la enzima recombinante Cu,Zn-SOD 

de T. solium, mostraron inhibir parcial o totalmente la actividad de la enzima, a 

concentraciones de orden micromolar, con algunos de los compuestos que 

presentaron los mejores puntajes de formación de complejos proteína-ligando y 

selectividad de unión hacia algunos residuos no conservados en la secuencia 

de Cu,Zn-SOD de humano (Homo sapiens). Es importante mencionar que 

dicha inhibición no tiene efecto en la Cu,Zn-SOD de Homo sapiens. 
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1. INTRODUCCIÓN 

GENERALIDADES DE CÉSTODOS 

El ciclo de vida de los céstodos comprende tres estadios: huevo, larva y adulto. 

HUEVO 

Los parásitos en el estadio embrionario, oncósfera contienen una cubierta 

protectora o embrióforo compuesta por bloques de queratina unidos por una 

proteína cementante. Generalmente su coloración es blanquecina o 

ligeramente amarillenta aunque varía de acuerdo con los pigmentos que 

absorben en el intestino de los hospederos. El embrióforo recubre a la 

oncosfera o embrión hexacanto, nombrada así por que presenta 3 pares de 

ganchos, y tiene forma esférica con un tamaño de 30 - 40 μm (Figura 1) [10]. 

 

Figura 1. Micrografía de huevos de Taenia sp. Se observan a simple vista las 

estrías típicas del embrióforo y los ganchos en el huevo del lado izquierdo [10]. 
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LARVA O CISTICERCO 

La ultraestructura de la forma larvaria de un céstodo no difiere 

significativamente de lo descrito para otros taenidos [11]. Regularmente son 

descritos como una vesícula de 0.5 a 1.5 cm de diámetro, con un escólex 

invaginado, con cuatro ventosas y un róstelo armado con una doble corona de 

22 a 28 ganchos que miden entre 0.110 y 0.180 mm de largo. Se observa como 

una vesícula opaca llena de líquido, cubierta por la pared vesicular. 

Microscópicamente, en la pared se pueden observar hacia el exterior 

microvellosidades cubiertas por una membrana plasmática, y un canal en 

espiral. La pared vesicular está formada por un tegumento y separado por una 

membrana basal del parénquima con varios tipos de celulares que colinda con 

el fluido vesicular; que constituye más del 90% del contenido de la larva (Figura 

2). 
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Figura 2. Imagen de larva de T. crassiceps en crecimiento obtenida de un 

hospedero intermediario [12]. 

ADULTO 

El estadio adulto presenta un cuerpo alargado, con simetría bilateral, 

compuesto por proglótidos alargados y aplanados dorsoventralmente. El 

parásito adulto puede dividirse en 3 regiones:  

 

Figura 3. Micrografía electrónica de barrido de escólex de cisticerco T. solium 

evaginado. (R) Rostelum, (S) Ventosas, (N) Cuello [13]. 
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Escólex: Órgano de fijación a la mucosa intestinal, redondeado con acetábulos 

redondos u ovales (ventosas), además de un róstelo armado como el ya 

descrito en la larva (Figura 3).  

Cuello: Es la región de tejido de crecimiento (zona germinativa) indiferenciado 

situado inmediatamente abajo del escólex; Esta zona no es segmentada y 

produce por septación transversal los proglótidos, que componen el estróbilo; 

de ahí que la infección persista mientras el escólex y el cuello permanezcan 

unidos a la pared del intestino del hospedero (Figura 3). 

Estróbilo: Está formado por un número variable de segmentos llamados 

proglótidos, que aumentan su grado de madurez a medida que se alejan del 

cuello. En el extremo proximal se encuentran los proglótidos inmaduros, 

seguido de los maduros y grávidos. En los proglótidos inmaduros, apenas se 

distinguen las estructuras celulares que originan los genitales masculinos y 

femeninos que alberga cada segmento, ya que este organismo es 

hermafrodita. Los proglótidos maduros, son de forma cuadrangular; en ellos se 

observan los órganos reproductores completamente desarrollados conteniendo 

entre 150 y 200 testículos (Figura 4 y 5). En la porción final del estróbilo se 

localizan los proglótidos grávidos de forma rectangular, ocupados casi en su 

totalidad por el útero que presenta entre siete y trece ramas uterinas, con los 

órganos sexuales atrofiados y llenos de huevos (Figura 5) [10,11,14]. 
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Figura 4. (A) Proglótido inmaduro de T. crassiceps. (B) Proglótido maduro de 

T. crassiceps, ambos recuperados de un hámster de 30 días de infección [12]. 

 

Figura 5. Segmentos de un gusano completo de T. crassiceps. Los números 

en blanco indican el número aproximando de proglótido [12]. 

 

A B 
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Los céstodos carecen de sistema digestivo, en su lugar, poseen una superficie 

externa llamada tegumento que tiene actividad metabólica; a través de la cual 

se absorben y excretan selectivamente por difusión o por transporte activo las 

sustancias que requieren los céstodos para su deshecho, defensa y nutrición. 

La glucosa es la fuente de energía primaria en los céstodos, además de 

aminoácidos, purinas, pirimidinas y nucleótidos, que son absorbidos por esta 

superficie, y utilizados para sintetizar proteínas, vitaminas y ácidos nucleícos 

propios. 

El tegumento, es el tejido que recubre al parásito; compuesto por la membrana 

tegumentaria y un sincicio anucleado cubierto de extensiones citoplásmicas 

(llamadas microtricas), mitocondrias y vacuolas de tamaños variables. El 

elemento más externo del tegumento es un glicocálix sobre la membrana 

tegumentaria, una cubierta con moléculas que inactivan algunas enzimas del 

hospedero y contiene amilasas utilizadas para degradar azúcares complejos 

(Figura 6 y 7).  
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FIGURA 6. Esquema de la pared vesicular de un céstodo (Adaptado de 

BIODIDAC, University of Ottawa) 
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Figura 7. Micrografía electrónica del tegumento de gusano adulto, en flechas 

se muestra la matriz basal, células tegumentarias (ip), mitocondria 

tegumentaria (mt) y las miofibrillas (myo) [11]. 

 

El parénquima es delimitado por una membrana basal (colágena tipo IV) que 

tiene la función de sostén. Este también es considerado como centro de 

transporte y almacenamiento de glucógeno, es un tejido en el que se 

encuentran los sistemas de excreción, sistema nervioso, así como los paquetes 

de fibras musculares [15]. 
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Taenia solium 

En el ciclo biológico de T. solium, el estadio larvario se desarrolla en el humano 

(hospedero accidental) y en el cerdo (hospedero natural), mientras que los 

huevos se diseminan y se mantienen latentes en el medio ambiente. El humano 

es el único hospedero definitivo, ya que es la única especie que aloja a la forma 

adulta del parásito. 

Cuando el hombre ingiere carne con cisticercos, las larvas evaginan en el 

intestino delgado; el escólex se adhiere a la pared intestinal y el cuerpo del 

parásito comienza a crecer y a formar proglótidos (Carpio [4]) (Flisser [16] 

1979). El parásito adulto habita en el tubo digestivo del humano, en donde se 

mantiene adherido a la pared intestinal mediante ventosas y ganchos. Cada 

día, varios proglótidos grávidos se separan del extremo distal de la Taenia y 

son expulsados con las heces. Cada proglótido maduro diariamente libera 

miles de huevos en la materia fecal y pueden permanecer viables durante largo 

tiempo; con capacidad de infectar a humanos y cerdos [4]. En lugares en donde 

la eliminación de excretas es en un campo abierto, los cerdos se alimentan con 

heces humanas e ingieren los huevos de la T. solium. Una vez ingeridos por el 

cerdo, los huevos pierden su cubierta con la ayuda de enzimas proteolíticas y 

las sales biliares del tracto digestivo y se liberan las oncosferas (embriones 

hexacantos), atraviesan la pared intestinal y entran al torrente sanguíneo que 

los transporta a diversos tejidos del cerdo, principalmente músculos estriados y 

cerebro (causando cisticercosis y neurocisticercosis). En dichos tejidos, las 

oncosferas evolucionan y se transforman en larvas ó cisticercos. Por otra parte, 

el hombre puede convertirse en hospedero accidental de T. solium al ingerir 

huevos, y adquidir la cisticercosis humana. El mecanismo por el cual las 
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oncosferas entran al torrente sanguíneo y son distribuidos a los tejidos del 

hombre es similar al descrito en los cerdos.  

La forma de contagio humano es por contaminación ano-mano-boca en 

individuos portadores del adulto de T. solium en el intestino, los que pueden 

auto-infectarse o infectar a otras personas, sobretodo a sus contactos 

domésticos al contaminar la comida con huevos de T. solium. La transmisión 

aérea de huevos y la regurgitación de proglótidos desde el intestino delgado 

hacia el estómago (auto-infección interna) no han sido adecuadamente 

demostrados como fuentes importantes de la enfermedad (Figura 8) [4,17]. 

Figura 8. Ciclo de vida de Taenia.solium (1) El adulto habita el intestino delgado del humano 

(2) Liberación de huevos en heces (3) Diseminación de los huevos al medio ambiente (4) 

Infección de cerdos por ingesta de huevos (5) Infección en humanos por ingesta de carne de 

cerdo con cisticercos (6) Infección de humanos por ingesta de huevos. 
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T. solium es el agente etiológico de la taeniosis y la cisticercosis; que 

prevalecen en áreas rurales y urbanas, asociadas a prácticas tradicionales de 

crianza de cerdos, con malas condiciones higiénicas y sanitarias, ignorancia y 

pobreza; además se desarrolla en ciudades como resultado de una migración 

del campo a la ciudad [6,17] . 

Taeniosis 

La taeniosis generalmente es asintomática, ya que produce daño mínimo en la 

mucosa intestinal. El diagnóstico se realiza por la identificación de proglótidos 

expulsados en el excremento, los cuales deben ser observados al microscopio 

para la identificación de la especie, o bien, por el análisis de los huevos 

mediante técnicas coproparasitoscópicas de sedimentación y flotación, cuya 

sensibilidad no es mayor de 60% [18,19,20,21]. 

Actualmente se han desarrollado métodos de diagnóstico serológico como 

detección de anticuerpos y coproantígenos. El primero esta basado en la 

detección de anticuepos dirigidos contra antígenos de excresión y secresión 

(ES) de las formas inmaduras de T. solium obtenidas de hamsteres 

inmunosuprimidos. Está prueba presenta una sensibilidad de 95% y no 

presenta reacciones cruzadas con otras parasitosis como T. saginata. Además, 

la detección de coproantigenos se ha desarrollado en muestras de materia 

fecal del hospedero; para esto se utilizan anticuerpos obtenidos por 

hiperinmunización de conejos, con diferentes antígenos de proglótidos de T. 

solium y T. saginata homogenizados, antígenos de ES o fracciones de la 

superficie del parásito. Los resultados revelan que son género específicos y no 

presentan reacciones cruzadas con otros parásitos intestinales. El antígeno 
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puede ser detectado semanas después de tener evidencia de la infección y su 

detección es independiente de la expulsión de los huevos. Está técnica 

presenta una especificidad de 99% y detecta 2.4 veces más los casos de 

taeniosis que por métodos microscópicos [22]. 

