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RESUMEN

La taeniosis y la cisticercosis causadas por Taenia solium son parasitosis
que representan un problema de salud en la poblacién humana y porcicola. La
vacunacién contra la cisticercosis porcina es considerada una de las estrategias
para el control de estas parasitosis. Una de las formas usadas para seleccionar
antigenos que induzcan una respuesta inmune protectora es la busqueda de
biomoléculas indispensables para la sobrevivencia del parasito. La enzima
Glutatién S-transferasa ha sido usada como antigeno en ensayos de proteccion,
debido a su participacién en la detoxificacion de substancias generadas por
radicales libres de oxigeno. En este trabajo se purificd una fraccion con actividad
de GST a partir de un extracto crudo de cisticerco (fGSTTs). Esta fraccion esta
constituida por dos formas de GST de peso molecular de 26 y 28 kDa. La
secuencia amino terminal y caracterisicas metabolicas la ubican como GST clase
n. La fGSTTs posee capacidad detoxificante sobre hidroperoxidos lipidicos vy
carbonilos citotdxicos. La proteina se encuentra formando un gradiente desde las
células protonefridiales hasta el tegumento del cisticerco. Inmunoldgicamente se
encuentra relacionada con GSTs de varias especies del género Taenia, pero no
con GSTs de mamiferos. Se clond y expresé el ADNc que codifica para la GST de
26 kDa. Esta proteina recombinante por su actividad y secuencia fue clasificada
como una GST de clase p. La fGSTTs, las formas monoméricas de 26 y 28 kDa
de GST puras y la GST recombinante, se usaron en ensayos de proteccion en el
inodelo de cisticercosis T. crassiceps-ratén. La fGSTTs indujo una respuesta
inmune protectora capaz de reducir la carga parasitaria en un 90%, las formas de
26 y 28 kDa inducen niveles de proteccion del 50 y 74% respectivamente,
mientras que la GST recombinante solo 25%. El tipo de respuesta inmune
protectora es compatible con el tipo TH1. Estos hallazgos proveen evidencias de
que la GST de Taenia sofium puede ser un antigeno candidato para ser usado en

ensayos de proteccion contra la cisticercosis en cerdos.




ABSTRACT

The taeniosis and the cysticercosis caused by Taenia solium represents a health
problem on the human and porcine population. The vaccination against the porcine
cysticercosis is one of the strategies for the control of these infections. One of the
ways used to select protective antigens is the search of indispensable
biomolecules for the survival of the parasite. The enzyme Glutathione S-
transferase is considered a target antigen for immunoprotection due to its role in
the detoxification of toxic substances generated by free oxygen radicals. In this
work we purified a fraction with GST activity from cysticerci crude extract (fGSTTs).
Two GST forms with molecular weight of 26 and 28 kDa constitute this fraction.
The N-terminal sequence and metabolic :haracteristics locate it as mammalian
GST class. The fGTTTs can detoxify lipid hydroperoxides and secondary products
of lipid peroxidation. The protein is located in the tegument, throughout the
sarenchyma, in the cytoplasm of protonephridial and tegumentary cytons of the
cysticercus. Immunological relationship was found with GSTs from parasites of the
Taenia genus, ‘but not to mammalian GSTs. The entire coding region of the 26 kDa
T. solium GST (GSTrTs) was cloned into the pTRC89A expression vector. The
GSTrTs showed biochemical and N-terminal sequence homologies with the
mammalian p GST class. The fGSTTs, the 26 and 28 kDa GST monomeric forms
and the GSTrTs were used in protection trials in the cysticercosis model T.
crassiceps - mouse. The fGSTTs wa: capable of conferring a 90% of reduction in
the number of cysticerci, the forms of 26 and 28 kDa induce protection levels of the
50 and 74% respectively, while the GSTrTs 25%. The profile of the immune
response against the enzyme was compatible with the TH1 type. These findings
suggest that the GST of Taenia solium is an interesting target for protection trials

against the porcine cysticercosis.
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1 INTRODUCCION

1.1 Taeniosis y cisticercosis causada por Taenia solium

En México la taeniosis causada por el estadio adulto de Taenia solium y la
cisticercosis humana y porcina causada por la larva de este helminto, son
parasitosis que representan tanto un problema de salud publica como econdmico.
(Acevedo, 1982; Larralde y cols.; 1992; Tsang y Wilson 1999).

El hombre es el Gnico hospedero definitivo natural de Taenia solium 'y
adquiere la taeniosis al ingerir carne de cerdo cruda o mal cocida parasitada con
metacéstodos viables, la ingestion de carne infectada con metaceéstodos da origen
a la Taenia adulta en el intestino delgado, ahi madura y produce huevos, los
cuales son liberados en las heces (Malagén, 1989).

La cisticercosis es la enfermedad causada por el establecimiento del
metacéstodo de Taenia solium (cisticerco) en los tejidos del hombre y del cerdo,
siendo este ultimo el hospedero intermediario natural, mientras que el hombre es
considerado hospedero accidental. Esta enfermedad se adquiere al ingerir huevos
de Taenia solium que son expulsados e:: las heces de un portador del parasito
adulto. Con ayuda de los jugos gastricos, la oncosfera se libera de los huevos y se
activa (Molinari y cols., 1988), migra y se establece en algun tejido del cuerpo del
i.ospedero donde se desarrolla en metacéstodo. En el cerdo, la infeccion se facilita
por sus habitos coprofagicos y en el hombre al ingerir alimentos o agua
contaminados con heces de individuos tenidsicos (Cox, 1982).

A pesar de que los estudios epidemioldgicos no han sido sistematicos, los
datos disponibles en publicaciones cientificas indican que la frecuencia de
taeniosis en nuestro pais en las dltimas décadas varia entre el 0.2 al 3.4% (Sarti,
1997) y los datos de las autoridades de salud notifican un promedio anual de
13000 casos entre 1986 y 1990 mien.ras que a partir de 1991 dicho promedio se
ha sostenido en 8000 casos en promedio (Secretaria de Salud, 1996).

Para la cisticercosis humana las estadisticas oficiales disponibles reportan

500 casos anuales como promedio, variando la seroprevalencia positiva entre el




0.1 al 12% dependiendo de la region estudiada y la técnica diagnastica empleada
(Sarti, 1998) |

La forma de cisticercosis mas grave es aquella en la que el metacéstodo se
desarrolla en el sistema nervioso central, lo que dependiendo de la localizacién,
namero, estado y tipo de parasitos puede ser asintomatica, causar graves
trastornos incluyendo la muerte (Zenteno, 1982; Del Bruto y Sotelo, 1988). La
neurocisticercosis es la principal causa de epilepsia tardia en nuestro pais con un
50% de frecuencia (Medina, 1990).

En ambas enfermedades existe un subregistro de los casos ya que pocas
de las instituciones que prestan servicios de salud a poblacion abierta cuentan con
la infraestructura que les permita realizar un diagnéstico preciso, por lo que es
muy probable que estas cifras sean meyores.

Aunque la situacién 12al actual de la cisticercosis porcina no esta totalmente
identificada en cuanto a su magnitud, se han reportado infecciones que van desde
el 0.2% en rastros y hasta el 25% en animales de crianza ristica, existiendo
también subregistros al respecto pues existen lugares en que no se reporta de
manera oficial (Acevedo, 1982; Aluja, 1982: Sarti, 1989; Molinari y cols., 1993;
Molinari y cols., 1997).

1.2 Control de la cisticercosis y taeniosis causadas por T. solium

Evidentemente, el cortar el ciclo de vida del parasito (Figura 1) en
cualquiera de sus etapas, posibilitaria disminuir la incidencia de ambas
enfermedades parasitarias.

Las dos grandes posibilidades son matar al parasito una vez que este se ha
establecido en sus hospederos o, evitar el establecimiento del parasito en ellos.

En e! primer caso la opcion es la quimioprofilaxis con farmacos contra el
metacéstodo o el adulto de Taenia solium, en el segundo caso la prevencion
puede lograrse mediante el uso de mej.res practicas higiénicas, mejorando la

crianza de cerdos o con la utilizacion de vacunas.
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium.

1.2.1 Quimioterapia

La quimioterapia contra laforma adulta de Taenia solium es una alternativa
propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud para controlar a corto plazo el
binomio taeniosis-cisticercosis basandose en que el hombre es el Unico
hospedero definitivo, que los individuos teniosicos son la tnica fuente de infeccion
para el hospedero intermediario (cerdo) y para el hombre mismo, ademas que no
existen reservorios silvestres diferentes a los cerdos y que se dispone de farmacos
efectivos en contra del parasito. (Flisser y cols., 1990; Pawlowski, 1991; Shantz y
cols., 1993; OPS, 1997, Flisser y cols., 1997)

En México se han realizado estudios en comunidades rurales evaluando
esta estrategia, los resuitados muestran heterogeneidad en cuanto al valor de su
aplicacion, encontrando en dos casos qué la taeniosis disminuyo a corto plazo y
de manera temporal después de administrar masivamente tratamiento tenicida con
nraziquantel (Diaz vy cols., 1991; Sarti, 1998), mientras que en otro caso la




cisticercosis porcina aumenté después de administrar el mismo farmaco a la
poblacién humana (Keilbach y cols., 1989).

Un riesgo de esta estrategia es que en ocasiones se agravan los sintomas
de neurocisticercosis cuando no esta previamente diagnosticada, ademas, esta
estrategia, para considerarla efectiva se requiere que sea aplicada al total de los
individuos, es decir, que sea masiva (OPS, 1997; Lightowlers, 1999).

Por otro lado, la resistencia a farmacos es un serio fendmeno que se
incrementa en un gran numero de enfermedades parasitarias, asi mismo, la
posibilidad de reinfeccion también es una desventaja de esta estrategia. Aunado a
lo anterior, los costos asociados al desarrollo de nuevos farmacos son altos, lo
cual hace voltear los ojos hacia ofras estrategias, que combinadas con estas,
puedan coadyuvar al control del kinomio taeniosis-cisticercosis (Smith, 1992;
Lightowlers, 1999).

1.2.2 Educacién para la salud y mejores condiciones

sanitarias

Para el control a largo plazo la Organizacion Panamericana de la Salud ha
planteado implementar una mejor educacion para la salud, modernizacion de las
oracticas de cria de cerdos, eficiente inspeccion de carne, acceso a facilidades
sanitarias adecuadas, aumento de infraestructura para la deteccion y tratamiento
de tenidsicos (OPS, 1997; Chantz y cols., 1993).

Algunas de estas medidas son aplicables para el control de otras
enfermedades, por ejemplo, en América Latina para eliminar el riesgo del colera,
el costo es de mas de 200 billones de dolares. Recursos que no son posibles
canalizar con tal fin a pesar de que €l colera es una enfermedad calificada como
terrible y que amenaza la vida (OPS, 1997). La pregunta entonces es: isera
posible invertir esta suma para el centrol de la taeniosis-cisticercosis ?

En un estudio realizado en una zona rural de Mexico, se implementé una
intervencion basada en educacion para la salud y se evalué el impacto que tuvo

tanto en la reduccién de la taeniosis como en la cisticercosis porcina a los 6 y a los




36 meses después de la intervencion. Los resultados indican que tanto a los 6
como a los 36 meses después de la intervencién hubo reducciones importantes
tanto en la taeniosis como en la cisticercosis porcina. Sin embargo, durante el
periodo de evaluacién en la zona de estudio coincidié una campafia de prevencion
del colera y un programa de mejoramiento del ganado porcino, por lo que los
resultados no pueden ser atribuidos totalmente a la campana disefiada para
resolver el problema de la taeniosis-cisticercosis (Sarti, 1998). Una de las ventajas
de estas estrategias es, precisamente, que los beneficios obtenidos tendrian
impacto positivo para mas de una parasitosis, sin embargo, como desventaja se
sefiala que la transmision podria seguir presentandose debido a la migracién de la
poblacién y requiere de un avance econoémico nacional muy aito (Lightowlers,
1999).

1.2.3 Vacunacion

1.2.3.1 Vacunacién contra cisticercosis causada por

Taenia solium.

Se sabe que los metacéstodos son susceptibles a la eliminacion por la
respuesta inmune y que en diferentes momentos de la infeccién tanto la inmunidad
mediada por anticuerpos y la inmunidad celular representan un papel efectivo en
contra de ténidos (Souisby y Lloyd, 1982; Bojalil y cols., 1993; Lightowlers y cols.,
2000).

El cerdo es un animal cuyo tiempo de vida es relativamente corto ya que se
cria para su consumo y una vacuna para usarsé en ellos no requeriria que
confiriera proteccion de muy larga duracion por lo que una vacuna contra la
cisticercosis se considera que seria una herramienta util para romper el cicio de
vida de T. solium.

Extractos crudos de metacéstodos de 7. solium usados como antigenos
para proteger cerdos contra retos experimentales con huevos del parasito lograron

reducir en un 85% la implantacién de metacéstodos, de los metacéstodos




implantados en los animales inmunizados el 40% estaban destruidos y el resto en
diferentes estados de degeneracion (Molinari y cols., 1983). Otro experimento
utilizando también extracto crudo del parasito confirma e! reporte de altos niveles
de proteccion en cerdos contra la cisticercosis porcina (Nascimento, 1987).

En una zona endémica de cisticercosis porcina en México, la inmunizacién
de cerdos con extracto de metacéstodo de T. solium, logro reducir, después de un
afio de inmunizacién sistematica, la frecuencia de cisticercosis porcina del 5.4% al
0% (Molinari y cols., 1993; Molinari y cols., 1997).

También se ha intentado la proteccién cruzada, utilizando antigenos de
liquido vesicular y proteinas semipurificadas de 7. crassiceps, al inmunizar 6
cerdos, obtuvieron un 48 y 96% de proteccion respectivamente {(Manoutcharian y
cols., 1996).

Dos aspectos de estos datos son relevantes, primero, es evidente que en el
extracto parasitario hay componentes antigénicos que son capaces de despertar
una respuesta inmune protectora en e! cerdo, lo cual hace factible la utilizacion de
una vacuna contra la implantacion de esta fase del parasito. Segundo,
actualmente su utilizacion masiva es inviable ya que el material parasitario
utilizado como antigeno es imposible conseguirlo en las cantidades requeridas
para tal fin. Por ello se hace necesario la identificacion y produccién de antigenos
cuya fuente de abastecimiento no sea directamente el parasito

Recientemente una mezcla de antigenos recombinantes, utilizado con éxito
para la proteccion de borregos contra T.ovis, fue usado en el modelo T. sofium —
cerdo y aunque fue realizado con una pequena cantidad de cerdos los resultados

son prometedores (Plancarte y cols., 1999)

1.2.3.2 Vacunacion contra cisticercosis causada por

otras especies del género Taenia
La necesidad de contar con esquemas de vacunacién contra la cisticercosis
causada por diferentes especies del género Taenia ha llevado a la comunidad

cientifica a la utilizacién de antigenos de diferente origen.

10




Se ha demostrado que se puede inducir resistencia a la cisticercosis causada
por la larva de Taenia saginata por una infeccidn previa (inmunidad concomitante)
o cuando se utilizan extractos del parasito como antigeno (Gallie y Sewell, 1972;
Rickard y Brumley, 1981)..

Con una mezcla de dos antigenos oncosferales recombinantes de T.
saginata se induce una proteccién del 99.8% contra la infeccion experimental con
huevos del parasito en ganado bovino (Lightowlers y cols., 1996).

En otros hospederos de ténidos también se han obtenido distintos grados
de proteccién usando aniigenos no obtenidos directamente del parasito, un
ejemplo es la proteccidn obtenida (75-94%) con proteinas oncosferales
recombinantes provenientes de Taenia ovis en un modelo en borregos. (Johnsen
y cols., 1989).

Esta vacuna en particular, la cual se puede producir a gran escala, ha
pasado las pruebas de calidad necesarias para poderse aplicar a la poblacion de
ganado bovino y actualmente esta disponible de manera comercial como péptido
recombinante, sin embargo los criadores de ganado ovino no la han incorporado a
sus esquemas basicos de vacunacion, entre otras razones, por el costo que
representa (Rickard y cols., 1995; Dempster y cols. 1996)

En la cisticercosis murina causada a ratas por Taenia taeniaeformis al usar
una proteina recombinante oncosferal de este parasito, se logran niveles de
proteccién del 95% (lto y cols., 1891).

La cepa ORF de Taenia crassiceps es capaz de desarrollarse y proliferar
iacil y rapidamente en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c de manera
experimental (Freeman, 1962; Smith y cols., 1972) , asi mismo se ha demostrado
la reactividad y proteccién cruzada entre T. solium y T. crassiceps (Larralde y
cols., 1989; Sciutto y cols., 1990) por lo que este modelo de cisticercosis es muy
usado para probar, de manera primaria, antigenos candidatos en ensayos de
proteccion.

En este modelo de proteccién (7. crassiceps-raton) se han ensayado varios
antigenos: extracto crudo ¢ T. solium vy T. crassiceps (Sciutto y cols., 1890),
proteinas purificadas de T. crassiceps (Valdés, 1994}, antigenos recombinantes de
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T. crassiceps (Manoutcharian y cols., 1996), plasmidos conteniendo la secuencia
nucleotidica que codifica para antigenos de T. crassiceps (Rosas y cols., 1998},
epitopes antigénicos tipo T de T. cressiceps fusionados a la regién variable de la
cadena pesada de inmunoglobulina y expresados en fagos (Manoutcharian y cols.,
1999), péptidos sintéticos (Toledo y cols., 1999). Todos con resultados que ubican
a los antigenos ensayados como posibles candidatos a una vacuna en el modelo
natural T. solium— cerdo. Sin embargo se ha considerado que los resultados en
este modelo son inconsistentes y que solo en el modelo T. sofium-cerdo se puede
realmente evaluar el valor protector de un antigeno (Lightowlers y cols., 2000).

Estos ejemplos ponen claramente de manifiesto que, con moléculas
altamente especificas del parasito que puedan ser obtenidas en cantidades
suficientes y con la pureza necesarias, es posible obtener una vacuna contra la
cisticercosis causada por cada una de las especies del género Taenia.

Igualmente esta informacién pone ~e manifiesto que es factible que a partir
de evaluar en modelos heterélogos los distintos antigenos candidatos es posible
seleccionar los que potencialmente puedan ser Utiles en el modelo homdblogo
respectivo, es decir, antigenos evaluados con éxito en el modelo T. crassiceps —

ratén pudieran ser utiles en el modelo 7. solium —cerdo.

1.2.3.3 Seleccion de antigenos para vacunacion.

Antigeno, adyuvante, tiempos y ruta de inmunizacién son aspectos a
considerar al momento de elaborar una vacuna. La seleccién del antigeno es la
primera etapa e implica considerar la posibilidad de utilizar el parasito completo
vivo atenuado o muerto, un extracto total del parasito, una fraccion semipurificada
o purificada extraida del parasito, proteinas recombinantes, péptidos sintéticos o
epitopes expresados en diferentes sistemas. Una vez seleccionado el antigeno el
siguiente evento es realizar los ensayos de proteccion utilizando distintos
esquemas de inmunizacién y adyuvantes.

En el caso de parasitos y scrre todo con aquellos que no se pueden
multiplicar en cultivo, como es el caso de los helmintos, usar los parasitos o

componentes extraidos directamente de ellos solo se puede hacer de manera
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experimental, por lo que la estrategia de usar componentes purificados,
susceptibles de producirse de manera recombinante o de sintetizarlos es una
aproximacion factible, este conceptc se basa en el hecho de que la inmunidad
protectora es el resultado de una estimulacién inmune por uno o por pocos
antigenos presentes en los parasitos (Smith, 1992).

La seleccién racional de antigenos candidatos para vacunacion a partir de
organismos tan complejos como los helmintos es dificil, por lo que es necesario
conocer a fondo los mecanismos que estos parasitos emplean para evadir las
defensas del hospedero y los mecanisinos que el hospedero emplea para resistir a
la infeccién, cosa que, no en todos los casos es posible, sin embargo una
estrategia es utilizar anticuerpos con actividad antiparasitaria presente en suero de
pacientes inmunes a la infeccion para identificar antigenos candidatos. Otra
estrategia es utilizar sistemas que permitan evaluar la repuesta inmune de tipo
celular en respuesta a algunos antigenos candidatos (Smith, 1992).

Otra estrategia utilizada es seleccionar biomoléculas que sean vitales para
el parasito, ya sea aquellas que forman parte de su metabolismo normal o

aquellas involucradas en la evasion de la respuesta inmune del hospedero.

1.3 Enzimas detoxificantes como mecanismo de defensa de

helmintos

Como es sabido, varios helmintos permanecen en su hospedero por tiempo
indefinido, lo cual logran gracias a la capacidad que tienen de evadir los
mecanismos de defensa que contra el, monta el hospedero, uno de estos
mecanismos es la utilizacién de enzimas antioxidantes que le permiten
metabolizar los radicales de oxigeﬁo producidos por los leucocitos (Brophy vy
Pritchard, 1992).

Como respuesta a la presencia de agentes extrafios, algunas células del
proceso inflamatorio llevan a cabo un fenémeno llamado estallido respiratorio, el

cual implica la produccidn y excrecidn de substancias téxicas como radicales de
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oxigeno, entre otros el anion superéxido, el peroxido de hidrégeno y radicales
hidroxilos (Johnston y Kitagawa, 1985).

Estos intermediarios reactivos de oxigeno (IROs) son capaces de causar
dafio a membranas lipidicas o dafar proteinas y acidos nucleicos si logran entrar
en contacto con ellos. Los hidroperdxidos lipidicos formados pueden convertirse
en carbonilos citotoxicos, ambas entidades quimicas pueden tener efectos
adversos mas agresivos, que los causados por sus precursores, sobre las

biomoléculas mencionadas (Brophy y Pritchard, 1992).

ENZIMAS
DETOXIFICANTES DE
INTERMEDIARIOS
TGO RADICALES LIBRES DE OXIGENO REACTIVOS DE
OXIGENO
ESTALLIDO . .
RESPIRATORIO Glutatién Peroxidasa
Superdxido Disnutasa
Peroxiredoxina
DANO
'HIDROPEROXIDOS Glutatién Peroxidasa
LIPIDICOS 4= Glutation S-transferasa
/ l Glutatién S-transferasa
A DANO CARBONILOS Aldehido Reductasa
Q p 4 CITOTOXICOS €™ Aldehido Dehicrogenzsa
N

Figura 2. Estallido respiratorio de macréfagos, intermediarios reactivos de oxigeno
(IROs) que se forman, dafios que causan y enzimas de origen parasitario
que intervienen en la detoxificacién de IROs.




A partir de fines de la década pasada se han empezado a caracterizar
enzimas de helmintos que estan involucradas en la proteccion del parasito contra
radicales libres derivados del metabolismo del oxigeno de! hospedero, entre eilas
la Superéxido dismutasa, Glutation peroxidasa, Glutatiéon S-transferasa, Glutation
reductasa, Peroxiferredoxina (Leid y cols., 1989). Esto con el fin de evaluar su
potencial como antigenos efectivos en esquemas de proteccion.

Como se observa en la Figura 2, las enzimas parasitarias del sistema de
detoxificacion de IROs actdan a diferentes niveles, la Superoxido dismutasa actua
sobre el radical Superéxido, convirtiéndolo en Perdxido de Hidrégeno que es
metabolizado por la Glutation peroxidasa o por la Peroxiredoxina.

Si se forman hidroperoxidos lipidicos la Glutation S-transferasa y la
Glutation peroxidasa forman la segunda linea de defensa, pero si se forman
carbonilos citotéxicos entran en juego enzimas del tercer nivel, entre ellas la
Glutation S-transferasa, Glutation raductasa y Aldehido reductasa (Brophy y
Pritchard, 1992).

1.4 La enzima Glutation S-transferasa

1.4.1 Generalidades

Las Glutation S-transferasas (GSTs; EC 2.5.1.18) son una superfamilia de
enzimas multifuncionales diméricas que conjugan el azufre de la cisteina de
Glutation reducido (GSH: y-glutamil-cisteinil-glicina) a centros electrofilicos de
compuestos organicos hidrofébicos que pueden ser proveidos por un atomo de
carb6én, nitrogeno o azufre.  Estos conjugados se hacen mas solubles,
facilitindose su eliminacién de las células (Wilce y Parker., 1994, Hayes y Pulford,
1995)

La reaccion general que cataliza esta enzima es la siguiente:

GSH + RX —® GSR + XH
Esta reaccién es una de las primeras etapas de la via del acido

mercapttrico, en la cual los xenobioticos hidrofébicos (sustancias quimicas que no
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tienen utilidad metabdlica y que puedzn ser toxicos) son inactivados y eliminados
del organismo (Habig y cols., 1974; Precious y Barret, 1989)

La actividad enzimatica de la GST descrita en 1961 por dos grupos
independientes ha sido intensamente estudiada (Combes y Stakelum, 1961, Booth
y cols., 1961).

Las GSTs son consideradas vitales para el metabolismo efectivo de
detoxificacién de xenobibticos electrofilicos en una gran variedad de organismos
(Hayes y Pulford, 1995).

Ademas, estas enzimas pueden detoxificar compuestos téxicos producidos
enddgenamente, incluyendo los productos secundarios de la peroxidaciéon de
lipidos (Ketterer y cols., 1988)

Los substratos realizan tres diferentes tipos de reaccion con el GSH,
llamadas conjugacion a GSH, conjugacién a hidroperdxidos e isomerizacion de
doble enlace.

Ejemplos del primer tipo de substratos son: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) considerado el substrato universal de las GSTs, 1,2-dicloro-4
nitrobenceno (DCNB), 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxi} propano (EPNP) y 4-hidroxi non-
2-enal (HNE). Hidroperéxido de cumeno (CuOOH) e hidroperéxidos de terbutilo
(tBuOOH) son ejemplos substratos del segundo tipo, esta actividad enzimatica se
conoce de Glutation peroxidasa  independiente de Selenio. Finalmente,
ASandrosteno-3,17-diono (ADQO) representa un substrato para una reaccion de
isomerismo tipo doble enlace (Ketterer v cols., 1988).

La enzima liga con alta afinic.'ad' a esteroides, bilirrubina, grupo hemo,
carcindgenos, hidrocarburos aromaticos policiclicos, dexametasona y numerosos
aniones organicos (Mannervik y Danielson, 1988; Pickett,1989). Los conjugados
formados por la reaccién de conjugacién, son exportados activamente por una
bomba dependiente de ATP (Ishikawa, 1992).

Una caracteristica importante de la superfamilia de las GSTs es la
existencia de distintas formas con diferente peso molecular y dentro de ellas
pueden existir isoformas, las cuales poseen el mismo peso molecular pero

presentan diferencias en su estructura primaria y como consecuencia, diferencias
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en sus estructuras secundaria y terciaria, influyendo esto en sus caracteristicas
metabdlicas, por lo que pueden existir isoformas con diferente habilidad para
metabolizar un substrato en particular y con localizaciones especificas. Las
principales GSTs de mamiferos son citosélicas solubles con cuatro principales
clases independientes, denominadas o, p, n, 6. Ademas existen las GSTs ligadas
a membranas, microsomales y la C4 sintetasa (Mannervik y cols., 1985; Meyer y
cols., 1891; Dirr y cols., 1994).

La clasificacién esta basada, ademas de su localizacion, en los substratos
utilizados, la especificidad de inhibidores, criterios inmunolégicos, secuencias de
aminodcidos y localizacién cromosomal. Sin embargo, a pesar de que esta
clasificacion es suficiente para GSTs de mamiferos, otras GSTs y tipo GSTs, que
han sido secuenciadas y caracterizadas a partir de organismos no mamiferos, no
pueden ser en ocasiones facilment: ubicadas en estas clases de GSTs de
mamiferos (Snyder y Maddison, 1997).

las GSTs citosolicas estan compuestas de dos subunidades, de
aproximadamente 23-28.5 kDa cada una, sin embargo se ha descrito una forma
de GST de 13 kDa. Estas subunidades son dimerizadas por interacciones no
covalentes y poseen dos sitios activos por dimero, los cuales funcionan
independientemente uno de otro. E.tas enzimas existen tanto en forma de
homodimeros como de heterodimeros. No han sido descritos heterodimeros de
diferentes clases (Mannervik, 1985; Tahir y Mannervik, 1986; Manoharan, 1992;
‘Wilce y Parker, 1994).

1.4.2 Presencia de la GST er helmintos

La actividad enzimatica de GST ha sido descrita en extractos crudos de
zultos y larvas de varios helmintos como céstodos (Dipylidium caninum, Liguia
intestinalis); trematodos (Schistosoma intercalatum, Schistosoma margrebowiel,) y
nematodos (Ascaris lumbricuides, Toxocara canis, Trichostrongylus colubriformis,
Nippostrongylus brasiliensis, Cooperia onchopora, Brugia pahangi, Onchocerca
gutturosa) (Jaffe y Lambert, 1986, Pemberton y Barret, 1989; Brophy y cois., 1890)
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Por ofro lado, han sido purificadas por cromatografia de afinidad varias
formas de la enzima GST de pesos moleculares que van desde los 23 a los 28.5
kDa. Ademas, se han purificado isoformas de la enzima en una misma especie de
parasito.

Se han aislado los genes que codifican para la GST de varios helmintos y se
han expresado como proteinas recombinantes. En el cuadro 1 se muestra una lista
de helmintos de los cuales se han purificado una o varias formas de GST, asi
como los pesos moleculares de ellas entre otras caracteristicas (Vibanco-Pérez y
Landa, 1998).

La presencia de diferentes formas e isoformas de la enzima en la misma
especie de parasito esta ampliamente documentada, en céstodos Monienza
expanza presenta cuatro formas de la enzima (Brophy, Southan y Barret, 1989),
mientras que Schistocephalus solidus presenta varias isoenzimas (Brophy y cols.,
1989).

En nematodos tenemos ejemplcs como el de Dirofilaria immitis, la cual
presenta una forma microsomal y otra citosolicas  (Jafe y Lambert, 1986), el
adulto de Heligmosomoides polygyrus presenta dos formas y cuatro isoformas
(Brophy y cols., 1994). En Onchocerca volvulus se han descrito dos formas con
diferente especificidad a substratos (Liebau, Wildenburg y cols., 1996) y Trichinella
espiralis presenta dos formas y tres isoformas (Rojas y cols,. 1997)

Dentro de los trematodos, cuatio especies del género Schistosoma (bovis,
haematobium, japonicum y mansoni) presentan dos formas, una de 26 y otra de
28 kDa y cada una de estas formas presenta isoformas (Trottein y cols., 1992).
Particularmente S. mansoni contiene al menos 5 isoformas que representan entre
el 2 y 4% de la proteina soluble de los gusanos machos (Q'leary y cols., 1992).
Para Fasciola hepatica se han reportado hasta 8 isoenzimas cuatro de las cuales
han sido clonadas (Brophy y Barret, 1990; Miller y cols., 1994; Rossjohn y cols,,

1997).
Estos ejemplos de la abundancia de formas e isoformas sugieren

juertemente la heterogeneidad de funciones metabdlicas que cumple esta enzima

en los organismos mencionados.
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CUADRO 1
Glutatién S-transferasas de Helmintos parasitos purificadas por cromatografia de
afinidad, relacién con GSTs de mamiferos y capacidad de detoxificacion.

