A0 NACIONAL AUTONOMA B 7

Universidad Nacional Autébnoma de México

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOMEDICAS

Facultad de Medicina

Produccion de la Glutation transferasa de 26 kDa
recombinante de Taenia solium, su caracterizacion
bioquimica y estructural

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA

ANAYETZIN TORRES RIVERA

DIRECTOR DE TESIS: DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA

MEXICO, D. F., 2009




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Para mis padres, por todo el trayecto que hemos andado
y el que falta por recorrer...

Y también para mis queridos fionos,
que siempre me salvan el dia.



Agradecimientos

Mi agradecimiento formal al grupo que opera en el laboratorio de biologia
molecular de Taenia solium, encabezado por el Dr. Abraham Landa Piedra, por
las facilidades otorgadas para el desarrollo de este proyecto.

Hago extensivo este agradecimiento a la Dra. Adela Rodriguez y su equipo de
trabajo conformado por Alejandra, Georgina y Deyanira, que de manera
generosa me brindaron conocimiento, amistad y guia.

Gracias al Dr. Juan Pablo Pardo por las clases, los consejos, las platicas, el
aliento...por ser el extraordinario ser humano que es.

Mi reconocimiento para todas las personas que se involucraron en este
propésito y, que para bien o para mal, hemos consolidado pequefios éxitos
pero lazos muy profundos.

Mi eterna gratitud para mis padres, a los que amo profundamente, porque han
seguido junto a mi, carifiosamente y a su manera, a pesar de todas las
diferencias y malentendidos.

Toda mi lealtad para ti Maricela, que eres la mejor amiga que alguien pueda
imaginar, pero mi enorme fortuna es tenerte y no idealizarte. Mil gracias por ser
mi sostén y aliento cuando sentia el mundo desvanecerse...

Por supuesto que no olvido Fatima el animo que me das cuando espléndida me
regalas parte de tu tiempo y espacio. Gracias por escucharme, no juzgarme y
seguir a mi lado.

Para mi ddo dindmico, Jonathan y Gere, mi sincero carifio y gratitud por esa
nobleza y picardia con la que me han colmado, por esas horas de charla que
espero no terminen.

Pero mi circulo perfecto no estaria completo sin me faltaran Charmina, Hugo,
Beto, Carmen, Javi, Oli y Lorena que me alegran la vida con su presencia, y
por supuesto tampoco me pueden faltar Victor, Ricardo, y Felipe, que son mis
colegas preferidos y grandes amigos, asi como la sub conformada por Sergio,
Aramis, Oscar, Viri, y el Capo.



Esta tesis se desarrollé en el Laboratorio de Biologia Molecular de Taenia solium
correspondiente al Departamento de Microbiologia y Parasitologia en el 2do piso del
Edificio A en la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
campus Ciudad Universitaria en la Ciudad de México, Distrito Federal.

El proyecto fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
bajo el contrato 43806-M y por la Direccion General de Asuntos de Personal
Académico dentro del Programa de apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica (PAPIIT) a través del contrato IN210603-03.

La autora recibié6 apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
para la realizacién de sus estudios de postgrado de doctorado en ciencias mediante el
Programa de becas para el Postgrado con nimero de beca 186255 asi como un
complemento de beca otorgado por la UNAM a través de la Direccién General de
Estudios de Postgrado.

EL COMITE TUTORAL:
DRA. ADELA RODRIGUEZ ROMERO

M. C. KAETHE WILLMS MANNING
DR. ABRAHAM LANDA PIEDRA



indice

Portada
indice
Abstract
Resumen

Introduccion

Generalidades del parasito Taenia solium.
Taeniosis-cisticercosis. Ciclo de vida. Epidemiologia.
Cuadro clinico, diagnéstico y tratamiento.

Medidas de control.

Especies reactivas.

Sistema desintoxicante.

Metabolismo antioxidante.

Metabolismo xenobidtico.

Sistema glutation.

Glutation transferasas.

Hipotesis

Objetivos

Materiales y Métodos

Reactivos.

Generacion de la enzima recombinante y expresion.
Purificacion.

Ensayos de actividad.

Actividades a diferentes pH, temperaturas.

y cantidades de enzima.

Determinacién de parametros cinéticos.
Determinacioén de los patrones de unién.

Ensayos de fluorometria.

Determinacion de actividad con sustratos alternos.
Ensayos de inhibicion con marcadores de clase.
Tipo de inhibicién y constantes.

Ensayos de inhibicién con farmacos antihelminticos.