Cisticerosis 

La cisticercosis también es conocida como: grano, granillo, alfilerillo, fresilla, 

tomatillo, sapo, zahuate, liendrilla, granizo ó gusano vesiculoso de la carne del 

cerdo [15]. Se adquiere por la ingestión de huevos de T. solium, la cual se 

produce cuando el hombre se convierte, en forma accidental en el hospedero 

intermediario de dicho céstodo. Se localiza en diversas partes del cuerpo como: 

mucosas, ojo y músculo. El parásito tiene tendencia por instalarse en el 

sistema nervioso central, produciendo la enfermedad denominada 

neurocisticercosis. La gravedad de las lesiones que producen depende de su 

localización en las diversas partes del cuerpo, y no tanto de su número, 

pudiendo pasar inadvertida como en el caso de la cisticercosis muscular. 

También puede causar severos sintomas, desde dolor de cabeza, perdida del 

equilibrio y parálisis en uno o varios miembros, epilepsia, ceguera, hidrocefalia, 

demencia, déficit neurológico focal, e incluso la muerte en casos de 

neurocisticercosis [23,24] Esta última es es la enfermedad parasitaria más 

frecuente del sistema nervioso central, representando una patología 

neurológica común, así como un serio problema de salud pública en diferentes 

países de América Latina, África y Asia (Figura 9) [1,2,3]. 
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Figura 9. Mapa mostrando las zonas endémicas de cisticercosis. Los países en 

negro representan los países en donde es endémica la cisticercosis, en gris los 

países en dónde se ha reportado [25].  

 

El tratamiento es sintomático y debe estar diseñado para cada paciente con 

antiepilépticos, analgésicos, corticosteroides o una combinación de ellos. Se 

utilizan de manera rutinaria antihelmínticos (prazicuantel y albendazol), para 

eliminar el parásito. 

Debido al pleomorfismo clínico de la neurocisticercosis, no es posible que un 

solo esquema de tratamiento sea útil en todos los casos. Por lo tanto, la 

localización precisa del parásito, en lo que respecta a viabilidad y localización 

de las lesiones, es de fundamental importancia para diseñar un tratamiento 

adecuado [26,27,28].  

Los antihelmínticos son fármacos que destruyen o expulsan a los helmintos. El 

tratamiento de la taeniosis, ha pasado por varias etapas: durante mucho tiempo 

se emplearon semillas de calabaza como vermífugos, los extractos de ciertas 

Alta prevalencia (zonas endémicas)                     

Prevalencia moderada                                                 

Baja prevalencia                                                        

Zonas con casos en Estados Unidos                           

No hay información disponible 
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plantas como el quenopodio (Chenopodium ambrosioides), el helecho macho 

(Dryopteris filix-mas), compuestos como mepacrina ( 2 – Metoxi – 6 – cloro – 9 

- dietilaminopentilaminoacridina); pero las reacciones secundarias y la escasa 

acción antihelmíntica las hicieron caer en desuso. Para el tratamiento de la 

cisticercosis y la teniosis se utilizan fármacos sintéticos como el prazicuantel, el 

albendazol y la niclosamida [29][20]. 

Praziquantel: El mecanismo de acción no está completamente entendido, pero 

es generalmente aceptado que daña el tegumento del helminto y produce la 

paralisis del escolex [30]. Por último cabe señalar que el prazicuantel es el 

tratamiento de elección para cisticercosis recomendado por la OMS a una dosis 

única. 10 mg/kg (OMS, 2002). El tratamiento con prazicuantel (Figura 10) para 

la taeniosis, se administra a dosis de 5 o 10 mg/Kg, en una sola toma. 

 

Figura 10. Praziquantel 
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Albendazol (Figura 11): Es un benzimidazol con potente efecto cestocida, 

altamente eficaz en la neurocisticercosis. Los benzimidazoles causan muchos 

cambios bioquímicos, por ejemplo la inhibición de la fumarato reductasa de las 

mitocondrias, disminución del transporte de glucosa, y desacoplamiento de la 

fosforilación oxidativa. En el caso de helmintos se ha observado que produce 

50% de inhibición de la actividad de la Cu,Zn-SOD [8], lo que suguiere otro 

posible mecanismo de acción. Sin embargo, su principal acción es la inhibición 

de la polimerización de microtúbulos al unirse a β-tubulina. La toxicidad 

selectiva de estos compuestos depende de la actividad específica y muy ávida 

con la β-tubulina del parásito, se produce con concentraciones mucho menores 

que las necesarias para unirse a las proteínas de mamíferos. Después de 

administrarse, el albendazol es metabolizado en el hígado, hasta la forma de 

sulfóxido de albendazol, el cual tiene actividad antihelmíntica. El albenbazol 

ocasiona pocos efectos adversos si se utiliza por corto tiempo contra la 

helmintiasis gastrointestinal, destruye el 75% a 90% de los cisticercos y ha 

probado ser superior al praziquantel en diversos estudios comparativos [31,32], 

no solamente por su mejor porcentaje de destrucción sino también por su 

menor costo, aspectos importantes, ya que la cisticercosis usualmente afecta a 

personas de bajos recursos económicos. La dosis recomendada es de 

15mg/kg/día por 1 mes [33]. 

 

Figura 11. Albendazol 
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Taenia crassiceps 

Taenia crassiceps (Zeder, 1800), es un céstodo cuyo estadio adulto infecta a 

zorros rojos (Vulpes vulpes), lobos (Canis lupus baileyi) y perros(Canis lupus). 

El estado larvario infecta de manera natural a topos, marmotas y ratones de 

campo. En ratones infectados, los cisticercos de T. crassiceps se localizan 

principalmente en tejidos subcutáneos y en las cavidades peritoneal y pleural 

(Figura 12) [12]. 

 
 

Figura 12. Ciclo de vida de T. crassiceps en la naturaleza. A) Hospedero 

definitivo; B) Adulto en intestino de hospedero; C) Huevos infectivos con heces; 

D) Ingestión de huevos por hospedero intermediario; E) Crecimiento de larva 

en hospedero intermediario, que es ingerido por un hospedero carnívoro; en el 

que los gusanos crecen en el duodeno [12].  
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Éste parásito se ha utilizado ampliamente como modelo experimental de 

cisticercosis; debido a que la reproducción asexual, de los cisticercos en el 

peritoneo por gemación, le permiten ser mantenido indefinidamente en la 

cavidad peritoneal de ratones, obteniendo así grandes cantidades del parásito. 

Se han aislado diversas cepas de T. crassiceps para propagar en el laboratorio, 

algunas son: HYG, KBS, Toi, la mutante ORF (carece de escólex) y la cepa 

WFU obtenida de la infección en un roedor silvestre en Norte América; 

adicionalmente se han aislado cepas en Alemania y Japón [12]. 

Algunas de la características que lo hacen un buen modelo son que la 

ultraestructura del estadio larvario y adulto de T. crassiceps no difieren 

significativamente de otros ténidos. Se han caracterizado varias enzimas de T. 

solium y crassiceps y se ha observado que presentan alta similitud entre ellas, 

incluso se han encontrado reacciones cruzadas entre antígenos. Su similitud y 

homología con T. solium son algunos de los atributos que lo hacen útil. Las 

propiedades bioquímicas, inmunológicas así como las características 

morfológicas y fisiológicas de este parásito son semejantes a T. solium 

[33,34,35,36]. Los estudios sobre estas cepas de T. crassiceps, en especial la 

ORF, han indicado que el balance hormonal y género del hospedero murino 

son de gran importancia para la velocidad de reproducción, ya que en ratones 

hembras se reproducen mejor [34]. 
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ESTRÉS OXIDANTE 

El estrés oxidante (EOx), se define como el desequilibrio bioquímico producido 

por la sintesis excesiva de especies reactivas (ER) que provocan daño oxidante 

en las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas 

antioxidantes [35]. Las ER son especies químicas capaces de extraer 

electrones de las moléculas vecinas para completar su orbital, convirtiéndose 

en componentes altamente reactivos y en las principales sustancias oxidantes 

en los sistemas biológicos [35]; por ejemplo, el ión hidroxilo (HO.) y el 

peroxinitrito (ONOO¯). Las especies reactivas de oxígeno (ERO), se generan 

por la reducción incompleta del oxígeno durante la respiración en la 

mitocondria, como producto de reacciones metabólicas normales en la 

membrana citoplasmática, retículo endoplásmico, los peroxisomas y por 

macrófagos, neutrófilos y eosinófilos del hospedero [36,37]. Estas especies 

causan daño a toda clase de moléculas biológicas conduciendo a la oxidación, 

despolimerización de polisacáridos, modificaciones y ruptura de cadenas de 

ADN, daño a la membrana, lípidos, proteínas, carbohidratos. Además están 

involucradas en procesos de diferenciación celular, crecimiento, mutagénesis y 

carcinogénesis [38]. 

Estudios in vitro sugieren que los macrófagos son un buen mecanismo efector 

del humano contra los parásitos. Se ha demostrado que los fagocitos matan 

parásitos protozoarios intracelulares y extracelulares por medio de las ERO, a 

través del estallido respiratorio los fagocitos liberan H2O2 y O2
.-, el cual produce 

OH. y el singulete (1O2) por medio de la reacción de Haber-Weiss. 
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ANIÓN SUPERÓXIDO 

La reducción univalente del oxígeno, genera intermediarios reactivos en una 

serie de reacciones que involucra cuatro electrones, produciendo tres 

compuestos denominados (EROs), estos son el anión superóxido (O2
.-), el H2O2 

y el radical OH.. El O2
.- se produce en el organismo durante el proceso 

metabólico normal, radiación ionizante; y en respuesta a patógenos por medio 

de los leucocitos en el estallido respiratorio.  

El O2
.- no es extremadamente dañino, pero puede interactuar con el óxido 

nítrico y conducir a la formación de otras especies altamente oxidantes como 

los radicales OH., HO2
., y el ONOO¯ [39]. El O2

.- es más selectivo en su 

reactividad y es potencialmente más dañino de esta forma; debido a que puede 

difundir una distancia considerable antes de encontrarse con un posible blanco. 

El O2
.- es la base conjugada del radical oxidante hidroperoxilo (HO2

.).  

El O2
.-, es inestable en solventes protonados como el agua; a pH neutro es 

suficientemente estable para oxidar compuestos como fenoles, tioles, 

ascorbato, catecolaminas, leucoflavinas, tetrahidropterinas, sulfito, con hierro 

libre o unido a algunas proteínas, por ejemplo los centros [Fe-S] y otros ERO 

como el óxido nítrico, los radicales fenoxi y el propio O2
.- . Además, este anión 

inhibe algunas enzimas como la deshidrogenasa 6-fosfogluconato, la aconitasa 

y la fumarasa o afecta la reducción del NAD+ y el metabolismo energético. 