; provenientes de:
CESTODOS
Echinococcus granulosus 24 1] NR NR
Echinococus multilocularis 25.5 T + +
Hymenolepis diminuta 24 NR NR NR
Moniezia expanza 24.5 IR + +
Schistocephalus solidus 24 1L + +
TREMATODOS
Fasciola hepatica 26,26.5 T + +
Schistosoma bovis 26,28 NR NR NR
Schistosoma haematobium 26,28 NR NR NR
Schistosoma japonicum 26,28 o p + +
Schistosoma mansoni 26, 28 aum + +
NEMATODOS
Ascaris summ 24, 25,26 oy + +
Dirofilaria immitis 28 NR + ND
Haemonchus contortus 23,235, 24 o NR +
Heligmosomoide polygyrus 23,24 o NR NR
Onchocerca volvulus 24 T + +
Trichinella spiralis 28,285 NR + NR
+ = Actividad presente ~ NR =No reportada ND =No detectada
* = Al menos un Hidroperdxido lipidico & = Al menos un carbonilo reactivo

1.4.3 Localizacion de la enzima GST en Helmintos

En el céstodo Echinococcus granulosus la GST fue detectada en el
parenquima, sin embargo, no se observéd ninguna asociacién con alguna
estructura en particular (Fernandez y Hormaeche, 1994).

En Onchocerca volvulus la enzima GST fue encontrada en la hipodermis, la
pared del receptaculo seminal y espermatozoides (Salinas y cols., 1994). Ademas,

una forma de esta enzima es excretada in vitro por el gusano, esta forma
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particular de GST es una gfichprotein";;J, la cual posee un péptido sefial hidrofobico
en la parte amino terminal, los perfiles de localizacion correlacionan con su
especificidad a substratos (Liebau, Wildenburg y cols., 1996).

En el caso de Trichinella spiralis se demostré que en conejos infectados con
el parasito, era posible encontrar GST del parasito en circulacion (Rojas y cols.,
1997). También se sabe que en todos los gusanos examinados de Ascaris summ
la GST se ha localizado en su intestino (Liebau y cols., 1997).

La enzima GST esta asociada al epitelio intestinal del trematodo Fasciola
hepatica (Wijffels y cols., 1992) vy solo una de las cuatro clonas que codifican
para isoformas de GST en este parasito fue localizada en el parenquima y en el
intestino del gusano adulto. Esto sugiere que la expresion de las isoenzimas de
GST es tejido especifica (Creaney y cols., 1995).

En Schistosoma mansoni la informacién disponible es controversial, ya que
mientras algunos investigadores encuentran a la GST en el tegumento, células
protonefridiales, células del parénquima subtegumental, epitelio esofagico,
érganos genitales y células gerniinales de este parasito, otro grupo solo logré
evidenciar su presencia en una subpoblacion de celulas del parenquima en todos
los estados de desarrollo del parasito (Porchet y cols., 1994). También se ha
sugerido que la proteina es secretada del parasito (Liu y cols., 1996).

En Fasciola hepatica esta comprobado que in vitro el parasito secreta una
forma de GST que participa en un fenémeno de supresion de la respuesta inmune
celular en rata y se postula que esta fyrma de la enzima pudiera jugar un papel
importante en la evasion del parasito de la respuesta inmune montada por el
hospedero (Cervi y cols., 1999)

Estas evidencias acerca de la distribucién de la enzima GST en diferentes
estructuras del parasito, su presencia en la interfase hospedero-parasito y el
hecho de que se estd secretando, indican que esta enzima juega un papel
importante en el metabolismo de los parasitos sobre compuestos toxicos
producidos enddégenamente por el parasito o de origen exégeno producidos o

ingeridos por el hospedero.
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1.4.4 Relacién entre las GSTs de helmintos y de mamiferos.

Para las GSTs de helmintos no hay una clasificacién establecida, por lo
que, cuando se caracteriza bioquimica o genéticamente una forma de GST de
parasitos es practica comun tratar de asignarle una clase de GSTs de mamiferos.
La clasificacion de GSTs de mamifercs esta basada en especificidades a
substratos e inhibidores, en el uso de métodos inmunoldgicos y secuencias amino
terminal. Sin embargo, las caracteristicas de las GSTs de helmintos no permite, en
ccasiones, incluirla dentro de las cuatro principales clases citosdlicas establecidas
(o, p, &, 8), por ejemplo las cuatro formas de GSTs descritas para Monienza
expanza no muestran una:clara relacién biogquimica con ninguna de las clases
mencionadas, sin embargo la secuencia amino terminal, las ubica entre las clases
ny o (Brophy, Southan y Barret, 1989).

En el mismo sentido, una GST recombinante purificada del céstodo
Echinococcus multilocularis  muestra clara homologia en su secuencia con [a
clase p, sin embargo, el andlisis bivquimico no permite una clara clasificacion
(Liebau, Muller y cols., 1996).

En contraste, Schistocephalus solidus posee una forma de GST que
bioquimicamente y considerando su secuencia amino terminal puede incluirse
claramente en le clase pu de las GSTs de mamiferos (Brophy y cols., 1989).

El Cuadro 1 muestra un listado de céstodos, trematodos y nematodos en

los cuales se han identificado GSTs y su parentesco con las clases de GSTs de

mamiferos.
1.4.5 Papel de la GST en la lipoperoxidacion

Los parasitos, como los mamiferos y otros organismos, estan en contacto
con una gran variedad de moléculas toxicas como radicales o intermediarios
reactivos de oxigeno producidos por el metabolismo endégeno normal, por
agentes farmacologicos y por elementos efectores de la respuesta inmune del

hospedero, como ¢l estallido respiratoric de macréfagos y otras células. Estas
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moléculas pueden causar lipoperoxidacion en las membranas celulares,
formandose hidroperdxidos lipidicos que pueden ser transformados a carbonilos
citotoxicos, causando severos dafios a los componentes de las estructuras
celulares que eventualmente matan al parasito (Brophy y Barret 1990a, Ketterer y
cols., 1988).

En mamiferos, la linea principal de defensa contra estos compuestos es un
grupo de enzimas oxidativas, muchas de estas oxidaciones son dependientes del
citocromo P-450 y citocromio bs.

En platelmintos parasitos y nematodos, el citocromo P-450 esta ausente. La
proteccion ocurre a fres niveles, en el primero, Superoxido dismutasa y
Peroxidasas remueven los radicales libres antes del proceso de lipoperoxidacién.
Una segunda linea de defensa contra la lipoperoxidacion es por parte de las
enzimas dependientes de Glutation, la Glutation peroxidasa y la Glutation S-
transferasa, estas enzimas detoxifican hidroperéxidos lipidicos antes de su
transformacién a productos secundarios. El nivel final de proteccion es
directamente contra carbonilos citotdxicos y entre otras, la enzima Glutatién S-
transferasa inactiva estos compuestos (Brophy y Barret, 1990; Brophy y cols.,
1990).

Los xenobidticos son compuestos que contienen grupos reactivos que
pueden entrar a la segunda fase de conjugacidén sin entrar previamente, a la
primera fases del metabolismo (Pemberton y Barret, 1989).

En el Cuadro 1 se muestra que en todos los grupocs de helmintos en los
que se ha buscado, se ha encontrado que la enzima GST, presenta actividad
especifica con al menos un hidroperdxidc. lipidico y un carbonilo citotéxico. Esto
indica que las GSTs de helmintos parasitos estan involucradas en la segunda y

tercera linea de defensa contra los dafios causados por la lipoperoxidacion.
1.4.6 Funcién de union de GSTs a otros compuestos.

Las GSTs se pueden unir a un amplio rango de ligandos hidrofébicos y ser

inactivadas. Por ejemplo GSTs de céstodos, nematodos y trematodos son
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inhibidas in vitro por varios compuestos como hematina y su derivados, acidos
biliares, acidos grasos, azul de cibacrén, cloruro de ftrifeniltin y bromosulftaleina,
estos ultimos tres inhibidores son usadc;s para clasificar las GSTs de mamiferos
(Brophy, Southan y Barret, 1989; Liebau y cols., 1997; Walker y cols., 1893)

Las GSTs de helmintos presentan |la capacidad para unirse a farmacos y
algunas veces metabolizarlos. En nematodos la GST de Ascaris suum liga a
antihelminticos tales como albendazol, bitionol y hexaclorofen (Liebau y cols.,
1997). 1

Respecto a céstodos, la principal GST de Monienza expansa une a varios
antihelminticos comerciales pero parece que no puede conjugarlos con GSH
(Brophy, Southan y Barret, 1989). La principal GST de Schistocephalus solidus
puede unir a varios antihelminticcs con excepcién del praziquantel (Brophy y cols.,
1989).

El mismo fenémeno es observado en cepas de trematodos del género
Schistosoma, particularmente S. mansoni (Walker y cols., 1993; Kats y cols,,
1994). En contraste, los diclorvos (la forma activa de la droga antiesquistosomal
metrifonato) sirven como un substrato para algunas isoformas de GSTs de S.
mansoni ( O'leary y Tracy, 1991)

La GST recombinante de S. japonicum en su forma cristalina libre de

ligandos y los cristales de la GST de S. japonicum unidas a praziguantel
evidenciaron una region adyacente a la regién de GSH, donde se unen ligandos
hidrofébicos y substratos xenobibticos.
Praziquantel se une a un sitio especifico del dimero, interfiriendo con xenobidticos
y substratos electrofilicos endégenos grardes, los cuales se extienden dentro de
la region de union de praziquantel. Esto no es asi con substratos pequefios, es
decir el praziguantel ligado a la molécula de GST actua como un inhibidor tipo no-
substrato (McTigue y cols., 1995).

Estos hallazgos son importantes ya que algunos farmacos son usadas
actualmente en el tratamiento de algunas infecciones causadas por helmintos,

como la taeniosis y la cisticercosis.
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1.4.7 Las GSTs de helmintos como antigenos.

Una proteina con las caracteristicas hasta aqui descritas, se puede
considerar importante para el metabolismo de detoxificacién y consecuentemente
para la supervivencia del parasito. Esta es la razdn por la que varias GSTs de
helmintos han sido empleadas como antigenos en ensayos de proteccion en
varios modelos de parasitosis (excepto céstodos) empleando una amplia variedad
de protocolos. El cuadro 2 resume los resultados de varios ensayos de proteccion
donde las protecciones alcanzadas van desde el 0% hasta el 89%.

La importancia de la enzima y la factibilidad de usarla como antigeno
protector fue puesto de manifiesto en un «.xperimento en el cual obtuvieron ratones
transgénicos que expresaban la GST de 28 kDa de S. mansoni. Si estos ratones
transgénicos eran infectados con el parasito la carga parasitaria se incrementaba
significativamente respecto a los ratones no transgénicos. En contraste los niveles
de IgGs anti GST de 28 kDa de S. mansoni en los animales transgénicos eran
significativamente mas bajos que en los no transgénicos, encontrando los mismo
resuitados cuando el experimento fue repetido con ratones previamente
inmunizados con la GST de 28 kDa de S. mansoni. Esto argumenta a favor de que
la enzima GST juega un papel central en la viabilidad del parasito (Xu y cols.
1997).

La respuesta inmune contra esta enzima ha sido estudiada principaimente
en el trematodo Schistosoma. Por ejemplo, sueros obtenidos de bovinos
vacunados subcutaneamente con la GST recombinante de 28 kDa de S. bovis y
expuesto a S. mattheei mostraron titulos altos de 1gG e IgA especificas (Grzych,
1998), esto en contraste con lo encontrado al inmunizar oralmente a ratones con
GST recombinante de S. japonicum, que mostraron altos titulos de 1gG2a, 109G €
IgM pero no IgA (Yang y cols., 1897).

Ratas inmunizadas intradérmicamente con un plasmido conteniendo ADN
que codifica para la GST de 28 kDa de S. mansoni produjeron 1gG2. € IgGzs en su

suero. El perfil inmunolégico fue de tipo Th1, ademas, el suero de estas ratas
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indujo una respuesta celular citotoxica dependiente de anticuerpos in vitro (Dupre
y cols., 1997). Sin embargo, en ratones inmunizados contra esquistosomiosis a
través de mucosas usando GST de 28 kDa de S. mansoni asociada a liposomas,
se promovid una respuesta compatible con el tipo TH2 con presencia de
anticuerpos especificos IgA a nivel intestinal e IgG; mas IgGa, en suero (ivanoff y
cols., 1996). Estos datos muestran que la respuesta inmune contra las GSTs de

helmintos depende fundamentalmente del modelo animal y el protocolo usado

CUADRO 2

Ensayos de proteccion usando glutatién S-transferasa de helmintos como antigeno

PR ‘ F_uente g L Adyﬁirante Via de % de
Heiminto de antigeno  Hospedero empleado  inmunizacién Proteccion

NEMATODOS

H. contortus  Nativa Cobayo Freund 5.C. S/p

TREMATODOS

F. hepatica Nativa Rata Freund 5.C. S/P

F. hepatica Nativa Oveja Freund 8.C. 57

F. hepatica Nativa Oveja Freund 5.C. 44

F. gigantica Nativa Ovela MF59 s.c 16

S.matteei Recombinante Oveja Freund 1.m. 50 GA

de S. bovis 89 HH

Sjaponicum  Recombinante Bufalos Freund s.C. 223 GA
50 HH
40 VH

S.mansoni Recombinante  Ratén Liposome Oral 52 GA
53 Ht
53 HH

S.mansoni Recombinante Monos MDP s.C. 74 HH

Sjaponicum  Recombinante Cerdo Al(OH); im. 28.5 GA
53.5 HT

S.bovis Nativa Bovino Freund im. N/P GA
56-82 HH

GA=Gusano adulto, HH=Huevos en heces, Ht=huevos en tejidos, HT=huevos totales

VH=Viabilidad de huevos MDP=Muramil dip*ptido, i.m.=intramuscular, s.c.= subcutanea
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HIPOTESIS

La enzima Glutation S-transferasa presente en la larva de Taenia solium realiza
funciones de detoxificacién sobre algunos téxicos para el parasito, al utilizarla

como antigeno en su forma nativa o recombinante, se espera, logre inducir una

respuesta inmune protectora significativa.

26




OBJETIVOS GENERALES

Purificar y caracterizar la enzima Glutation S-transferasa a partir del

metacéstodo de Taenia solium (fGSTTs).

Clonar, caracterizar y expresar ADNc que codifique para la Glutation S-
transferasa del metacéstodo de Taenia solium (GSTrTs).

Evaluar la Glutation S-transferasa nativa (fGSTTs) y recombinante (GSTrTs) en

ensayos de proteccién en el modelo Taenia crassiceps —atoén.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Purificar GST a partir de un extracto crudo de metacéstodo de Taenia solium.
Determinar las caracteristicas bioguimicas y los parametros cinéticos de la
GST del metacéstodo de T. sofium (fGSTTs)

Obtener una secuencia amino terminal de la GST de larva de T. solium.
Producir anticuerpos especificos contra la GST de larva de T. solium.
Establecer la relacion inmunolégica entre la GST de 7. solium y las GSTs de
otros helmintos, asi como de algunos mamiferos hospederos.

Determinar la localizacion de la enzima en el parasito.

Obtener un fragmento del gen que sodifica para la enzima GST de T. solium
(sonda).

Aislar clonas que codifiquen para la proteina GST de T. solium de una
coleccion de ADNc. del parasito

Establecer la secuencia de nucleotidos y deducir la secuencia de aminoacidos
del gen que codifica para ia enzima GST de T. solium.

Establecer el namero de genes que codifican para la GST de T. solium.
Insertar en un vector de expresion la regién de un ADNc que codifique para la
GST de T. sofium.

Producir GST recombinante de T. solium.

Caracterizar bioguimica y enzimaticamente la GST recombinante de T. solium
(GSTrTs)

Evaluar el grado de proteccion gue se logra al utilizar como antigeno la fGSTTs
y GSTrTs en el modelo Taenia crassiceps - raton

Determinar las caracteristicas de |a respuesta inmune humoral en los ensayos

de proteccion.
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IV METODOLOGIA
IV.1  Material Bioldgico

Los metacéstodos o cisticercos de Taenia solium se obtuvieron por
diseccién del musculo esquelético de cerdos infectados de manera natural, los
metacéstodos de la cepa ORF de Taenia crassiceps fueron obtenidos de la
cavidad peritoneal de ratones infeciados experimentalmente. Los gusanos adultos
de Taenia saginata fueron obtenidos de un individuo humano infectado
naturalmente y tratado con niclosamida (Yomesan, Bayer) y los gusanos adultos
de Taenia taeniaeformis cepa MRn y de T. solium se recuperaron de infecciones
experimentales de gatos y hamstzrs respectivamente. Los ejemplares de
Schistosoma mansoni fueron donados amabilemente por el Dr. William Casten de
la Universidad de Harvard, EUA.

Los higados frescos de ratones y conejos fueron obtenidos de animales
sacrificados en el bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM y de cerdo de
una granja porcicola local. Los parasitos en estadio de larva y de adulto asi como
los tejidos hepaticos obtenidos de la forr a descrita fueron lavados con solucién
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM
Na;HPO,4, 1.4 m; KH;PO,, pH7.4) con antibidticos (1000 U/mL de penicilina y
1000 U/mL de estreptomicina) y fueron guardados a -70°C hasta su uso.

Se utilizaron las cepas Escherichia coli JM105 [(supE endA sbcB15
hsdR4 rpsL thiA (lac-proAB); y CB00hfl" (SupE44,thi’, LeuBS6, lacY1, tonA21, L-

(r, mg+)merA- hfl-).
IV.2 Obtencion de extractos crudos
Se pesaron 10 g. de los parasitos o de tejido hepatico de cada una de las

especies animales utilizadas, se les agregé 50 mL de solucion de extracciéon (6 mL
PBS 10X pH 7.4, 0.6 mL de Tritdn comercial, 0.6 mL de EDTA 0.5M) mas
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inhibidores de proteasas (25 pg/mi:de aprotinina, 0.1mM de TLCK, 2.5mM de
EDTA, 25 pg/mL de leupeptina, 12mM de 2-mercaptoetanol y 0.006% de PMSF),
todo mantenido a 4°C. Se homogeneizaron en un homogenizador de tejidos
Polytrén (Brinkmann Instruments) a maxima velocidad, durante un minuto por un

minuto de descanso, 3 veces manteniendo la mezcla en hielo.

La suspension obtenida se centri®1g6 a 35,000 rpm durante 15 min en una
ultracentrifuga TL-100 Beckman. Se colectd el sobrenadante, se hicieron alicuotas
y se congeiaron a -20°C. A este extracto se le denominé extracto crudo (EC).
Especificamente al EC del metacéstodo de Taenia solium se denomind ECMTs

IV.3 Purificacion de 3ST

La purificacién de GST a partir de los distintos extractos crudos (ECs) de
parasitos y tejido hepatico se realizé por cromatografia de afinidad, utilizando una
columna de 2 mL de una matriz de Sepharosa 4B con glutatién reducido (GSH)
acoplado (GSH-Sefarosa de la casa cumercial Pharmacia, Uppsala, Suecia).

La columna de GSH-Sefarosa se lavd exhaustivamente con PBS pH 7.4,
posteriormente se equilibré con 10 ml de una solucion de PBS-Triton 1%
(amortiguador de columna). Aproximadamente 10 mL de EC diluido 1:2,
previamente con amortiguador de columna y filtrado a través de una membrana
milipore de 0.22 pM, fueron aplicados a la columna.

Una vez pasado el EC por la columna, esta se lavé dos veces con 10 mL
de PBS pH 7.4 con la finalidad de remover todo Io que no se unié
especificamente al GSH. La elucion del material unido se realizé con una solucién
5mM de Glutation reducido en 50 mM de Tris HCI pH 8.0, (solucién de elucién) y
se colectaron fracciones de 1 mL a las cuales se les determiné su concentracion
de proteina a 280 nm y se almacenaron a 20°C hasta su uso.

A la fraccion de Glutation S-transferasa purificada, a partir de!l extracto

crudo de metacéstodos de Taenia solium por cromatografia de afinidad en la
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columna GSH-Sefarosa 4B, se le denomind fGSTTs y a las restantes simplemente
GST.

IV.4 Cuantificacién de proteinas

Las proteinas obtenidas y utilizadas en todos los ensayos, fueron
cuantificadas por cualquiera de dos métodos: espectrofotométricamente, midiendo
la absorbancia a 280 nm, usando como blanco de calibracidn el amortiguador que
contenia la proteina a evaluar en un espectrofotémetro Du 640 Beckman y por el
método de Lowry (Lowry 1951), como se describe enseguida. Por duplicado se
colocaron en tubos de ensayo 200 pL de la muestra y se les agregaron 1 mL de Ia
solucién “C” compuesta por 50 partes de la solucién “A” (NazCO; 2%, NaOH 0.1M
Tartrato de sodio y potasio al 2%) mas 1 parte de solucion “B" (CuSQ,4 0.05%), la
mezcla se agitd, después de lo cual se colocs en reposo 10 min a temperatura
ambiente. Se le agregaron 100 ui de la solucién de Folin diluida 1:2 y se dejan
reposar 45 min, posteriormente se leyd la absorbancia a 660 nm en un

espectrofotémetro modelo Du 640 Beckman.

IV.5  Electroforesis de proteinas en geles de poliacritamida con
dodecil sulfato de sodio {SDS-PAGE)

Aproximadamente 100 pg de EC de parasitos o0 2.5 ug de cada muestra o
fraccién purificada se mezclaron volumen a volumen (v/iv) con amortiguador de
muestra de Laemmli 2X (SDS 3%, Tris HCI 62.5 mM y 2-B mercaptoetanol 5%, pH
6.8) y se hirvieron durante 2 min.

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio al 10 o0 al 12.5% segun la resolucién deseada de las bandas
(Laemmli 1970). Para visualizar las bandas de las proteinas separadas los geles
fieron tefiidos por cualquiera de tres tinciones: con azul de Coomassie, Plata o

Sulfato de Zinc.

31




En la primera tincion, los geles se sumergieron en una solucién de azul de
Coomassie (Metanol 50%, azul de Coomassie R-350 0.05%, acido acético 10%)
durante 2 horas, posteriormente se, destifieron con una solucién de acido acético
al 10% en agitacion a temperatura ambiente hasta que solo las bandas de
proteinas se observaron tefiidas.

En la tincién con Plata, los geles se colocaron por 10 min en una solucién
fijadora (Metanol 40%, Formaidehido 0.0185%) con agitacién lenta, se desechd la
solucién fijadora y se lavaron 2 veces con agua durante 5 min con agitacion lenta.
Se agregaron 50 mL de una solucién de Tiosulfato de Sodio al 0.02% y se agitd
lentamente 1 min, se desecho esta solucion y se lavo nuevamente 2 veces con
agua 5 min cada vez. Posteriormente se adicionaron 50 mL de una solucién de
Nitrato de Plata al 0.1% y se agité lentamente durante 10 min. Se deseché Ia
solucion de Piata y se lavo rapidamente con agua e inmediatamente con un poco
de solucion reveladora (Carbonato de Sodio 3%, Tiosulfato de Sodio 0.0004%,
Formaldehido 1.85%), enseguida se agregaron 50 mL de la misma solucion
reveladora, se agitd hasta que la intensidad de las bandas fue la adecuada, la
reaccion se detuvo agregando Acido Citrico 2.3 M y se lavé con agua.

Para la tercer tincién, los geles se sumergieron durante 15 min en una
solucion de SDS 0.1 % e imidazole 0.2 M, se desechd esa solucién y se
enjuagaron rapidamente con agua, posteriormente se agregé una solucion de
Sulfato de Zinc 0.2 M, agitando hasta observar las bandas de aspecto traslicido
sobre el fondo blanco opalescente, Ia reaccidn se detuvo colocando los geles en

agua.
IV.6 Ensayos de inmunoelectrotranferencia

Después de separar los polipéptidos en los geles de poliacrilamida estos
fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa.

Los geles, las membranas de ritrocelulosa, papeles filtro del tamario de
los geles, las esponjas de una minic’ nara de transferencia marca Biorad, se
humedecieron en solucién amortiguadora de transferencia (Tris-HCI 25 mM,
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Glicina 192 mM, Metanol), posteriormente se colocaron estos elementos en el
contenedor de geles de acuerdo al siguiente orden, recomendado por los
fabricantes: un par de papeles filtrs, sobre ellos el gel, encima la membrana de
nitrocelulosa y nuevamente un par de papeles filtro procurando que no quedaran
burbujas en ninguno de los casos, después de colocar el contenedor de geles en
la camara (el gel hacia el anodo) y llenar ia camara con el amortiguador de
transferencia se aplicé una corriente de 240 miliamperes durante una hora.

Una vez completada Ia transferencia, se cortaron tiras de nitrocelulosa de
aproximadamente 4 mm conteniendo las proteinas correspondientes y se
bloguearon durante 15 min a temperatura ambiente con una solucién de PBS con
Leche Svelty al 5% y Tween 20 al 0.3%. Posteriormente se agregé el suero o el
anticuerpo a evaluar (1*" anticuerpo) a la dilucién adecuada en la misma solucién
de bloqueo y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente; las tiras se
lavaron 3 veces durante 5 min cada vez cen una solucion de PBS con Tween 20 al
0.3% (PBS-Tween).

Se agregd un anticuerpo conjugado a peroxidasa (2% anticuerpo) y se
incubé a temperatura ambiente durante 45 min, dicho anticuerpo poseia
especificidad para reaccionar con las inmunoglobulinas de la especie a evaluar, la
dilucion utilizada en cada caso fue la recomendada por el proveedor o la
determinada experimentalmente. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween y 1 con
PBS para posteriormente incubar 5 min a temperatura ambiente en la solucién
reveladora (Diaminobencidina al 0.02% y H20; al 3%), parando la reaccién con

agua.

IV.7  Cromatografia de filtracién en gel

Aproximadamente 20 pg de la fraccion de GST del extracto crudo de
metacéstodos de Taenia solium (fGSTTs) o de la GST recombinante en una
solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.05 M con EDTA 1 mM, se filtraron
a través de una columna Superdex 75 HR 10/30 de Pharmacia, a una velocidad de

flujo de 0.5 mL/min. Se colectaron fracciones de 0.5 mL y se les determiné la
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actividad sobre el substrato CDNB tal como se describe mas adelante. Se usaron
como marcadores de peso molecular 'a Ribonucleasa A (12 kDa), Anhidrasa
carbénica (29 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y albtimina sérica bovina (67 kDa).

IV.8 Produccion de anticuerpos policlonales contra GST de

Taenia solium

Se utilizdé un conejo Nueva Zelanda de aproximadamente 2 meses de
edad, subcutaneamente se le inyectaron 100 ug de fGSTTs en PBS mezclados
volumen a volumen con A{OH); como adyuvante, a los 0, 15 y 30 dias. Después
de la segunda inmunizacién se sangré al conejo para evaluar la produccién de
anticuerpos anti- fGSTTs, después ¢~ la tercera inmunizacién se obtuvo la mayor
cantidad de sangre posible mediante puncién cardiaca, el suero sanguineo se
obtuvo mediante centrifugacién. El suero obtenido se precipitd con Sulfato de
Amonio a una concentracién final del 33.3%, después de centrifugar la
suspension a 10000 X g se desechd el sobrenadante y el precipitado se disolvié y
dializé exhaustivamente con PBS, za hicieron alicuotas de esta solucion de
inmunoglobulinas anti la fraccion de ST de Taenia solium (anti- fGSTTs) y se
congelaron a -20°C hasta su uso.

Con la finalidad de separar exclusivamente los anticuerpos especificos
dirigidos contra la banda principal de f{GSTTs se corté Ia parte de la membrana de
nitrocelulosa que contenian aproximadamente 1 mg de la banda que correspondia
al peso aproximado de 26 kDa de la fraccion, y se incubo a 4°C durante toda la
noche con los anticuerpos anti f{GSTTs diluidos 1:50 con PBS-Tween 0.3%.

Posteriormente se lavé la membrana tres veces con PBS-Tween 0.3%, los
anticuerpos unidos especificamente a la membrana se eluyeron con 0.5 mL de
una solucién de glicina 0.2 M pH 2.8, inmediatamente se neutralizé la fraccién
eluida con 1.3 mL de PBS 10X, pH 7.4. Los anticuerpos asi eluidos se dializaron
contra PBS, se concentraron por licfilizacion y se reconstituyeron a una
concentracion de 0.4 mg/mL para su almacenaje a 20°C hasta su uso. Estos
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anticuerpos especificos se denominaron anti-GSTTs (anticuerpos anti la banda de
26 kDa de GST de Taenia solium)

IV.9 Ensayos de actividad enzimatica

En todos los casos la actividad de GST fue medida a una temperatura de
25°C, se usaron 5 pg de la muestra a analizar, la reaccion se llevé a cabo en un
volumen final de 1 mL ajustandolo con solucién amortiguadora de reaccién
(K2HPO4 100 mM y EDTA 1 mM), se utilizd GSH como substrato, se midié el
cambio de absorbancia durante un intervalo de un minuto en un espectrofotometro
Du 640 Beckman y la mezcla de reaccion sin enzima se utilizo para calibrar el
aparato a 0. En el ensayo de actividad enzimética, dependiendo del segundo
substrato a evaluar se vari6 su concantracién, la concentracion de GSH, el pH de
la solucion amortiguadora de reaccion y la lectura de la absorbancia se realizé a
una longitud de onda especifica, estos datos se resumen en la Cuadro 3.

Para realizar él calculo de actividad especifica se utilizo el coeficiente de
extincion descrito en la literatura para cada substrato (Cuadro 3). Los substratos
con solubilidad limitada en agua se v-epararon como soluciones “concentradas”
en etanol; la concentracién del etanol en el ensayo se mantuvo por abajo del 5%
(Habig y cols. 1974, Habig y Jakoby 1981, Brophy, Southan y Barret. 1989).

Con la finalidad de calcular la Km (Constante de Michaelis) y la Vmax
(velocidad maxima) de GST se realizaron ensayos como los que se describieron
anteriormente, utilizando CDNB como substrato a diferentes concentraciones, el
célculo de estas constantes se realizé graficamente.