Determinacién del patrén de inhibicién del mebendazol.

Reacciones cruzadas.

Determinacién de las condiciones de cristalizacion.
Patrén de difraccion y mapa de densidad electrénica.
Afinamientos y deposicion en el Protein Data Bank.

Pagina

10
12
14
16
16
17
17
18
19

23

23

24
24
24
25
25

25
26

26
26

27
27
27
27
27
28



Indice

Resultados

Expresion y purificacién de la GST26 recombinante.
Determinacion de los parametros cinéticos
aparentes de la recTs26GST.

Determinacion de la cooperatividad en la recTs26GST con el CDNB.

Actividad con sustratos e inhibidores marcadores de clase.
Reconocimiento por anticuerpos.

Obtencion de la estructura tridimensional de la recTs26GST.
Clasificacion.

Inhibicién de la recTs26GST usando antihelminticos.

Patrén de inhibicion del mebendazol.

Discusion

Conclusiones

Anexo

Bibliografia

Pagina

29
30

31
32
34
34
41
41
42

43

47

55

48

Palabras clave: Glutation transferasa, Taenia solium, cooperatividad positiva, estructura

tridimensional, clase ypsilon.



Abstract

Abstract

Glutathione transferases (GST) are fundamental enzymes for the organisms due to their
diverse and important functions. In the beginnings of their study, these proteins were
describe as detoxification enzymes and binding proteins, associated to the second
phase of the detoxification system, but recently several researches have demonstrated
their participation in other processes like synthesis and catabolism of many cellular
molecules, signaling, regulation, isomerization and, formation/regulation of ionic
channels. Due to this variety of functions the GSTs are involved in a wide spectrum of
pathologies.

In some pathogenic organisms, drug resistance to current therapies is associated to the
GSH metabolism, specificly to GSTs. On helminthes, these enzymes gain relevance as
the main detoxification family because no CYP450 activity has been found in them and
so it is probable that the metabolism of many xenobiotics, ecosanoids and other typical
CYP450 substrates dealt with by the GST family.

In Taenia solium, the etiologic agent of taeniosis/cysticercosis parasitoses, two cytosolic
GSTs with similar molecular mass have been described: one with 25 kDa and the other
with a molecular mass of 26 kDa (Ts26GST). Cloned Ts26GST was studied in its
recombinant form (recTs26GST) by means of activity assays with class markers,
catalysis, antibody reactions and obtaining the three dimensional structure of the
enzyme.

In the former outcomes, the primary structure of recTs26GST showed to be related with
the mu class but the kinetic parameters for CDNB (Vmax= 51.5 pmol/minmg; Ky= 1.06
mM; kcat= 22.2 s™) showed it relation with some alpha GSTs. The substrate and
inhibitor class markers reaffirmed these bimodal characteristics.

On the other hand, the kinetic curves for CDNB and GSH showed a positive
cooperativity that was corroborated using fluorometric assays. Those assays indicate
that CDNB binding is highly influenced by GSH, probably by modulation of the Ts26GST
conformational ensemble.

Inhibition studies with anthelminths indicate that recTs26GST is sensitive to
mebendazole, displaying a non competitive inhibition pattern suggesting that at least two
molecules are binding to recTs26GST.

Finally the three dimensional structure of the enzyme obtained by X-ray difracction
confirms that recTs26GST belongs to the new class ypsilon related with alpha, mu and
pi classes.
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Resumen

Las glutation transferasas (GSTs) son miembros de una familia de enzimas con una
gran versatilidad de funciones que las hacen esenciales para todos los organismos.
Originalmente fueron descritas como enzimas desintoxicantes de la fase Il del sistema
de desintoxicacion y como proteinas de union a sustratos enddgenos. Sin embargo,
estudios recientes demostraron su participacion en la sintesis y catabolismo de diversas
sustancias enddgenas como prostaglandinas, leucotrienos y aminoacidos aromaticos,
en isomerizacion, en los procesos de sefializacion y regulacion, asi como en la
formacion y funcién de canales iénicos. Es debido a esta gran diversidad de funciones
fisiologicas que las GSTs también estan asociadas a un amplio espectro de patologias.

En el caso de organismos patdgenos, la resistencia a las diversas terapias
farmacolégicas esta asociada a las enzimas del metabolismo de glutation (GSH) y
especificamente a las GSTs. En helmintos, esta familia cobra vital importancia al ser el
principal sistema desintoxicante que poseen, ya que no se ha detectado actividad de los
citocromos P450 en ninguno de ellos. Lo anterior implica que al carecer del principal
sistema de fase | de desintoxicacion, las GST helminticas deben encargarse del amplio
espectro de xenobiéticos y toxicos enddgenos.