También inhibe a la tercer enzima de la vía de síntesis de aminoácidos 

ramificados, la dehidratasa del dihidroxiácido, la reductasa del ribonucleótido 

que genera los difosfato de desoxiribonucleótidos para la síntesis del ADN y 

una fosfatasa de la proteína la calcineurina, importante en la transducción de 

señales [40]. 
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Este O2
.- se produce in vivo por enzimas como la NADPH en la fagocitosis. 

Algunas enzimas que reducen el O2 y generan O2
.- ; como las citocromo P450, 

peroxidasas, celubiosa oxidasas, nitropropano dioxigenasas, óxido nítrico 

sintasas, triptófano dioxigenasas, aldehído oxidasas y las indolamina 

dioxigenasas. Además biomoléculas como adrenalina, noradrenalina, 

dopamina, dihidroxifenilalanina (L-Dopa), FMNH2, FaDH2, gliceraldehído y 

algunas tetrahidropteridinas se pueden auto-oxidar y producir O2
.-. Cabe 

mencionar que las tetrahidropteridinas son cofactores de enzimas como las 

oxígenasas, fenilamina hidroxidasas y las tirosina hidroxilasas. De manera 

general las autooxidaciones son lentas, pero una vez formado un poco de O2
.- 

continúan una reacción en cadena generando más O2
.-. 

Algunos de los efectos del O2
.- en el organismo son; la inactivación de 

proteínas por oxidación de grupos que contienen 4Fe-4S  en el sitio activo 

como la 6 fosfogluconato dehidratasa, la aconitasa y la fumarasa A y B. 

Se ha observado que el O2
.- está involucrado en procesos patológicos; como 

daño de isquemia-reperfusión, cáncer y procesos de envejecimiento. Participa 

en procesos de señalización en el crecimiento de bacterias, levaduras y 

diferentes tipos celulares por medio de la vía rac/ras-NAD(P)H oxidasa-MAPK; 

y la activación de la vía de ras/rac-Raf1-MAPK vía que puede conducir a una 

expresión defectuosa de genes [41]. El aumento en los niveles de O2
.- se puede 

producir por diversos mecanismos, dando origen a diferentes efectos 

metabólicos. La inhibición de la enzima superóxido dismutasa incrementa y 

estimula la proliferación celular; por el contrario la sobre expresión de la 

superóxido dismutasa de Cu,Zn la inhibe. La regulación negativa de esta 

enzima con cebadores antisentido inhibe la apoptosis, y del mismo modo la 
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baja expresión de la SOD o la inhibición de NADPH oxidasa, incrementan la 

susceptibilidad a la apoptosis [41]. 

Los organismos tienen sistemas que los defienden del ataque de los ERO. 

Éstos se pueden clasificar en enzimático y no enzimático. Dentro de los 

mecanismos no enzimáticos se encuentran el -caroteno, la vitamina A y ácido 

ascórbico entre otros. Los sistemas enzimáticos están conformados por 

enzimas como la catalasa, las peroxiredoxinas, glutatión peroxidasas, y las 

superóxido dismutasas. 

PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

El H2O2 es la forma menos reactiva de las ERO. Su importancia reside en que 

participa en numerosas reacciones que dan lugar a la generación de ERO 

secundarias. Atraviesa con gran facilidad por las membranas biológicas, con lo 

que puede dar lugar a reacciones de oxidación en puntos de la célula más 

alejados de su lugar de producción. Se puede originar a partir de diversas 

fuentes: Por reducción directa de una molécula de oxígeno por dos electrones 

(O2 + 2 e - + 2H+  → H2O2 + H2O), por dismutación del O2
.- [42] o como producto 

de algunas reacciones por enzimas como glucosa oxidasa, uricasa, así como 

por reacciones químicas de autooxidación. Por otro lado, el H2O2 está 

implicado en la señalización y regulación de genes como los de la superóxido 

dismutasa de Mn (III), interleucina 2 (IL-2), factor de necrosis tumoral α (TNF-

α), antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad y c-fos, a través de 

NFκB y AP-1. 
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES 

Todos los organismos aerobios requieren mecanismos que limiten el daño 

molecular causado por las ERO como O2
.-, H2O2, y el HO. que aumentan por 

exposición a la radiación, ciclización redox de xenobióticos o fagocitos 

estimulados del hospedero [43]. Las ERO formadas en el organismo pueden 

iniciar una serie de reacciones en cadena, que continúan hasta que éstos son 

eliminados tras diversas reacciones con otras ERO o por la acción de algún 

sistema antioxidante, el cual protege a los tejidos de los efectos que ellos 

producen. Un antioxidante es una entidad química que a bajas 

concentraciones, en comparación con el oxidante, retarda o previene la 

oxidación de sustratos como lípidos, proteínas, carbohidratos y ADN. Unos 

previenen la formación de nuevos ERO, convirtiéndolos en moléculas menos 

perjudiciales antes de que puedan reaccionar y formar nuevos ERO a partir de 

otras moléculas. Para detener este proceso destructivo, los organismos han 

desarrollado sistemas enzimáticos y no enzimáticos de protección del daño 

producido por las moléculas oxidantes [44]. Esta protección contra el daño 

oxidante puede ser por prevención, intercepción y reparación. En la figura 13 

se esquematiza el ataque de las EROs. 
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Figura 13. Esquema de daño de ER a la membrana parasitaria, el O2
.- 

producido por la respuesta inmune (fagocitos) reacciona con la Cu,Zn-SOD 

extracelular generando H2O2 (molécula que puede cruzar la membrana) que a 

su vez genera radicales libres como OH., que reaccionan con lípidos, proteínas 

de la membrana y ADN causando daño celular. Dentro del espacio celular, las 

enzimas como la glutatión transferasa, peroxiredixinas (PRX) y la Cu,Zn-SOD 

citosólica reaccionan con las ROS, participando en la defensa y regulación de 

los procesos fisiológicos, como señalización, diferenciación y crecimiento. 

 

 

 



 

 

38 

 

La prevención de la formación de ERO es la primera línea de defensa contra 

ellos. Esto incluye a proteínas como la ferritina, transferrina y la ceruloplasmina 

que se unen a iones metálicos (cobre y hierro) con el fin de secuestrarlos e 

impedir su oxidación o bien por utilización de pigmentos como la melanina que 

protegen de la radiación, impidiendo se generen nuevos ERO. La intercepción 

de los ERO, es el proceso de desactivación de los mismos, lo podemos dividir 

en dos clases enzimáticos y no enzimáticos. Los no enzimáticos que a su vez 

se subdividen en dos subclases: a) sustancias eliminadoras o secuestradoras 

que son pequeñas moléculas que limpian el plasma de oxiradicales (un ejemplo 

de esto son el α-tocoferol ácido ascórbico, carotenos y glutatión) y b) 

sustancias proteicas como la lactoferrina, la ceruloplasmina, la transferrina, y 

los sistemas enzimáticos, por ejemplo las tres principales enzimas 

antioxidantes, la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa 

[38] . 

SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMÁTICOS  

Este sistema consiste en la formación de compuestos no radicales. Estos 

antioxidantes capturan a los ERO impidiendo reacciones en cadena, o la 

formación de ERO secundarios por medio de la unión a compuestos de alto 

peso molecular; algunos solubles en agua como el ácido ascórbico, tioles, urato 

y piruvato, así como algunos lípidos solubles como la vitamina E y el β-

caroteno [45]. 
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SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS 

Los sistemas enzimáticos están conformados por una serie de enzimas 

antioxidantes esenciales en los parásitos. Las principales familias de enzimas 

antioxidantes en organismos eucariontes son las catalasas (CATs), las 

glutatión peroxidasas (GPXs) las peroxiredoxinas (PRXs). Las tres presentan 

actividad catalítica para descomponer H2O2 y producen agua y oxígeno 

molecular. También las GPXs, las PRXs y las glutatión transferasas pueden 

reducir hidroperóxidos lipídicos y carbonilos reactivos dando como producto 

final agua. Las superóxido dismutasas (SODs) son una familia de 

métaloenzimas las cuales catalizan la dismutación del O2
.- a H2O2 y oxígeno 

molecular y son la primera línea de defensa que tienen los organismos [46]. El 

descubrimiento de estos sistemas enzimáticos representa un avance para 

entender cómo los parásitos se defienden del estrés oxidante interno y externo. 

SUPERÓXIDO DISMUTASAS  

Las SODs, (E.C 1.15.1.1) son una familia ubicua de métaloenzimas. Se 

clasifican de acuerdo con el metal que presentan en su sitio activo Mn, Fe, Ni y 

Cu,Zn. La enzima que contiene Cu,Zn presenta dos formas, la extracelular y la 

citosólica. Todas las SODs catalizan la misma reacción, son codificadas por 

diferentes genes y difieren en estructura, localización en la célula y son 

específicas para la remoción catalítica del O2
.-. 

La Ni-SOD se ha reportado principalmente en cianobacterias y en algunas 

especies de Streptomyces. Son tetraméricas o hexaméricas con una masa 

relativa de 13 kDa por subunidad. Las Fe-SODs contienen uno o dos iones por 

dímero y se encuentran principalmente en plantas, algas tripanosomas y 
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bacterias. Estas enzimas presentan un peso de 22 kDa por dímero, aunque se 

han descrito algunas tetraméricas. La de Mn-SOD es homotetramérica y cada 

monómero maduro pesa de 32 a 40 kDa; está ampliamente distribuida en 

procariotes, eucariotes, animales y plantas. En todos los eucariontes se localiza 

en la mitocondria excepto en Candida albicans, que la expresa en el citoplasma 

en ciertas condiciones de crecimiento. Los organismos complejos contienen 

cuatro subunidades y tienen un ion de Mn por subunidad. La secuencia de 

aminoácidos de la Mn-SOD es homologa entre animales, plantas y bacterias; 

también es homologa a la de las Fe-SODs. 

La SOD de Mn (III) o mitocondrial es una enzima tetramérica que es codificada 

en el núcleo como la de Mn2+, sintetizada como un precursor con un péptido 

señal que le ayuda a ser transportada hacia la mitocondria, dónde pierde este 

péptido. La proteína precursora tiene un peso molecular de 25 kDa y la 

proteína madura dentro de la mitocondria un peso molecular de 22 kDa. Esta 

SOD de Mn (III) está localizada en la matriz de la mitocondria [47]. La SOD de 

Fe (III) es un tetrámero y se encuentra principalmente en organismos 

fotosintéticos ubicada en citoplasma, cloroplasto de algunas plantas, tiene un 

peso molecular de 22 kDa. Cabe mencionar que las SOD de Mn (III) y la de Fe 

(III) no se han descrito en helmintos. 