Para calcular la actividad especifica se uso la siguiente ecuacion:

ADO /min (cm™/min) X Volumen total (mL)
Actividad especifica = -—-

e (Mumolxem™) X proteina (mg)

Actividad especifica= pmol min”'mg™
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Donde:
ADO= Incremento de !4 absorbancia en un minuto
Volumen total = Volumen en que se llevé a cabo la reaccién
e = Coeficiente de extincion

proteina = cantidad total de enzima en el ensayo

CUADRO 3.

Substratos y su concentracién, pH del amortiguador de reaccién, concentracion del
cosubstrato GSH, longitud de onda y coeficiente de extincién usados en la
determinacion de la actividad especifica de GST.

segundo pH GSH | 2 £
Substrato substrato | amortiguador | mM | nm | mMem™!
mM
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno 1 6.5 1 340 9.6
1,2-dicloro-4-nitrobenceno 1 7.5 5 345 8.5
Bromosulftaleina 0.03 7.5 5 330 4.5
Acido Etacrinico 0.2 6.5 0.25 | 270 5.0
1,2-Epoxy-3-(p-nitrofenoxi, 5.0 6.5 5 330 0.5
propano
Hexa-2,4-dienal 0.050 6.5 25 | 280 -34.2
trans-Non-2-enal 0.025 6.5 1 225 -19.2

Para evaluar la actividad de Glutation peroxidasa de la GST, sobre
hidroperdxido de cumeno (selenio independiente) y sobre peroxido de hidrégeno
(selenio dependiente) se prepard una mezcla que contenia Azida de Sodio 1 mM,
Hidroperdxido de Cumeno o Peréxido de Hidrogeno 0.5 mM, NADPH 0.15 mM,
GSH 5 mM y Glutation Reductasa 0.25 mM en un volumen tal de solucién
amortiguadora de reaccion (K;HPO,4 12 mM y EDTA 1 mM) que considerando la
muestra a evaluar se tuviera un volumen final de reacciéon de 1 mL. Esta mezcla

se monitored durante 1 minuto en un espectrofotémetro Du 640 Beckman a una
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longitud de onda de 340 nm, inmediatamente se agregaron 5 g de la muestra de
la enzima a evaluar y se monitoreé la absorbancia a 340 nm durante 3 minutos a
25°C. Para obtener la actividad esuecifica se utilizé el valor de 6.22 mM'cm™
como coeficiente de extincion, tal como se sefiala para esta técnica descrita
originalmente por Paglia y Valentine (1967) y modificada por Boveris y cols.
(1994).

IV.10 Ensayos de inhibicién de la actividad enzimatica

La inhibicion de la actividad de GST se midié como sy, considerando esta
como la concentracion del inhibidor, a la cual se inhibe el 50% de la actividad
enzimatica. Se realizaron ensayos de actividad de GST como se describio
anteriormente, usando CDNB como substrato y en presencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores Broi osulftaleina (Sigma), azul de Cibacrén
(Sigma) y Cloruro de Trifeniltin (Aldrich). La sy se estimd graficamente de acuerdo

a lo reportado por Mannervik y Danielson (1988).
IV.11 Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Se obtuvieron por diseccion metacéstodos a partir de cerdos infectados
naturalmente, estos fueron lavados con PBS e incluidos en Tissue-Tek
{(Laboratorios Miles, Indianapolis, Indiana)} e inmediatamente congelados con
nitrégeno liquido y almacenados a 70 °C. Se realizaron cortes de entre 6 y 8 uM
en un cridstato (Cryo-cut, American Optical Corp.), los cuales se fijaron en acetona
durante 10 min a 4°C y se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso. En una
camara humeda durante toda la noche a 4°C, se incubaron los cortes con
anticuerpos especificos anti- GSTTs a una concentracion de 0.4 mg/mL en PBS
con Alblimina Sérica Bovina (BSA) al 1% y Tween 20 al 0.05%,

Los cortes fueron lavados suz'2mente durante 10 min 4 veces, utilizando
PBS-Tween 20 al 0.05% y se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente,

con un segundo anticuerpo anti inmunoglobulinas clase G de conejo hecho en
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cabra y conjugado a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Sigma) diluido 1:50 en
PBS-BSA 1%, Tween 20 0.05%. 7

Se lavaron los cortes nueva:::ente de la manera descrita, se montaron en
una solucién 9 a 1 de Glicerol-PBS y fueron observados y fotografiados en un
microscopio con sistema de epifluorescencia (Nikon Optiphot). Como control
negativo una serie de cortes fueron incubados con suero normal de conejo como

primer anticuerpo. (Grzanna, 1982).
IV.12 Secuenciacién amino terminal de proteinas

Aproximadamente 100 pg de la proteina a secuenciar fue corrida
electroforéticamente en gel de poliacrilamida al 12.5% con SDS y transferido a una
membrana de PVDF (Immobilon. Millipore), mediante Ia técnica de degradacion de
Edman y utilizando un secuenciador de fase gaseosa se determiné la secuencia

amino terminal (Hewick y cols., 1981)

IV.13 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

IV.13.1 Obtencién de un fragmento con secuencia de GST

de T. solium (sonda)

A partir de la secuencia de aminodacidos obtenida para la parte amino
terminal de la GST de Taenia solium se disefid uno de los oligonucledtido
iniciadores, llamado NH;TGST (5ACNCTNGCNTAYTGGGAYAT3). El otro
oligonuciedtido se disefié a partir de la secuencia consenso del sitio activo de
GSTs de ofras especies, y se denominé GST-26-3 (5'CATACCGTGCTTGTC
NGCDATZ'). Como molde se utilizaron 100 ng de ADNc obtenido a partir de
ARNm de metacéstodo de T. solium , 50 ng de cada uno de los iniciadores
especificos, una concentracion final 2 m\ de MgCl,, 200 pM de cada uno de los
dNTPs (A, C, G, T), 50 mM de KCI 10 mM de Tris HCI pH 8.3 y 5U de la enzima
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Taq polimerasa (Biotecsa, México). El volumen final de reaccion se ajustd a 100
pul con agua desionizada estéril. La amplificacion se llevo a cabo con un ciclo de 3
min a 95°C, 1 min a 50°C y 2 min a '2°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1
mina50°C, y 2mina 72°C, finalmente 1 ciclo de 1 min a 50°C y 5mina 72°C.
Los productos asi generados se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 2% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.002M) con
Bromuro de Etidio a una concentracion de 0.5 ng/mL, para visualizar el ADN se le

hizo incidir luz UV a una longitud de onda de 254 nm.
En todos lo casos en que se realizé una electroforesis de ADN en

agarosa, en uno de los carriles se colocaron marcadores de peso molecular
conocido (ADN del fago A digerido con la endonucleasa Hind Il o el plasmido
pBR322 digerido con la enzima de restriccion Msp 1) y a partir de estos se estimo

el peso molecular de las bandas de interés.

IV.13.2 Obtencién del fragmento completo que codifica
para GST de T. solium

Con la finalidad de obtener =l fragmento completo de ADN contenido en
cada una de los fagos de las clonas seleccionadas como positivas, después del
tamizaje terciario (ver adelante), se realizé6 una PCR utilizando como molde 1 pL
de ADN de fago de cada una de las clonas, como iniciadores se usaron 50 ng de
los oligonucleédtidos denominados A gt10 adelante y Agt10 reverso, los cuales
reconocen regiones que flanquean la regién de clonacion del fago Agt10 en que se
construy6 la biblioteca, por lo que el producto obtenido debia contener la
secuencia de parte del vector y del inserto completo.

La rutina de amplificacion fue: 1 ciclo (3 min a 95°C, 1 min a 50°C y 2 min
a 72°C), 30 ciclos (1 min a 95°C, 1 min a 50°C, y 2min a72°C), y 1 ciclo (1 mina
30°C y 5 min a 72°C). La purificacién del fragmento obtenido, se realizo utilizando

perlas de vidrio de la manera que se desc; e posteriormente.
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IV.14 Marcaje de la sonda

Una vez que se comprobd que el fragmento purificado codificaba para una
GST, se procedid a utilizarlo como molde para generar una sonda radioactiva,
para tal fin se utilizé el paquete de marcaje con iniciadores al azar (Random
Primer DNA Labeling System de Gibco). Se usaron 25 ng de ADN molde
purificado, disueltos en 45 pl. de amortiguador TE, los cuales se hirvieron durante
5 min e inmediatamente se colocaron en hielo. A un tubo “‘RTS RadPrime DNA
Labeling System” del paquete empleado se le agregaron los 45 pL conteniendo los
25 ng de ADN moide, se rehidrataron completamente los componentes de la
reaccion agitando suavemente, se le adicionaron 5 uL de (a->2P) dCTP (3000
Ci/mmol, 10 pCi /ul), se mezcld suavemente y se incubd a 37°c durante 10 min.
La reaccion fue detenida mediante [ adicion de 5 uL de EDTA 0.2M y la sonda

quedo lista para su uso, mientras tanto se guardo a -20°C.

IV.15 Tamizaje de una biblioteca de ADNc de Taenia solium y

aislamiento de clonas positivas.

- Se tamizd una biblioteca de ADONcs contenidos en el fago Agt10 vy
obtenida a partir de ARNm de metacéstodo de 7. solium. Esta contenia insertos de
cualquier tamafio y se denominé total , con un titulo de 6.4 X 10° fagos/mL.

Se mezclaron bacterias Escherichia coli cepa C600hfl con
aproximadamente 45,000 fagos de la biblioteca y se incubaron a 37°C durante 30
min. Despues de esta incubacién las bacterias infectadas se mezclaron con agar
Top-SOBM (Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05%, KCI 2.6 mM,
MgCl; 10mM y agar bacteriolégico 0.7%) fundido a 48°C y se sembraron sobre
agar SOBM (Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05 KCI| 2.5 mM,
MgClz 10mM y agar bacterioldgico1.5%) en cajas de petri de 120 mm de diametro,
las cuales se incubaron a 37°C hasta la aparicién de placas liticas.

Después de permanecer 2 horas en refrigeracion, se hicieron dos replicas

de las placas liticas sobre membranas de nitrocelulosa, esto se realizé
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manteniendo las membranas sobre las placas por 2 minutos, cuidando hacer las
marcas pertinentes para su posterior ubicacidon. Las placas liticas (fagos) fueron
sometidas a un proceso de desnaturalizacién con una solucién de NaOH 0.5M,
NaCl 1.5 M, durante 3 min con la finalidad de que las particulas virales liberaran su
ADN sobre la membrana, inmediatamente después se neutralizé el pH alcalino
con una solucién de Tris HCI 1M y NaCl 1.5 M pH 8.0 durante 3 min y se embebid
en una solucion de SSC 5X (NaCl 0.75M, Citrato de Sodio 0.075 M). Entonces, el
ADN fue fijado a la membrana mediante luz uitravioleta en un UV Spectrolinker
XL-1500 Crossslinker (Spectronic Corp.) utilizando la opcion “Optimal Crosslink”.
Las membranas se prehibridaron con una solucion SSC 5X, Formamida 50%, SDS
0.2%, Sarcosil 0.1%, reactivo de blugueo 5% (Boehringer 1993657-11) a 45°C
durante 4 horas, sobre esta misma solucion se afadié la sonda marcada
radioactivamente y se incubd a la misma temperatura durante toda la noche.
Después de retirar la solucion con la sonda radioactiva, las membranas se lavaron
exhaustivamente a 50°C con una solucioén de SSC 2X y SDS 0.5%, se secaron y
fueron expuestas sobre peliculas de artorradiografia X-OMAT (Kodak) por 24
horas dentro de un contenedor obscuro con placa intensificadora a 70°C., las
placas fueron reveladas y fijadas.

Las clonas fueron consideradas positivas si se encontraba una marca
intensa en la misma posicién en las dos réplicas correspondientes a la misma
caja. Las zonas donde s+ identificaron las placas liticas positivas del primer
tamizaje fueron recogidas del agar y resuspendidas individualmente en 1 mL de
medio SM (NaCl 0.58%, MgSOQ4 +7H20 0.2%, Tris-HCI 0.05% pH 7.5, geiatina
0.01%).

A partir de la suspension de las clonas positivas obtenidas en el tamizaje
primario, se llevé acabo un tamizaje secundario y terciario, sembrando 1000 y 100
fagos de cada una de las clonas positivas. El tamizaje secundario y terciario se
realizaron de la misma forma que el primario. Finalmente los fagos de las clonas

positivas se resuspendieron en medio SM y se guardaron a 4°C.
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IV.16 Clonacion de la secuencia que codifica para GST de T.

solium en el vector de expresion pTRC99A.

A uno de los fragmentos de ADN de T. solium que su secuencia reveld
que correspondia a una GST, se le generd un sitié Nco | corriente arriba del
codon de inicio y un sitié de restriccion para la enzima Bam HI corriente abajo del
codon de termino de la region codificante, esto a partir de usar el fragmento como
molde para una reaccion de PCR donde se usaron oligonucledtidos disefiados con
tal fin (GSTX1 5’CATGCCATGGCACCTACTTITGGCTT3' Y GSTX2 5CCCAAGC
TTGGGCTAGCAGTCGCCGCGC3'). A 500 ng del producto resultante purificado
con perlas de vidrio, se les digirié simultaneamente con 1U de cada una de las
enzimas Nco y Bam HI utilizando 10 pL del amortiguador recomendado por los
proveedores en un volumen total de 100 pL, después de incubario 2 horas a 37°C
fue precipitado con 10 pl de Acetato de Sodio 3M y 250 mL de etanol absoluto
frio, se incubo toda la noche a -20 °C, se centrifugd a 16000 X g durante 15 min,
se retird el sobrenadante y el precipitado se lavo con etanol al 70%, se seco y
resuspendi6é en 25 pl de TE.

Paralelamente se digirieron y purificaron 500 ng del vector de expresion
pTrc99A (Pharmacia, Biotech) con las enzimas Nco y Bam HI como se describid

para el fragmento.
Para realizar la ligacion del fragmento al vector se utilizd el paquete de

ligacion T4 de Life Technology. Se mezclaron 10 ng del vector pTRC99A con 100
ng del fragmento a insertar (GST de T. solium) digeridos como se indico, se les
agreg6 2 ulL del amortiguador de ligacién 10X y 1 U de la enzima T4 ligasa,
llevando a un volumen total de 20 uL con H;O desionizada y estéril, la reaccion se
incubd durante 16 horas a 16°C y se almacend a 20°C hasta su uso.
Aproximadamente 10 ng de la ligacion se mezclaron con 100 pL de una
suspensién de bacterias E. coli competentes de la cepa, se incubaron en hielo
durante 30 min, posteriormente 2 min a 42°C y nuevamente en hielo 2 min. Se
agregaron 900 uL de medio LB (Triptons 1%, Extracto de levadura 0.05%, NaCl
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1%) y se incubaron a 37°C una hora con agitacion moderada. El 10 y 80% de la
suspension de bacterias transformacas se sembraron en cajas de petri que
contenian agar LB (Medio LB con azar 1.5%) con ampicilina (100 pg/mL) y se

incubaron a 37°C toda la noche.

IV.17 Obtencion y purificacién de ADN

IV.17.1 Productos de PCR

Los fragmentos obtenidos por PCR con las condiciones descritas
anteriormente se purificaron cortando la regién del gel de agarosa en donde se
corrid dicho fragmento, diso'-iéndola con agitaciéon en 1 mL de solucion de Nal 6
M a 37°C. Una vez disuelta se le agregaron 4 uL de perlas de vidrio (particulas de
vidrio que sedimentan a menos de 0.25 cm/min) y se incubé durante dos horas a
4°C con agitacion eventual, se centrifugd a 5000 X g durante 30 segundos, se
deseché el sobrenadante y las perlas fueron lavadas con 500 uL de Nal y dos
veces con solucién de lavado (NaCl 0 2 M Tris-HCi 20 mM pH 7.2, EDTA 2 mM y
Etanol 50%). Las perlas se colocaron a 37°C hasta que se secaron, el ADN se
eluy6é agregando 25 uL de solucion TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) e
incubaron 30 min a 37°C (Vogelstein y Gillespie, 1979).

Se comprobé la presencia y pureza del ADN mediante electroforesis en
agarosa. La cuantificacion de la concentracién de ADN obtenido se obtuvo al leer

la absorbancia a 260 nm.

IV.17.2 Plasmidos

Bacterias que fueron transformadas con el plasmido, fueron recuperadas y
crecidas durante toda la noche en 50 m-. de medio LB-ampicilina a 37°C. Se
centrifugd el cultivo a 6000 X g durante 10 min, se desecho el sobrenadante y el
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paquete bacteriano fue resuspendido en 5 mL de una solucién compuesta por
Glucosa 50mM, EDTA 10mM, y Tris-=Cl 25 mM pH 8.0 y mantenido a temperatura
ambiente durante 10 min.

Se le adicionaron 10 mL de una sclucion de NaOH 0.2 M y SDS 1%,
después de mezclar suavemente e incubar 10 min en hielo, se le agregaron 7.5
mL de Acetato de Amonio 7.5M, se agitd intensamente en vortex y se dejo en
hielo 10 min.

Se recuperé el sobrenadante después de centrifugar la mezcla 10 min a
4°C y 6000 X g, a éste, se le agregaron 15 mL de isopropanol y después de
incubarlo 10 min en hielo se centrifugo nuevamente en las mismas condiciones
anteriores. El precipitado se resuspendié en 200 ulL de TE y se le agregaron 2
uL de ARNasa (10 mg/mL) y se incubd a 37°C 30 min. Se afiadieron 200 plL de
fenol, se mezcld y se r-alizé la extraccion de la fase acuosa mediante
centrifugacion, se realizaron dos extracciones mas con una mezcla volumen a
volumen de fenol y cloroformo y finalmente dos con cloroformo solo. La fase
acuosa recuperada se aplicé a una columna de sefarosa 4B de 10 mL (1 x 6 cm),
la columna fue equilibrada con TE. Se colectaron fracciones de 0.5 mL y fueron
analizadas en relacion con su contenido de ADN plasmidico mediante
electroforesis en geles de agarosa.

Las fracciones con ADN plasmidico fueron precipitadas arnadiendo 1/10
del volumen de la fraccién de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 2.5 veces el volumen
de la fraccién de etanol absoluto frio, se colocaron 30 min a 70°C, posteriormente
se centrifugaron a 16000 X g 10 min a 4°C. El precipitado se lavd con etanol al

70%, se seco, fue resuspendido con 3C ulL de TE y cuantificada su concentracion

espectrofotométricamente a 260 nm.

IV.17.3 ADN genomico

Se obtuvo ADN gendmico (ADNg. de T. solium, 5 g de metacéstodos
fueron congelados por adicion de nitrogeno liquido y puiverizados sobre un
mortero, se centrifugé rédpidamente a 5000 X g durante 5 min, se deshecho el
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sobrenadante y al sedimento se le adicionaron 50 mL de solucién de (Tris-HCI
0.05 M pH 8.0, EDTA 0.1 M y Sarcosil 0.5%) para disgregar los grumos y se
incubd una hora a 37°C en presencia de 20 pg/mL de ARNasa. Después se
agregaron 100 pg/mL de Proteinasa K, se incubd la mezcla 3 horas a 55°C y 1
hora a 65°C, transcurrido este tiempo se afiadié NaCl a una concentracién final de
2M, se agité suavemente durante 2 min y se centrifugd a 4000 X g durante 10 min.

Se realizaron dos extracciones con fenol y dos con cloroformo viv
centrifugando a 4000 X g por 10 min cada vez. La fase acuosa fue transferida a
un tubo limpio y se le adicioné Isopropanol frio v/v, se agité suavemente y se
mantuvo la mezcla a temperatura ambiente durante 10 min. Se centrifugé a 12000
X g para recuperar el ADN, el precipitado se lavo dos veces con Etanol al 70%, se
secO y se resuspendid en TE, se incubdé a 65°C 30 min. Se cuantificé

espectrofotométricamente a 260 nm y e guardd a 4°C hasta su uso.
IV.17.4 ADN de Fagos

Escherichia coli CB00hfl fue infectada con 5 X 10° fagos de cada una de
las clonas positivas resultantes del tamizaje terciario, se mezclaron con medio top-
SOBM-agarosa (Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05%, KCI 2.5
mM, MgCl, 10mM y agarosa 0.7%) fundido a 48°C y se sembraron sobre SOBM-
agarosa (Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05 KC| 2.5 mM, MgCl,
winM y agarosa 1.5%) en cajas de petri de 120 mm de diametro, las cuales se
incubaron a 37°C hasta la confluencia de las placas liticas. Las particulas virales
fueron recuperadas de la superficie de las placas adicionando 5 mL de medio SM
y agitando lentamente durante 1 hora. La suspensiéon recuperada se mezcldé con
200 pL de cloroformo y después de centrifugaria a 6000 X g se obtuvo el
sobrenadante, del cual se tomaron 700 plL y se le adicionaron 700 puL de
polietilenglicol (PEG) al 20% con 2% de NaCl 2M y se incubaron a 4°C durante 1

hora.
Se centrifugd la suspension a 16000 X g durante 15 min a temperatura

ambiente, se desecho el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 200 plL
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de SM, se le adicionaron 2 ug de ARNasa A, 0.2 ug de ADNasa y se incubaron 30
min a 37°C., Entonces fueron adicionados 2 ul de SDS al 10% y 2 uL de EDTA 0.5
pH 8 y durante 15 min se incub6 a 68°C para después afiadirle 200 pL de fenol
saturado con TE y mezclarlos vigorosamente durante 1 min, manteniéndolos a
temperatura ambiente durante 3 min, posteriormente se agregaron 200 plL de
cloroformo y se mezclaron vigorosamente. Esta mezcla se centrifugd a 16000 X g
durante 2 min y se recupero la fase acuosa para otra extraccion con cloroformo,
Finalmente a la fase acuosa que result6 de esta Ultima extraccion se le afadieron
200 ulL de isopropanol, la mezcla se mantuvo toda la noche a 20°C, después se
centrifugé a 16000 X g por 10 min a 4°C, el precipitado se lavé agregando 200
mL de etanol frio al 70%, se centrifugd en las condiciones anteriores y se retiro
todo el sobrenadante, el precipitado s= seco a 37°C y se resuspendio en 30 ul de
TE.

IV.18 Secuenciaciéon de ADN
1V.18.1 Fragmentos de PCF con marcaje radiactivo.

Para esta reaccién de secuencia se utilizé el paquete de secuenciacion
Circunvent (Termal cycle sequencing kit. Biolabs. New England) siguiendo las
instrucciones de los proveedores. Aproximadamente 300 ng del fragmento
purificado se mezclaron con 15 pm del iniciador NHTGST o GST-26-3', 1.5 pL de
amortiguador, 1 plL de Tritén X-100, 1uL de enzima Circunvent, 2 ulL de oS%®
(dATP 500-1200 Ci/mmol de Amersham) y H,0 hasta completar 15 pL . De esta
mezcla se agregaron 3.2 ulL a cada uno de cuatro tubos que contenian
respectivamente 3 pl de ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP. La reaccion de PCR
se corrié en un termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) usando el programa
SEQ 50 con la siguiente rutina: 20 ciclos de 20 seg a 94°C, 20 seg a 50°C y 20

seg a 72°C. La reaccion se detuvo afadiendo 4 ul de la solucién terminadora.
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En una camara de secuencia modelo S2 (Gibco BRL Sequencing System),

se corrieron a 55 watts, 3 uL de cada una de las reacciones de secuencia en un

gel de acrilamida al 6% de 1mm de grosor [33.75 g de Urea, 18 mL de H20, 11.25
mL de Acrilamida 40%-bisacritamida 2%, 13.5 mL de TBE 5X (Tris-borato 0.45 M,

0.01 M de EDTA), 800 pL de Persulfato de Amonio al 10% y 5 uL de TEMED].
Después del tiempo de corrida, se fij¢ el gel durante 10 min con una
solucién de acido Acético al 10%, se secd en un horno a 55°C. Ei gel se puso en
contacto con una placa para autorradiografia X-OMAT (Kodak) por 48 horas
dentro de un contenedor obscuro y guardado a 70°C. Posteriormente, la placa

se revel6 y fij6 para hacer la lectura de la secuencia obtenida.

IV.18.2 Fragmentos de PCR con marcaje fluorescente

Los fragmentos de ADN obtenido por PCR a partir de dos clonas
seleccionadas con la sonda que presenté homologia con secuencias de otras
GSTs descritas, fueron secuenciadas por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI PRISM 310 GENETIC ANALIZER utilizando el paquete de
secuenciacion Rhodamine Terminator Ampli TAQ DNA (Perkin Elmer) siguiendo
las instrucciones de los proveedores. Se mezclaron 500 ng del ADN molde con el
reactivo “premix” de! paquete, con 10 pm de oligonucleétidos iniciadores aforando
con agua desionizada a un volumen total de 20 uL (inicialmente se usaron los
A gt10 adelante y Agt10 reverso y posteriormente iniciadores que reconocian
secuencias internas del fragmento, GST25-4 5CGAAGTTTGAGCCAACGTG? y
GST-1R SATTGCTGACAGACACGGCATG3'). Se corrié una reaccién de PCR en
un termociclador Perkin Elmer 2400 con el siguiente programa: 1 ciclo de 1 min a
96°C, 25 ciclos de 10 seg a 96°C, 5 seg a 50°C y 4 min a 60°C. El producto se
paso a través de una columna Centri-Sep mediante centrifugacién a 4000 X g
durante 2 min y se secd usando vaci6 para finalmente resuspenderse con el
reactivc ‘Terminator Ready Reaction” suministrado en el paquete de

secuenciacion.
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1V.18.3 Plasmidos con marcaje radioactivo

Para confirmar que reaimente se ligo el inserto completo dentro del vector
de expresion se utilizé el método de Sanger para realizar la secuencia con un
paquete T7 Sequenase Versién 2.0 de Amersham Co.

Se colocaron 2.5 pl de cada uno de los cuatro trifosfatos de
dideoxiribonucletsidos (A, C, G, T) (ddNTPs) en tubos eppendorf y se colocaron
en hielo hasta su uso. Una mezcla de 5.5 uL de H0, 1 uL de NSA 10X (Tris HCI
400 mM pH 7.5 y MgCl, 200 Mm) y 2 pL de HCI 1N fue preparada y se le
denominé solucién de alineacion, enseguida se diluyé el reactivo “Labeling Mix” en
agua a una relacion 1:4, la enzima Sequenase se diluyd 1:8 en el amortiguador de
dilucién incluido en el paquete. Se p‘=pard una mezcla denominada ‘maestra” que
contenia 1 uL de DTT (Ditiotreitoi), 2 pL de ‘Labeling Mix" diluida, 2 pL de
Sequenase diluida y 0.5 ul de oS* (dATP 500-1200 Ci/mmol de Amersham), la
cual se mantuvo a 4°C hasta su uso.

Por otro lado se mezclaron 3 pM del iniciador a usar en 1 ul, 0.5 uL de
NaOH 1N y 300 ng del ADN molde a secuenciar, contenidos en 2 5 pL, para tener
4 uL en total. Esta mezcla se incubo a 37°C 10 min, entonces, se agregaron 7 plL
de la soiucion de alineacién preparada previamente y se incubaron 5 min mas a la
misma temperatura.

Después se agregaron 5.5 pL de la mezcla “maestra” y se incubd 5 min a
temperatura ambiente, inmediatamente después se colocaron 3.5 pl. de esta
reaccion a cada uno de los tubos que contenian a cada uno de los ddNTPs y se
incubaron a 45°C por 5 min, transcurridos lo cuales, se agregaron 4 plL de la
solucion de paro incluida en el paquete.

Las reacciones obtenidas se corrieron en un gel de acrilamida-urea, se
€xpuso a una autorradiografia, se revelaron y fijaron en las condiciones

mencionadas anteriormente.
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IV.19 Deduccion de la secuencia de aminoacidos.

Después de conocer la secuencia del fragmento completo que codifica
para la GST de T, solium se identifico su marco de lectura correcto y se realizo
la deduccion de su secuencia de amfnoécidos.

Se determiné el patron de restriccion del fragmento completo de todas las
clonas obtenidas, utilizando las enzimas de restricciéon Eco R, Kpn, Bam HI, Sal |,
Sac |, Xba |, Pst, Hind i}, Xho | y Nco | (Gibco). Aproximadamente 100 ng de cada
fragmento se mezclaron con 10 L del amortiguador 10 X recomendado por los
proveedores para cada enzima, 1U de cada enzima en un volumen final de 100 pl
y se incubaron a 37°C por una hora. En un gel de agarosa al 2% se corrieron los
productos de la restricciéon para observar la presencia o ausencia en el fragmento
de los sitios de restriccidén especificos para cada enzima, esto con la finalidad de
establecer que sitios podian ser usados para la insercién del fragmento en el

vector de expresion.

IV.20 Expresion de Glutation S-transferasa recombinante de

T. solium.

Escherichia coli de la cepa JM105 transformadas con el plasmido pTrc99A
que contenia el inserto que codifica para la GST de T. sofium fueron crecidas en 5
mL de medio LB-ampicilina durante toda la noche, este cultivo fue agregado a 500
mL de LB-ampicilina e incubado a 37°C con agitaciéon a 200 rpm en un bario de
movimiento orbital (Tissue culture rotator, Lab-Line).

Se monitored la densidad dptica del cultivo a 600 nm y cuando alcanzé un
valor de 0.4 se agregé IPTG (isopropil tio-B-D-galactosidasa) a una concentracion
final de 2mM. A las 8 horas de la induccion se cosecho la pastilla bacteriana
mediante centrifugacion a 5000 X g.

Las bacterias fueron lisadas utilizando una prensa Francesa, centrifugadas
a 16000 X g y el sobrenadante pasadc & través de la columna de afinidad (GSH-
Sefarosa) para purificar la GST recombinante de T. sofium (GSTrTs). Como

49




controles se hicieron cultivos de manera similar pero con el vector vacio o sin

vector.
IV.21 Ensayos de Southern blot.

A 30 pg de ADNg de T. solium se le agregaron 2 U de cada una de las
enzimas Bam HI, Eco RI, Hind !I;, Kpn, Pst y Xhol, 4 uL del amortiguador
correspondiente, ajustando a un volumen final de 40 ulL con H,O desionizada y
estéril, se incub6 la reaccién 2 horas a 37°C, después de los cuales 1 uL se utilizd
para verificar por electroforesis que la digestién haya sido completa, de ser asi el
resto de la muestra fue corrida en un gel de agarosa al 1% y fotografiado con una
regla fluorescente al lado para la post=sior ubicacion de los pesos moleculares.

Después del corrimiento electroforético el gel se depurind mediante una
solucién de HCI 0.25 M con agitacion suave durante 15 min, después se transfirio
a otro recipiente con NaOH 0.5 M, NaCi 1.5 M y se mantuvo ahi con agitacién
suave durante una hora, cambiando dos veces la solucién. Se neutralizdé con una
solucién de Tris-HCI 1 M pH 8.0, NaCl 1.5 M, agitando suavemente durante una
hora y haciendo tres cambios de la soluciéa.