En Taenia solium, agente etiolégico de la taeniosis y cisticercosis, se han purificado a
partir de extractos de cisticerco dos GSTs citosélicas de masa molecular similar: una de
25 kDa y otra de 26 kDa. Esta ultima ha sido estudiada a partir de su forma
recombinante (recTs26GST) realizando diversas pruebas de actividad con marcadores
de clase, de catalisis, de reaccion con anticuerpos asi como por la obtencion del modelo
tridimensional de la enzima a partir de un patron de difraccion de rayos X.

Los analisis de la estructura primaria relacionan a la Ts26GST con la clase mu, sin
embargo los parametros cinéticos obtenidos con el sustrato universal 1-Cloro-2,4
dinitrobenceno 6 CNDB, (Vmax= 51.5 pmol/minmg; Ky= 1.06 mM; kcat= 22.2 s), son
cercanos a los que presentan las GST de clase alpha. Los ensayos bioquimicos con
sustratos e inhibidores marcadores de clase, confirmaron sus caracteristicas hibridas.

Por otra parte, los ensayos cinéticos también demostraron que la Ts26GST despliega
un comportamiento cooperativo positivo para CNDB, con un h= 1.46, que fue
corroborado mediante ensayos de fluorometria. Estos ultimos indicaron que la union del
CDNB a la enzima esté altamente influenciada por la presencia de GSH, probablemente
por un fenédmeno de modulacién del ensamble conformacional de la Ts26GST.

Respecto a los estudios de inhibicion con antihelminticos, se encontr6 que la enzima es
sensible al mebendazol con un patron de inhibicion correspondiente al tipo no
competitivo, donde al menos dos moléculas del farmaco se unen a la enzima.

Por ultimo, el modelo tridimensional de la enzima generado mediante difraccién de
rayos X confirma que la Ts26GST pertenece a la nueva clase que denominamaos ypsilon
y que esta relacionada con las clases mu, alpha vy pi.



Introduccién

Introduccion

Generalidades del parasito Taenia solium

La especie Taenia solium se ubica como miembro del phylum Platyhelminthe, clase
Cestoda, del orden Cyclophyllidea de la familia Taeniidae. En general, los miembros de
dicha familia se caracterizan morfolégicamente por poseer un érgano de fijacién 6 escélex
y un cuerpo de tipo cinta, elongado y segmentado llamado estrébilo. En cada uno de
estos segmentos 6 proglotidos se encuentran érganos masculinos y femeninos en
desarrollo, excepto los ultimos, denominados gravidos, en los cuales se encuentran
40,000 huevos, aproximadamente, por proglétido. Ademas, hay que destacar que ninguno
de estos organismos posee un tracto digestivo, por lo que deben absorber sus nutrientes
mediante microvellosidades, llamadas microtricas, que recubren la membrana tegumental
del parasito (Carpio, 2002; Schmit y Roberts, 2000).

Morfolégicamente a T. solium, en sus estadios de adulto y larva, le distingue la doble
corona de ganchos que se localizan en la parte mas alta de su escodlex, asi como las
ramas uterinas en sus proglétidos gravidos que nunca exceden las catorce. Sin estos
elementos es muy dificil distinguirlo del resto de los miembros de la familia Taeniidae que
poseen las ventosas de anclaje y algun tipo de rostelo que funciona como érgano de
sostén. Ademas, las oncosferas permanecen en huevos de apariencia muy similar, lo que
las suele incluir bajo el término de Taenia spp (Carpio, 2002; Schmit y Roberts, 2000).

Figura 1. Elementos morfologicos caracteristicos de T. solium. (Modificado a partir de
www.infovek.sk/predmety/biologia/metodicke/ploskavce/index.php ). En el lado izquierdo se aprecia
el escélex de una taenia adulta en donde se indica la posicion de las ventosas (V), el rostelo (R) y
la corona de ganchos (G) que caracteriza a la especie. En el lado derecho se observa el corte de
un proglétido gravido en donde se exponen las ramas uterinas (RU), que en T. solium no exceden
las catorce.
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Aunque se considera un organismo poco evolucionado, T. solium cuenta con un sistema
nervioso no-mielinizado ubicado en el escélex, a partir del cual nervios longitudinales
enervan todo el estrobilo desarrollando una funcién tacto-quimioreceptiva debido a la
circulacion de diferentes neurotransmisores serotoninérgicos, colinérgicos, entre otros.
(Schmidt y Roberts, 2000)