1. La Cu,Zn-SOD extracelular protege a los organismos del daño que el O2
.- 

pueda producir en la membrana; ya que el O2
.- generado de fuentes 

extracelulares, como los leucocitos, xenobiótico y radiaciones, no puede cruzar 

la mayoría de las membranas biológicas [48]. Se encuentra en diversos 

organismos incluyendo parásitos como Nocardia asteroids, Schistosoma 

mansoni, Onchocerca volvulus [48]. Es una glicoproteína con peso molecular 



 

 

41 

 

de 135 kDa. En ocasiones se encuentra como dímero, sin embargo en la 

mayoría de las especies forma un tetrámero con subunidades de 30 kDa 

unidas por medio de puentes disulfuro. Esta enzima contiene un átomo de Cu y 

uno de Zn por subunidad, y es muy importante en parásitos [49,50]. Se ha 

obtenido la secuencia del gen en nemátodos como Caenorhabditis elegans, 

Caenorhabditis briggsae y Haemonchus contortus. La presencia de esta 

enzima parece ser un factor patogénico, ya que anticuerpos dirigidos a la SOD 

extracelular de N. asteroides aumentan el potencial de los leucocitos para 

matar a dicho organismo, en contraste inmunoglobulinas inespecíficas no 

tienen ningún efecto [51]. 

La SOD más descrita en helmintos es la Cu,Zn-SOD citosólica. Ésta enzima 

está presente en la mayoría de los eucariontes y en algunos procariontes. Es 

muy estable, en procesos de purificación resiste tratamientos con cloroformo, 

etanol, centrifugaciones, calentamiento, tratamiento con proteasas, dodecil 

sulfato de sodio y urea. Esta Cu,Zn-SOD se encuentra ampliamente distribuida 

en el citosol y el núcleo, pero está ausente en la mitocondria y compartimentos 

secretorios [47]. 

Esta enzima es un homodímero compuesto por subunidades o monómeros de 

16 kDa, contiene un átomo de Cu y uno de Zn por subunidad. Se ha 

establecido que el Cu participa en la catálisis mientras que el Zn está 

involucrado en la estabilidad de la estructura (Figura 14 y 15). 
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Figura 14. Estructura de la Cu,Zn-SOD. A) Representación Ribbon del diméro 

de la Cu,Zn-SOD, los metales se representan como esferas amarillas (cobre) y 

en gris (zinc) [9]. 

 

Figura 15. Alineamiento estructural de las superóxido dismutasas de T. 

solium(azul), Schistosoma mansoni [52] y Homo sapiens (verde). 

La SOD citosólica y la extracelular tienen un 50% de identidad en la secuencia 

de aminoácidos, además contiene los residuos conservados requeridos para la 

actividad y unión a los metales, como los residuos de histidina, y el aspartato 
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involucrados en la unión al Zn y Cu, dos cisteínas envueltas en el puente 

disulfuro y la arginina en la entrada del sitio activo.  

REGULACIÓN DE GENES DE CU,ZN-SOD 
Se ha identificado el gen de la Cu,Zn-SOD en rata, ratón, bovino, y humano. En 

humano se localiza en el cromosoma 21q22 [53]. De manera general los genes 

de SOD en mamíferos están formados por cinco exones interrumpidos por 

cuatro intrones. Las regiones promotoras de los genes de Cu,Zn-SOD son 

célula y tejido específicos, pudiendo ser reguladas por factores mecánicos, 

químicos y biológicos como: temperatura, radiaciones X y UV tipo B, metales 

pesados, H2O2, O3, NO, ácido araquidónico, entre otros [54].  

En los análisis de los promotores proximales de Cu,Zn-SOD de mamíferos se 

han identificado regiones regulatorias como cajas TATA, sitios de unión para 

NF-KB, AP1, AP-2, Sp1, NF1, GRE, HSF, sitio de unión a proteína CCAAT 

(C/EBP) y regiones ricas en GC (Figura 16) [53]. En helmintos, se han 

encontrado potenciales regiones regulatorias como cajas TATA y CAAT, así 

como sitios AP-1 en el promotor del gen de calreticulina [55]. Adicionalmente se 

reportaron; un sitio para AP-1 y tres cajas TATA se reportaron en el promotor 

del gen de la glutatión transferasa de 28 kDa de Schistosoma mansoni [56]. En 

el caso de los promotores de Cu,Zn-SOD, se han descrito sitios de inicio de la 

transcripción (TSS del inglés Transcription Start Site), dos cajas CAAT, y tres 

regiones ricas en GC en S. mansoni [57,58], así como la presencia de sitios 

similares a elementos iniciadores en dos promotores de Onchocerca volvulus 

(Ov-sod-1 and Ov-sod-2) [59]. 
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Figura 16. Estructura general de un gen de Cu,Zn-SOD de mamífero. Se 

muestran en cajas las siglas de los factores de transcripción que unen a la 

región promotora del gen, en rectángulos negros los exones y en blancos los 

intrones, con el número aproximando de bases que los componen. 

En helmintos se sabe que la expresión de genes de Cu,Zn-SOD puede ser 

regulada por EROs, por ejemplo el O2
.- aumenta los niveles de transcripción de 

la Cu,Zn-SOD en miracidios, esporocistos y cercarias de S. mansoni [54]; 

también aumenta los niveles de ARN mensajero de Mn-SOD y Cu,Zn-SODs en 

el estado larvario de Caenorhabidits elegans [60], así mismo, el H2O2 aumenta 

la transcripción de Cu,Zn-SOD en S. mansoni [61]. Además los niveles de 

actividad enzimática de la catalasa y Cu,Zn-SOD aumentan en gusanos 

hembras de Heligmosomoides polygyrus aisladas de ratones infectados con 

diferentes fenotipos de resistencia [62]. 
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Cu,Zn-SOD EN HELMINTOS 

Se ha encontrado actividad de Cu,Zn-SOD en diferentes estadios de desarrollo 

de algunos helmintos; dicha actividad varía dependiendo del estadio de 

desarrollo. Además se ha demostrado, que los estadios adultos son más 

susceptibles a daños por estrés que los juveniles. Se han purificado Cu,Zn-

SODs de extractos de diversos helmintos como T. taeniaeformis, Dirofilaria 

immitis y T. solium [63,64,65]; además se han clonado las Cu,ZnSODs de 

Onchocerca volvulus (rOVSOD), T. solium, Fasciola hepática [8,50,66], así 

como las extracelular (SP-SOD) y la citosólica (CT-SOD) de Schistosoma 

mansoni y Brugia pahangi [49,57,67]. Todas las secuencias de estas enzimas 

contienen los motivos característicos y sitios conservados para las Cu,Zn-SOD.  

Se han identificado diversas Cu,Zn-SOD en extractos proteicos y productos de 

excreción/secreción de helmintos. Todas las enzimas son codificadas por un 

gen de copia única, excepto en Haemonchus contortus [68]. Las Cu,Zn-SODs 

de céstodos presentan identidad de secuencia primaria entre un 47 hasta 96% 

con las de otros helmintos; en contraste las similitudes de estas con la 

secuencia de humano y bovino varían desde 53 a 63%. También, es notable el 

alto nivel de identidad que se presenta entre las enzimas de nematodos (O. 

volvulus y Brugia malayi, y Dirofilaria immitis) y trematodos (Fasciola hepática, 

Clonorchis sinensis), que por ejemplo presentan reacciones cruzadas entre las 

SODs de O. volvulus y Brugia malayi [43]. 
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Se han realizado estudios en bacterias como E.coli que demuestran que las 

SODs participan en muchos procesos biológicos, en función del metabolismo 

bacteriano, condiciones ambientales y estado en el ciclo de vida. Los efectos 

de algunas bacterias mutantes con el gen nulo para SOD, presentan 

sensibilidad al estrés oxidante y a algunas ER, pérdida de la viabilidad, 

defectos en el ensamble de la esporulación y atenuación de la virulencia.  

En el caso de la Mn-SOD, los ratones knockout -/- , mueren pocos días después 

de nacer [69] y los organismos knockout (Cu,Zn-SOD-/-) presentan disminución 

en el índice de crecimiento y un corto índice de vida [70]. 

En humanos la Cu,Zn-SOD está implicada en procesos de envejecimiento y 

fisiopatológicos como cáncer de intestino, riñón, hígado y leucemia; alergias 

(intolerancia a fármacos); daño cardiaco (isquemia y aterosclerosis); 

enfermedades infecciosas (por influenza y Helicobacter pylori); desorden 

genético (síndrome de Down), enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer y 

esclerosis) y problemas oftalmológicos (cataratas), entre otros [71,72]. Los 

ratones “Knock outs” (que carecen de la Cu,Zn-SOD) parecen normales en su 

etapa juvenil, pero presentan problemas de fertilidad y un índice de vida más 

corto [70]. 

La Cu,Zn-SOD puede presentar un efecto pro-oxidante, en presencia de 

concentraciones mM de H2O2 y puede generar OH. . La mezcla de SOD y H2O2 

puede catalizar la oxidación de diversos sustratos in vitro, como azida, sales de 

urato, nitrato, triptófano e histidina incluyendo los del sitio activo de la SOD [35]. 

Debido a la presencia de la enzima y la importancia que esta representa en la 

protección al daño que se produce por los radicales libres muchos autores han 
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apuntado al uso de ésta como blanco de fármacos, así como para componente 

de una vacuna. 
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2. HIPÓTESIS  
 

En helmintos se sabe que la expresión de genes de Cu,Zn-SOD puede ser regulada 

por especies reactivas de oxigeno; el objetivo es conocer la estructura completa del 

gen que codifica para la superóxido dismutasa de Cu,Zn de Taenia solium 

(TsCu,Zn-SOD), su región promotora y estructural, para entender como regula la 

expresión del gen. 

3. OBJETIVO GENERAL 
Clonar y caracterizar el gen (región del promotor y estructural) que codifica para la 

TsCu,Zn-SOD. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1.- Caracterización del gen (promotor proximal y región estructural). 

2.- Identificar los sitios de unión de proteínas en el promotor. 

3.- Evaluar la expresión de gen de la Cu,Zn-SOD en cisticercos de  

Taenia crassiceps bajo condiciones normales y de estrés oxidante. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

MATERIAL BIOLÓGICO 

Los cisticercos de Taenia solium y T. crassiceps (cepa WFU) se obtuvieron 

respectivamente de músculo de cerdos infectados y del peritoneo de ratones 

BALB/cAnN hembras con cinco meses de infección. Los cisticercos se lavaron 

con SSA estéril y almacenaron a -70°C, o se usaron para la inmunolocalización 

de la enzima y ensayos in vitro. 