Dentro de un recipiente de tamafo adecuado se coloco la base de acrilico
sobre la que se corri6 el gel, de tal manera que quedara un espacio entre el fondo
usl recipiente y la superficie de la base, para poder contener la solucién de
transferencia (SSC 10 X). Sobre la pare superior de la base se colocé un papel
filtro Whatman de 3 mm humedecido con la solucién SSC 10 X, de un largo tal,
que cubriera toda la base y bajara por ambos lados hasta el fondo del recipiente.
Sobre la base de acrilico cubierta por el papel filtro se colocd el gel, encima de
este, se colocd la membrana de nitrocelulosa del tamario del gel y previamente
humedecida con SSC 2 X, sobre slla se coloc papel filtro y una torre de papel
absorbente secos y recortados al tamafio de la membrana de nitrocelulosa,
finalmente sobre del papel absorbente se colocé un cristal y sobre de el un peso

aproximado de 500 g distribuidos homogéneamente.




Se colocod dentro del recipiente solucién de transferencia, hasta un nivel
tal, que no tocara la base sobre 13 que se colocd el gel, para que la solucién
subiera por capilaridad a través del papel filtro que colgaba por debajo de la base.
La transferencia duré 24 horas y una vez concluida se retiraron el peso, los
papeles absorbentes y el pape! filtro, se marcaron las posiciones de los pozos del
gel sobre la nitrocelulosa y la membrana se lavé con SSC 5X durante 5 min a
temperatura ambiente. Se sec6 la membrana y como se detallé anteriormente el
ADN fue fijado a la membrana mediante luz ultravioleta, se prehibridaron a 45°C
durante 4 horas, se afiadidé la sonda marcada radioactivamente y se incubd
durante toda la noche.

Después de la hibridacién, la membrana se secé y fue expuesta sobre
una pelicula de autorradiografia X-OMAT (Kodak) por 72 horas dentro de un
contenedor obscuro con placa intensificadora a -70°C., las placas fueron reveladas

y fijadas.

IV.22 Ensayos de proteccion en el modelo murino de

cisticercosis Taenia crassiceps —-raton.

Se utilizaron ratones BALB/cANN hembras de 4 a 6 semanas de edad en
grupos de 7 para cada condicién experimental, fueron mantenidos a libre acceso
de alimento y agua en cajas individuales por grupo, sin ningln otro tratamiento
especial durante los experimentos.

El esquema de inmunizacién implicd siempre dos aplicaciones de enzima
como antigeno, con dos semanas de diferencia entre la aplicacion de la primera y
la segunda, por via subcutanea. Las dosis de antigeno empleado fueron 0.5, 1, 5
o 10 por ratdn, ambas inmunizaciones fueron acompariadas de adyuvante. Los
adyuvantes empleados fueron Hidréxido de Aluminio (1 nug por cada 30ug de
proteina), Saponina (10 pg/ratén) o adyuvante completo de Freund (1 ul por cada
ug de proteina)

El reto se realizd fue 4 semanas después de la segunda inmunizacion,
inyectando intraperitonealmente 10 metacéstodos de Taenia crassiceps de un

51




tamano no mayor a 3 mm y que no wresentaran gemaciones. Los metacéstodos
fueron obtenidos del peritoneo de rawones infectados y sacrificados el mismo dia
de su utilizacion. En algunos experimentos el sacrificio se efectué 4 semanas
después del reto, y se les denomind protocolos cortos. En otros experimentos el
sacrificio se efectué 8 semanas después del reto y se les denominé protocolos
largos.

Inmediatamente después del sacrificio, se obtuvieron y se contaron todos
los parasitos presentes en el peritoneo de cada ratén. Para cada grupo se
establecio la media y la desviacién estandar. En la Cuadro 4 se resumen los dos
protocolos usados para evaluar la capacidad protectora de las proteinas utilizadas
como antigenos. El sangrado se realiz6 para obtener el suero y estimar la
inmunoglobulinas producidas por los ratones en contra del antigeno utilizado.

CUADRO 4.
Protocolos de ensayos de proteccion en el modelo de cisticercosis Taenia crassiceps-
raton utilizando Glutatién S-transferasa nativa y recombinante de Taenia solium
como antigeno

Semana Protocolo Corto Protocolo Largo
0 Sangrado y 1™inmunizacién | Sangrado y 1®inmunizacién
2 29 inmunizacién 2% inmunizacién
Sangrado Sangrado
Reto B Reto
Sangrado Sangrado
10 Sangrado y sacrificio Sangrado
14 Sangrado y sacrificio

En todos los experimentos se incluyeron grupos testigos, los ratones
testigo se inocularon con PBS. Este grupo sirvio para calcular el porcentaje de

proteccion que conlfirié el antigeno evaluado, de acuerdo al siguiente criterio.
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# parasitos en el grupo - # parasitos en el grupo
testigo experimental
% de proteccion = X 100
# pardsitos en el grupo testigo

En otro grupo testigo se utilizd una recombinante de la proteina de roptria
de Toxoplasma gondii (ROP) como inmunizante.

Para establecer diferencias estadisticas entre los distintos grupos y sus
respectivos grupos testigos, se utilizd la prueba de t-student. Si la muestra no se

comporté con una distribucién norma’ se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis

IV.23 Tipificacion de inmunoglobulinas por el método de ELISA.

Durante los ensayos de proteccion cada uno de los ratones fue sangrado
en los momentos en que se sefala e la Cuadro 4, con los sueros de cada ratén
de cada uno de los grupos se hizo una mezcla y se determiné la presencia de
anticuerpos contra el antigeno que se usd para inmunizar a ese grupo en
particular, tomando como valor basal los obtenidos con los sueros preinmunes
(semana 0). Se utilizd la técnica de ELISA para determinar IgG totales, 1gGy,
19G2, e IgE.

Se utilizaron placas para ELISA (Fiat Bottom EIA/RIA Costar Corporation),
a los cuales se les agregé 1 pg del antigeno en amortiguador de carbonatos
(Carbonato de Sodio 0.1 M) y se incubd a 4°C toda la noche. Se lavaron 5 veces
con 200 pL de una solucién de PBS-Tween 20 al 0.05% (solucidn de lavado) y se
bloguearon con 100 pL de Albdmina Sérica Bovina (BSA) al 1% en PBS-Tween 20
al 0.05% durante 30 min a 37°C, posteriormente se lavaron 5 veces con la
solucion de lavado.

Se agregaron por duplicado100 uL de una dilucién 1:100 de los sueros a
evaluar y se incubaron durante 2 horas a 37°C y se lavaron de la misma manera.

Se afiadieron 100 ul diluidos 1:1000 de cualquiera de los siguientes

anticuerpos conjugados a la enzima peroxidasa, hechos en cabra y provistos por
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Boehring Mannheim Biochemicals: anti IgG (H+L) de ratén, anti IgG; de ratén, anti
I9G2a de ratén y anti IgE de raton, se incubaron 1 hora a 37°C y se lavaron como
anteriormente se dijo. Se adicionaron 100 uL de la solucién de substrato para
peroxidasa (2.43 mL de Acido Citrico 0.1M, 2.57 mL de Fosfato de Sodio 0.2M, 4
mg de Ortofenilendiamina, 150 uL de H,0; al 30% y 5 mL de H,0) y se incubd
durante 10 min, la reacciéon se paro con 50 H,O de H;SO4 0.1M para leer ia
densidad Optica a una longitud de onda de 495 nm en un lector para placas de
ELISA (Microplate Reader Model 550. Biorad)
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V. RESULTADOS

V.1 Actividad de Glutatién S-iransferasa en el metacéstodo de T.

solium.

El extracto crudo del metacéstodo de Taenia solium (ECMTs) presento
una actividad especifica sobre el substrato CDNB de 0.11 ug min"mg™. Por otro
lado, al pasar el ECMTs por la columna de afinidad de GSH-Sefarosa, ia fraccion
unida especificamente y eluida con GSH 5 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8.-0 presentd
una actividad especifica sobre el mismo substrato de 2.8 pg min"mg” lo cual
confirma que a partir de la fase de metacéstodo de este parasito se puede
recuperar una fraccion con actividad de GST (fGSTTs) enriquecida 25 veces
respecto al ECMTs, evider.ciandose con esto que el metacéstodo de T. sofium
posee una actividad de Glutation S-transferasa.

Considerando la concentracion total de proteinas del extracto crudo del
metacéstodo de T, solium (ECMTs) vy la concentracion de proteina en la fGSTTs
se calculé que aproximadamente el 3% de la proteina del ECMTs fue fGSTTs, por

cada 10 mg de proteina total de ECM"'s se recuperaron 300 pg de fGSTTs.

V.2 Peso molecular del monomero y de la forma dimérica de GST

nativa de T. solium.

Tanto el ECMTs como la fGSTTs eluida de la columna de afinidad de
GSH-Sefarosa fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacritamida-SDS al
12.5% en condiciones reductoras y el gel tefiido con azul de Coomassie, la Figura
3A muestra que el ECMTs esta compuesto de mas de 30 polipéptidos de
diferente peso molecular (Fig 3A, linea 1) mientras que la f{GSTTs esta constituida
aparentemente por una sofa banda de aproximadamente 26 kDa (Fig 3A, linea 3).

Utilizando los anticuerpos anti- f{GUSTTs producidos en conejo, se realizd

un ensayo de inmuelectrotransferencia, en la Figura 3B se observdé que estos
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anticuerpos policlonales reconocieron 3 bandas principales, de 26, 70 y 80 kDa
aproximadamente en el ECMTs antes de pasarlo a través de la columna GSH-
Sefarosa (Fig 3B, linea 1), cuando se enfrentaron estos mismos anticuerpos con la
fraccion del ECMTs que no se pegd a la columna de afinidad, solo se observaron
las bandas de aproximadamente 70 y 80 kDa (Fig 3B, finea 2) y cuando se utilizd
la fraccién det ECMTs que se unié a la columna especificamente y que se eluyo
con 5 mM de GSH y Tris-HClI 50 mM pH 8.0 (fGSTTs), los anticuerpos
reconocieron una banda prominente de aproximadamente 26 kDa (Fig 3B, linea
3).
1 2 3 12345

<+ 30
<+ 70

<+ 30

Figura 3. Purificacién de la fraccién de GST de metacéstodo de Taenia solium.
(fGSTTs) (A) SDS-PAGE tefiido con azul de Commassie: (1) Extracto
crudo de metacéstodo de 7. solium (ECMTs), (2) ECMTs no ligado a la
columna GSH-Sefarosa y (3) fraccion eluida de la columna GSH-Sefarosa
con GSH (fGSTTs). (B) inmunoelectrotranferencia (1-3 igual que en A) (4
y 5 ECMTs). Membranas 1 y 3 fueron incubadas con anticuerpos anti
fGSTTs, la membrana 4 con anticuerpos especificos contra GSTTs y la
membrana 5 con IgG de conejo sin inmunizar.
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Por la presencia de bandas muy prominentes en las inmunoelectrotrans-
ferencias y los antecedentes reportados en la literatura, se pensé en la posibilidad
de que la fGSTTs estuviera compuesta por mas de una forma de la enzima. Para
comprobar lo anterior, la fGSTTs fue sometiaa a corrimientos electroforéticos mas
largos, encontrandose al menos otra banda perfectamente visible al tefiir los geles
con azul de Commassie y plata. En la Figura 4B se observan dos bandas
claramente identificables mediante la tincion de azul de Commassie,
perteneciendo una, a un peso molecular (PM) aproximado de 26 kDa y la otra de
28 kDa. Cuando fa tincién fue con plata, ademas de *as dos bandas mencionadas,
se aprecia una tercera de aproximadamente 24 kDa en concentraciones que

apenas la hacen visible (Fig 4A).

kDa — | kDa
100 <100
30  |¢— 30
18
14 5] e 14

>
Figura 4. A) Tinci6én de plata de proteinas. Pesos moleculares (PM) (1) y fGSTTs (2)
B) Tincién con azul de Commassie de fGSTT. (1) y PM (2)

57




La fraccion con actividad de GST de T. sofium (fGSTTs) se sometio a
filtracion en gel (Superdex 75 HR), a las diferentes fracciones obtenidas se les
determiné la actividad especifica sobre el substrato CDNB y se les monitoreo la
absorbancia a 280 nm como una medida de la presencia de proteina (Grafica 1).
En la grafica se observa un solo pico, el cual coincide en la fraccién con mayor
cantidad de proteina y actividad especifica, lo que sugiere que la actividad
enzimatica de GST de la f{GSTTs tiene un peso molecular aproximada de 47 kDa y
que corresponde a la forma nativa activa de la enzima, es decir, a un dimero.
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Grafica 1. Cromatografia por filtracién en gel (Superdex 75 HR) de la fGSTTs, Ia
curva en linea continua representa la absorbancia medida a 280 nm y la
linea discontinua representa la actividad especifica sobre el substrato
CDNB determinada como se describié en Metodologia. Los ndmeros y
flechas sobre el perfil de elucién indican la posicién de los marcadores de
peso molecular usados para calibrar la columna.
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V.3 Parametros cinéticos de la GST de metacéstodo de T.
solium (fGSTTs)

A la fraccion con actividad de GST de cisticerco de T. solium (fGSTTs) se
le determind su actividad especifica manteniendo constante en la reaccion la
concentracion de GSH (1 mM) y variando la concentracion de CDNB (0.5-2.5 mM).

Para determinar su Km y su Vmax se graficdé la inversa de Ia
concentracion de CDNB contra la inversa de la actividad especifica para dicho
substrato, se realizé un ajuste de la recta mediante una regresion lineal y el
inverso del valor en que se interceptd el eje de la Y representé el valor de la Vmax
y el inverso del valor de a interseccidén de esa recta con el eje de las X determind
el valor de la Km, los valores fueron 12.5 pmol min'mg™ y 4 mM respectivamente
(Grafica 2).

1/Actividad Especifica (umol min'mg™)
|

030 _
025 | Km=4 mM
020 _| Vmax=12.5 umol min™ mg
0.15
0.10 | .
0.05
T T / T r T | ] I I |
-0.75 05 -025 0 025 05 075 1.0 125 15 175 20
1/mM CDNB

Grifica 2. Determinacion de la Vmax y Km de la f{GSTTs sobre el substrato CDNB a
una concentracién constante de 1 mM de GSH como cosubstrato y con las
condiciones generales de reaccién especificadas en Metodologia.
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V.4 Actividad de la fGSTTs sobre distintos substratos y

sensibilidad a inhibidoles.

{

En el cuadro 5 se muestra que la f{GSTTs presentd actividad evidente con
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno considerado el substrato universal de las GSTs, Acido
Etacrinico, Hexa-2 4-dienal, trans-Non-2-enal, Hidroperoxido de Cumeno. Ademas
presento actividad débil sobre 1,2-Dicloro-4-nitrobenceno y Bromosulftaleina, por
otro lado no presento actividad detectable sobre Peréxido de Hidrégeno, ni sobre
1,2-Epoxy-3-(p-nitrofenoxi) propano.

Estos resultados ponen en evidencia que T. solium en su fase de
cisticerco posee capacidad enzimatica, debida a Glutatién S-transferasa, capaz de
actuar sobre sustancias toxicas para el parasito como los carbonilos citotoxicos
(Hexa-2,4-dienal y trans-Non-2-enal) e hidroperéxidos lipidicos (Hidroperoxido de
Cumeno) . El hecho de que solo presenté actividad sobre Hidroperdxido de
Cumeno, pero no sobre H,0, permite postular que posee capacidad de peroxidasa

independiente de Selenio y no de peroxidasa dependiente de Selenio.

CUADRO 5

Determinacién de la actividad especifica de fGSTTs sobre diferentes substratos

Substrato Actividad especifica (umol min"'mg™)
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno 2.8
1,2-Dicloro-4-nitrobenceno 0.005

Bromosulftaleina - 0.004

Acido Etacrinico 0.470
1,2-Epoxy-3-(p-nitrofenoxi) propano No detectada

Hexa-2,4-dienal 0.134

trans-Non-2-enal 0.085

Hidroperéxido de Cumeno 0.220
Hidroperéxido de Hidrogeno (H202) No detectada
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Los ensayos de inhibicién revelan que los tres inhibidores tienen efecto
sobre la actividad enzimatica de GST observada en la fGSTTs. En el cuadro 6 se
puede observar que la inhibicién por “loruro de Trifeniltin y por Azul de Cibacrén
es tres veces mayor que la causada por Bromosulftaleina. Los datos de actividad
especifica sobre los substratos evaluados, asi como los datos de inhibicion
obtenidos al ser comparados con los valores reportados para las familias de GSTs
de mamiferos para estos mismos substratos (Mannervik y cols., 1985), revelan
una estrecha similitud de la actividad de GST de la fGSTTs con la clase p de

GSTs de mamiferos.

CUADRO 6

Determinacion de la concentracién capaz de inhibir el 50 % de la actividad (Iso) de la
fGSTTs sobre CDNB por di‘erentes substancias inhibitorias.

Inhibidor Iso uM
Cloruro de Trifeniltin 0.50
Azul de Cibacrén 0.45
Bromosulftaleina 1.41

V.5 Comparacién inmunoldgica de la GST de T. solium con GSTs

de otras especies.

Mediante inmunoelectrotransferencia se determind la reactividad especifica
de los anticuerpos anti f{GSTTs con GSTs de otros parasitos y de higado de
especies animales involucradas en el ciclo de vida del pardsito o usadas como
modelo experimental. Se observo reactividad cruzada con las GSTs purificadas a
partir del adulto de Taenia saginata, adulto de Taenia taeniaeformis, adulto de
Taenia solium y el metacéstodo de la cepa ORF de Taenia crassiceps. Los
anticuerpos no reconocieron a GSTs purificadas a partir del gusano adulto de
Schistosoma mansoni, ni de GSTs provenientes de higado de cerdo, conejo y
raton. Cuando se usé suero normal de conejo como fuente de anticuerpos no se

observé ninguna banda en la inmunoelectrotransferencia (fig. 5).
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Figura 5. Identificacién de GSTs de diferentes especies. Inmunoelectrotransferencia
de GSTs purificadas de (I y 10) metacéstodo de 7. solium; (2) adulto de T.
solium; (3) adulto de 7. saginata; (4) adulto de T. taeniaeformis; (5)
metacéstodo de T, crassiceps; (6) adulto de S. mansoni; (7) higado de cerdo;
(8) higado de conejo y (9) higado de raton. Del carril 1 al 9 se incubé con
anticuerpos anti fGSTTs y el 10 fue incubado con suero normal de conejo.

v.6 Inmunolocalizacién de la enzima en la larva de T. solium.

La localizacién inmunohistoguimica usando los anticuerpos anti GSTTs se
muestran en la figura 6, la GST fue localizada en el tegumento, a través del
parenquima y en el citoplasma de citones protonefridiales y tegumentarios. El
patron de la marca inmunofluorescente muestra un claro gradiente que se
incrementa desde los citones protonefridiales hasta la superficie y se presenta

fuertemente concentrado en el tegumento (Fig 6A). En un corte de cisticerco, al
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cual se le incubé con IgGs de suero normai de conejo como primer anticuerpo, no

se encontro tincidn fluorescente (Fig 6B)

Figura 6. Inmunoflorescencia indirecta en un corte del metacéstodo de Taenia solium

2

para la localizacién de GST. Cortes del parisito fueron incubadas (A) con
anticuerpos especificos anti GSTTs y (B) IgGs de conejo normal. Las
flechas y letras sefialan (P) parenquima, (T) tegumento, (PC) citones

protonefridiales y (SC) citones subtegumentales.
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V.7 Secuencia amino terminal de la GST nativa de T. solium

De manera inicial se realizé una secuencia amino terminal de la principal
banda (26 kDa) que se observé en el corrimiento de la f{GSTTs, encontrandose
que se trataba de una secuencia con homologia con GSTs de la clase pn de
mamiferos y con la GST del céstodo E. multiloculanis. Posteriormente se
secuencié la parte amino terminal de la banda que contenia una proteina de
aproximadamente 28 kDa y también se pudo confirmar que la secuencia presenta
homologia con GSTs de la clase p de 3STs de mamiferos (Mannervik y cols.
1985 , Liebau y cols. 1996).

Se puede observar en la figura 7 que ambas secuencias de GSTs de T.
solium estan relacionadas con la clase u de GSTs de mamiferos y con la GST de
un céstodo como E. multilocularis, "in embargo también existen diferencias
marcadas que establecen claramente que en el metacéstodo de 7. solium existen

al menos dos isoformas de GST con distinta secuencia amino terminal.

ALFA

Rata 1-1 SGKPVLHYFNARGRMECIRWLILAAA
Rata 1-2 PGKPVLHYFNGRGRMETPI

Rata 2.2 PGKPVLHY"DGRGRMETPI

MU

Humano U PMILGYWD . RGLAHAIRLLLEYT
Rata 4-4 PMTLGYWDIRGLAHAIRLFEFLEYTDT
Ratén MIII PMILGYWNVRGLTHPIRMLLOQYT
Bovino PMILGYWDIRGLAHATISLLIL

Humano = PPYTVVYFEFE/7RGRCAALRMLTLAD
Rata 7-7 PPYTIVYF .V
Ratdédn MII PPYTIVYFPVVDGCEAM

Figura 7. Comparacién de la secuencia amino terminal obtenida para las GSTs de 26
y 28 kDa de T. solium con la secuencia amino terminal de la GST del
céstodo E. multilocularis 'y otras GSTs de I-5 clases ALFA, MU y PI de
mamiferos. Los aminoacidos co'« negritas son idénticos en todas las
secuencias alineadas de la clase MU, los aminodcidos subrayados son
idénticos entre las secuencias de las GSTs de los dos céstodos alineados.

64




V.8 Obtencion por PCR, de fragmentos del gen que codifica para

la GST de 7. solium y secuenciacion.

A partir de la secuencia amino terminal obtenida del la GST de 26 kDa de
T. solium y de la regién del sitio activo, que es muy conservada en todas las GSTs
hasta ahora reportadas, se disenaron oligonucledtidos que sirvieron como
iniciadores en una reaccion de PCR denominados NH.TGST y GST-26-3
respectivamente. Para esta reaccion se usé como molde ADNc de metacéstodo
del parasito, el fragmento obtenido fue de aproximadamente 250 pb, dicha banda,

su secuencia de nucledtidos y de aminoacidos se puede apreciar en la figura 8.

1 2
pb
GGGGGGETCECGCARCAGAGTTGTC TTCTTGTAGRAAGCTACTGGGAGTGGRGTACCAAGAL
A QQ SCULLYVETVLSGVETYQD
ARGAGGTACCATGTNGGTCCAGCGCCGARCTTCGACCGTAT TGAATGGCTGTCGGARARG
K RY HXGPAPUNTFDRTIETWLSEK
T TTACGCTGGGTCTCGACTTTCCCAATTTGCCTTACTACATGGAGGGAGATCTCAAGCTS
622 F TLGLDTFPNTLZPZYJYMETGDTLIKTL
527
404 ACTCAGTCGGGEGCTATTTTAGART ACATCGCCGACAAGCACTGTATGACTCGAAACRAC
307 T Q $ G A I LEZYTIADIEKUHCMTRNNTN
242 + 238 e,
217
201
190

Figura 8. Producto de PCR obtenido usando como iniciadores los oligonucleétidos
NH,TGST GST-26-3’ y como molde cADN de metacéstodo de T. solium.

bl (1) Pesos moleculares, (2) Producto y a la derecha la secuencia nucleotidica
y de aminoacidos del producto.
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En la Figura 9 se presenta la alineacién de la secuencia del fragmentn
con la secuencia reportadas para isoformas de GSTs de clase u de otros parasitos
helmintos, se observa que tiene alta homologia con ellas, principalmente con el
céstodo E. granulosus, por lo que, este fragmento resulté un candidato viable para
ser usado como molde para generar una sonda radioactiva especifica y tamizar la
biblioteca de ADNc de T. solium para aislar clonas de fagos con la secuencia

completa que codifique para la enzima.

SJAP26 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYI EEKYEEHLYER----~= DEGDKWRNKKFELGLEFPNL
SMAN2Z26 MAPKFGOYWKVKGLVOPTRLLLEHLEETYEERAYDR- -~~~ NEIDAWSNDKFKLGLEFPNL
1FAHEP MPAKLGYWKIRGLQQPVRLLLEYG~EKYEEQIYER--~-~-- DDGEKWFSKKFELGLDLPNL
471FAHE . MEAKLG-YKLRGLAQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR----- DDREKWMSEXKFNMGLDLPNL
TFAHEP MPAKLG-YWIRGLQQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR-~--- NDREKWLGDKFNMGLDLPNL
S1FAHE MPAKLGYWKIRGLOQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGR----- DDREKWFGDKFNMGLDLPNL
1MUFAH MPAKLGYWKIRGLQQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGR---~-~ DDREKWFGDKFNMGLDLPNL
2ZMUFAH 0 =T o=- WKLRGLAQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR----- DDREKWMSEKFNMGLDLPNL
IMUFAH  mmmmmmee KIRGLOQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR--=-- NODREKWLGDKFNMGLDLPNL
EMULTI MAPTLAYWDIRGLAEQSRLLLKYLEVEYDDKRYKIGSAPTFDRSAWLSEKFSLGLDFPNL
TSOLIUM TLAYWDIRGLAQQSCLLVEVLGVEYQDKRYHXGPAPNFDRIEWLSEKFTLGLDFPNL
5JAPZ26 PYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMHGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
SMANZG PYYIDGDFKLTQSMAIIRYIADKH”"_GACPKERAEISMLEGAVLDIRMGVLRIAYNKEY
1FAHEP PYYIDDKCKLTQSLAILRYIADKHUMIGSTPEERARVSMIEGAAVDLRQGLSRISYDPKF
47TFAHE. PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLG“TPEERARISMIEGAAMDLRIGFGRVCYNPKF
TFAHEP PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGHLGSTPEERARISMIEGAAMDLRIGFGLTCYNPKF
51FAHE PYYIDDKCKLTQSVAIHRYIADKHGMLGTTPEERRRISMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKF
IMUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGTTPEERRRISMIEGAAMDLRHGFVRVCYNPKF
2MUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGTTPEERRRISMIEGAAMDLRIGFGRVCYNPKF
3MUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGSTPEERARISMIEGAAMDLRIGFGLTCYNPKF
EMULTI PYYIDGDFKLTQSGAILEYIADRHGMIPDCKKRRAVLHMLQCEVUDLRMAFTRTCYSPDF
TSOLIUM PYYMEGDLKLTQSGAILEYIADKH

SJAPZE ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHFDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPK
SMANZE ETLKVDFLNKLPGRLKMFEDRLSNKTYLNGNCVTHPDFMLYDALDVVLYHDSQCLNEFPK
1FAHEP EQLKEGYLKDLPTTMKMWSDFLGKNPYLRGTSVSHVDFMVYEALDAIRYLEPHCLDHFPN
4TFAHE . EEVKEEYVKELPKTLKMWSDFLGDRHYLTGSSVSPVDFMLYETLDSIRYLAPHCLDEF?K
TFAHEP EELKGDYLKGLPTTLKMWSDFLGDRQYLIGSSVS;VDFMVYEALDCIRYLAPQCLDDFPK
S1FAHE EEVKGDYLKELPTTLKMWSNFLGDRHYLTGSPVSHVDFMVYEALDCIRYLAEQCLEDFPK
1MUFAH EEVKGDYLKELPTTLKMWSNFLGJRHYLTGSPVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLEDFPK
2MUFAH EEVKEEYVKELPKTLKMWSDFLGDRHYLTGSSVSHVDFMLYETLDSIRYLAPHCLDEFPK
JMUFAH EELKGDYLKGLPTTLKMWSDFLGDRQYLIGSSVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLDDFPK
EMULTI EKLKPGLFETLAQKLPNFEAYLGEKEWLTGDKINYPDFSLCELLNQLMKFEPTCLEKYPR

Figura 9. Alineamiento multiple del fragmento obtenido por PCR a partir de cADN
de Taenia solium usando como los iniciadores NH, TGST y GST-26-3’, con
secuencias de GSTs de otros helmintos (Schistosoma japonicum,
Schistosoma mansoni, Fasciola hepatica varias isoformas y Echinococcus
multilocularis). Las regioenes subrayadas corresponden a las regiones de

; reconocimiento de los iniciadores.
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V.9 Aislamiento de clonas de una biblioteca de ADNc de

metacéstodo de T. solium

Como se detallé en Metodologia, se generd una sonda radioactiva a partir
de usar como molde el fragmento de GST obtenido por PCR utilizando
hexanucledtidos con secuencias al azar (“Random primers”). Con ella se tamizé
una biblioteca de Agt10 con fragmentos de ADNc de todos los tamafios y
denominada ‘total”, en el tamizaje primario se observaron 3 marcas radioactivas,
las cuales se aislaron y a partir de ellas se realizé un tamizaje secundario
obteniéndose una gran cantidad de marczs positivas que coincidian con placas
liticas individuales. Para consolidar el aislamiento de clonas positivas se realizdo un
tamizaje terciario donde se obtuvieron clonas aisladas que provenian de las tres
clonas del tamizaje primario, denominadas T2MA, T2MB, T2MC en total se

aislaron 9 todas provenientes de estas clonas iniciales, tres de cada una (Figura

10).

A >

>0
+0 |

Figura 10. Tamizaje primario (A), secundario (B) y terciario (c) de la biblioteca de
cADN en fagos Agt10 que contenia insertos de todos tamaiios, tamizada con
una sonda radioactiva obtenida a partir de un fragmento de ADN de T.

’ solium con homologia con la secuencia de GSTs de diferentes especies. Las
flechas sefialan clonas positivas seleccionadas.
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V.10 Restricciéon de clonas de ADNc

De las clonas aisladas de la Lihlioteca de DNAc, todas resultaron idénticaé
en tamano, y al amplicar por PCR el inserto que utilizando oligonucledtidos del
vector y oligonucledtidos especificos, se produjeron fragmentos de los tamanos
esperados de acuerdo al par de iniciadores usados.

En la Figura 11A se puede apreciar que al amplificar con los iniciadores
que reconocen regiones del vector que flanquean al inserto como son los
denominados Agt10 adelante y Agt10 reverso, se obtiene un fragmento de
aproximadamente 780 pb, al usar los iniciadores Agt10 adelante y el iniciador
interno GST-1R se obtuvo un fragmento de aproximadamente 550 pb y al usar
Agt10 adelante y el iniciador interno GST26-4 se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 280 pb.