La superficie externa del parasito esta compuesta, aparte de la membrana tegumentaria,
de una banda protoplasmica continua y unida al citoplasma de citones tegumentarios
(cuerpos celulares). Esta capa externa, denominada tegumento, se encuentra separada
del resto de las estructuras parasitarias por una membrana basal. Por debajo de la
membrana basal se encuentran varios tipos de células: células flama, miocitos,
corpusculos calcareos y células de almacenamiento de glucégeno contenidas en una
matriz conectiva de tejido fibroso transversal y longitudinal. Cada una de estas células
tiene diferentes funciones estructurales, motoras y metabdlicas (Schmidt y Roberts, 2000).

Taeniosis-cisticercosis: ciclo de vida. Epidemiologia.

A pesar de que el género Taenia posee cerca de 20 especies, sbélo unas cuantas
representan un verdadero peligro para la salud humana y T. solium entra dentro de esta
categoria. Lo anterior se explica perfectamente con los ciclos de vida de dicho género que
consistentemente involucran dos hospederos mamiferos. El primero de tipo carnivoro u
omnivoro que actiua como hospedero definitivo al albergar y desarrollar el gusano adulto.
En el segundo hospedero, de tipo herbivoro u omnivoro, se desarrolla la fase larvaria 6
cisticerco tras ser infectado con oncosferas provenientes de huevos que se encuentran en
el ambiente (Hoberg, 2002).

Taenia solium posee un ciclo sencillo que requiere de los humanos como Unicos
hospederos definitivos del adulto y de los cerdos como hospederos intermediarios al
albergar a los cisticercos. Sin embargo, los humanos pueden actuar como hospederos
intermediarios accidentales del estadio larvario, siendo la Unica especie dentro de los
ténidos que genera cisticercosis en humanos, a pesar de algunos reportes que incluyen a
los cisticercos de T. crassiceps, T. multiceps, T. serialis y T. taeniaeformis (Garcia et al,
2003; Pawlowski et al, 2005).

En general, en el desarrollo de este cestodo pueden diferenciarse cuatro estadios:

1) Gusano adulto: el estado reproductivo capaz de producir huevos. El estadio adulto de
T. solium, conocido como “solitaria”, habita en el tubo digestivo del ser humano,
adhiriéndose a la pared intestinal mediante sus ventosas y ganchos. Cada dia, varios
proglétidos gravidos se separan del extremo distal del ténido y son expulsados con las
heces liberandose al ambiente miles de huevos que permanecen viables durante largo
tiempo. En el mundo existen al menos 2.5 millones de portadores de la solitaria.

2) Huevo: es el estado responsable de la diseminacion del parasito en el ambiente
externo. Este contiene a la oncosfera o embridon hexacanto. En lugares donde la
eliminacion de excretas es inadecuada, los cerdos se alimentan con heces humanas que
contienen los proglétidos o los huevos de T. solium. Una vez ingeridos por el cerdo, los
huevos pierden su cubierta por accién de enzimas digestivas como la tripsina y las sales
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biliares, liberandose las oncosferas. Al atravesar la pared intestinal, las oncosferas entran
al flujo sanguineo donde son transportados a los tejidos del cerdo.

3) Oncosfera: la larva hexacanto migra del intestino hacia los tejidos internos u érganos
dentro del hospedero intermediario. Al atravesar la pared intestinal, las oncosferas entran
al flujo sanguineo donde son transportados a los tejidos del cerdo, principalmente
musculatura, visceras y cerebro, para evolucionar y llegar a transformarse en larvas
(cisticercos) viables.

4) Cisticerco: metacestodo que parasita los tejidos de los hospederos intermediarios,
sean estos cerdos o humanos. Si algun humano ingiere carne de cerdo mal cocida
contaminada con cisticercos, muchos de ellos evaginan en el intestino delgado, entonces
el escolex se adhiere a la pared intestinal y el parasito comienza a crecer hasta
transformarse en una taenia adulta. Este proceso toma aproximadamente 2 meses.
(Carlos et al, 2006;Carpio, 2002; Garcia et al, 2003; Schmidt y Roberts, 2000)

Figura 2. Ciclo de vida de T. solium (Tomado y modificado de Garcia et al, Lancet, 2003)

Por otra parte, el hombre también puede convertirse en huésped intermediario de la
T. solium al ingerir sus huevos y desarrollar cisticercosis humana. El mecanismo por el
cual los huevos entran al torrente sanguineo y son distribuidos a los tejidos del hombre es
similar al descrito en los cerdos. Las formas principales de contagio humano incluyen
ingestion de comida y agua contaminada con huevos de T. solium y la convivencia con un
taeniosico. Ademas existe la posibilidad de la contaminacién ano-mano-boca (auto-



Introduccién

infeccidén) en individuos portadores del parasito adulto, aunque se desconoce la
frecuencia con que este fendmeno sucede. Se estima que 20 millones de seres humanos
en el mundo estan infectados con cisticercos, de los cuales, 50,000 fallecen cada afio
debido a problemas de neurocisticercosis (Garcia et al, 2003; Pawlowski et al 2005).