CLONACIÓN DEL GEN DE Cu,Zn-SOD DE Taenia solium 

Para clonar el gen de la Cu,Zn-SOD de T. solium (TsCu,Zn-SOD), se tamizó 

una biblioteca de ADN genómico del parásito como se describió previamente 

[73]. Brevemente, se obtuvo ADN genómico de cisticercos de T. solium, 

extraídos de tejido muscular de un cerdo infectado. Los cisticercos se digirieron 

con proteinasa K y después se purificó al ADN por medio de una columna 

comercial de sílica (Quiagen). El ADN genómico se digirió con la endonucleasa 

de restricción EcoRI. El producto de la digestión se analizó en geles de 

agarosa, para después clonarse en el bacteriófago λ-ZAP (Stratagene, La Jolla, 

California). Posteriormente se infectaron bacterias XL1-Blue; las clonas se 

transfirieron a una membrana de nitro celulosa y se hibridaron con una sonda; 

que consiste en un fragmento de ADN complementario de la TsCu,Zn-SOD 

obtenido por RT-PCR con ARN mensajero, marcada con [α-32P] dTCP. 

Posteriormente, las membranas se expusieron a una placa de auto radiografía. 

El tamizaje primario consistió en generar 120, 000 unidades formadoras de 

placa (UFP) en una caja de cultivo Luria solido, estas se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa, para hibridarlas con la sonda marcada, 3 placas 
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fueron positivas. Éstas se volvieron a tamizar del mismo modo, para obtener 3 

UFP positivas. Las placas positivas se caracterizaron por PCR y digestión con 

enzimas de restricción EcoRI, BamHI, HindIII, para determinar el tamaño y 

similitud de las placas. Las placas positivas se convirtieron a plásmidos 

pBluescript utilizando el fago cooperador ExAssist (Stratagene). Las colonias 

bacterianas transferidas con pBluescript crecieron toda la noche en medio 

Luria-Bertani (LB) con ampicilina 100 µg/mL. Se purificó el plásmido por el 

protocolo estándar de lisis alcalina y se secuenció en un secuenciador ABI 

prism 373 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems). Se realizó el análisis de la 

secuencia primaria y se identificaron los sitios catalíticos, así como los motivos 

característicos utilizando el programa PCGENE. Para identificar los sitios de 

transcripción putativos, de las secuencias en la región 5´, se utilizó el programa 

PROMO: (http://alggen.lsi.upc.es/cgi-

bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3). Se reportan las secuencias 

de factores que obtuvieron 100% de identidad con los descritos e identificados 

por el programa. 

CLONACIÓN DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNc) DE Cu,Zn-SOD DE T. 

crassiceps 

El ADN complementario de la región codificante de Cu,Zn-SOD de T. 

crassiceps se obtuvo por una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

usando 1 µg de ADN complementario de cisticercos y dos iniciadores 

diseñados a partir de los primeros seis y los últimos siete aminoácidos de la 

TsCu,Zn-SOD (SOD-X1: 5’-ATG-AAG-GCT-GTT-TGT-GTT-3’ y SOD-X2: 5’-

ATT-GCT-AAG-AGC-GAG-TGA-3’), con el programa: 1 ciclo de 94°C por 30s, 

http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
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55°C por 1 min, 72°C por 1 min; y una extensión final de 72°C 5 min. Todos los 

productos fueron clonados en pCRII (Invitrogen).  

DETERMINACIÓN DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCIÓN 

Para determinar el sitio de inicio de la transcripción se utilizó la técnica de 

amplificación de regiones 5´ de ADN complementario (RACE, por sus siglas en 

inglés); empleando ARN total de T. solium, aislado con TRIzol (Invitrogen) que 

se usó como molde para la determinación de sito de inicio de la transcripción 

(TSS). 

Brevemente, se homogenizaron 100-200 mg de cisticercos de T. solium con un 

politrón en un tubo sobre hielo, se adicionaron 200 µL de cloroformo, el 

homogenado se incubó 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó a 12 

000xg 15 min. Después de las extracciones con fenol y cloroformo, la fase 

acuosa se incubó con isopropanol por 10 min. El precipitado se resuspendió en 

etanol al 70% y nuevamente se centrifugó en las mismas condiciones. El 

precipitado, se resuspendió en H2O con dietilpirocarbonato (DEPC), y se 

almacenó a -70°C, hasta su uso. La amplificación del extremo 5´no traducido 

de los transcritos se hizo con los estuches Smart RACE cDNA Amplification y 2 

Polymerase Mix (Clontech), utilizando como cebador contrasentido Cu,Zn-

SOD3R (5′-TGT-GTC-ACC-GAA-TTC-GTG-GAC-GTG-3′) diseñado a partir de 

la secuencia de ADN complementario del gen de Ts Cu,Zn-SOD; y el cebador 

antisentido SMARTII (5′-AAG-CAG-TGG-TAT-CAA-CGC-AGA-GTA-CGC-

GGG-3′) para el gen de TsCu,Zn-SOD. El producto resultante de cada reacción 

se clonó en el vector pCRII para obtener su secuencia.  
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SOUTHERN BLOT 

El Southern blot se realizó como se describió [74] utilizando 10 µg de ADN 

genómico (T. solium and T. crassiceps) digerido con Hind III, Bam HI, Eco RI. 

Las digestiones se cargaron en un gel de agarosa al 1% en TAE a 0.15V / cm, 

y los fragmentos transferidos a una membrana de nylon (Amersham). La 

membrana se lavó con una solución SCC durante 5 min a temperatura 

ambiente y el ADN fijado a una membrana con luz UV. La membrana se hibridó 

con la sonda marcada radioactivamente con de ADN que codifica para la 

Cu,Zn-SOD de T. solium. La hibridación se llevó a cabo a 60oC, finalmente las 

membranas se secaron y expusieron en placas de autoradiografía durante 24 

hrs. 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE GELES DE DOBLE DIMENSIÓN 

(2D-WB) 

Se utilizó la técnica descrita por O´farrell [75], para la preparación de extractos 

crudos se sonicaron (500 mg) de los parásitos cuatro veces a 40W por 1 min 

en 250 µL de un amortiguador de lisis, reposando 1 min en hielo entre cada 

pulso. La suspensión de los parásitos (100 µL) se procesó con el estuche 2-D 

Clean-Up Kit (Amersham) siguiendo las instrucciones del fabricante. El 

sobrenadante (300 µg) se utilizó para hidratar las tiras de 7 cm (pH 3-10 para 

gradiente linear) por 16h a temperatura ambiente. El electroenfoque comenzó a 

300 V (1 h), aumentó a 1000 V por 30 min, y se mantuvo a 5000 V por 2 h en 

una cámara IPG-phor I (GE Healthcare). Las tiras se equilibraron por 20 min en 

un amortiguador de rehidratación, se corrieron en un gel SDS-PAGE y 

transferidas a una membrana de PVDF (Millipore). Las membranas primero se 
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incubaron con anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD de conejo producidos en nuestro 

laboratorio (1:500), se lavaron tres veces con SSA tween-20. Los anticuerpos 

en las membranas fueron detectados por un segundo anticuerpo conjugado 

con peroxidasa de cabra anti-IgG anti-conejo (1:2000) y una solución de 

diaminobencidina y H2O2. Las membranas fueron lavadas toda la noche, como 

se describió antes y posteriormente incubadas con anticuerpos anti-Triosa 

fosfato isomerasa de T. solium (TPI) (1:1,000), siguiendo el procedimiento de 

detección previamente descrito. Como control se usó una tira de la membrana 

con el extracto de cada taenia y se incubó con IgGs normales de conejo [76]. 

ENSAYOS DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Se realizó como se describió previamente para otras inmunolocalicaciones 

landa [77] . Se colocaron cisticercos completos de T. solium y T. crassiceps en 

Tissue-Tek (Miles Laboratories), y se almacenaron a -70oC. Se prepararon 

cortes congelados de 6-8 µm de grosor en un portaobjeto de vidrio y se 

incubaron con 100 µL de anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD (0.4 mg/mL) en SSA 

con albúmina de bovino 1%, 0.05% Tween 20 (SSA-BT) durante toda la noche. 

Los cortes se lavaron tres veces con SSA y se incubaron por 60 min a 

temperatura ambiente con un anticuerpo anti-IgG de conejo hecho en cabra 

conjugado con isotiocianato de fluoresceína (Sigma) diluido 1:50 en SSA-BT. 

Como control se utilizó IgG normal de conejo a la misma dilución. Los cortes se 

lavaron como ya se describió, se montaron en una solución de SSA con glicerol 

(9:1), y se fotografiaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot. 
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ANIÓN SUPERÓXIDO PRODUCIDO POR EL SISTEMA XANTINA-XANTINA 

OXIDASA 

Se utilizó el método descrito por McCord [78] , para producir O2
.-, se disolvió 

xantina (Sigma) a las concentraciones de 0.001 a 0.200 mM y se mezclaron 

con tres diferentes concentraciones de xantina oxidasa (30, 45, 56 mU) en un 

mL de amortiguador de 50 mM K2HPO4, 10 mM EDTA, pH 7.8, 0.019 mM 

citocromo C (Sigma). La producción de O2
.- en cada mezcla fue medida por la 

reducción de citocromo C a D.O.550 nm por 2 min. (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Velocidades de producción de O2
.- (nmol/min), usando el sistema 

xantina-xantina oxidasa. Se combinaron diferentes concentraciones de xantina 

(0.001 a 0.2 mM) con tres diferentes concentraciones de xantina oxidasa (30, 

45 and 56 mU). Se presenta la desviación estándar junto a las velocidades. 
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VIABILIDAD DE Taenia crassiceps Y EXPRESIÓN DE Cu,Zn-SOD BAJO 

CONDICIONES DE ESTRÉS OXIDANTE CON O2
.- Y H2O2 

Todos los cisticercos de T. crassiceps y se preincubaron en medio RPMI 

(Sigma) con CO2 0.5% por 4 h a 37°C. Grupos de 20 cisticercos se incubaron 

en: 1) RPMI por 0, 1, 4 y 24 h. 2) con RPMI y O2
.-  (0, 1.9, 2.9, 3.8nmol/min) por 

0.5, 1, 9 y 24 h; 3) con RPMI y H2O2 (0, 0.25, 0.5, 1 and 2 mM) por 0.5, 6 y 24 

h. Finalizados estos tiempos los parásitos se incubaron por 1 h con bilis de 

cerdo diluida 1:3 en RPMI para evaluar la evaginación. 

La viabilidad se determinó por tres parámetros: 1) Evaginación: la capacidad 

del escólex para evaginar. 2) Movilidad: determinada por movimiento de tipo 

contráctil y 3) Daño: por observación de la pared del cisticerco en un 

microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100). 