Esto sugeria fuertemente que las clonas aisladas podian estar completas y
que efectivamente podia tratarse de la secuencia que codifica para una GST de T.
solium.

Para buscar posibles clonas diferentes en cuanto a su patron de restriccion
y con la finalidad de verificar los sitios mas convenientes para poder insertar los
fragmentos al vector de expresion, ¢ realizaron cortes con enzimas de restriccion
a todos los fragmentos de las clonas seleccionadas, los fragmentos fueron
amplificados usando los iniciadores Agt10 adelante y Agt10 reverso, todas las
clonas mostraron el mismo patrén de restriccion. En la Figura 11B se aprecia el
patrén de restriccion de la clona GST T2MA como representativa ya que como se
menciond, todas resultaron iguales al usar las enzimas Eco RI, Kpn, Bam HI, Sal |,
Sac |, Xba I, Pst, Hind 11l y Xho |, se puede apreciar que solo las enzimas, Eco Ri,
Kpn y Pst cortaron a los fragmentos, el resto no logrd cortarias por lo que se
seleccionaron los sitios Bam HI y Nco |, esta dltima se selecciono por ser un sitio
presente en el vector y aunque no aparece en la figura, se comprobd que no

cortaba al fragmento.
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Figurall. A) Marcadores de peso molecular (1), preductos de PCR de la Clona GST
T2MA amplificados con los iniciadores: A gtl0 adelante y Aytl0 reverso
(2), A gt10 adelante y GST26-1R (3), A gt10 adelante y GST26-R4 (4). B)
Producto de PCR de la Clona GST T2MA amplificados con los iniciadores:
A gt10 adelante y Ayt10 reverso y digeridos con las enzimas de restriccion
enzimas Eco RI (1), Kpn (2), Bam HI (3), Sal I (4), Sac 1 (3), Xba I (6), Pst
(7), Hind III (8), y Xho I (9), marcadores de peso molecular (10). C) Mapa
de restriccién, en negritas se muestran Jos sitios de restriccion de corte
tinico, subrayado el codén de inicio y de termino, los iniciadores se sefialan
con una flecha que indica su sentido de extension.
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V.11 Secuenciacion de la clona seleccionadas y alineamiento

multiple con GSTs de helmintos y cerdo

C
SJAP26 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYER----- DEGDKWRNKKFELGLEFPNL
SMANZ6 MAPKFGYWKVKGLVOPTRLLLEHLEETYEERAYDR-~~—— NEIDAWSNDKFKLGLEFPNL
1FAHEP MPAKLGYWK TRGLOQPVRLLLEYG~-EKYEEQIYER-———~ DDGEKWEFSKXFELGLDLPNL
47FAHE, MPAKLGY~KLRGLAQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR-—-—— DDREKWMSEKFNMGLDLPNL
TFAHEP MPAKLGYW-~IRGCLOQOPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR- -~ == NDREKWLGDKFNMGLDLPNL
S1FAHE MPAKLGYWXIRGLOCOPVRLLLEYLGEEYEERLYGR—~——— DDREKWFGDKFNMGLDLPNL
1MUFRAR MPAKLGYWKIRGLOQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGR—~~—= DDREKWFGDKFNMGLDLPNL
2MUFAH @ = —em-me WKLRGLAQFVRLFLEYLGEEYEEHLYGR— =~~~ DDREKWMSEKFNMGLDLPNL
3MUFAH @ = e KIRGLOQPVRLFLEYLGEEYEEHLYGR~=~== NDREKWLGDKFNMGLDLPNL
EMULTE MAPTLAYWDIRGLAEQSRLLLKYLEVEYDDKRYKIGSAPTFDRSAWLSEKFSLGLOFPNL
TSOLIUM MAPTLA RGLAEQSRLLLKYLGVEYHDKRYHVGPAPNFDRSEWLSEKFTLGLDFPNL
L3 * Wk ‘.** o * 4 *‘.‘ E 4 . * * .‘t*' LR B
NH,TGST
S5JAP26 PYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEI SMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDF
SMANZE PYYIDGDFKLTQSMRIIRYIADKHNMLGACPKERAEISMLEGAVLDIRHGVLRIRYNKEY
1FAHEP PYYIDDKCKLTOSLATLRYIADKHGMIGSTPEERARVSMIEGAAVDLROGLSRISYDPKE
47FAHE, PYYIDDRCKLTCSVAMRYIADKHGMLGTTPEERARISMIEGAAMDLRIGFGRVCYNPKFE
TERHEP PYYIDDKCKLTQSV: . .MRYIADKHGMLGSTPEERARISMIEGAAMDLRIGFGLTCYNPKF
51FAHE PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGTTPEERARI SMY EGAAMDLRMGFVRVCYNPKF
1MUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKBGMLGTTPEERARI SMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKF
ZMUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRY IADKHGMLGTTPEERARI SMIEGAAMDLRIGEFGRVCYNPKE
3MUFAH PYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGSTPEERARI SMIEGAAMDLRIGFGLTCYNEKEF
EMULTI PYYIDGDFKLTQSGAILEYIADRHGMIPDCKKRRAVLHMLOCEVVDLRMAFTRYCYSEDF
TSOLIUM PYYMDGDLKLTQSGAILE!IADRHGMIPDCKKRRAVLHMLQCEVLDLRQAFTRICYSPDF
LR I 3 *‘*** *1-. * ok h _i . . * . . ‘* * .*
GST26-3* PG sT26-.1R
SJAP26 ETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPK
SMANZ26 ETLKVDFLNKLPGRLKMFEDRLSNKTYLNGNCVTHPDFMLYDALDVVLYMDSOQCLNEFPK
1FAHEP EQLKEGYLKDLPTTMKMWSNDFLGKNPYLRGTSVSHVDFMVYEALDAIRYLEPHCLDHFPN
A7FAHE, EEVKEEYVKELPKTLKMWS . FLGDRHYLTGSSVSHVDFMLYETLDSIRYLAPHCLDEFPK
JFAHEP EELKGDYLKGLPTTLKMWSUFLGDRQYLIGSSVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLDDFPK
51FAHE EEVEGDYLKELPTTLEKMWSNFLGDRHYLTGS PVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLEDFPK
1MUFAH EEVKGDYLKELPTTLEMWSNEFLGDRHYLTGSPVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLEDFPK
ZMUFRH EEVKEEYVKELPKTLKMWSDELGDRHYLTGSSVSHVDFMLYETLDSIRYLAPHCLDEFPK
3MUFAH EELKGDYLKGLPTTLKMWSDFLGDROYLIGSSVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLDDFPK
EMULTI EXLKPGLFETLAQKLPNFEAYLGEKEWLTGDKINYPDFSLCELLNQLMKFEPTCLEKYPR
TSOLIUM EELRPGFFETLAQKLPNFETYLGDKEWLTGEKINY PDFALCELLSOLTKFEPTCLKKYPK
- - * . * - . * * . . * * > .*
GST26-R4
SJAPZ6 LVCFKXRIEAIPQIDK fLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPK-~—-—
SMANZE LVST KCIEDLPQIKNYLNSSRYIKWPLQGWDATFGGGDTPPK----
1FAHEP LOQEMSRIEALPSIKAYMESNRFIKWPLNGWHAQFGGGDAPPSHEKK
47FAHE. LKEFKSRIEALPKIKAYMESKRFIKWPLNGWAASFGAGDARPS——~—
TFAHEP LXEFKSRIEDLPKIKEYMKSERFIKWPLHSWTSPFGGGDAPPA~——-—
51FAHE LKEFKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSWIASFGGGDAAPA-—-—~
1MUFAH LKEFKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSWIASFGGGDARPA~==-
2MUFAH LEKEFKSRIEALPKIKAYMESKRFIKWPLNGWAASFGAGDAPPS----
3MUFAH LKEFKSRIEDLPKIKEYMKSERFIKWPLHSWTSPFGGGDAPPA====
EMULTI LEAYLSRFENLPALRDYMASKEFKTCPCNGASAKWRGDC - —-=————
TSCLIUM LOAYLERFENLPQLSGYMS SKEFKTCPCNGVSAKWRGDC
S S 4—— GST26X,

Figura 12. Secuencia del producto de #CR de la clona GST T2MA amplificado con
los iniciadores X gtl0 adelante y reverso, alineada con secuencias de
isoformas de GST de S. japonicum, S. mansoni, F. hepatica y E.
multilocularis. Los asteriscos seiialan identidades y los puntos homologias, las
flechas sefialan el sentido de los iniciadores utilizados para la secuenciacién.
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Se escogieron dos clonas para determinar su secuencia de nucledtidos
(GST T2MA y GST2MB). En ambas su analisis muestra una region de 657 pares
de bases codificando para una proteina de 25.5 kDa con 219 aminoécidos. ¢

Estos datos coinciden con el tamafio de una de las bandas de la fraccién
con actividad de GST del parasito, cuyo peso se habia estimado de 26 kDa,
ademas la secuencia de la regién amino terminal obtenida directamente de la
proteina coincide plenamente con la secuencia de aminodacidos deducida a partir
de la secuencia nucleotidica del fragmento de las clonas aisladas. Estas
evidencias y el alineamiento permitieron afirmar que se habian aislado clonas de
ADNCc insertas en el fago Agt10 que codifican para una GST de T. sofium. La
secuencia completa del fragmento se obsarva en fa Figura 12. El alineamiento de
la secuencia de aminodcidos indica una homologia del 86.7% con la GST de clase
p del céstodo Echinococcus multilocularis, asimismo presenta una Ialta homologia
<1 la regién amino terminal con otras GSTs de clase p, lo que sugiere una relacioén
con esta clase (Figura 12). Estos dat>s coinciden con los resultados obtenidos
anteriormente respecto a la clasificacién enzimatica hecha para la fraccion con
actividad de GST extraida del parasito.

PIGDE -MADLTELMEN-==== EVFMAFASYATIVLSKMMFMS-—~=~—= TAT~———m—————— AFY
PIGAL MAGKPLHYFNGRGRMECIRWLLAAAGVEFEEKFIKTPEDLDKLTNDG-===-~~-~ SLLFQ
PIGPI --PPYTITYFPVF IRCEAMRMLLADQDOQSWKEEVVTMETWPPLEPS == === =m=== CLFR
TSCOLIUM MAPTLAYWDIRGLAEOSRLLLKYLGVEYHDKRYHVGPAPNFDRSEWLSEKFTLGLDFP
L

PIGDE RLTRK--====~ VFAa'iP :DC---S5SFGK~GENAKKYLRTD-~-~ERVERVRRAHLNDLEN-
PIGAL QVPMVEIDGMKLVQTRAILNYIATKYNLYGKDAKERALIDMYTEGVADLGEMILLLPLCP
PIGPI QLPKFQDGDLTLYQSNAILRHLGRSFGLYGKDQKEAALVDMVNDGVEDLRCKYATLIYT -
TSOLITN NLPYYMDGDLKLTQSGATLEYIADRHGMIPD CKKRRAVLHMLQCEVLDLRQAFTRICYSP
PIGDE -IVPFLGIGLLYSLSG---~PDLSTAILH--~~-FRLFVGARIYHT~~-~—- IAYLTPLPQ
PIGAL PNEXDAKVASIKEKSTNRYLPAFERVLKS--HGQDYLVGNKLSRADIQLVELLYYVEELD
PIGPI ~NYEAGKEKYVKELPE~-HLKPFETLLSQNQGGQAFVVGSQISFADYNLLDLLRIHQVLN
TSOLIUM -DFEELKPGFFETLAQ--KLPNFETYLGD-~-~--KEWLTGEKINYPDFALCELLSQLTKFE
PIGDE PNRGLAF-—--~ FLGYG' 1 LSMAYRLLKS~R~=—~~ LYL--v-m—mm =

PIGAL PSLLANFPLLKALKTRVSKLPTVKKFLOPGSQRKPPMDAKKIRRSQEYFPD

PIGPI P$CLDAFPLLSAYVARLSARPKIKAFLASPEHVNRPNGN ----GEN----

TSOLIUM PTCLKKYPKLQAYLERFENLPQLSGYMSSKEFKTCPCNGVSAKWRGDC

" *

Figura 12. Secuencia completa del producto de PCR de la Clona T2MA amplificados

con los iniciadores A gtl0 adelante y Ayt10 reverso y alineada con secuencias
de GSTs de cerdo. Los asteriscos sefialan identidades y los puntos homologias.
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Existe baja homologia entre la GST de Taenia solium y las GSTs hasta
ahora descritas para ei cerdo, las c!us>es de GSTs descritas para cerdo son aifa, pi
y delta y se pueden observar en la Figura 12. Este hallazgo permite confirmar

que la secuencia de GST clonada pertenece al parasito y no al cerdo.

V.12 Southern biot

Para establecer el numero de copias del gen que codifica para esta forma
de GST aislada de T. solium, se utilizé ADN gendmico de cisticerco, el cual se
sometio, en reacciones separadas, a la accién de 3 enzimas de restriccién que
cortan el fragmento ( Eco RI, Pst y Kpn) y de 2 que no lo cortan (Hind lll, Bam HI ).
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Figura 13. Ensayo Southern blot utilizando ADN gendémico de cisticerco de T. solium
cortado con: (1) Eco RI, (2) Hind III, (3) Pst, (4) Bam HI y (5) Kpn, se
utiliz6 una sonda radioactiva generada a partir de la secuencia completa
del ADNc¢ que codifica para la GST de T. solium.
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Los productos de las digestiones se corrieron en un gel de agarosa y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se hibridé con una sonda
marcada radioactivamente y especifica para el fragmento clonado de GST de T
solium.

La presencia del bajo ntimero de bandas generadas por cada una de las
enzimas empleadas que se observan en la figura 13, permiten sugerir que el gen
que codifica para esta forma de GST de T. solium es de copia Unica en el genoma

del parasito.

V.13 Clonacién en el vector de expresion pTRC98A.

Una vez establecido que el fragmento de las clonas seleccionadas eran
iguales desde el punto de vista de ._éil patrén de restriccion de productos de PCR
generados con diferentes pares de oligonucledtidos especificos y después de
encontrar la misma secuencia para las clona GST T2MA y GST T2MB se decidid
utilizar solo una para insertarla en el vector de expresion, la seleccionada fue la
clona GST T2MA.

Corriente arriba del codén a= inicio del marco de lectura abierta del
fragmento se generd un sitio Nco | y corriente abajo del coddn de termino un sitio
Bam HI, esto se realizd mediante PCR y utilizando los oligonucledtidos
Aenominados GSTX; y GSTX, respectivamente. Una vez generados esto sitios,
tanto el fragmento resultante como el vector pTrc99A de 4176 pb fueron cortados
con las enzimas Bam HI y Nco |, para posteriormente ligarlos. Se recuperaron 2
clonas denominadas GST26 MC3 y GST26 MCS, las cuales al digerirlas se obtuvo
al vector y un fragmento que correspondia al tamario del inserto (Figura 14A).

Para confirmar que el fragmento completo se introdujo al vector, se
realizaron PCRs con dos iniciadores que identifican regiones del vector corriente
arriba (pVEC) y abajo (pVECR) del sitio de clonacion del vector de expresion
pTrc99A, también se usaron iniciadores especificos del fragmento insertado, los
productos obtenidos fueron de los tamafios que correspondian a la secuencia

conocida (Figura 14B). Estos hallazgos y la secuencia completa de la clona
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permitieron establecer que el fragmento completo que codifica para una forma de

GST de T. solium fue insertado adecuadamente dentro del vector de expresion.
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Figura 14. A) Clona GST26 MC6 (vector pTrc99A + Fragmento GST26 T2MA) sin
digerir (2) y digerida con las enzimas Nco/Bam HI (3). Marcadores de
peso molecular (1). B) PCR de la clona GST26 MC6 con los iniciadores
NH,TGST y GST26-3’ (1), NH,TGST y GSTX: (2), pVEC y pVECR (3),
M13f y M13r como iniciadores no relacionados (4) , Marcadores de peso
molecular (5).

V.14 Expresion y caracterizaciéon de la GST recombinante de T.

solium.

Usando como recipiente la bacteria Escherichia coli JM105 se prepard un

cultivo de 500 mL para la produccién de proteina recombinante de la cepa
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GST26 MC6 en el vector pTrc99A como se detallé en el capitulo de Metodologia,
obteniéndose un rendimiento de 12 mg de proteina por litro de cultivo. En la figura
16A se observa que después de la induccion se sobreexpresa una proteina de
peso aproximado a 26 kDa y al pasar el lisado del cultivo a través de una columna
de GSH-Sefarosa se purificé ura proteina del mismo peso, lo que indica que

efectivamente la GST que se cloné, ¢orresponde a una de tamario similar presente

en la fraccién aislada a partir del parasito (fGSTTs).

Figura 16. A) SDS-PAGE 12.5% condiciones reductoras. Extractos de E. coli JM105:
1y 4) transformadas con pTrc99A-GST26 MC6 de T. solium ¢ inducidas
con IPTG 2 mM, 2 y 5) transformadas con oTrc99A vacio e inducida con
IPTG 2 mM, 3) sin trans® mar, 4 y 5) Pasados por columna de GSH-
Sefarosa y eluide con Tris-HCl 50 mM pH 8.0 y GSH 5 mM, 6) Pesos
moleculares. B) Inmunoelectrotransferencia de extractos de E. coli JM105
transformadas con pTrc99A-GST26 MC6 de T. solium ¢ inducidas con
IPTG 2 mM, incubados con anticuerpos anti fGSTTs a las 4 horas (1), 2
horas (2), 1 hora (3) y al tiempo cero (4).
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Cuando se transformaron bacterias con el vector vacio o cuando no se
agrego el inductor IPTG, la banda de 26 kDa no fue sobreexpresada. De un lisado
de bacterias crecidas en estas condiciones y pasado a través de la columna GSH-
sefarosa no se obtuvo ninguna proteina (Figura 16A).

Los anticuerpos generados al inmunizar conejos con la f{GSTTs reconocen
a la GST recombinante, esto se aprecia claramente en una cinética de induccién
de la proteina a diferentes tiempos donde a partir de 1 hora ya se observa la
produccion de la proteina recombinante, alcanzando su maxima expresion las 4
horas (Figura 16B).

La GST recombinante de T. solium (GSTrTs) se sometid a filtracion en
gel, a las diferentes fracciones se les determind la actividad especifica sobre el
substrato CDNB y se les monitore6 la absorbancia a 280 nm como una medida de
la presencia de proteina. En la Grafica 3 se observa un solo pico que coincide con
la fraccién con mayor cantidad de proteina y actividad especifica, lo que indica que
el dimero de la GST recombinante ae 7. solium tiene un peso molecular
aproximado de 47 kDa.

En el Cuadro 7 se muestra que la GSTrTs es capaz de metabolizar a: 1-
Uloro-2,4-, Acido Etacrinico, Hexa-2,4-dienal, trans-Non-2-enal, Hidroperdxido de
Cumeno, 1,2-Dicloro-4-nitrobenceno y dromosulftaleina, por otro lado no presento
actividad detectable sobre Perdxido de Hidrégeno, ni sobre 1,2-Epoxy-3-(p-
nitrofenoxi) propano.

Estos resultados muestran que la enzima recombinante producida en E. coli
es activa sobre los mismos substratos sobre 1os que es activa la fGSTTs, los
valores puntuales especificos varian respecto a lo encontrado con fGSTTs, sin
embargo se encuentran dentro del mismo orden de magnitud.

Los ensayos de inhibicién revelan que los tres inhibidores tienen efecto
negativo sobre la actividad enzimética de la GST recombinante de T. solium, en el
Cuadro 8 se puede observar que la inhibicion por Cloruro de Trifeniltin y por Azul
de Cibacrén es aproximadamente 6 veces mayor que la causada por

Bromosulftaleina.
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Grifica 3. Cromatografia por filtracion en gel de la proteina GST recombinante
de T. solium (GSTrTs), la curva en linea continua representa la
absorbancia medida a 280 p 2+ y la linea discontinua representa la actividad
especifica sobre el substratc CDNB determinada como se describié en
Metodologia. Los niimeros y flechas sobre ¢l perfil de elucion indican la
posicién de los marcadores de peso molecular usades para calibrar la

columna.

Los datos de actividad especifica sobre los substratos evaluados, asi
como los datos de inhibicion obtenidos al ser comparados con los valores
reportados para las familias de GSTs de mamiferos para estos mismos substratos
(Mannervik y cols. 1985), revelan similitud de la actividad de GST recombinante
con la clase p de GSTs de mamiferos.

Usando la misma metodologia con la que se determiné la Km y la Vmax
de la fGSTTs se encontrd que la GST recombinante presentd un valor de 11.1

umol min'mg™ para la Vma> y un valor de 3.3 mM para la Km
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CUADRO 7

Actividad especifica de GST recombinate de T.solium sobre diferentes substratos

Substrato Actividad especifica (pmol min'mg™) }
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno 2.16
1,2-Dicloro-4-nitrobenceno 0.493

Bromosulftaleina 0.088

Acido Etacrinico 0.609
1,2-Epoxy-3-(p-nitrofenoxi) propano No detectada

Hexa-2,4-dienal 0.324

trans-Non-2-enal 0.187

Hidroperéxido de :.umeno 1.22
Hidroperoxido de Hidrégeno (Hz0:) No detectada

CUADRO 8

Determinacién de la Isy de diferent~: substancias inhibitorias sobre la actividad de
GST recombinante de T solium sobre el substrato CDNB.

Inhibidor Iso M
Cloruro de Trifeniltin 0.68
Azul de Cibacrén 0.71
Bromosulftaleina i 6.32

V.15 Ensayos de proteccion en el modelo 7. crassiceps ~raton.

Inicialmente se realizaron ensayos de proteccion para determinar la
influencia de tres distintos adyuvantes (Adyuvante de Freund, Hidréxido de
Aluminio y Saponina) sobre los eventuales niveles de proteccion que podria
conferir la enzima GST de T. solium. De igual manera se realizaron ensayos

_eliminares que permitieran establecer las concentraciones mas adecuadas de
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antigeno, los ensayos en esta etapa se realizaron con el protocolo corto (sacrificio
~ los 30 dias postreto) especificados en la metodologia, la via de inmunizacion
siempre fue la subcutanea y el antigeno empleado en esta etapa fue la fGSTTs. ¢

En el Cuadro 9 podemos observar que cuando usamos adyuvante de
Freund (1 pL por cada pg de proteina) y 10 pg de ECMTs (Extracto crudo de
metacéstodo de T. solium) se logré un nivel de proteccién del 78.6% muy similar al
74.2 % logrado al usar el mismo adyuvante y la misma cantidad de antigeno
fGSTTs, al disminuir la concentracién de fGSTTs a 1 ug se redujo el nivel de
proteccion al 54.1%, podemos decir que cuando usamos adyuvante de Freund y
fGSTTs el nivel de proteccién es directamente proporcional a la dosis de antigeno
empleada.

Cuando la Saponina fue empleada como adyuvante (10 pg/ratén) se
observd que el ECMTs a la dosis de 10 nug fue mas eficiente como antigeno
protector en comparacion a los ci3s dos adyuvantes evaluados, logrando un
81.9 % de reduccion de la carga parasitaria, sin embargo al usar fGSTTs como
antigeno la mayor capacidad protectora se observd a dosis de 1 pg (62.5%) en
relacién con el uso de 10 ug (62.5%), los datos sugieren que, en este caso la
relacién concentracién de antigeno/proteccion usando estas dos dosis es
inversamente proporcional, tal como se aprecia en el Cuadro 9.

Al utilizar Hidroxido de Aluminio ~.omo adyuvante (1 pg por cada 30pg de
proteina), se lograron niveles de proteccién inversamente proporcionales a la
cantidad de antigeno empleado, cuando se empled la fGSTTs como antigeno,
57.5% al usar 1 pg y 35.2% al usar 10 pg. En el Cuadro 9 se puede apreciar
también, que los niveles de reduccidn de la carga parasitaria, al utilizar este
adyuvante y el ECMTs, fue |la de menor magnitud comparada con el uso de los
otros dos adyuvantes evaluados en este trabajo, tan solo del 52.1%.

Esto resultados dieron una primera evidencia de que la fraccion con
actividad de GST de T. solium es lo suficientemente importante en el metabolismo
de detoxificacién del parasito y que si se usa como antigeno, es posible que se
induzca una respuesta inmune .rotectora en el modelo de cisticercosis

intraperitoneal causada por T. crassiceps en raton.
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CUADRO Y

Ensayo de proteccion contra la cisticercosis cn ratén causada por Taenia crassiceps
con protocolo corto (sacrificio 30 dias post-reto). Cada grupo se formé con 7 ratones
BALB/cAnN hembras de 4 a 6 semanas de edad. (DE) desviacion estandaft.
*Diferencia significativa respecto al grupo testigo (P<0.05)

Dosis de Antigeno % de
Saponina PBS - 127130 -—--
ECMTs 10 23+21 81.9*
fGSTTs 10 77147 39.9
fGSTTs 1 48+39 62.5*
Ady. de Freund PBS --=- 137465 e
ECMTs 10 29+28 78.6*
fGSTTs 10 35448 74.2*
fGSTTs 1 63140 54.1*
Al(OH)3 PBS - 105150
ECMTs 10 50+44 52.1
fGSTTs 10 68+45 35.2
fGSTTs 1 34+29 67.5

El adyuvante de Freund no pue.-2 ser empleado como adyuvante en una
vacuna de aplicacion generalizada, debido a las lesiones que puede ocasionar, en
cambio Al{OH)s; y Saponina no causan dafio alguno a las dosis adecuadas. En
base a los niveles de proteccion alcanzados en los ensayos preliminares,
cualquiera de los dos substancias podria ser usada como adyuvante en los
siguientes ensayos. Con la finalidad de probar diferentes dosis de la proteina en
experimentos de diferente duracion se seleccioné solo a Saponina como
adyuvante a utilizar. Considerando entonces gue la Saponina (10 pg/raton)

presentd mejor nivel de proteccion a 1 pg que a 10 pg de antigeno, se decidio
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ensayar con una dosis por arriba y ntra por abajo de 1 pg, es decir 0.5 pgy 5 g
de antigeno. |

Por otro lado, se utilizaron las dos proteinas que fueron factibles separar
por electroforesis y electroelucién a partir de la fraccion con actividad de GST, es
decir las bandas correspondientes a 26 kDa y 28 kDa, ambas con secuencia
amino terminal correspondiente a GSTs, estas fueron utilizadas a una dosis de 5
ug, debido a que esta fue la dosis que finaimente resulté con mayor eficacia
cuando se ensayaron previamente las diferentes dosis de fGSTTs (Cuadro 10).

También se utilizd como antigeno la GST recombinante de 7. sofium
(GST(Ts) a una dosis de 5 ug. En el Cuadro 10 se muestra un compilado de todos
los experimentos realizados con el protocolo corto (sacrificio 30 dias postreto), ahi
se incluyen el promedio de parasitos enc dntrados en el total de ratones usados en
cada condicion experimental, es decir cuando la (n) es 21 significa que el
experimento se repitid 3 veces con lotes de 7 ratones, cuando la (n) es 14 los
datos son el producto de dos experimentos y cuando (n) es 7 el experimento solo
se realizé una vez.

Al obtener el promr.:dio final de todos los experimentos en que se usaron
10 pg la fGSTTs, se observé un valor de proteccion mayor (54%) que el obtenido
en los experimentos preliminares (39.9%), sin embargo, se puedo observar que
los mejores niveles de proteccion se obtienen al utilizar 5 g de antigeno como
dosis (90%) (Cuadros 10 y 11). Al usar 0.5 pg se lograron niveles significativos de
proteccién, pues se confiere un 58% de reduccion en el nimero de parasitos
presentes en el peritoneo de los ratones infectados.

Resalta también el hecho de que la GSTrTs no fue capaz de conferir una
proteccion estadisticamente significativa, pues solo confiere el 25% de
disminucion de la carga parasitaria en los ratones,

Se observé en un solo un ensayo, que las GSTs de 26 y 28 kDa por
separado no logran los niveles de pioteccion que la fraccion completa de la que
fueron aisladas, ya que solo protegen el 46 y el 74 % respectivamente, sin
embargo para el caso de la de 28 kDa el nivel de proteccion es estadisticamente




significativo y no se considera un porcentaje muy bajo respecto al 90% logrado

con la fraccién completa.

CUADRO 10
Ensayo de proteccién contra la cisticercosis en ratén causada por Taenia crassiceps
con protocolo corto (sacrificio 30 dias postreto), usando 10 pg de Saponina por ratén
como adyuvante. (n) Niimero total de ratones que recibieron el mismo tratamiento,
cada grupo se formé con 7 ratones BALB/cAnN hembras de 4 a 6 semanas de edad.
(DE) desviacién estindar. *Diferencia significativa respecto al grupo testigo (P<0.05)

pnigono [ e oo [ | X s | e
PBS - 21 121435 ——
ECMTs 10 21 24127 . 80*
fGSTTs 0.5 14 51+31 58*
fGSTTs 1 21 60+35 50*
fGSTTs 5 14 12129 90*
fGSTTs 10 14 5647 54*
GST267s 5 7 65139 46
GST28Ts 5 7 32427 74*
GSTrTs 5 14 90138 25

Con la finalidad de valorar, .1 la proteccion alcanzada a los 30 dias
postreto (protocolo corto) se conserva por mas tiempo, se ensayaron dosis de 1y
5 pg de fGSTTs y de GSTrTs, 5 pg de GST26Ts y GST28Ts y 10 pg de la
proteina recombinante ROP (proteina de roptria de 7. gondii) como control de una
proteina no relacionada en un protocolo llamado largo, cuyo Unico cambio
respecto al corto fue que el sacrificio se llevo a cabo 60 dias despues del reto. Se
observa en el Cuadro 11 que el numero de cisticercos recuperados del peritoneo
de los ratones infectados que no recibieron ningan antigeno se eleva
aproximadamente 6 veces mas con respecto al mismo control en el experimento

corto. Los porcentajes de disminucion de parasitos cuando se usaron 1y 5 pg de
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fGSTTs fueron 84 y 85% respectivamente, lo cual permite decir que este antigeno
es capaz de proteger a los ratones contra la cisticercosis por T. crassiceps 3
meses después de la Gltima inmunizacion.