Se determinó la expresión del ARN mensajero de Cu,Zn-SOD y TPI en los tres 

grupos de cisticercos antes mencionados. Utilizamos el estuche One Step RT-

PCR (Invitrogen), con 1 µg de ARN T. crassiceps total como molde y los 

iniciadores SOD-X1 y SOD-X2 para amplificar los transcritos de la TsCu,Zn-

SOD, y para los de la TPI, los iniciadores TPI-10 (5’- TAC-CTG-AAG-TAT-GCT-

CAG-G -3’) y TPI-12 (5’-CGC-CAA-TGC-AAG-GAA-TGA-C-3’) que codifican 

para los aminoácidos YLKYAQD y VIPCIGE. Se utilizó el programa 50°C por 30 

min para la reacción de la transcriptasa reversa y el PCR se hizo con el 

programa anteriormente descrito. Para determinar la expresión de la proteína 

de Cu,Zn-SOD y TPI se utilizaron 15 µg de extracto de T. crassiceps por mm 

lineal se cargaron en un gel de poliacrilamida con SDS-PAGE al 12%, se 

transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y se incubaron 
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con anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD y anti-TPI, siguiendo el procedimiento ya 

descrito. 
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de dos hojas β conservadas unidas con 4 láminas cada una [79].La primera 

hoja β está formada por los residuos K2–G8, G15–A22, A25–E33 y A92–D98 y la 

segunda hoja β por los residuos G38–H45, N83–G87, S113–H117 y A142–G145. El 

canal que conduce al O2
.- al sitio activo está formado por dos asas, uno con los 

residuos S56-K66 y la segunda con los residuos H128–G139. Es notable que 

ambas secuencias carecen de triptófano. Interesantemente, se observa la 

presencia de los aminoácidos L130 y I133 que corresponden a L132 y V135 en la 

Cu,Zn-SOD de S. mansoni [80], importantes para conducir al O2
.- hacia el sitio 

activo.  

El sitio de inicio de la transcripción (TSS) en TsCu,Zn-SOD, se ubicó a -22  

nucleótidos río arriba del codón de inicio de la traducción (ATG), en donde C es 

el primer nucleótido transcrito. El análisis in sílico de la región 5´ de TsCu,Zn-

SOD (-542 pb antes de TSS) reveló tres cajas TATA putativas (a -404, -247 y -

136), al igual que reveló sitios de unión para CCAAT (a -521 y 514), AP-1 (a -

491 y -414), YY1 ( a -426), y NF1 (a -179 y -99), no se encontraron regiones 

ricas de GC. En la tabla 2, se presenta un análisis comparativo buscando sitios 

de inicio de la transcripción y elementos regulatorios putativos en los 

promotores de genes de Cu,Zn-SOD S. mansoni, H. sapiens, Drosophila 

melanogaster, comparados con T. solium. Schistosoma mansoni presenta dos 

cajas TATA que podrían ser funcionales y tres regiones ricas en GC, pero 

carece de una caja TATA. En contraste, el humano presenta sitios TATA y 

CCAAT que pueden ser funcionales, además de otra caja CAAT lejana y tres 

regiones GC. Del mismo modo D. melanogaster presenta una caja TATA, una 

CCAT y una región GC. Notablemente el mismo análisis no reveló regiones 

putativas de unión a factores para NF-1, AP-1 y YY1 en el promotor de Cu,Zn-



 

 

59 

 

SOD de S. mansoni y humano. En la tabla 2 se presenta la diferencia en 

número, tamaño y posición de los intrones en los genes analizados.  

El southern blot que se realizó con ADN genómico de T. solium and T. 

crassiceps reveló un patrón de restricción similar, una banda al ser digeridos 

con las enzimas Hind III (~8 kb para T. solium y ~7.0 kb para T. crassiceps), 

Bam HI (~9 Kb), y dos bandas cuando se digieren con Eco RI (~6.5 y ~1.8 Kb, 

para T. solium y 6.7 y 1.8 para T. crassiceps), ver figura 18 A. 
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Tabla 2. Sitio de inicio de la transcripción, y potenciales sitios de unión de 

elementos regulatorios de regiones promotoras de genes de Cu,Zn-SOD de S. 

mansoni, H. sapiens y T. solium. 

Organismo (Referencias)                      TSS           Caja TATA                    CCAAT               Región GC                          Posición de intrones (nt) (Tamaño) 
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Figura 17. Secuencia de nucleótidos y aminoácidos del gen de Cu,Zn-SOD de Taenia solium 
(TsCu,Zn-SOD) y ADN complementario de Cu,Zn-SOD T. crassiceps (TcCu,Zn-SOD). El sitio 
de inicio de la transcripción, corresponde a C marcada con una flecha. Tres cajas TATA 
putativas (en los sitios -404, -247 y -236), Los sitios de unión putativos para CCAAT (-491 y -
414), AP1 (-491 y -414), YY1 (-426), NF1 (-179 y -99). Las secuencias aceptoras y donadoras 
de intrones (AG/GT), están subrayadas; los intrones están representados por // y el tamaño de 
cada uno está escrito arriba del signo //, y el sitio de poliadenilación está en negritas. Los 
aminoácidos característicos que forman en barril β de la enzima, están en cajas. Los 
aminoácidos que forman las asas del canal, están marcadas dentro de las cajas punteadas, los 
aminoácidos involucrados en la catálisis están marcados con  ◊. Los codones de inicio (ATG) y 
de paro (TGA), la secuencia de los cebadores usados para amplificar la región codificante de la 
enzima están subrayados. Los diferentes aminoácidos entre T. crassiceps y T. solium están en 
negritas. 
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ANÁLISIS PROTÉOMICO Y LOCALIZACIÓN DE LA Cu,Zn-SOD DE 

CISTICERCOS DE T. solium y T. crassiceps 

Para determinar el número de isoformas de Cu,Zn-SOD se separaron los 

extractos crudos de cisticercos de T. solium y T. crassiceps en geles de 2D-

SDS con un intervalo de 10-100 kDa y se transfirieron a membranas de PVDF. 

Los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD detectaron dos proteínas, una de ~32 kDa y 

otra de ~16 kDa en los extractos de ambas Taenias con un punto isoeléctrico 

cercano a 6. En contraste, se observaron dos proteínas de ~27 kDa con puntos 

isoeléctricos cercanos a 6.4 y 6.6 en los mismo extractos con los anticuerpos 

anti-TPI usados como control (En la Figura 18 B se observan únicamente los 

patrones de T. crassiceps). 
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Figura 18. A) Southern blot de ADN de Taenia solium (Ts)S y T. crassiceps 

(Tc) digeridas con las enzimas Hind III, Eco RI y Bam HI. Los marcadores de 

peso molecular están ubicados a la izquierda. B) El western blot con extracto 

total de T. crassiceps con los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD y anti-TPI. Las 

IgG aisladas de suero de conejo normal se usaron como control, dato no 

mostrado. Los marcadores de peso molecular (10-100 kDa), y punto 

isoeléctrico (pH 3-10) están ubicados a la derecha y sobre la figura 

respectivamente. Los círculos marcados con 1, representan la posición de la 

Cu, ZnSOD. El círculos marcado con 2 la posición de las isoformas de TPI. 
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Los anticuerpos anti-TsCu,Zn-SOD ubican a la enzima de manera abundante 

en el tegumento en el citoplasma de células subtegumentarias, células de 

músculo y células formadoras de canales, además está distribuida a través del 

parénquima y la pared de ambas Tenias (Figura 19 A y C). No se observa la 

tinción fluorescente en las secciones de cisticercos incubados con anticuerpos 

normales de conejo (Figura 19 B). 

 

Figura 19. Localización de Cu,Zn-SOD por inmunofluorescencia indirecta sobre 

secciones de la pared de cisticercos de T. solium (A) y T. crassiceps (C) se 

expusieron a anticuerpos anti-T. solium Cu,Zn-SOD. Como control una sección 

de pared de T. crassiceps  (B) se incubó con anticuerpos normales de conejo. 

Las letras y flechas muestran el tegumento (T), las células formadoras de 

canales (CC), los miocitos (MC), y células subtegumentarias (SC). Las barras 

representan una distancia =20µm. 

 

 

 

 



 

 

65 

 

PRODUCCIÓN DE O2
.- 

El sistema de producción de O2
.-  consistió en combinar tres concentraciones 

de xantina oxidasa (30, 45 y 56 mU) con diferentes concentraciones de xantina 

(0.001 a 2.0 mM), para producir O2
.-  que es determinado por el método de 

xantina y xantina oxidasa con citocromo C. Los datos de la Tabla 1 revelan que 

las velocidades de producción de O2
.-  cuando la xantina oxidasa se mantiene 

constante a 30mU y mezcla con las diferentes concentraciones de xantina, se 

observa que la velocidad de producción de O2
.- aumenta de 0.87 a 2.8 

nmol/min, mientras que cuando la xantina oxidasa se mantiene constante a 45 

ó 56mU y se mezcla con las mismas concentraciones de xantina, el aumento 

de las velocidades fue de 0.12 a 3.8 nmol/min; y de 1.16 a 5.83 nmol/min, 

respectivamente (Tabla 1, Figura 20). 
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Figura 20. Las velocidades de producción de O2
.- (nmol/min) generado con 

diferentes concentraciones de xantina (0.001-0.2mM) combinado con xantina 

oxidasa a diferentes concentraciones (30, 46 y 56mU). 
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EFECTO DE O2
.- Y H2O2 EN CISTICERCOS DE T. crassiceps 

La viabilidad de los cisticercos de T. crassiceps expuestos a concentraciones 

de 0, 1.9, 2.9 y 3.8 nmol/min de O2
.- por 24 h no fue afectada en movimiento de 

contracción y relajamiento, evaginación y morfología. Todos los cisticercos 

evaginaron, mostrando movilidad normal y su morfología se mantuvo intacta al 

igual que en los cisticercos control (Tabla 3). No se expusieron a la máxima 

concentración de O2
.- producida por el sistema (5.83 nmol/min), debido a que la 

xantina oxidasa fue tóxica para los cisticercos a concentraciones mayores a 45 

mU.  

Asimismo, cuando los cisticercos se incubaron con H2O2 1 y 2 mM por 24 h, 

permanecen sin daño aparente. En contraste, cuando los cisticercos se 

incubaron con H2O2 3 mM por 30 min, sólo evaginó el 40% los cisticercos, la 

movilidad, disminuyó hasta 60%, el color de los cisticercos cambió a 

opalescente, presentaron daño en la pared celular, determinado por la 

liberación de moléculas al medio. La incubación con más de 3 mM de H2O2 por 

más de 3 h destruyó completamente a los cisticercos. Los cisticercos usados 

como control incubados únicamente con RPMI presentaron 100% de viabilidad 

(Tabla 4).  
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Tabla 3. Efecto del O2
.-  (1.9, 2.9, y 3.8 nmol/min) en cisticercos de Taenia 

crassiceps incubados en medio RPMI a diferentes tiempos (30 min, 1, 9, and 

24 h).  

 

Se utilizaron como controles, cisticercos cultivados con xantina, xantina 

oxidasa y RPMI. La viabilidad se determinó por A) el % de cisticercos 

evaginados obtenido por: # parásitos evaginados/ total de parásitos 

cultivados. B) La Movilidad de los parásitos fue descrita como Alta ++++; 

Media +++; Moderada ++, y nula -. C) El daño en la pared del cisticerco fue 

descrita como: C= Cisticerco completo, M= Daño medio y N= Daño nulo. 
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Tabla 4. Efecto de H2O2 (1, 2, 3, 4, y 5 mM) en cisticercos de Taenia 

crassiceps cultivados a diferentes tiempos (0.5, 6, and 24 h).  

 

Como control se utilizaron cisticercos cultivados en RPMI. La viabilidad fue 

determinada como se describió en la tabla 2. 
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EXPRESIÓN DE TcCu,Zn-SOD EN CONDICIONES OXIDANTES 

Los niveles de expresión de ARN mensajero para la Cu,Zn-SOD y la TPI 

determinados por RT-PCR no cambiaron con respecto a los cisticercos 

controles en los ensayos realizados con cisticercos incubados solo con medio 

RPMI por 0, 1, 4 y 24 h (Figura 21 A), en los ensayos con cisticercos incubados 

con O2
.- (2.9 y 3.8 nmol/min) por 30 minutos (Figura 21 B), ni en los ensayos 

donde se utilizó el H2O2 a las concentraciones de 0.25, 0.5,1 y 2 mM (Figura 21 

C).  

Por otro lado, el método de western blot con anticuerpos específicos determinó 

cualitativamente que los niveles de expresión a nivel de proteína de las 

enzimas Cu,Zn-SOD y TPI no cambiaron en los cisticercos de los ensayos 

donde se agregó RPMI solo o diferentes concentraciones de O2
.-, y H2O2 así 

como en los cisticercos controles (Figura 21 D). 
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Figura 21. Expresión de Cu,Zn-SOD y TPI en cisticercos de T. crassiceps 

expuestos A) RPMI por 0, 1, 4 y 24 horas; B) RPMI-, con xantina (X, 0.2mM), y 

RPMI con O2
.- (2.9 y 3.8 nmol/min) por 30 minutos; C) RPMI y RPMI con H2O2 

(0.25 a 2mM) por 30 minutos. D) Expresión de las proteínas Cu,Zn-SOD y TPI 

determinada por western blot, usando extractos de cisticercos incubados solo 

con RPMI, RPMI con O2
.- (2.9 y 3.8 nmol/min) y RPMI con H2O2 (1 y 2 mM) por 

30 min. Se utilizaron anticuerpos anti-Cu,Zn-SOD y anti-TPI de T. solium. 

Como control, 2 tiras con los extractos de cisticercos de T. solium and T. 

crassiceps se expusieron a una IgG purificada de suero normal de conejo, dato 

no mostrado. 
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DISCUSIÓN  

En este trabajo, se clonaron el ADN genómico y el ADN complementario del 

gen de Cu, Zn-SOD de T. solium y T. crassiceps. Los análisis computacionales 

de la región promotora y estructural del gen de Cu,Zn-SOD revelaron que la 

estructura del gen de TsCu,Zn-SOD es diferente a otros genes de Cu,Zn-SOD 

en longitud, arreglo y posición de los intrones como se presenta en la tabla 2. 

El análisis computacional de la región 5´ de TsCu,Zn-SOD reveló sitios 

putativos de unión para la proteína de unión a la secuencia TBP y sitios CAAT, 

que participan en la transcripción. Cabe mencionar que los sitios que 

encontramos al parecer no están en una distancia apropiada para ser 

funcionales Figura 22 anexo. El mismo análisis reveló la presencia de sitios de 

unión putativos para NF1, AP-1 y YY1 que son reguladores redox positivos y 

negativos (es decir que aumentan ó disminuyen la expresión). Esos sitios de 

unión para factores de transcripción no están presentes en los genes de Cu,Zn-

SOD de S. mansoni y de Homo sapiens. Es de hacer notar que, la región 5´del 

gen de TsCu,Zn-SOD (Céstodo) es diferente al promotor del gen de Cu,Zn-

SOD de S. mansoni (Trematodo) en secuencia, y organización [56,57]; además 

ambos promotores son diferentes al de humano, indicando que los promotores 

proximales de los genes de Cu,Zn-SOD no están conservados (Tabla 2, figura 

22), esto también sugiere que los genes de helmintos pueden ser regulados de 

forma diferente. Sin embargo, se deberán realizar análisis de tipo funcional 

para validar estas aseveraciones.  

El análisis de la secuencia primaria de las enzimas de ambos parásitos reveló 

la presencia de los sitios característicos y de aminoácidos que participan en la 

catálisis de la enzima; además contienen los aminoácidos L130 y I133 similares a 
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(L132 y V135) Cu,Zn-SOD de S. mansoni, y son diferentes de la enzima de 

humano. Se han sugerido éstos aminoácidos como blanco para el desarrollo de 

inhibidores para impedir el camino del O2
.-  al sitio activo de la Cu,Zn-SOD de 

parásitos [80]. El resultado de nuestro en este sentido, se describe más 

adelante. 

El análisis de tipo southern blot sugiere que los genes que codifican para la 

TsCu,Zn-SOD y la TcCu,Zn-SOD son de copia única en los genomas de esos 

Tenidos, como se ha descrito para otros organismos [43]. 

En los ensayos de Western blot de una dimensión con T. crassiceps, la enzima 

es desnaturalizada con calor; en la presencia de SDS se observa una banda de 

16 kDa; sin embargo los ensayos de 2D-WB se encontró el dímero 32 kDa y el 

monómero 16 kDa de la enzima. La no ruptura del dímero se debe a la alta 

resistencia a agentes desnaturalizantes como el SDS y la urea, descrita para 

otras Cu,Zn-SODs [43], así como a la mezcla compleja del extracto y una 

posible ruptura parcial de los puentes disulfuro de la proteina por parte de los 

agentes reductortes . Por otro lado, la Cu,Zn-SOD de T. crassiceps, no 

presenta isoformas. En cambio, encontramos que la TPI en ambos parásitos 

presenta dos isoformas, lo que concuerda con resultados obtenidos por 

Nguyen [81].  

Por otro lado, los ensayos de inmunolocalización revelaron que la Cu,Zn-SOD 

está presente por toda la pared del cisticercos y en células subtegumentales, lo 

que sugiere que es sintetizada por estas, y distribuida en el parénquima de la 

pared, alcanzando la máxima concentración en el tegumento, lo que coincide 

con la localización de otras enzimas antioxidantes del parásito como las 

glutatión transferasas de 25 y 26 [82] y la 2-Cys peroxiredoxinas [77]. 
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La sobre expresión de Cu,Zn-SOD y la catalasa, puede aumentar el índice de 

vida de Drosophila melanogaster [83]; la resistencia al estrés oxidante se ha 

asociado con la alta expresión y/o actividad de dichas enzimas antioxidantes. 

En el caso de los cisticercos de T. crassiceps pueden resistir 3.8 nmol/min de 

O2
.- y 2 mM de H2O2 hasta por 24 horas. Notablemente, esas concentraciones 

son más altas que las que producen los leucocitos in vivo (1.03nmol O2
.- /1x107 

células) [84] y 0.01 nmol de H2O2/2.5x10-6 células [85]). 

Los experimentos de expresión del ARN mensajero y proteína de la Cu,Zn-

SOD con cisticercos de T. cracciceps expuestos y no expuestos a diferentes 

concentraciones de O2
.-

  y H2O2 revelaron que los niveles del transcrito y 

proteína para la Cu,Zn-SOD son constantes, lo que indica que el gen se 

expresa constitutivamente. La no respuesta a los estímulos por O2
.-

  y H2O2, 

puede deberse a que el promotor no contiene sitios que puedan ser regulados 

por estos compuestos manteniendo la expresión constante. Por otro lado los 

sistemas generadores empleados para producir O2
.-

  en otros organismos, en 

donde si hay variación de la expresión de SODCu,Zn, requieren de 

acetaldehído, el cual mostró ser tóxico para T. crassiceps. Es posible ésta 

variación en los niveles de expresión de ARN mensajero en esos organismos, 

se deba a los sistemas generadores utilizados, así como a la toxicidad de los 

compuestos que se utilizan.  

La estabilidad de la enzima, la alta eficiencia catalítica (~7 x 109 M−1s−1, para 

O2
.- ) [86]; la localización en el tegumento y la expresión constitutiva del gen en 

todas las células del cisticerco indica que la Cu,Zn-SOD juega un papel 

regulatorio y defensivo contra las EROs producidas por el metabolismo normal 

y las células inmunes del hospedero [43]. Es claro que las células deben 
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mantener un delicado balance entre las concentraciones de O2
.- producido y 

que debe removerse, para mantener el metabolismo normal celular. 

Actualmente, hay poca información respecto a los mecanismos que controlan la 

expresión de los genes de SOD en los céstodos. Además, se deben realizar 

estudios para identificar las moléculas de señalización y factores que pueden 

ser importantes en la transcripción de Cu,Zn-SOD, así como entender el papel 

que este gen tiene en la relación hospedero-parásito.  

Además de los resultados obtenidos en este proyecto, es importante resaltar el 

de nuestras colaboraciones, en donde una vez obtenida la estructura 

cristalográfica con apoyo del grupo de la Dra. Adela Rodríguez en el instituto de 

química de la UNAM [9], se realizaron análisis de docking en colaboración del 

Dr. Arturo Rojo en la UAM Iztapalapa [52]. De acuerdo a nuestros resultados, la 

búsqueda de fármacos se enfocó en compuestos que se unen a las diferencias 

que existen entre la SOD de Homo sapiens y la de T. solium. Se utilizó la 

biblioteca LeadQuest, que contiene las coordenadas bidimensionales de la 

estructura química de más de 50 mil compuestos orgánicos. Inicialmente se 

obtuvieron alrededor de 2,500,000 confórmeros. Se ensayaron y evaluaron 15 

mil orientaciones de prueba en la colocación de cada uno de los ligandos sobre 

los dos sitios potenciales de unión localizados en el receptor, restringiendo la 

mayoría de la simulación del anclaje molecular a dos sitios ubicados en el 

canal. Bajo estas condiciones se observó unión por parte de los primeros 30 mil 

confórmeros de la base de datos a dichos sitios. Se hizo un refinamiento de los 

complejos para obtener mejores puntajes y lograr un reordenamiento de los 

mismos en función de la afinidad predicha. De los resultados obtenidos en esta 

última simulación del anclaje molecular, se seleccionaron los 500 mejores 
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puntajes (los mejores 500 complejos proteína-ligando simulados), 

posteriormente se seleccionaron de entre ellos a los mejores cien compuestos 

de acuerdo con criterios como: energía de interacción entre el ligando y la 

molécula receptora; número de enlaces tipo puente de hidrógeno formados con 

cadenas laterales de la molécula blanco ausentes en la SOD humana; 

complementariedad geométrica, hidrófobica y electrostática y peso molecular 

menor a 400 g/mol. Estos compuestos fueron ensayados como inhibidores de 

la actividad de la Cu,Zn-SOD de T. solium mediante experimentos directos con 

la enzima. Siete compuestos tuvieron actividad inhibitoria parcial y uno total, sin 

afectar la actividad de la SOD de Homo sapiens. 