La GSTrTs al igual que en los experimentos cortos, no es capaz de
proteger contra la cisticercosis murina en el modelo empleado en el modelo largo,
pues como se observa en el Cuadro 11 solo se alcanzaron niveles de proteccion

del 20 y el 9% al usar 5 y 1 pg de GSTrTs como antigeno, respectivamente

CUADRO 11
Ensayo de proteccién contra la cisticercosis en ratén causada por Taenia crassiceps
con protocolo largo (sacrificio 60 dias postreto), usando 10 pg de Saponina por raton
como adyuvante. (n) Numero total de rutones que recibieron el mismo tratamiento,
cada grupo se formé con 7 r. tones BALB/cAnN hembras de 4 a 6 semanas de edad.
(DE) desviacién estindar. *Diferencia significativa respecto al grupo testigo (P<0.05)

Antigeno Dosis de ar,utigeno (n) X_dgl namero de % de requgcién
ug/raton cisticercos = DE de parasitos
PBS -——n 4 7214178 ----
fGSTTs 1 14 1 112+354 84*
fGSTTs 5 14 109+231 85*
GSTris 1 7 656+237 9
GSTrTs 5 7 578+92 20
GST26Ts 5 7 | 522185 28
GST28Ts 5 7 405+93 44*
ROP 5 14 696+217 3

La proteinas GST26Ts mantuvo baja su capacidad protectora respecto al
experimento corto, ya que solo protegi6 el 28%, respecto a la GST28Ts se pudo
observar que su nivel de proteccion dismii:uy6 del 74% alcanzado en el protocolo
corto (Cuadro 10) al 44 % en el protocolo largo (Cuadro 11).
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La proteina de roptria de T. gondii no favorecio la disminucién en el
numero cisticercos intraperitoneales de T. crassiceps presentes en los ratones

infectados, pues tan solo protegio un 3%.

V.16 Respuesta inmune humoral de los ratones en los ensayos

de proteccion.

En los experimentos iniciales en los cuales se valoré la capacidad
protectora de la fGSTTs, variando el adyuvante y las concentraciones de
proteina, se evalud la presencia de inmunoglobulinas clases G y E y de las
subclases 1gG, e 1gGga utilizando la téchica de ELISA.

Al contrario que en los contrules, en los que no se evidencio respuesta
inmune contra la fGSTTs, cuando se us6 fGSTTs mas adyuvanté de Freund o
alumbre se encontré presencia de 1gGs totales y las subclase IgG1 e IgGa, contra
ia fGSTTs pero no se detectd IgE. Las IgGs totales y las subclases evaluadas se
incrementaron a partir de la segunda inmunizacion alcanzando su maximo al
sacrificio, la relacion entre estas inmunogl.bulinas no correlacionaron con un perfil
en particular de respuesta inmune cooperadora, es decir no hubo un claro perfil
TH1 o TH2. La concentracion de proteina utilizado como antigeno (1 y 10 nug)
influyé en la cantidad de inmunoglobulinas presentes, a mayor antigeno mayor
cantidad de anticuerpos.

Dado que la Sapor na fue el adyuvante de eleccion y que las mejores
dosis, tanto en los experimentos cortos como en los largos, fueron 5y 1 ug para la
fGSTTs y estas mismas cantidades se emplearon para la GSTrTs se evaluo el
tipo de respuesta inmune que generan los ratones inmunizados con estas
proteinas a dichas dosis, para tal fin se realizaron ensayos de ELISA para valorar
indirectamente la presencia de inmunoglobulinas de clase 1gG, IgE y las subclases
IgG1 e 19G2a con especificidad contra el antigeno respectivo.

En la Grafica 4 se observa que la tendencia en el comportamiento con
ambos antigenos y ambas dosis es muy similar, es evidente que se producen

anticuerpos de la clase IgG pero no IgE y que la subclase 19G, es de menor
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cuantia que la subclase 19Gz. a lo largo del experimento, sobre todo a la semana

10 que corresponde a los 30 dias post-reto.
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Grifica 4. Determinacién pc ELISA de la presencia de inmunoglobulinas especificas
contra fGSTTsy GSTrTs de las clases IgG, IgE y de las subclases IgG, e

Inga.

Cuando los experimentos se llevan hasta la semana 14 (experimento

largo) la produccion de anticuerpos IgG totales aun es evidente, excepto cuando la

dosis fue de 1ug de fGSTTs, sin embargo la produccion de 19Gz, se ve abatida en

ese momento e IgG, se mantiene a niveles basales. Estos resultados sugieren

que el tipo de respuesta inmune que se presenta es compatible con el tipo TH1y

que el maximo de respuesta de tipo humoral se da a la semana 10.
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VI DISCUSION

En el extracto crudo de cisticerco de Taenia solium se encontrd actividad de
GST al utilizar CDNB como sustrato en presencia de Glutation reducido, tal y
como se ha descrito para otros helmintos y para una gran variedad de organismos
eucariontes (Vibanco-Pérez y Landa, 1998; Brophy y Pritchart, 1984). Al pasar
extracto crudo del cisticerco de 7. solium por una columna de Sefarosa con GSH
acoplado, la actividad de GST utilizando CDNB como segundo substrato, se
concentré aproximadamente 25 veces. Valor que es bajo en relacion con lo
encontrado en Heligmosomoides polygyrus en que dicha actividad se concentrd 70
veces (Brophy y cols. 1994) y similar u lo encontrado en Schistosorma mansoni y
Echinococcus granulosus, donde la actividad se logré concentrar 20 veces
(O’leary y Tracy, 1988; Fernandez y Hormaeche, 1994).

La fraccion proteica con actividad de GST de T. solium representa et 3% del
totat de las proteinas del extracto a partir del cual se purifico. Este dltimo valor esta
dentro del intervalo reportado para otras especies de parasitos helmintos, tal es el
caso de Schistosoma mansoni, par. el cual se reporta que entre el 2 y el 4% del
total de sus proteinas citosélicas pertenece a GSTs (O’leary y Tracy, 1988).
También esta de acuerdo con lo reportado para las proteinas de higado de
mamiferos, de las cuales el 3% esta constituido por las diferentes GSTs presentes
en las células de este érgano (Mannervik y Danielson, 1988) y es mayor a lo
reportado para el céstodo Echinococ xt s granulosus, para el cual se reportd que
la GST representa el 0.33% en peso de la proteina citosdlica total (Fernandez y
Hormaeche, 1994).

El corrimiento electroforético para determinar el peso molecular del
monémero de GST de T. solium, diéla impresion de que una sola banda de
aproximadamente 26 kDa formaba a la fraccidn con actividad enzimatica. Sin
embargo, al realizar electroforesis largss, en las que se dejaba salir todo el
colorante del amortiguador de corrimiento, se pudo comprobar gue al menos otra
banda de aproximadamente 28 kDa estaba presente. Este hallazgo no resulté

-~rprendente, ya que en la literatura existe un sinnimero de ejemplos que ilustran
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la presencia de diferentes formas de GST en un mismo organismo, tanto para
mamiferos como para parasitos. Ademas, los pesos moleculares de las GSTs de
helmintos y sus formas purificadas por afinidad a GSH, reportadas a la fecha,
estan en el intervalo de 23 a 28.5 kDa por lo que ambas bandas detectadas en la
fraccién con actividad de GST de T. solium se ubican en este grupo. (Brophy,
Southan y Barret, 1989; Rojas y cols., 1997, QO’leary y Tracy, 1988; O’leary y cols.,
1992; Rossjohn y cols., 1997; Vibanco-Perez y Landa 1998).

Los anticuerpos policlonales generados contra esta fraccion con actividad de
GST (fGSTTs) y los adsorbidos contra la aparente Unica banda de 26 kDa
reconocieron ambas bandas, esto es congruente, pues los conejos fueron
inmunizados con la fraccion que contenia ambas bandas hasta ahora
identificadas. La absorcién de los anticuerpos se realizé suponiendo que la banda
solo contenia una entidad proteica, ya que cuando se realizé la adéorcién, esta se
hizo sobre membranas con transferensias de corrimientos electroforéticos cortos,
es decir, ambas bandas es.aban presentes. Ademas, es comun que se presente
reconocimiento inmunoldgico cruzado entre isoformas de GSTs de la misma
especie (O'leary y cols., 1992).

El significado funcional de la expresion de estas dos formas de GSTs en T.
solium y otros parasitos no esta claro, pero presumiblemente esta relacionado con
el requerimiento de GSTs con diferuate especificidad a substratos (Panaccio vy
cols., 1992; Liebau, Wilddenburg y ccls. 1996)

Por otro lado, estos anticuerpos reconocieron en el extracto crudo, dos
bandas ubicadas a la altura de los marcadores de peso correspondientes a 70 y
80 kDa. Cuando el extracto crudo se paso a través de la columna de afinidad de
GSH, las bandas seguian siendo reconocidas por los anticuerpos en la fraccion
que no se ligaba especificamente a la columna. Por el contrario, en la fracciéon que
se ligaba y que era eluida selectivamente, los anticuerpos no evidenciaron dichas
bandas. Estas proteinas no estan relacionadas con la actividad de GST, sin
embargo, es posible que compartan algunos epitopes con las bandas con

actividad de GST que se encontraron en la fraccion.
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Cuando la fraccién con actividad de GST de T. solium (fGSTTs) se sometio a
cromatografia por filtracién, se observé un pico principal que poseia actividad de
GST y la mayor proporcién de proteina. E! peso molecular calculado fue de 47
kDa, el cual es compatible con un dimero que corresponde a los pesos
moleculares (26 y 28 kDa) de los mondmeros observados en los geles de
poliacrilamida corridos en condiciones desnaturalizantes.

Cabe sefalar entonces, que cuando se trabajé con esta fraccion, al menos
dos proteinas estaban presentes, por lo que, las caracteristicas encontradas
corresponde a la suma de caracteristicas de ambas y no se puede descartar la
probable presencia de otras isoformas. Por ejemplo, en Schistosoma mansoni, se
estableci6 la presencia de tres isoformas que se unieron a la columna de GSH y
ofra isoforma mas que no lo hizo, al determinar las actividades individuales de
cada isoforma se encontré que cada una de ellas tenia un nivél particular de
actividad diferente a la fraccion que lzs contenia a todas (O'leary y Tracy, 1988).

Todas las GSTs poseen la habilidad de conjugar GSH con compuestos que
contienen un centro electrofilico, este grupo es muy amplio, sin embargo, el
substrato mas usado para estudiar a GST es el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB), el cual, cuando se conjja con GSH, produce S-(2 ,4-dinitrofenil)
glutafién, este producto absorbe diferencialmente a 340 nm, haciendo
relativamente sencillo la determinacion de actividad (Hayes y Pulford, 1995). Por
esta razon se le conoce como el substrato universal para GSTs y su uso esta
qeneralizado para determinar caracteristicas como actividad especifica, Km y
Vmax , a pesar de que, desde el punto de vista del papel biologico que la enzima
juega en la célula, este substrato no tiene importancia.

La actividad especifica de GST de la fGSTTs sobre el substrato universal
para GSTs (CDNB) fue de 2.8 umol min'mg”, valor que contrasté con los
reportados para otras fracciones obtenidas a partir de extractos citosélicos de
otros céstodos parasitos y purificadas por afinidad a GSH, resuitando 7 veces
mayor que la reportada para Echinococcus granulfosus (0.4 pmol min'mg”), 3
veces menor que la presentada por Schistocephalus solidus que fue de 8.7 umol

min"'mg™ (Morello y cols., 1982; Brophy y cols. 1989) y 2 veces menor que la de
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Moniezia expanza (Brophy, Southan y Barrett, 1989). La heterogeneidad
observada entre céstodos es también marcada en relacion con otro grupo de
parasitos como los trematodos, ya que encontramos que se han reportado
actividades de 18.9 pmol min'mg™ para el caso de Fasciola hepatica (Brophy y
cols., 1990b) y 23.5 para Schistosoma mansoni (C'leary y Tracy, 1988).

Para nematodos existen algunos ejemplos en el mismo sentido, entre ellos el
de Dirofilaria immitis cuya actividad especifica de un purificado similar a los
anteriores es de 55 pmol min'mg' (Jaffe y Lambert, 1986) y el de
Heligmosomoides polygyrus en que se reporta una actividad especifica de 10.1
umol min'mg™ (Brophy y cols., 1994).

La Kmy Vmax de la fraccion con actividad de GST de cisticerco de 7. solium
sobre CDNB, fueron 4 mM y 12.5 pmol min"'mg™ respectivamente. Estos valores
son del mismo orden que los reportacos para fracciones citosolicas purificadas por
afinidad a GSH de Echinococcus granulosus (1.1 mM y 45.4 umol min'mg™? )y de
Monienza expansa (1.4 mMy 32.3 umol min"'mg™") (Morello y cols., 1982; Brophy,
Southan y Barrett, 1989). Todos las determinaciones con el substrato universal
CDNB para la fGSTTs y la compar=cién con los valores obtenidos reportados
para otros parasitos ponen de manii'sto que la actividad enzimatica purificada
puede considerarse, en términos generales, del mismo orden.

De las cuatro clases de GSTs citosdlicas de mamiferos (a p n 0) solo las
‘res primeras son capaces de unirse a matrices con GSH y actuar sobre CDNB
(Meyer y cols. 1991), este fue el caso de la fraccién purificada, por ello se usaron
los substratos e inhibidores que permitieran clasificar a ia fGSTTs dentro de las
clases o, p om Al comparar la capacidad de la fGSTTs de actuar sobre Acido
Etacrinico (0.470) con los intervalos de las clases oy p (0.01-1.2'y 0.08-0.6 pmol
min™ mg™ respectivamente), podemos apreciar que esté relacionada con ambas
pero no con la clase n (0.9-4 pmol min™ mg™). Si comparamos la actividad de la
fGSTTs (0.004 pmol min" mg”) sobre Bromosulftaleina observamos que la
fGSTTs esta relacionada estrechamente con el intervalo de la clase p (0.002-0.9

umol min"'mg™). Con lo que respecta al substrato Hidroperéxido de Cumeno se
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encontré que la fGSTTs tiene sobre el una actividad de 0.220 pmol min” mg™ que
esta dentro del intervalo de actividad atribuido a la clase p (0.1-0.7 pmol min™ mg’
"y y no al de las clases a (3-12 pmol min mg™" ) o = ( 0.03-0.14 pmol min™ mg™)
(Mannervik y cols., 1985).

Los ensayos de inhibicién muestran que la lso que presenta el Cloruro de
Trifeniltin (0.5 uM) sobre la actividad de la fGSTTs usando CDNB como substrato,
se relaciona tanto con la clase « (0.3-30 pM) como con la clase p (0.04-0.5 uM) y
no con la clase = (>10). La Is atribuida a Azut de Cibacron sobre fGSTTs fue de
0.45 uM mientras que los intervalos para las clases pn o son 0.05-0.7, 0.1-05y
0.6-20 uM respectivamente, esto implica que la relacién es mas cercana con las
clase py 7 para este inhibidor. Finalmente al usar Bromosulftaleina como inhibidor
se ubicé a la fGSTTs como mas relacionada a la clase p, pues la ls; fue 1.41uMy
los intervalos para las clases p n o s°n 0.5-10 uM, 20-100 pM y 2-200pM
respectivamente (Mannervik y cols., 1985)

Todos estos datos bioquimicos sefialan una mayor relacion de la fGSTTs
con la clase p que con las clases ay m de GSTs citosdlicas de mamiferos, sin
embargo, también es posible apreciar que con algunos substratos los intervalos se
sobrelapan. Esto es algo ~ue cominmente se reporta, de tal manera que se
requiere otros criterios para ubicar dentro de una clase a la enzima evaluada, la
secuencia amino terminal, es una herramienta util para hacerlo.

Debido a que esta fraccién en realidad es una mezcla de al menos dos
formas, lo que hicimos fue realizar una secuencia amino terminal de ambas vy
como se mostré en la Figura 7, tanto la banda de 26 kDa como la de 28 kDa
muestran una homologia mayor con la clase p de GSTs de mamiferos. Aunque
para este caso correlacioné la caracterizacion biogquimica con la secuencia de
aminoacidos de la region amino terminal de la proteina, existen ejemplos en la
literatura en que no hay concordancia, por ejemplo, en el caso de Echinococcus
multilocularis la secuencia mostré una clara relacion con la clase y, sin embargo
bioguimicamente no se encontro relacfén con ninguna de las clases de GSTs de

mamiferos hasta ahora reconocidas (Liebau, Muller y cols., 1996), como este
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dltimo ejemplo existen varios no solo para parasitos, sino para otras especies de
organismos en las que se describe la GST y trata de clasificarse con la
clasificacion para GSTs de mamifer~s (Snyder y Maddison, 1997), por lo que se
ha sugerido la necesidad de una clasificacion exclusiva para las GSTs de
Helmintos o una nueva clasificacion general de GSTs (Brophy y Barret, 1990b;
Vibanco-Pérez y Landa, 1998).

Un substrato que no metabolizé la fGSTTs y que si lo metabolizan las GSTs
de mamiferos fue el 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano, lo cual es compatible con
lo reportado en el sentido que las GS’i s pertenecientes a las clases a p y n no son
capaces de metabolizar adecuadamente este compuesto ( Mannervik y Danielson,
1988; Meyer y cols., 1991).

El Hidroperoxido de Cumeno fue uno de los substratos sobre los que actud la
fGSTTs, lo que permitid establecer su capacidad para actuar como Glutation
Peroxidasa independiente de Selenio, pero no como Glutation Peroxidasa
dependiente de Selenio, pues no presentd actividad sobre Hz0;, esto es relevante
ya que un numero significativo de isoenzimas de GST exhiben actividad de
Glutation peroxidasa y catalizan la reduccion de hidroperoxidos organicos a sus
correspondientes alcoholes, los substratos que GST reduce incluye acidos grasos,
fosfolipidos e hidroperdxidos de ADN y como estos compuestos son generados
por la lipoperoxidacion y dafio oxidativo del ADN se considera que las GSTs, asi
como ofras enzimas dependientes de GSH ayudan a combatir el estrés oxidativo
(Hayes y Pulford, 1995).

Otro grupo importante de compuestos sobre los cuales tuvo actividad la
fGSTTs fueron el trans-non-2-enal y el Hexa-2-4-dienal (0.085 y 0.134 umol min”’
mg' respectivamente) que son carbonilos citotéxicos producto de la
lipoperoxidacién, varios helmintos han sido reportados con la capacidad de
realizar estas actividades enzimaticas atribuidas a GSTs y se ha sugerido que esta
enzima participa en la detoxificacion del parasito de estos compuestos producidos
por el hospedero a través del estallidc respiratorio de células del sistema inmune
(Brophy, Papadopoulos y cols., 1989; "irophy y cols, 1990b; Walker y cols., 1993;
Vibanco-Pérez y Landa, 1998).
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Hasta aqui podriamos recapitular diciendo que la f{GSTTs tiene una actividad
bioquimica de GST compatible con la clase n de la clasificacion de GSTs de
‘mamiferos, que posee actividad de Glutatién Peroxidasa independiente de Selenio
y que es capaz de metabolizar carbonilos citotéxicos. Ademés sabemos que esta
compuesta de al menos dos formas de GST con secuencia amino terminal
individual compatible con GSTs de la clase p de mamiferos, una de
aproximadamente 26 kDa y la otra de 28 kDa, ambas reconocidas por anticuerpos
de conejo generados como respuesta la inmunizacién con fGSTTs.

Al realizar una comparacién inmunoldgica de la fraccién con actividad de
GST de 7. solium con GSTs de otras especies encontramos que los anticuerpos
que reconocen a la fGSTTs reconocen también a GSTs de Taenia saginata,
Taenia taeniaeformis y Taenia ciassiceps, es decir, parasitos del mismo genero,
por el contrario, la GST del parasitc < 'chistosoma mansoniy alas GSTs de higado
de cerdo, conejo y ratén no fueron reconocidas. Esto es importante, ya que se
pone de manifiesto que los hospederos y animales utilizados como modelo
experimental poseen GSTs que son lo suficientemente diferentes a la de 7. solium
para que puedan generar una respuesta inmune contra la enzima del parasito.
Ademas, confirma la factibilidad de 1 tilizar modelos animales heterdlogos para
evaluar la capacidad protectora de la fGSTTs, como es el caso del modelo de
cisticercosis Taenia crassiceps-raton. Estas observaciones también se han hecho
en otros parasitos, por ejemplo se ha reportado que anticuerpos contra una GST
de 28 kDa de Schistosoma mansoni no reaccionan contra isoenzimas de GSTs de
rata y de humano, pero si tiene reaccién cruzada con otras formas de GST del
mismo género de parasitos (Taylor y cols., 1988). También se ha reportado que
anticuerpos contra la GST de Trichinella spiralis presentan reaccién inmune
cruzada con GSTs de otras especies del género Trichinella y no reaccionan con
GST de Fasciola hepatica, Schistosoma bovis, Schistosoma mansoni, Dirofilaria
immitis, Toxocara canis y Anisakis sp (Rojas, 1997). Estos datos revisten gran
importancia, pues estan relacionados con la posibilidad de que un hospedero sea
capaz de generar una respuesta inmune contra epitopes de la enzima del parasito

y no una respuesta autoinmune contra las enzimas propias. Por otro lado si la
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enzima resultase un buen inmunégeno podria ser empleada en la prevencion de
varias parasitosis causadas por distintas especies del mismo género.

Inmunchistoquimicamente, utilizando anticuerpos anti GSTTs (anticuerpos
adsorbidos y eluidos de las bandas de 26 y 28 kDa) la GST de 7. solium se
localizé concentrada principalmente en el tegumento del cisticerco, presente a
través del parenquima y en el citoplasma de células de los citones protonefridiales
y tegumentarios, la impresion que da esta localizaciéon es de formacion de un
gradiente de adentro hacia fuera del parasito, es decir, de menos a mas desde los
citones protonefridiales hasta la superficie tegumentaria. En Echinococcus
granulosus la GST a sido detectada en el parenguima sin ninguna asociacion con
alguna estructura en particular (Fernandez y Hormaeche, 1994). En S. mansoni
se ha asociado su presencia a tegumento y celulas protonefridiales y del
parénquima subtegumental (Taylor y cols., 1988) y se ha confirmado que la
enzima es exportada al exteriol del parasito (Liu y cols., 1996), incluso se ha
reportado la presencia de GST de 3. japonicum en suero de individuos infectados
(Davern y cols., 1990). Para Fasciola hepatica la GST ha sido localizada en el
parenquima y en la superficie de la lamela intestinal del adulto y se ha descrito una
GST de secrecién (Wijffels y cols., 1992; Creany y cols., 1985; Cervi y cols., 1999).
De igual forma, en el nematodo Onchocerca volvulus, una forma de GST es
excretada del gusano (Liebau y cois.. 1994). Con estas evidencias y lo observado
en nuestro trabajo, es posible que Taenia sofium tenga una forma de GST de
secrecion.

Al parecer, es importante que la enzima se encuentre tanto dentro como
fuera del parasito, como se comprobé en este y otros trabajos la enzima detoxifica
al parasito de los productos que se forman después de la lipoperoxidacion por lo
que la necesita en el interior. Por otro lado, la presencia de la enzima en la
interfase hospedero-parasito, es relevante, pues como se ha comprobado,
metaboliza compuestos téxicos de origen endégeno y exdégeno, como son los
productos derivados de la accion de los radicales libres de oxigeno generados
por células del sistema inmune d2l hospedero y algunos medicamentos

antiparasitarios
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También es importante considerar que si bien es una ventaja para el parasito
que la enzima se encuentre en la interfase hospedero-parasito para defenderlo de!
ataque iniciado por el sistema inmune sobre las membranas del parasito, también
puede ser una desventaja, ya que puede eventualmente ser vista de manera mas
eficiente por el sistema inmune del hospedero y generarse una mejor respuesta
contra ella. Esto llevé a la idea de que pueda ser un buen antigeno protector.

Una vez determinada la presencia de la enzima en 7. solium y conociendo la
importancia que para el parasito representa desde el punto de vista de
detoxificacién, el siguiente paso fue tratar de obtenerla de una manera que no
involucrara al parasito directamente. La alternativa obvia fue clonar los genes que
codifican para dicha enzima, recordando que por lo menos dos isoformas de la
enzima estan presentes en este parasito y expresarlas en un sistema bacteriano.
Sin embargo, a la fecha solo ha sido posible, con las estrategias usada, clonar,
expresar y caracterizar una de ellas.

A partir de conocer la secuencia a~ino terminal de las proteinas presentes
en las bandas de 26 y 28 kDa de la fGSTTs se disefaron oligonucleétidos
especificos de esa region, ademas, se disefid otro oligonucledtido considerando
la secuencia de una regién conservada en muchas GSTs de clase u, con estos
uno de los pares de oligonucledtidos (para la proteina de 26 kDa) fue posible
obtener un producto de PCF con una secuencia compatible con las de GSTs.

Este sirvid de sonda para tamizar tres bibliotecas de ADNc de T. sofium
construidas en el vector Agt10 y obtener clonas que contenian insertos que
codifican para una proteina completa de 657 pares de bases sin considerar el
coddn de paro y cuya secuencia es homdloga a GSTs. Esta secuencia se insertd
en un vector de expresioén y se obtuvo una proteina de 219 aminoacidos con un
peso molecular calculado de 25500.0a. Al someterla a electroforesis en un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizante, se ubic6 a la altura
correspondiente a un peso molecular aparente de 26 kDa, similar en tamafio a la
banda de la fGSTTs que poseia ia secuencia amino terminal a partir de la cual se

diseno el oligonucledtido empleado.
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La proteina recombinante (rGSTTs) fue reconocida por los anticuerpos anti
fGSTTs y en la columna de filtracion presenté actividad de GST en la misma
fraccion que la fGSTTs, calculandose un peso de 47 kDa para el dimero.

Este producto se caraclerizé bioquimicamente, comprobandose
primeramente que la proteina recombinante obtenida en el sistema bacteriano es
funcional y que es capaz de metabolizar a los mismos substratos que la fGSTTs
en e! mismo orden de magnitud, lo que la ubica bioquimicamente dentro de la
clase p con la clasificacion de GSTs para mamiferos, sin embargo, se
encontraron algunas diferencias , por ejemplo su actividad sobre hidroperéxido de
cumeno fue 5 veces mayor que la exhibida por la fGSTTs, y su capacidad de
metabolizar compuestos tipo carbonilos citotdxicos (productos secundarios de la
lipoperoxidacion) fue también superior, asi como su habilidad para conjugar Acido
Etacrinico. Esto puede deberse a que las caracteristicas metabdlicas de la fGSTTs
son la suma de las caracteristicas metabélicas de la mezcla, mientras que la
actividad de la GSTrTs representa solo 2 ina entidad enzimaética, o bien, que esta
forma de GST tiene una mayor especificidad para metabolizar estos substratos,
lo cual la hace muy importante para el sistema de detoxificacion de T. solium.

Respecto a su susceptibilidad a los inhibidores evaluados, se observo que al
usar Bromosulftaleina su susceptibilidad fue menor con relacion a fGSTTs, lo cual
concuerda con su mayo" capacidad relativa de usar este compuesto como
substrato (Tablas 5, 6, 7 y 8). Finalmente se pudo observar que su actividad
especifica sobre el substrato universal (CDNB) no se elevé y que su Km y Vmax
tampoco difirieron de lo encontrado para la fGSTTs.

Estos datos coinciden con algunos reportados en la literatura, por ejemplo la
Glutation  S-transferasa recombinante de 28 kDa de Schistosoma mansoni
expresada tanto en Escherichia coli como en Saccharomyces cerevisiae,
considerado un antigeno protector contra la Esquistosomiasis, presento
practicamente la misma actividad sobre CDNB que la GST obtenida directamente
del parasito (120, 130, 124 pmol min"mg” respectivamente), respecto a Acido
Etacrinico las recombinantes tuviero'. un 50% mas de actividad y con respecto a
Hidroperéxido de Cumeno el aumer .0 de actividad presentado por las GSTs
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recombinantes fue del 20%, no presentando cambios en la susceptibilidad a los
inhibidores que evaluaron. También reportan que la proteina recombinante es
reconocida por los anticuerpos con <=specificidad contra la GST obtenida
directamente del parasito (Taylor y cols., 1988).

Para Fasciola hepatica encontramos también que los anticuerpos producidos
contra la proteina nativa GST reconocen a 4 isoformas recombinantes de Ia
enzima y las actividades sobre los diferentes substratos se mantienen en el mismo
orden de magnitud, existiendo diferencias puntuales entre alguna de las isoformas
recombinantes respecto a la nativa y donde se manifestaron cambios mas
marcados entre dos de las recombinantes y la nativa, fue en su sensibilidad a los
inhibidores (Salvatore y cols., 1995).

Al alinear la secuencia completa del marco de lectura abierta clonado en el
vector de expresion pTrc99A se pudo observar claramente una homologia con
GSTs de parasitos helmintos que p-eviamente habian sido considerados de la
clase p, con quien mas homologia presentd (86.7%) fue con la secuencia del
también céstodo Echinococcus multilocularis, aunque para este paréasito se reporto
que sus caracteristicas bioguimicas no permiten clasificarlo en una clase de GST
en particular (Liebau, Mduller y colz., 1996). No presentd la rGSTTs sitios
potenciales de glicosilacién, ni pose~ secuencia de péptido sefal en su parte
amino terminal, sus caracteristicas son tipicas de una proteina citosdlica.

Ademas, al alinearse con secuencias de aminoacidos de tres GSTs de
cerdos reportadas hasta la fecha, se encontré que la rGSTTs presenta una baja
homologia con ellas, lo cual completa las evidencias de que se aislé una
secuencia de GST derivada del metacéstodo de Taenia solium.

Por otra parte, todos estos hallazgos confirman que la GST de T. solium de
peso aproximado a 26 kDa nativa y recombinante representan la misma entidad
proteica y que puede ser considerada una GST citosélica de la clase p de acuerdo
a la clasificacién de GSTs para mamiferos.

Con la idea de establecer el numero de genes que codifican para esta
enzima, se efectud un analisis tipo Southern blot, el cual indicé que un solo gen

codifica para esta rGSTTs, lo cual es compatible con lo reportado en otros casos,
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como por ejemplo para Onchocerca volvulus, en que dos isoformas de GST se
han producido en un sistema bacteriano como proteinas recombinantes y se
demostré que una sola copia del gen respectivo codifica para cada una de ellas
(Liebau, Wildenburg y cols., 1996).

Debido a la dificuitad para realizar experimentos de proteccion en el modelo
natural de cisticercosis por T. solium, es decir, utilizando cerdos y huevos viables
del parasito y aprovechando la alta reactividad cruzada entre los antigenos de T.
solium vy T. crassiceps, todos los experimentos se realizaron en el modelo T.
crassiceps- ratén. El primer acercamiento fue definir si la fGSTTs tenia alguna
posibilidad de ser un antigeno candidato para proteger contra la cisticercosis, con
esta idea se decidié primeramente evaluar un par de dosis de antigeno {1y 10 pg)
y tres adyuvantes (AL(OH)s, Adyuvante de Freund y Saponina). Esta
documentado que el adyuvante @s uno de los factores decisivos en el tipo de
respuesta inmune que se monta al usar la GST de Schistosoma mansoni como
antigeno y por lo tanto influye preponderantemente en la efectividad o en la
inutilidad de la respuesta (Comoy y cols.,1998).