Es importante que los parásitos tengan mecanismos de defensa contra las 

EROs que se producen en la respuesta inmune. Existe poca información 

respecto a los mecanismos que controlan la expresión de los genes de SOD en 

los céstodos. Se deben hacer más estudios para identificar moléculas y 

factores que sean importantes en la transcripción de estos genes, para poder 

entender el papel de enzimas como la Cu, Zn-SOD en la relación huésped 

parásito.  
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CONCLUSIONES  

Se describió la estructura y organización del gen que codifica para la TsCu,Zn-

SOD.  

La estructura del gen es diferente a otros genes de Cu,Zn-SOD. 

Posiblemente el gen de la Cu,Zn-SOD, es una enzima de copia única y se 

expresa de manera constitutiva. 

La enzima no presenta isoformas y es parcialmente resistente a agentes 

desnaturalizantes como el SDS y urea. 

T. crassiceps resiste concentraciones de O2
.-  y H2O2 más altas a las producidas in 

vivo (1.03nmol O2
.- /1x107 células) [84] y 0.01 nmol de H2O2/2.5x10-6 células 

[85]). 

El conjunto de resultados obtenidos, abre la posibilidad de desarrollar un fármaco para 

causar daño a estos parásitos, utilizando a la Cu,Zn-SOD como blanco.  
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Figuras Anexas 

Figura 22. Alineamiento múltiple de secuencias de promotor de Cu,Zn-SOD de 

S. mansoni, H. sapiens, y T. solium. Aquí se muestran los sitios regulatorios 

como: Regiones GC (Subrayadas), secuencias CAAT (Cajas en gris), Cajas 

TATA putativas, en negritas y subrayadas los sitios de inicio de transcripción de 

cada secuencia 

 

S.mansoni        -571 CCGCGTGGCCAGTCCATGGAGTACGATTTATTTGTGCGCGTTGACTATCC  -520 

H.sapiens        -701 -------CCAACTAGTTGCCGTTTGGTTATCTGTAGGGTTGTGGCCTTGC  -657 

T.solium         -568 --------CAAAACTAAAAAGCTT-AAAATCAATTCCAATTTTCTTGACG  -525 

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

 

S.mansoni        -521 TTGACCTGGACAGGGACCAATGATCAGTTCGATATT-CAGTGACCCTACA  -471 

H.sapiens        -658 CAAACAGG---AAAAATATAAAAAGAATACCGAATT-CTG----CCAACC  -614 

T.solium         -526 CGCACAAT---TTGATTCATTGCGCAAAACTAAAAAGCTT----AAAATC  -482 

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

 

S.mansoni         -472 AGGTTCGGTGAACTGTTCGACATCCAGTGACCTAAGTGCCGGATGATTTG  -421 

H.sapiens         -615 AAATAAGAAACTCTATACTAAGGACTAAGAAAATTGCAGGGGAAGAAAAG  -564 

T.solium          -483 AATTCCAATTTTCTTGACG-CGCACAATTTGATTCATTGCTGGTGCTCTG  -433 

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

 

S.mansoni         -422 GCTAGGGCCCG---------GTGACATTTCACTAACCCTACAACAGTTCT  -380 

H.sapiens         -565 GTAAGTCCCGGGATTGAGGTGTAGCGACTTTCTATACCCTCAG-AAAACT  -515 

T.solium          -434 ATTCAGAATAT--------AAATACATTATGGTGTCCCAAGCACAAAAAG  -391 

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

 

S.mansoni         -381 AAACTACTTGATAATAAGTTTGCATCAGATATGTCCTCATTCTT------  -336 

H.sapiens         -516 AAAAAACAAGACAAAAAAATGAAAACTACAAAAGCATCCATCTTGGGGCG  -465 

T.solium          -392 CACATGCAGTATGTCTTTTATCAAACGCCAAATTCG-CAGCCT-------  -349 

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

 

S.mansoni         -337 --CCTGTT--TTAAAAACATGGAATTCACG-AGGACACTCTAAGAATGTT  -291 

H.sapiens         -466 TCCCAATTGCTGAGTAACAAATGAGACGCTGTGGCCAAACTCAGTCATAA  -415 

T.solium          -350 ---CAGTAGAGATCGATAATGTATAGAGCAGTTATCTGCGAGCGATTTTA  -302 

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

 

S.mansoni         -292 CACAAGCCCGGAACAAATTACTTATCGTCTGACTGTCGAG----------  -251 

H.sapiens         -416 CTAATGACATTTCTAGACAAAGTGACTTCAGATTTTCAAAGCGTACCCTG  -365 

T.solium          -303 TTCCGAACCAGACAG--TTTGGTAAAGTCTAAAACTTATA----------  -264 

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

 

S.mansoni         -252 --------------------------TCATCAACGAATGGAACTCGTTAC  -227 

H.sapiens         -366 TTTACATCATTTTGCCAATTTCGCGTACTGCAACCGGCGGGCCACGCCCC  -315 
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T.solium          -265 ----------------------------AACAGCGAGTAGTTAGG---TT  -245 

                                                    : **.* .. .*  .        

 

S.mansoni         -228 CTCAATATGTGG----TTGAATCTCCATCAGTGGACGCTCTAAAATAGAT  -181 

H.sapiens         -316 CGTGAAAAGAAGGTTGTTTTCTCCACATTTCGGGGTTCTGGACGTTTCCC  -265 

T.solium          -246 TGTATTATGTAA-----TTTTCTTACTATACTGGTACCTGAATGTAAAAT  -200 

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

 

S.mansoni         -182 GTTGGATTA----GCTGAGAGACCATCAG---TGCCCAAG-ACTAGCATA  -139 

H.sapiens         -266 GGCTGCGGG----GCGGGGGGAGTCTCCGGCGCACGCGCC-CCTTGCCCC  -220 

T.solium          -201 AGCGCCAACTACTGCGACAATATGTACCG-TAATCTCACCGCCTTATAAT  -151 

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

 

S.mansoni         -140 AGCCACCCAGTCTCCTGTCCTTTCTCGTCTG--------------AAACT  -103 

H.sapiens         -221 GCCCCCAGTCATTCCCGGCCACTCGCGACCCGAGGCTGCCGCAGGGGGCG  -170 

T.solium          -152 TCTAACAGTGGCATCTTTCAAAATTGGCCTGG------------TGAACA  -113 

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

 

S.mansoni         -104 TAGTTAGGCCGTTCAAG--------------GTCGTAGAAAAAAACGCGG  -67 

H.sapiens         -171 GGCTGAGCGCGTGCGAGGCGATTGGTTTGGGGCCAGAGTGGGCGAGGCGC  -120 

T.solium          -114 ATTCTAGTTGACTTTTAG------------CATTTTATTCTTAAGCAAAC  -75 

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

 

S.mansoni         -68  TTGTTTCTG--------------------AAAGTGGTGTGGATTTTCGTC  -37 

H.sapiens         -121 GGAGGTCTGGCCTATAAAGTAGTCGCGGAGACGGGGTGCTGGTTTGCGTC  -70 

T.solium          -76  ATCAACCAAG-------------------TTTGTTGTTTTAACTAGCAGT  -44 

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

 

S.mansoni         -38  GTG-TCTCCT-------------------------------CAACCTATT  -21 

H.sapiens         -71  GTAGTCTCCTGCAGCGTCTGGGGTTTCCTTGCAGTCCTCGGAACCAGGAC  -20 

T.solium          -45  GGCATCAAGG-----------------------------ATCTGCAGGGC  -23 

                       *   **:.                                 .: *. .   

 

S.mansoni         -20  TTTTACAAAGTCATACGAGG----ATG +3 

H.sapiens         -21  CTCGGCGTGGCCTAGCGAGTT---ATG +3 

T.solium          -24  TGCTCGTTTTTCTTTGGAGTCGCTATG +3 

                              :   *::  ***     *** 
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Figura 23. Alineamiento de secuencia primaria de SODs Cu, Zn de T. 

crassiceps, T. solum, Bos taurus y Homo sapiens. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

81 

 

ANEXO REACTIVOS 
Amortiguador de lisis 2D 

Urea     8 M 

CHAPS     0.5 M 

Pepstatina    1 µM 

Leupeptin     0.6 µM 

Fenilmetanisulfonil fluoruro  0.2 mM 

DTT      0.5 mM 

Aforar a un litro 

AMORTIGUADOR DE LISIS (Bacterias para ADN) 

 Tris      50mM 

 EDTA     0.1 mM 

 Sarcosil     0.5%    

Ajustar pH 8.0 y aforar a un litro 
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Amortiguador de rehidratación 

SDS      2% 

Tris-HCl     50mM  

Urea      6 M 

Glicerol     30% 

DTT     0.5% 

Azul de bromofenol   0.002%  

Ajustar pH 8.8 

Aforar a un litro 

AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (SSA Ó PBS 10X) 

 NaCl   137mM  80.0g 

 KCl   2.7mM  2.0g 

 Na2HPO47H2O 4.3mM  11.5g 

Ajustar a pH7.4  y aforar a un litro. 
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AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS pH 7.8 

 K2HPO4  50mM   6.80g 

Ajustar a pH7.8  y aforar a un litro. 

Amortiguador TE  

Tris-HCl     10 mM  

EDTA     1mM  

Aforar a un litro  

MEDIO DE CULTIVO LURIA BERTANI (LB) 

NaCl     5.8g 

MgSO4 7H2O    2.0g 

Tris-HCl pH 7.5   1M  50.0mL 

Gelatina al 2%   5.0mL 

Todos los componentes del medio de cultivo se diluyen y  aforan a 1L con agua 

desionizada. El pH  del medio se ajusta a 7.0 y se esteriliza en autoclave 

durante 20min a 15Lb de presión en ciclo líquido. 

PREPARACIÓN DE GEL DE AGAROSA AL 1.5 % + BROMURO DE ETIDIO  

Para cuatro geles: Disolver 2.4 g de agarosa en 160 mL de TAE 1X, adicionar 

36 µL de bromuro de etidio, mezclar bien y verter en los moldes. Dejar 

solidificando a 4 °C. 
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SSA-Tween 0.3% (AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS-TWEEN) 

(SSA 10X) 

 NaCl   137mM  80.0g 

 KCl   2.7mM  2.0g 

 Na2HPO47H2O 4.3mM  11.5g 

Ajustar a pH7.4  y aforar a un litro. Hacer una dilución 1:10 con agua destilada 

y agregar: TWEEN-20  0.3% 

SSC (Buffer de transferencia de ácidos nucleícos) (20x SSC) 

Tris-citrato de sodio    88.23g  

NaCl      175.32g 

Agregar aproximadamente 800 mL de agua destilada. Mezclar. Verificar pH 

entre 7-8. Aforar a un litro. 

TAE (Amortiguador de electroforesis de ADN) (50x) 

Tris base     242 g 

Ácido etilen diamino tetracético (EDTA) 18.6 g 

Ajustar pH 8, con ácido acético glacial 

Aforar a un litro  
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