Los primeros resultados encontrados indican que la fGSTTs es capaz de
estimular niveles estadisticamente significativos de proteccidén, considerando la
reduccion de parasitos intraperitonezles en los ratones inmunizados e infectados
con respecto al numero de parasitos en los grupos controles que solo fueron
inyectados con el adyuvante correspondiente, esto, usando cualquiera de los tres
adyuvantes. Cuando se usaron 10 ng de la f{GSTTs e Al{OH); como adyuvante por
via subcutanea, se alcanzé un 67.5% de proteccién, a igual dosis de antigeno
pero con Adyuvante completo de Freund se alcanzé el 74% de proteccion y
cuando 1 ug de fGSTTs y Saponina fue empleados, la respuesta protectora
alcanzo el 62.5%. Estos niveles de proteccién han sido alcanzados en el caso de
Schistosoma matteei donde utilizando una GST recombinante y Adyuvante de
Freund por via intramuscuiar se alcanzaron el 50 y 89% de proteccién evaluado
como reduccién en la carga parasitaria de adultos y de huevos en heces
respectivamente (De Bont y cols., 1997). Para Fasciola hepética se ha reportado
que al utilizar GST nativa con Adyuvante de Freund por via subcutanea se logra
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un 57% de proteccion (Sexton y cols., 1990). Para el nematodo Haemonchus
contortus se ha reportado que la enzima GST utilizada como antigeno no es capaz
de conferir proteccién alguna (Kawalek y cols., 1984). Respecto a céstodos, el
primer informe respecto a ensayos de proteccion utilizando la GST como antigeno
es de nuestro grupo (Vibanco Pérez y cols., 1999).

Todos estos hallazgos en diferentes modelos, apuntan a sefialar que la GST
de helmintos es un buen candidato para probarse como antigeno en ensayos de
proteccion en diferentes parasitosis, ya que la enzima al parecer juega un papel
muy importante en los procesos de detoxificacion de los parasitos, lo cual se
demostréd elegantemente en un experimento en el que usando ratones
transgénicos que expresaban GST de 28 kDa de S. mansoni encontraron que al
ser infectados con la fase infectante del parasito la parasitosis era mayor
comparada con ratones no transgénicos, ademas los ratones transgénicos
presentaban niveles nulos de anticuerpos anti GST 28 de S. mansoni contraric a lo
que pasaba en los no transgénicos, cuyos niveles de anticuerpos eran elevados, el
experimento fue repetido con ratones t-ansgénicos y no transgénicos inmunizados
previamente con la enzima y los resultados fueron similares en relacion a los
niveles de proteccion y a la presencia de anticuerpos (Xu y cols., 1997).

Respecto al tipo de respuesta inmune que observamos al usar estos tres
diferentes adyuvantes y fGSTTs como antigeno, encontramos que se detectd
presencia de IgGs totales contra la proteina, no se encontro IgE y los niveles
encontrados de IgGq e 139Gz, apurtacan a una mezcla en la respuesta inmune
cooperadora, es decir, no habia una clara tendencia hacia TH1 o hacia TH2. Los
resultados no pueden ser muy comparables con los de la literatura, pues en
algunos casos la via de inmunizacién o el adyuvante empleado no es el mismo
utilizado en nuestros experimentos, por ejemplo una respuesta tipo TH1 fue
observada al realizar inmunizacién intradérmica de un plasmido con DNA que
codifica par la GST de 28 kDa de S. mansoni {Dupre y cols., 1997), o una tipo
TH2 cuando el mismo antigeno pero asociado a liposomas es usado para

inmunizar ratones a través de mucosas {lvanoff y cols., 1996).
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Pensando en que eventualmente la GST de Taenia sofium podia ser usada
como antigeno en el modelo natural en cerdo, descartamos el uso de Adyuvante
completo de Freund por no ser utilizable debido a las lesiones que llega a producir
en los animales inyectados. La decisién de usar Saponina exclusivamente en
todos los siguientes experimentos se baso en el hecho de que es una substancia
cuyo uso esta permitido en protocolos de inmunizacion a animales ya que no deja
lesiones y por otro lado, los niveles de proteccion que se alcanzaron con ella
parecian podian mejorarse al usar otras dosis de antigeno. Por otro lado, a pesar
de que AI(OH); esta permitido para su uso como adyuvante en humanos y que los
niveles de proteccién en nuestros ensayos fueron del mismo nivel que saponina,
se descarté su uso ya que estd reportando que dirige la respuesta inmune, de
manera preferente , hacia un tipo TH2 (Sinith, 1992) y como se vera mas adelante
era preferible que la respuesta inmune no fuera de este tipo.

En base a los resultados obtenidos, la dosis de fGSTTs de eleccion final
usando Saponina como adyuvante fue de 5 pg, esta misma dosis se usé cuando
se ensayaron las proteinas aisladas de 26 y 28 kDa y la rGSTTs. Los niveles de
proteccion logrados con esta dosis de fGSTTs y usando 10 pg de Saponina por
raton como adyuvante, fueron del 90% en los experimentos cortos y del 85% en
los experimentos fargos. Estos valores son de los mas aitos logrados al utilizar
GST como antigeno pues ya se sefialé que el 89% es el dato mas alto reportado
en la literatura y se refiere a la disminucion de huevos en heces de S. mattes
usando como antigeno GST recomt.it ante de S. bovis (De Bont y cols., 1997).

Respecto a la respuesta inmune encontrada en estos ensayos, se puede
decir que la tendencia de los perfiles de inmunoglobulinas que se observan es
hacia una respuesta inmune cooperadora compatible con el tipo TH1. Esto
coincide plenamente con los hallazgos en que postulan que en el modelo T.
crassiceps- raton la presencia de alto numero de parasitos coincide con una
respuesta de tipo TH2, mientras que aquellos momentos de la infeccion en que la
carga parasitaria €s menor la respuesta inmune manifiesta es de tipo TH1 (Villa y
Kuhn, 1996; Terrazas y cols., 1998; Terrazas y cols., 1999) pero contrasta con los

resultados de otro grupo que postula que durante la infeccién experimental de
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ratones con T. crassiceps la respuesta inmune sistémica es una mezcla de
TH1/TH2 (Toenjes y cols., 1999).

Sorpresivamente las proteinas Je 26 y 28 kDa por separadas bajaron su
efectividad para proteger a los ratones de la infeccion. De 90% que se logra con la
fGSTTs que contiene a ambas, la de 26 baja a 46%, mientras que la de 28 kDa
baja a 74% en el experimento que se evaluo 30 dias después del reto (corto). En
el experimento que se evaludé 60 dias después del reto (largo) los niveles bajan
hasta 28 y 44% de proteccién respectivamente, comparado con el 85% exhibido
por la fGSTTs. Esto lleva a pensar que es necesario la mezcla de ambas para
alcanzar mejores niveles de proteccion. Esto ha sido considerado de igual manera
por Brophy y Pritchard, quienes postulan que hay que considerar la posibilidad que
en una eventual vacuna se incluyan todas las isoformas de GSTs. Ya que si no
se monta una respuesta inmune contra todas, se corre el riesgo de no atacar a las
mas relevantes para el parasito, limitando asi la proteccién (Brophy y Pritchard,
1992).

Pareciera que la GST de 28 kDa de 7. solium pudiera ser la mas importante
desde el punto de vista de despertar una respuesta inmune protectora, ya que
también la GST recombinante fallé para proteger a los ratones de la infeccion y es
la homéloga a la banda de 26 kDa purificada de la f{GSTTs, es decir, la GST nativa
y recombinante de 26 kDa de 7. solium son equivalentes bioquimica y
estructuralmente y son incapaces de inducir una respuesta inmune protectora al
ser usadas como antigenos en el modelo T. crassiceps-ratén. Ejemplos de este
tipo han sido reportados en ia literatura y existe la hipdtesis de que ciertas
isoformas asumen el papel de neutralizar los anticuerpos para que estos no
logren inactivar las isoformas importantes del metabolismo del parasito (Wright y
cols., 1991). De ser real este seria un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune, sin embargo, con los datos a la mano no podemos decir que esto suceda
en nuestro modelo. El hecho de que la fGSTTs logre los niveles de proteccion
presentados aqui, podemos postularla como un antigeno candidato a ser probado
en ensayos de proteccion de cerdos rontra la cisticercosis causada por 7. solium a

nivel de campo.
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VII CONCLUSIONES

El extracto crudo de metacéstodo cle Taenia solium presenta actividad de GST.
La fraccién purificada por afinidad a GSH a partir de extracto crudo de
metacéstodo de Taenia solium presenta dos formas de GST, de 26 y 28 kDa
aproximadamente.

Se produjo la forma activa de GST recombinante de 26 kDa.

La forma activa de las GSTs en T. solium es un dimero de aproximadamente
47 kDa.

La mezcla de GSTs purificadas del extracto crudo de metacéstodo de Taenia
sofium vy la GST recombinante presentan actividad de Glutation Peroxidasa
independiente de Selenio y son capaces de metabolizar carbonilos citotoxicos.
Las caracteristicas bioquimicas y sus secuencias amino terminal de las formas
GSTs de Taenia las ubican dentro de la clase p en la clasificacién de GSTs de
mamiferos.

La GST esta presente desde los canales protonefridiales hasta el tegumento
del metacéstodo de Taenia solium, formando un gradiente hacia el exterior.

Las GSTs de Taenia solium estan relacionadas inmunolégicamente con GSTs
de especies del género Taenia, no asi con la GST del parasito Schistosoma
mansoni, ni con GSTs de mamiferos.

Las GSTs de la fraccion purificada por afinidad a GSH a partir de extracto
crudo de metacéstodo de Taenia solium protege contra la cisticercosis
experimental por Taenia crassiceps en un 90% y la respuesta inmune humoral
generada es compatible con el tipo TH1.

Las GSTs de 26 y 28 kDa de Taenia solium, separadas protegen 50 y 74%
respectivamente.

La GST recombinante de 26 kDa de Taenia solium confiere el 25% de
proteccion contra la cisticercosis murina en el modelo empleado.

La GST de Taenia solium es un antigeno candidato para ensayarse como

antigeno protector la cisticercosis. »n cerdos.
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VIII PERSPECTIVAS

El hallazgo de al menos dos formas de GST en Taenia solium sugiere la
necesidad de buscar otras formas o isoformas en el parasito.

Clonar y expresar todas las formas e isoformas de GST que existen en el
parasito, lo que permitiria evaluar su capacidad individual o en mezclas para
conferir proteccién.

Evaluar el uso de la GST, mezclandola con otras enzimas del sistema de
detoxificacion de Taenia solium y con otros adyuvantes, con la idea de
establecer las condiciones que permitan desarroliar una vacuna.

Ensayar otros métodos de administracién como por ejemplo, vacuna de ADN,
la proteina completa o péptidos en vectores bacterianos o en liposomas, entre
otras opciones.

De manera inmediata evaluar su &ticiencia en ensayos de campo.
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ABSTRACT: Glutathione S-transterases (GSTs: EC 2.5.1.18) are a
large family of multifuncional dimeric enzymes that conjugate re-
duced plutathione 1o electrophilic centers in hydrophubie organic
compounds. The GST enzymalic activity has been described in the
aduit and larval stages of helminths. Several forms and isolorms of
the yme bave been puniicd and GST genes buve also been iso-
fated and expressed as recombinant protens. The helminth GSTs
participate in detoxitication ot kpid hydroperoxides and carbonyt
cvtoloxies produced by osygen-reactive intermediates (OR1). The
ORIs can come from the endogenous parasite metabolism or from the
host immune system The helimmth GETs are able t© conpugale
glatathione 1o xenobiotie coumpaunds or o bind 1o anthelminth
drugs GST is usvally localized near to host-parasite interface This
enzeme has been identified as o potentially vulnerable target i m-
munotherapy and chemothcrapy. The present review compiles cur-
rent knowledge about the biochemical charactenstics of the envme,
its presence. localization, induction. structurs) heterogeneity. rela-
tionship with mammatian GSTs. detoxitication capacity and ability to
induce prelection an several animal models.

NCRBER 10 VILAACO-PEREZ S & ABRAIAM Luaa-PrnRa!. Gluta-
thione s-transferase in helminth parasites. Rev Lar - dmer Micro
bacd 40: 73-85, 1998

RESUMEN: fas glutation S-trunsflerusas (G8Ts. EC 2.5.1.18) son
una superfamilia de enzimas multifuncionales diméncas que conju-
gan glutation reducido a centros hidrofikeos de compugstos organi-
eos hidrofvbicos. La actvidad enzimatica de GST ha sido descrita en
adultos y Turvas de helmintos. Vanas lormuy e isotormas de la en-
sima han wido punificadas. se han mslado genes de GST » cxpresa-
dos como protemas recombinantes. Las GSTs de helmntos partici-
pan en detoxailicacion de hdroperdxidos lipidicos 3 carbonilos ci-
tolinacus producidos por micrmedinrios reactivos de oxigeno (IRO)
Estos [ROs preden provemr del metabulisme endbgeno del pardsito o
del sistems mmune ded hospedero, Las G8Ts de helmintos: pueden
comugar plutatién o compuestos xenobidticos o unirse a drugas anti-
helminticas v son locahzadas cerca de la intertase hospedero-
parasity stz enzme ha sido idennificada coma un blanco puotencial-
mente vulnerable en inmunoterapsa v quinuelerapia la presenfe se-
visan compila los conocimientos actaales uecrea de as caracienshicas
Baoquimicas de fn ensima, sy presercia, locabizacion, indeccion, het-
crogenetdod estructural. parentezco ¢un GS s de mamiterus. capaci-
dades de detoxificaceon v habilidad pasa confenr proleceion en
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I. A QUICK GLANCE AT THE
ENZYME

Glutathione S-transferases (GSTs; EC
2.5.1.18) are a large family of multifunction
enzyr es that conjugate the cysteine sulfur of
reduced glutathione (GSH. y-glutamyl-
cysteinyl-glycine) to electrophilic centers in
hydrophobic organic compounds which can
be provided by a carbon, nitrogen or sulphur
atom. These conjugates become water solu-
ble, thus facilitating their elimunation from
the cells.”"*?' The generic reaction is shown
below

GSH + RX —» GSR + XH

This reaction is one of the early steps
along the mercapturic acid pathway, in
which hydrophobic xenobiotics (chemical
substances that have no physiological value
and may even be toxic*® ) are inactivated and
eliminated from the organism.”

GST enzymatic activity described in
1961 by two indeyendent groupsz"2 has been
intensively studied. So far, the GSTs are
considered vital to the effective metabolism
and detoxification of electrophilic xenobio-
tics in a great variety of organisms.”’ Moreo-
ver, these enzymes can detoxify endoge-
nously derived toxic compounds, including
tha gecondary products of lipid peroxida-
tion.?’
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The substrates undergo three different
types of reaction with GSH, namely GSH
conjugation, hydroperoxide conjugation an -
double bond isomerism. Examples of the
first type of substrate are: 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene (CNDB) considered the uni-
versal substrate of the GSTs, 1,2-dichloro-
4-dinitrobenzene (DCNB), trans-4-phenyl-

3-buten-2-one (tPB(Y), 4-hidroxy non-2-.

enal (HNE) and [1.2-cpoxy-3 (p-
nitrophenoxy) propane (! PNP). Cumene
hydroperoxide (CuOOH) and t-butyl hydro-
peroxide (tBuOOH) are examples of the
second type, this enzymatic activity is called
Se-independent GSH peroxidase. Finally.
A’-androstene-3,17-dione (ADO) represents
double-bond type isomerism.”

The enzyme binds with hizh affinity
to steroids, bilirubin, heme, carcinceens,
polycyclic aromatic hydrocarbons, dexa-
methasone and numerous organic anions.”
%0 Glutathione S-conjugates, generated from
the conjugation reaction, are actively ex-
ported out from animal cells by an ATP-
dependent efflux pump. This process is a
critical step, not only in the elimination of
xenobiotics, but also in the regulation of the
function of naturally occurring, biologically
active glutathione S- conjugates. such as
leukotriene Cy **

An important feature of the GSTs su-
perfamily is the existence of multiple isoen-
zymes. Mammalian GSTs have been cata-
logued under five independent classes, five
classes of cytosolic enzymes denominated
as a, p, 7, o and 0, whereas the membrane-
bound enzymes, microsomal GST and leu
kotriene C, synthetase, have arisen sepa-
rately from the soluble GST.*** 1%

Classification has also been based on
substrate and inhibitor specificities, inmu-
nological criteria, amino acid sequences and
chromosomal localization, although these
classifications appear to suffice for mam-
malian enzymes, other GS.'s and GST-like
enzymes that have been characterized and
sequenced from several non-mammalian
organisms do not easily fall into the mam-

malian classes.” Evolutionary relationships
of the cytosolic GST genes suggest that o, !
and 7 class enzymes were originated from 3
8 gene duplication, and the p class diverged
from the common o/p/n predecessor before
an /1 divergencf:,"q nevertheless, parsimony
and distance phylogenetic methods of amino
acid sequences suggest a more complex
story ™

The cytosolic GSTs are composed of
two subunits, of about 23-28.5 kDa cacl.
nevertheless, a soluble 13 kDa GST form
has been described.' These subunits are di-
merized by noncovalent interactions and
with two active sites per dimer, which
behave independently of one another. These
enzymes exist as either homo and heterodi-
meric forms due to multiple genes and
monomer hybridization. Heterodimer forms
between molecules of different classes have
not been identified” %+

1. PRESENCE OF THE ENZYMLE IN
HELMINTHS

The GST enzymatic activity has been
described in adult and larval crude extracts
from several helminths such as cestodes
(Dipylidium caninum,” Liguia intestinalis’y,
tematodes  (Schistosoma  intercalatum,”
Schistosoma margrebowiei”’) and nema-
todes (Ascaris lumbricoides,” Toxocara ca-
nis,? Trichostrongylus colubrifornus,” Nip-
postrongylus brasiliensis,” Cooperia oncho-
pora," Brugia pahangi, * Onchocerca guitu-
rosa™).

Several forms of the GST enzyme of
molecular weight between 23-28.5 kDa have
been purified by GSH affinity
chromatography and isoforms have been
identified by chromatofocusing and high
performance liquid chromatography. Hel-
minth GST genes have also been isolated
and expressed as recombinant proteins.
Table [ shows a list of helminths for which
several forms of GST have been punfied,
and the range of helminth GSTs Mr is simi-
lar to the mammalian GSTs. The data on
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Table | show no correlation between Mr
and taxonomic groups.

The presence of different forms and
several isoforms of the enzyme in the same
helminth specie is well-documented. several
examples  of this have been reported. in
cestodes, Monichza expanza presents four
different GST forms of the enzyme'
whereas several GST cytosolic 1soenzymes
have been found in Schistocephalus soli-
dus.® With regard to nematodes, cytosolic
and microsomal fraction GSTs have been
reported for adult Dirofilaria immitis.®® The
adult Heligmosomoides polygyrus presents
twn major foms of GST and four isoforms.*
In Onchocerca volvulus, two GST forms
with distinct substrate specifities have been
described and Southern blot analy’is re-
vealed the presence of only one gene copy
for each form.*™® For Trichinella spiralis two
GST forms and three isoforms were found*
and in Ascaris summ at least one form of
the recombinant GST encoded by a single
gene has been described.”

In trematodes, GSTs of four species
of schistosomes (Schistosoma bovis, Schito-
soma haematobium, Schistosoma japoni-
cum and Schistosema mansoni)  are
composed of two major forms of molecules
of 26 and 28 kDa, and each of these forms
present isoforms.®” Schistosoma mansoni
in particular, contains at least five isoforms
of GSTs, three of them (Sm26GSTI,
Sm26GST2, Sm26GST3) account for 2-4%
of the soluble male worm protein. They
have the same Mr of 28500 per monomer
and are immunologically cross-reactive.
Sm26GST1 and Sm26GST3 are composed
of homodimers and Sm26GST2 15
composed of heterodimers, the fourth minor
form has a Mr of 26000. The fifth
isocnzyme, with an Mr of 28000, fails to
bind GSH-agarose matrices, which the stan-
dard method for purfication of the other
GST forms.”

Five forms of the trematode Fasciola
hepatica GST have been isolated by Brophy
et al..® on the other hand, Rossjohn ¢r al.™
and Miller ef al.*! have reported eight GST

‘soforms of the same parasite, four of which
Lave been cloned. Widffels er al.™ purified
two forms and several isoenzymes from /-
hepatica. N-terminal amino acid sequencing
analysis ¢f the protein revealed one core se-
quence containing three different polymor-
phisms for GST.

The abundance of several forms and
isoforms suggest functional heterogeneity of
thid enzyme in the metabolism of the
parasite.

fil. LOCALIZATION OF
THE ENZYME IN HELMINTHS

In Fchinococcus granulosus the GST
wns detected in parenchyma, however no
specific association to any particular
structure was observed.'® In Taenia solium,
GST is located in the tegument. throughout
the parenchyma, in the cytoplasm of proto-
nephridial and tegumentary cytons.®*

In nematodes, GST was found in the
hypodermis, the wall of the seminal recepta-
cle and spermatozoa of the Onchocerca vol-
vidus worm.” Besides a form of this en-
zyme is released from the worm in vitro, this
particular GST form is a glycoprotein, which
possesses a hydrophobic N-terminal signal
peptide that is cleaved off in the process of
producing the mature enzyme. Analysis
of two forms of GSTs of (). volvulus indi-
cated that their substrate specifities could
functionally correlate with distinct localiza-
sion profiles.™ Rojas ¢f al.>® demonstrated
tuat anti 7richinella spiralis antibodies rec-
ognize u and f§ stichocytes of the parastte.
and that the same antibodies were able to de-
tect circwlating 7. speralts GSTs in infected
rabbits. A form of Ascaris summ GST has
been localized in the intestine in all worms
exammined to date. '

In the trematode Fasciola hepatica
some extracellular GST is associated with
the lamellae of the intestinal ephitelium, ™
and only one out of four cDNA clones that
encode isoenzymes of ¥ hepatica was local-
ized in the parenchyma and in the intestinal
lamellae of the adult. These data indicate that
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expression of GST isoenzym=s is tissue-specific.”

In Schistosoma munsoni the localiza-
tion of GSTs remains controversial.
Whereas, Taylor ef al% and Liu ef al.*
have found GST in the tegument, protone-
phridial cells, subtegumental parenchymal
cells, esophageal epithelium, genital organs,
germinal and sustentacular cells of this para-
site, Porchet e al.” reported the presence of
the enzyme only in a subpopulation of pa-
renchymal cells at all develomental stages
of the parasite. There differences could be
explained due to the sensitivity of the tech-
niques employed, the solubility of the pro-
tein, or the strain of parasite used. Liu et
al.’® have confirmed the homogeneous dis-
tribution of this enzyme and at the same
time have found that the enzyme is packed
in small aggregates, suggesting that .*e pro-
tein may be exported out of Schistosoma
mansoni.

Evidence for the distribution of GST
on different structures of the parasite, at the
host-parasite interface and the possibility of
GST secretion indicate that this enzyme
might play an important role in the parasite
metabolism to overcome endogenius as well
as exogenous toxic compounds.

[V. REGULATION OF ENZYMATIC
ACTIVITY

Few studies attempt an explanation of
the mechanisms that regulate the expression
of the helminth GSTs. Drugs such as pheno-
barbital, and $-naphthotlavone increase the
activity of the GST in the cestode FEchino-
coccus granulosus.“ Cambendazole resis-
tance has been correlated with increased cy-
tosolic GST activity in the nematode Hae-
monchus contorius.®® Brophy et al’ have
demostrated a significant reduction in the
expression of the nematode Heligmoso-
moide polygyrus GST activity when the
parasite was passaged in a strain of mice
highly resistant to the infection. The host
effect on GST activity was also examined
by infecting mice, rats and cattle as well as
sheep with either salicyanilide resistant or

salicyanilide susceptible Fasciola hepatica
isolates.**

Results from these studies indicate
that the expression of GST can be modified
by the host environment and by the drug sus-
ceptibility of the parasite.

The GST gene of the trematode Schis-
tosoma mansoni presents a complex regula-
tion of the expression of the enzyme
throughout the parasite life-cycle.”’ Two re-
search groups have found different putative
cis-acting consensus sequences in the
5’flanking region of the gene. This region
has a potential site for an AP1 transcription
factor, three CCAAT boxes and a TATA
bOX.“’74

Studies aimed to understand the
mechanisms that regulate GST genes could
lead to the characterization of specific acti-
vators or other regulatory elements that
could eventually be used as targets for possi-
ble interference with the parasite transcrip-
tion machinery.”’

V. RELATIONSHIP WITH
MAMMALIAN GSTs

There is no well established classifica-
tion for helminth GSTs, and investigators
have therefore included them into mammal-
ian GST classes. This classification is based
on substrate and tnhibitor specifities, inmu-
nological methods and amino acid se-
quences. However, since helminth GSTs
present different characteristics, it is not easy
to classified them into five mammalian GST
classes (o, |, T, 0, 6 ), for example, the four
forms described in Monienza expanza show
no clear biochemical relationship to any of
the known mammalian GST classes, never-
theless, the N-terminal of the major GST
form shows sequence homology with the p
and o GST classes.'® The recombinant GST
from Echinococcus multilocularis was se-
quenced and showed a clear relationship
with the mammalian p class but biochemical
analysis of the enzyme showed no clear rela-
tionship to any mammalian GST classes.* In
contrast, the major GST form in cestode
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Schistocephalus solidus showed greater bio-
chemical and N-terminal sequence homolo-
gies with the mammalian p GST class.’ An-
other example is found in the genus Schisto-
soma. Recombinant GST of 28 kDa from §.
mansoni and the GST of 26 kDa from S. ja-
ponicum displayed a mosaic of enzymatic
characteristics of mammalian o, p and =-
type substrate specificities and inhibitor sen-
sitivities. However, a multivariate analysis
suggests that Sm 28GST has an overall cata-
lytic homology with mammalian p class
GST, whilst the enzyme properties of
S$j26GST appear to constitute a hybrid of
the p and o class features.”” Table I shows
a list of the cestodes, trematodes and nema-
todes and the relationship of their GSTs
with the mammalian GST classes.

Although several authors have ac-
cepted to include the helminth GSTs into
one the mammalian GST classes, we sug-
gest that a new classification of all GSTs or,
at leastone classification exclusively for
helminths GSTs is needed.

V1. ROLE IN LIPID PEROXIDATION

Parasites, like mammals and other or-
ganisms, come in contact with a variety of
toxic molecules such as free radicals or
oxigen reactive intermediates produced by
the endogenous cellular metabolism, phar-
macological agents and effector elements of
the host immune response such as the respi-
ratory burst of macrophages which cause
lipid peroxidation in cell membranes thus
yielding lipid hydroperoxides that can be
transformed to cytotoxic carbonyls causing
severe damage to several cellular structures
and even death to the parasite.”?

In mammals, the main line of defense
against such compounds is a group of
oxidative enzymes and many of these
oxidations are dependent on cytochome
P-450 and cytochrome bs. In parasitic platy-
helminths and nematodes, cytochrome
P-450 is absent. Protection occur at three
levels, in the first, superoxide dismutase,
catalase and peroxidases remove the free

radical chain reactions before the lipid per-
oxidation process. A second line of lipid
peroxidation defense is provided by theglu-
athione-dependent enzymes, glutathione
peroxidase and glutathione S-transferases.
These enzymes detoxify lipid hydroperox-
ides before their transformation to secondary
products. The final level of protection is di-
rected against cytotoxic carbonyls and the
enzyme which inactivates these compounds
is also glutathione S-transferase.”” Xenobi-
otic compounds containing reactive groups

can undergo second phase conjugation with-

out previously entering first phase metabo-
lism.*®

Table 1 show that in all helminth
groups tested, enzymatic activity with at
teast one lipid hydroperoxide and one
reactive carbonyl are present. This clearly
suggest that the GSTs of parasitic helminths
are involved in the second line of lipid
peroxidation defense.

VIL. BINDING FUNCTION OF GST

GSTs can be bound to a large range of
hydrophobic ligands and thus inactivated.
For example, cestode, nematode and trema-
tode GSTs are irhibited in vifro by several
compounds suci, as haematin and related,
bile acids, fatty acids, cibacron blue, tri-
phenyltin chloride and bromosulphothalein.
The last 3 inhibitors are used to classify
mammalian GST classes.'® %%

Helminth GSTs present the capacity
to bind drugs and sometimes metabolize it.
11 nematodes, the Ascaris summ GSTs bind
to anthelminths such as albendazole, bithio-
nol and hexachlorophen.®® Regarding
cestodes the major Monienza expanza GST
bind to several commerciall anthelminths but
did not appear to conjugate anthelminths
with GSH.” The major Schistochephalus
solidus GST did bind to several anthel-
minths but failed to do so with praziquantel
(PZG).® The same phenomenon is observed
in frematode strains of the genus Schisto-
soma, particularly S Mansoni” © In
contrast, Dichlorvos (the active form of the
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antischistosomal drug metrifonate) serves as
a substrate for S.mansoni GST isoforms.**
An interesting work with the ligand-
free recombinant Schistosoma juponicum
GST in the form of crystals and recombi-
nant S. japonicum GST-PZQ crystals dis-
covered the existence of an adjoining bind-

ing region for glutathione, xencbiotic sub-
strates and hydrophobic ligands. PZQ binds
to a specific site of the dimer, interfering
with large xenobiotic and endogenous elec-
trophilic substrates which extend into the
PZQ binding region. This is not so with
small substrates. Although the PZQ binds to

TABLE 1.
Parasitic helminth glutathione S-transferases purified by affinity chromatography,
relationship with mammalian GSTs and detoxification capacities.

CESTODES

Echinococcus granulosus'® 24
Echinococus multilocularis™ 25.5
Hymenolepis diminuta’ 24
Moniezia expanza® '° 24.5
Schistochephalus solidus®® 24
Taenia solium®® 26
TREMATODES

Fasciola hepatica’ ®*™ 20 26.5
Schistosoma bovis™ 26 28
Schistosoma haematobium® 26 28
Schistosoma japonicum™ 2628
Schistosoma mansoni®® ® ™ 26 28
NEMATODES

Ascaris summ®' % 24 25 26
Dirofilaria immitis®® 28
Haemonchus contortus®* 2323524
Heligmosomoide polygyrus’ 2324
Onchocerca volvulus***° 24
“Trichinella spiralis™ 28 28.5

NR NR
u i b

NR NR NR
o + +
M + +
mn + +
n + +

NR NR NR

NR NR NR
ot + +
AT + +
ap + +

NR + ND
NR +

a NR NR
+ +

NR + NR

+ = Activity present

NR = Not reported  ND = Not detected

* = At least one lipid hidroperoxide & = At least one reactive carbonyl
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the GST molecule, it acts as a non-substrate
GST inhibitor.*?

These findings are interesting because
drugs such as metrifonate and PZQ are used
to treat several helminth infections. These
studies open the possibility of describing
mechanism of these drugs to inactive the en-
zyme and allow research on new drugs di-
rected specifically against important cata-
lytic regions of the enzyme.

VIIL. HELMINTH GSTs AS ANTIGEN

A protein with the characteristics de-
scribed above should be important for the
detoxification metabolism and consequently
for parasite survival,

That is the reason why various hel-
minth GSTs have been employed as anti-
gens in protection assays in several animal
models, employing a wide variety of proto-
cols. Table IT summarizes the results from
several protection assays where protection
achteved a range from 0% up to 89%. This
assertion is supported by the elegant experi-
ment of Xu ef al.”®> They obtained trans-
genic mice expressing an S. mansoni 28
kDa GST and observed a significantly in-
creased worm burden in transgenic mice
compared to non-transgenic mice. In con-
trast, the level of IgG anti Sm28GST was
lower in transgenic than in non-transgenic
mice. They found the same results when the
experiment was repeated with mice previ-
ously immunized with Sm28GST. This ar-
gues in favour of the GST enzyme plays a
central role in parasite viability.

The immune response against this en-
zyme has been mainly studied in the trema-
tode S mansoni. For example, sera
obtained from calves vaccinated subcutane-
ously with the recombinant S. bovis 28 kDa
GST and exposed to S. mattheei showed
high titers of specific IgG and 1gA," this is
in contrast with another report by Yang et
al.” in which a significant increase in IgG,,
12Ga,, 12Ga, [gM but not of IgA results
from the oral immunization of a group of
mice with recombinant S. japonicum.”

Rats immunized intradermally with a
plasmid DNA encoding Schistosoma man-
soni 28 kDa GST, exhibited IgG,, and
1gGay, in their serum. This profile is proba-
bly of a Thi-like immune response, moreo-
ver sera of these immunized animals were
able to mediate antibody-dependent cellular
cytotoxity m vitro.'® But in mice vaccinated
against schistosomiasis by mucosal pathway
using liposome-associated S. mansoni28
kDa GST promoted the production of spe-
cific antibodies of IgA in gut and IgG, plus
IgGgs in sera. This profile is compatible with
the Th2 immune response type.”

Taken togeiher these findings show
that .he immune response against the hel-
minth GSTs depend on the animal model
and immunization protocol used. However,
the importance of T cells in the mediation
of immunity to many parasites has been de-
monstred at length.*

L.. CONCLUDING REMARKS

The abundance, enzymatic properties
and localization of helminth GSTs suggest
that this enzyme might play an important
role in the establishment and permanence of
the parasite in the host. The capacity of the
enzyme to bind and metabolize drugs
(metri‘onate), the structural studies of PZQ
interaction, the availability of cloned genes
and preliminary studies on gene regulation
gives us the opportunity to design new spe-
cific drugs against this parasites.

Protection assays have shown that us-
ing only this enzyme as antigen does not
provide full protection. This is probably due
to the fact that GST is not the only enzyme
that participates in the parasitic defense pro-
cess, we believe that it is possible to obtain
higher levels of protection if the GST is used
in combination with other oxidative en-
zymes, Furthermore, the arrival of a new
generation of DNA vaccines, will greatly
improve vaccination against helminth para-
sites.
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CESTODES

T.crassiceps®®

H. contortus %

F. hepatica®
F. hepatica®
F. hepatica®®
F. gigantica"

S.matteei*

S.japonicum®

S.mansoni®®

S.mansoni®

S.japonicum®

S.bovis'?

TABLE IL
Examples of protection assays using helminth ghrtathione S-transferase as antigen,

NEMATODES

TREMATODES

Native of T.
solium

Native

Native
Native
Native
Native

Recombinant
of 8. Bovis

Recombinant

Recombinant

Recombinant

Recombinant

Native

Mouse

Guinea pig

Rat
Sheep
Sheep
Cattle

Cattle

Buffaloes

Mice

Pata: Mon-
keys

Pig

Cattle

Freund’s

Freund’s
Freund’s
Freund’s
Freund’s

MF59

Freund’s

Freund’s

Liposome

MDP

Al(OH),

Freund’s

5.C.

5.C.

S.C.

5.C.

8.C.

S.C

5.C.

Oral

8.C.

1.m.

i.m.

52-72
None
None

57

44

16

50 W
89 FE
223 W
56 FE
40  EHC
52 W
53 TE
53 FE
74 FE
285 W
535 E
None W
56-82 FE

W=Worm, FE=Fecal eggs, TE=Tissue eggs, E=Total eggs, EHC=Egg-hatching capacity
MDP=Muramyl-dipeptide, i.m =intramuscular, s.c.= subcutaneous
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CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE OF TAENIA SOLIUM

Norberto Vibanco-Pérez, Lucia Jiménez, Marie T. Merchant, and Abraham Landa*
Departa ento de Microbiologfa y Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria,

D.F. 04510, México

ABSTRACT: A Taenia selium glutathione-S-transferase fraction (SGSTF) was isolated from a metacestode crude extract by affinity
chromatography on reduced glutathione (GSH)-sepharose. The purified fraction displayed a specific glutathione S-transferase
(GST) activity of 2.8 pmol/min/mg and glutathione peroxidase sel.ntum-independent activity of 0.22 pmol/min/mg. Enzymatic
charactcrization of the fraction suggested that the activity was clo’ r to the mammalian p-class CSTs. Sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis, gel filtration, and enzyme activ ty analysis showed that the fraction was composed of a major
band of M, = 26 kd and that the active enzyme was dimeric. Immunchistochemical studies using specific antibodies against the
major 26-kd band of the SGSTF indicated that GST protein was present in the tegument, parenchyma, protonephridial, and
tegumentary cytons of the 7. solium metacestode. Antibodies generated against the SGSTF tested in western blot showed cross-
reactivity against GSTs purified from Taenia saginata, T. taeniaeformis, and T. crassiceps, but did not react with GSTs from
Schistosoma mansoni, or mice, rabbit, and pig liver tissue, Furthermore, immunization of mice with SGSTF reduced the meta-
cestode burden up to 74.2%. Qur findings argue in favor of GST having an important role in the survival of T. solium in its

hosts.

Taenia solium is a cestode that causes cysticercosis and tae-
niosis. Cysticercosis is caused by the metacestode stage and
constifutes an important zoonosis in developing countries of
Latin America and Asia (Gemmel et al., 1985; Tsang and Wil-
son, 1995); infection levels in Mexico may be as high »s 3%
in the general population, as estimated by serology (L.arralde et
al., 1992). Neurocysticercosis, cysticerci in the central nervous
system, is the most serious formr of this disease in humans,
because it can be a chroniv degenerative illness and cause of
¢-..th (Dei Brutto and Sotelo, 1788). Furthermore, cysticercosis
in pigs (natural host) causes important economic losses in pig
husbandry (Acevedo-Herndndez, 1982; Aluja, 1982). Cysticer-
cosis in pigs and humans is caused by the ingestion of water
or food contaminated by human feces containing viable tape-
worm eggs. Taeniosis in humans (definitive host) is caused by
the adult worm after ingestion of raw or undercooked pork in-
fected with cysticerci. Although taeniosis is not considered a
health problem, it is an important risk factor for acquiring cys-
ticercosis in pigs and humans (Diaz-Camacho et al., 1990; Sarti
et al., 1992).

The glutathione S-transferases (GSTs; EC 2.5.1.18) are di-
meric enzymes with monomeric molecular masses from 13 to
28 kd, expressed from protozoa to vertebrates (Brophy and Prit-
chard, 1994). These enzymes are part of the phase II detoxifi-
cation process anad catalyze the conjugation of glutathione to
a variety of electrophilic substrates (Precious and Barret, 1989).
The interaction of GSTs with some anthelmintic agents contrib-
utes to detoxification and drug resistance (Brophy and Barret,
1990; O’Leary and Tracy, 1991; Brophy and Pritchard, 1994).
GSTs induce varying degrees of protective immunity (20-72%)
against schistosomiasis and fascioliasis in a number of animal
models (Sexton et al., 1990; Brophy and Pritchard, 1994, Pierce
and Capron, 1994; Bergquist, 1995; Ivanoff et al., 1996), an
observation that has made this enzyime a candidate antigen for
designing a vaccine.

Taenia solium, like other helminth parasites, is capable of
evading the host immune response by a variety of defense
mechanisms, which are likely to include the detoxification and
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neutralization of exogenous toxic compounds by the enzyme
GST (Brophy and Pritchard, 1994). The present study presents
evidence of substantial GST activity in T. solium metacestodes
and describes the partial biochemical and immunological char-
acterization of this enzyme.

MATERIALS AND METHODS
Biological material

Taenia soliurmn metacestodes were obtained from skeletal muscle of
naturally infected pigs and Taenia crassiceps, Ot stram, metacestodes
were obtained from the peritoneal cavity of experimentally infected
mice. Taenia scr.; wa adult worms were obtained from naturally in-
fected humans treated with niclosamide (Yomesan, Bayer, México, D.F,
México). Taenia raeniaeformis, MRn strain, and T. solium adult worms
were recovered from experimentally infected cats and hamsters, respec-
tively. Fresh livers from mice, rabbits, and pigs were obtained from the
animal breeding facilities of the Facultad de Medicina, Universidad Na-
cional Auténoma de México (UNAM} and from a local slaughterhouse.
Livers, metacestodes, and adult worms were washed in phosphate-buff-
ered saline (PBS) with antibictics (1,000 units/ml penicillin and 1,000
units/ml streptomycin} and stored at —7¢ C until used.

Purification of GSTs

The GSTs were purified from mice, rabbit, and pig livers, adult
worms, and metacestode extracts by reduced glutathione-sepharose
(GSH-sepharose) (Pharmacia, Uppsala, Sweden) affinity chromatogra-
phy as recommended by the supplier. Briefly, a crude extract was pre-
pared by homogenization of 10 g of parasites or liver tissue in 50 ml
of PBS-T (0.015 M phosphates, 0.15 M NaCl, pH 7.4, and 1% Triton
X-100) (Pharmaciz) and centrifuged at 35,000 rpm for 15 min in a TL-
100 ultracentrifuge (Beckman Inst., Palo Alto, California). Two milli-
liters of supernatant containing 5 mg/ml was filtered through a GSH-
sepharose affinity matrix, the matrix was washed 10 times with PBS,
and the bound protein was eluted with a solution of 5 mM glutathione
(GSH) in 50 mM Tris/HCI, pH 8.0. Fractions were collected and dia-
lyzed against PBS and concentrated to 2 mg/ml by lyophilization. Tae-
nia solium glutathione-S-transferase fraction isolated from metacestode
crude extract (MCE) by GSH-sepharose affinity chromatography was
designated as T. solium glutathione-S-transferase fraction (SGSTE).

Gel filtration chromatography

The SGSTF (20 pg) was filtered through a Superdex 75 HR 10/30
column (Pharmacia) in 0.05 M potassium phosphate buffer, pH 7.2,
containing 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at a low rate
of 0.5 ml/min. GST activity for each 0.5-ml fraction was determined as
described below. Ribonuclease A (12 kd), carbonic anhydrase (29 kd),
ovalbumin (45 kd), and bovine serum albumin (BSA) (67 kd) were
employed as molecular weight markers. All protein concentrations were
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determined by Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Califomia).

Production of polyclona) and specific antibodies against SGSTF

New Zealand rabbits were immunized by subcutaneous (s.c.) injec-
tions with 100 pg of SGSTF mixed with Al(OH); (v/v), in the muscle
of the right hind leg every 2 wk for 2 mo. Rabbits were bled 14 days
after each injection, and the sera were pooled and frozen. The whole
anti-SGSTF antibody fraction was purified by ammonium sulfate pre-
cipitation. dialyzed extensively in PBS, and stored at —20 C (Dunbar
and Schwoebel, 1990). Specific antibodies against the major 26-kd band
on the 5:38TF were prepared according to Ritter (1991) with some
modificar‘ons. Briefly, the SGSTF was transferred to a nitrocellutose
membrane and the region containing the major 26-kd band was cut and
incubated with whole anti-SGSTF antibodies. Antibodies bound to ni-
trocellulose membranes were washed with PBS and eluted with a so-
lution of 0.2 M glycine-HC, pH 2.6, for 10 min. Eluted antibodies were
immediately neutralized with 10X PBS and tested by western blot. This
antibody fraction will be referred to as specific anti-GST26 antibodies.

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and western blot

About 100 pug of MCE and 2.5 pg of each purified GST fraction
were mixed (v/v) with Laemmli 2X sample buffer (3% SDS, 62.5 mM
Tris-HCL, and 5% 2-8 mercaptoethanol, pH 6.8) and boiled for 2 min.
Samples were separated on 12.5% acrylamide gels (Laemmli, 1970),
and stained with Coomassie blue R-350. Some gels were electrotrans-
ferred for 1 hr onto nitrocellulose membranes (Millipore Corp., Bedford,
Massachusetts) as described by Towbin et al. (1979). ‘The transferred
proteins were incubated with the anti-SGSTF antibodies, and bound
antibodies were detected after incubation with peroxidase-conjugated
goat anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) (Zymed Laboratories, San
Francisco, California) diluted 1:2,000.

Indirect immunofiuorescence assays

Whole metacestodes from T. solium were dissected from infected
pork, washed with PBS buffer, embedded in Tissue-Tek (Miles Labo-
ratories, Indianapolis, Indiana), immediately frozen in liquid N,, and
stored at —70 C. Frozen sections of metacestodes were prepared and
overlayed with 100 pl of specific anti-GST26 (0.4 mg/ml) antibodies
in PBS with BSA 1%, 0.05% Tween 20 overnight. Sections were rinsed
3 times with PBS and incubated with fluorescein isothiocyanate-con-
jugated goat anti-rabbit 1gG immunoglobulin M (IgM) (Sigma, St. Lou-
is, Missouri) diluted 1:50 in PBS with BSA 1%, 0.05% Tween 20 for
60 min at room temperature. Finally, sections were washed 3 times in
PBS, mounted in a glycerol-PBS solution (9:1), and photographed in a
Nikon Optiphot epifluorescence microscope (Nikon Inc., Bayshore,
New York). Normal rabbit 1gG was used at the same dilution as control
(Grzanna, 1982),

Enzymatic assays

The GST activity was measured at 25 C with l-chloro-2.4-dinitro-
benzene (CDNB) {Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wisconsin) as the
standard second substrate. The reaction was carried out in 1 ml of 100
mM potassium phosphate, | mM EDTA buffer, pH 6.5, GSH. and 5 ng
of SGSTE The substrates tested were ethacrynic acid (Sigma); and 1,2-
epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propane, bromosulfophthaigin, 1,2-dichloro-4-
nitrobenzene, hexa-2,4-dienal, trans-non-2-enal {Aldrich). The enzy-
matic activities for these substrates were measured as described in the
literature (Habig et al., 1974; Habig and Jakoby, 1981; Brophy, Papa-
dopoulos et al., 1989; Brophy ct al., 1990). Selenium-dependent and
selenium-independent glutathione peroxidase activities were determined
by the method of Paglia and Valentine (1967), with minor modifications.
The reaction was prepared in 1 m! containing 5 pg of SGSTF in 100
mM potassium phosphate, 1 mM EDTA buffer, pH 7.7, | mM sodium
azide, 0.15 mM reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH), 0.25 U of glutathione reductase (Sigma), 5 mM GSH, and
0.5 mM of H,0, or cumene hydroperoxide (Sigma). The reaction was
carried out at 25 C for 3 min and measured every minute at 340 nm in
a Du 640 Beckman spectrophotometer.
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Inhibition assays

The inhibition of GST activity was measured as L, which is defined
as the concentration of inhibitor at which 50% of the enzyme is inhib-
ited. The GST activity was measured as described previously using
CDNB as the second substrate in the presence of varying concentrations
of inhibitors and the Iy, was estimated graphically (Mannervik and Dan-
ielson, 1988). The inhibitors used were bromosulfophthalein, cibacron
blue (Sigma), and triphenyliin chloride (Aldrich).

Protection assays

Groups of 7 female BALB/c mice 4 to 6 wk of age w :re immunized
twice by s.c. injection, at 15-day intervals with 1 and 1:, ug of SGSTF
or 10 pg of T. solium MCE. Freund’s complete and in.omplete adju-
vants (1¢ pl/mouse) were used in the first and second immunization.
Control animals were immunized with PBS, plus the corresponding ad-
Jjuvant. Mice were challenged by the intraperitoneal route 30 days after
the second immunization with 10 nonbudding (2- to 3-mm) T. crassi-
ceps cysticerci. After 30 days the mice were humanely killed and the
cysticerci were recovered from the peritoneal cavity and counted. All
mice were bled from the tail vein before immunization, after the second
immunization and before being killed. Antibodies in the sera of the
control and immunized mice were determined by enzyme-linked im-
muncsorbent assay (ELISA) as described by Grzych et al. (1998). Brief-
ly, plates (Costar, Corp., Cambridge, Massachusetts) were coated with
1 pg/well of SGSTE mice sera were diluted 1:100 and goat anti-mouse
IgG-horse-radish peroxidase (Boerhringer, Indianapolis, Indianapolis)
diluted 1:2,000 was used as a second antibody. SigmaStat software (Jau-
del Corp., San Rafael, California) was used.for the statistical analysis.

RESULTS
Glutathione S-transferase from T. solium

Approximately 300 pg of GSTF was obtained from 10 mg
of total protein from the MCE. The MCE before the GSH-
sepharose column exhibited a specific GST activity of 0.11
pmol/min/mg, whereas SGSTF eluted with 5 mM GSH was 2.8
pmol/min/mg; this fraction showed an enrichment of about 25
times the original specific GST activity. SDS-PAGE analysis
(Fig. 1) showed that the MCE contained more than 30 proteins.
In contrast, SGSTF exhibited only 1 band of a M, = 26 kd (Fig.
1A, lane 3). Western blot analysis using rabbit antibodies
against SGSTF (Fig. 1B) indicated that antibodies recognized
3 bands with M, = 80, 70, and 26 kd on the MCE before the
GSH-sepharose column, and the 80 and 70 kd bands on an
MCE after filtering through the GSH-sepharose column. How-
ever, the anti-SGSTF antibodies only recognized the M, = 26
kd band on SGSTE No bands were detected by western blot in
vesicular fluid of the T. solium metacestode using the same
antibody (data not shown). Gel filtration and determination of
GST activity using CDNB as substrate suggested that the ac-
tivity of SGSTF has a molecular mass of 47 kd (Fig. 2).

Enzymatic characterization of SGSTF

Table 1 shows that SGSTF has activity with CDNB, etha-
crynic acid, bromosulfophthalein, hexa-2,4-dienal, and frans-
non-2-enal; negligible activity with 1,2-dichloro-4-nitroben-
zene, and no activity with 1,2—epoxy-3-(0-nitrophenoxy)propane.
Assays to detect GST activity in the vesicular fluid were neg-
ative. Moreover, SGSTF exhibits cumene hydroperoxide activ-
ity (selenium-independent activity), but does not present activ-
ity with H,0, (selenium-dependent activity), as has been re-
ported for other GSTs from helminths (Mannervik and Daniel-
son, 1988). In contrast, mammalian glutathione peroxidase
exhibits activity with both substrates (Wendel, 1980). The Mi-
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Purification of SGSTF from Taenia solium metacestodes.

FIGURE 1.
(A) Coomassie blue staining of SDS-PAGE of: (1) metacestode crude
extract (MCE), (2) unbound MCE, and (3) eluted fraction from GSH-
sepharose with GSH (SGSTF). (B) Western blot of fractions as in A
(1-3), (4 and 5) MCE. Membranes (1-3) were incubated with anti-
SGSTF antibodies, membrane (4) with specific GST26 antibodies, and
membrane (5) with normal raobit IgG.

chaelis constant (K,,) and maximum velocity (V,.) using
CDNB as substrate were 4 mM and 12.5 pg/min/mg, respec-
tively. The inhibition studies revealed that SGSTF was inhibited
about 3 times more by triphenyltin chloride (L, = 0.50 uM)
than by cibacron blue (I, = 0.45 pM) and bromosulfophthalein
(Isp = 1.41 pM). The I, values were interpolated from graphs
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FiGure 2. Gel filtration chromatography of GSTE The elution pro-
file showed a single peak, which correspond to a native M, = 47 kd.
The measured GST activities in the eluted fractions and gel filtration
chromatography procedure are described in the Materials and Methods.
The numbers and arrows on the elution profile indicate the position of
molecular weight markers used to calibrate the column.

TaBLE I. Determination of specific GSH transferase activity measured
with different substrates and the sensitivities to inhibitors of SGSTE

Enzyme activity

Substrate (pmol/min/mg)
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDINB}) 2.8
1,2-Dichloro-4-nitrobenzene 0.005
Bromosulfophthalein 0.004
Ethacrynic acid 0.470
1,2-Epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propane ND=*
Hexa-2,4-dienal ¢.134
trans-Non-2-enal 0.085
Cumene hydroperoxide 0.220
Hydrogen peroxide (H,0,) ND*

* ND = not detected.

of activity remaining as a function of inhibitor concentration
(Yalgin et al., 1983).

Immunological comparison of GSTs from other species

Western blot analysis using anti-SGSTF antibodies was per-
formed with purified GSTs from helminths and mammals. All
GSTs were obtained as described in the Materials and Methods.
Anti-SGSTF antibodies showed cross-reaction to the following
taeniids: T. crassiceps, ORF strain, metacestode, T. saginaia,
T. taeniaeformis, and T. solium adult worms. The antibodies
did not re~ognize purified GSTs from Schistosoma mansoni
adult wora (litematoda), and mammalian GSTs from mouse,
pig, or rabbit liver. No bands appeared when normal rabbit IgG
fraction was used as a control on the western blot {data not
shown).

Protection assays

Because of the difficulty in carrying out experiments in pigs
and the high cross-reactivity between T. solium and T. crassi-
ceps, we used the experimental T. crassiceps murine cysticer-
cosis model to evaluate SGSTE As summarized in Table II, all
mice immunized with SGSTF presented significant reductions
in parasite burdens with doses of 1 and 10 pg. We also ob-
served that the MCE antigens were associated with a reduced
parasite burden when compared to contro]l mice. The sera from
all immunized mice had specific IgG antibodies against SGSTE
measured by ELISA. The mice treated with 10 wg of MCE, and

TasLe II. Protection against murine Taenia crassiceps cysticercosis by
subcutaneous immunization with SGSTE

Antigen dose Number of % Reduction of
Antigen (pg/mouse) cysticerci {n)* parasitest
PBS — 137 * 65 —
MCE 10 29 £ 28 78.6%
SGSTF 10 35 £ 48 74.2%
SGSTF 1 63 + 40 54.1%

* Means and standard deviations of individual parasite loads recovered after 30
days of infection with 10 cysticerci/mouse.

t % Reduction of parasites = 100[(n control mice) - (n immunized mice)(n
control mice)].

¥ Significant protective differences from control value (P < 0.05).




FIGURE 3.
tion was incubated with (A) specific anti-GST26 antibodies and (B)
normal rabbit IgG. Arrows and leiters point to labeled parenchyma (P),
tegument (T), protonephridial (PC), and subtegumental cytons ($SC).

Indirect immunofluorescence of metacestode wall. Sec-

1 and 10 pg of SGSTF show an absorbance of 0.04, (.02, and
0.20, respectively, after the second immunization, with increas-
es to 0.23, 0.41, and 0.86, respectively, before sacrifice. In con-
trast, control sera did not recognize any proteins in the fraction.

Localization of GST on T. solium metacestode

Immunohistochemical localization using the specific anti-
GST26 antibodies is shown in Figure 3. The GST was localized
in the tegument, throughout the parenchyma, and in the cyto-
plasm of protonephridial and tegumentary cytons. The pattern
of immunofluorescent labeling shows a gradient that increases
from protonephridial cytons to the surface and is highly con-
centrated in the tegument (Fig. 3A). No fluorescent staining was
observed in control sections of metacestodes incubated with
normal rabbit IgG (Fig. 3B).

DISCUSSION

The SGSTF eluted from a GSH-sepharose column yielded
about 3% of the total protein and 95% of the total CDNB-
conjugating activity from the soluble extract of T, soliurm meta-
cestodes loaded on the column. This is in agreement with other
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studies where the GSTs constitute 2-4% of cytosolic proteins
in mammals and helminths (O’Leary and Tracy, 1991; Brophy
and Pritchard, 1994). Filtration and activity analysis with
SGSTF suggested that GST activity corresponds to a dimeric
structure and SDS-PAGE showed that the monomer presents a
M, = 26 kd, as do the majority of vertebrate and invertebrate
GSTs, including the cestodes (Brophy, Papadopoulos et al.,
1989; Brophy, Southan, and Barret, 1989; O’Leary and Tracy,
1991; Brophy and Pritchard, 1994). Western blot analysis using
anti-SGSTF antibodies recognized just | M, = 26-kd band on
the SGSTE These results suggested that 70- and 80-kd bands
recognized in 7. solium MCE before and after filtering through
GSH-sepharose are immunologically related proteins that do
not bind to GSH-sepharose. In order to remove unspecific an-
tibodies against 70- and 80-kd bands, specific antibodies against
the 26-kd band that only recognized the homologous antigen in
the MCE were prepared. Immunolocalization studies with spe-
cific anti-GST26 antibodies suggested that GST in T, solium
metacestodes is synthesized in tegumentary cytons and proto-
nephridial cells, and concentrated in the tegument, similar to
what has been described in other helminths (Balloul et al.,
1987; Taylor et al., 1988; Trottein et al., 1990:; Creaney et al,,
1995).

Enzymatic studies using the univ. -al substrate CDNB indi-
cated that SGSTF presented a specific activity, K, and V,_
similar to the GSTs of Echinococcus granulosus and Moniezia
expansa (Morello et al,, 1982; Brophy, Southan, and Barret,
1989). Moreover, the activity values of SGSTF with the sub-
strates and inhibitors tested were consis'~nt with those reported
for other GSTs from cestodes such as Schistocephalus solidis
and Echinococcus multilocularis (Brophy, Papadopoulos et ai.,
1989; Liebau et al., 1996). SGSTF showed activity with etha-
crynic acid in the range of the mammalian o (0.01-1.2 pmol/
min/mg) and p. (0.08-0.6 pmol/min/mg) classes and below that
reported for w-class GSTs that present a high activity with this
substrate; likewise, the activity presented with bromosulfo-
phthalein was in the range of the mammalian p class (0.002—
0.9 pmol/min/mg) (Mannervik et al., 1985). SGSTF does not
present activity with 1,2-epoxy-3-(p-nitrophenoxy)propane, as
it is known that GSTs in helminths do not use this substrate, in
contrast to the mammalian enzyme (e, p, m, 9 classes) (Man-
nervik and Danielson, 1988; Meyer et al., 1991). Also, SGSTF
exhibited selenium-independent glutathione peroxidase activity
(0.22 pmol/min/mg) with cumene hydroperoxide and did not
present selenium-dependent glutathione peroxidase activity
with H,0,. Again, this activity is within the range of mamma-
lian p-class GSTs (0.1-0.7 pmol/min/mg) (Mannervik et al,,
1985). Inhibition assays for SGSTF showed that the inhibition
range of triphenyltin chloride is between the mammalian «
(0.3-30 pM) and p (0.04-0.5 uM) classes (Mannervik et al.,
1985). Inhibition presented by cibacron blue and bromosul-
fophthalein was in the range reported for the mammalian p
class (0.05-0.7 M and 0.5-10 uM), respectively.

The enzymatic properties of SGSTF indicated few similari-
tics with the mammalian a-class GSTs, and significant differ-
ences with the 7 class and 8 class (enzyme that is not retained
by GSH-affinity matrices), indicating that GST activity found
in SGSTF is more related to the mammalian p-class GSTs
(Mannervik et al., 1985; Meyer et al, 1991). The activity
shown with cumene hydroperoxide and the ability of §GSTF
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to conjugate hexa-2,4-dienal and frans-non-2-enal (products of
lipid peroxidation) suggested that it may be involved in the
detoxification of lipid hydroperoxides produced by the immune
response and other host metabolic routes as has been previously
reported from other helminths (Brophy, Papadopoulos et al.,
1989; Brophy et al., 1990; Walker et al.,, 1993). The properties
explored here could help to design new drugs against cysticer-
cosis and taeniosis.

In western biot assays, anti-SGSTF antibodies cross-reacted
with GSTs purified by GSH-sepharose of several Taenia species
(T. saginala adults, T, taeniaefo ~nis adults, T. crassiceps m.ta-
cestode, including T. solium adults). In contrast, these antibod-
ies did not recognize purified GST fractions from S. mansoni
(Trematoda) or from mammalian livers (mouse, rabbit, and pig).
These results point to homology between Taenia spp. GSTs,
results that are similar to those reported for S. mansoni by Tay-
lor et al. (1988).

Western blot and GST activity analysis showed that this en-
Zyme was not present in vesicular fluid; in contrast, the enzyme
was abundant in the bladder wall, especially in the tegument.
These observations and the enzymatic properties described be-
fore suggest that this enzyme is probably participating in the
parasite defense process against exogenous toxic compounds.

Interestingly, the SCSTF was capable of inducing a signifi-
cant reduction in the parasite load in experimental murine cys-
ticercosis. The parasite load in mice immunized with SGSTF
sersus nonimmunized mice suggests that immunity to this en-
zyme interferes with larval parasite growth in mice. Qur data
are in agreement with other studies using the same murine mod-
el to evaluate other candidate antigens (Sciutto et al., 1990:
Valdez et al., 1994). It would be interesting i explore if the
immune response generated by this antigen interferes with the
transformation from oncosphere to cysticercus in an experi-
mental model. Although we found specific IgG antibodies
against SGSTF in the sera of immunized animals, we did not
explore the role that these antibodies play in protection. Again,
our results are in agreement with other reports that evaluate the
GST as an antigen in several models (Pierce and Capron, 1994).

The identification of the 26-kd band in both T, solium meta-
cestodes and adults with anti-SGSTF antibodies suggests that
this enzyme is probably expressed in all stages of the parasite.
In addition, the absence of immunological cross-reactivity with
mammalian GSTs, especially the pig (an intermediate host in
the life cycle), as well as the effect in reducing the number of
parasites in the murine model, make this enzyme an interesting
target for vaccination trials against porcine cysticercosis.

The results presented here describe the first report of a GST
enzyme from Taenia spp. and suggest that this enzyme could
play an important role in the physiology and parasite defense
mechanisms against toxic host molecules. Further studies are
needed to understand the biclogical role of GST in T. solium.
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