Aunque en el mundo existen zonas endémicas a este parasito, la dinamica de migracion
derivada del proceso de globalizacion ha dispersado a T. solium hasta convertirlo en un
“parasito de implicaciones sanitarias internacionales” lo cual ha cambiado la perspectiva
de zonas endémicas y no endémicas a zonas de alta, moderada y baja prevalencia con
riesgo de brotes por casos importados (Carlos et al, 2006; Montresor y Palmer, 2006;
WHO, 2003).

Figura 3. Distribucion mundial calculada para la cisticercosis (Reporte de la OMS, 2003).

Debido a las implicaciones médicas y econdémicas derivadas de la cisticercosis, a
principios de esta década se declaré6 como una enfermedad de notificacion internacional a
pesar de no provocar brotes repentinos y masivos (Carlos et al, 2006; WHO, 2003).

Cuadro clinico, diagnéstico y tratamiento

La taeniosis suele cursar de manera asintomatica ya que se produce un dafio minimo a la
mucosa intestinal. En cuanto a la cisticercosis, la gama de sintomas depende de la
localizacion del cisticerco, su cantidad y la respuesta inmune del hospedero. Sin embargo,
las manifestaciones mas comunes que pueden presentarse son fiebre, mialgias, cefaleas
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y eosinofilia después de una invasién y diseminacion aguda de cisticercos. Si se
enquistan en el musculo esquelético la mayor problematica proviene en la pérdida de
funcionalidad de la parte afectada, pero cuando se alojan en el sistema nervioso central
pueden producir grandes complicaciones por el efecto de masa, respuesta inflamatoria,
obstruccién de los orificios encefalicos y/o sistemas ventriculares, lo que causa
hidrocefalia por bloqueo del fluido del liquido cefalorraquideo, o bien, convulsiones por la
masa que ocupa en el cerebro. Ademas, pueden presentarse hipertensién craneal que
cause vomito y papiledema, epilepsia focal o generalizada, ataxia, manifestaciones
pseudo-apopléjicas, movimientos involuntarios e incluso demencia. También puede cursar
sin sintomas (Carpio, 2002; Garcia et al, 2003).

El diagnéstico para la taeniosis se realiza por la identificacion de proglétidos excretados,
por el analisis de los huevos o por la deteccion de antigenos mediante métodos
coproparasitoscépicos y serolégicos e incluso por algunas técnicas moleculares como la
PCR. La desventaja para la aplicacién de estas pruebas consiste en la obtencién de
proglétidos o huevos.

Si se trata de neurocisticercosis, la interpretacion correcta de los examenes de
neuroimagen e inmunoldgicos permite un diagnéstico acertado. Fuera del neuroeje, los
cisticercos pueden localizarse en el globo ocular donde son visualizados mediante
examen oftalmoscopico, mientras que en los musculos esqueléticos o el tejido celular
subcutaneo pueden identificarse mediante radiografias simples o incluso la palpacién. Sin
embargo, el diagndstico no es muy sencillo, ya que los sintomas no son especificos,
provocando que los estudios que se requieren para la deteccidn de los cisticercos no se
realicen y se obtengan dictAmenes erroneos. Ademas, los estudios de neuroimagen como
la tomografia computarizada y la imagen por resonancia magnética, no son accesibles a
la mayoria de la poblacion a pesar de ser el mejor método de identificacion.

Existen varias pruebas destinadas a la deteccién de anticuerpos anti-cisticerco en suero,
saliva y liquido cefalorraquideo, entre las que destacan el ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) y la inmunoelectrotransferencia. Estas pruebas son un complemento importante
de los estudios de neuroimagen, pero nunca deben ser utilizadas en forma aislada para
confirmar o descartar el diagndstico de neurocisticercosis debido al elevado porcentaje de
resultados falsos positivos y falsos negativos. De las pruebas serolégicas la mas sensible
es la inmunoelectrotransferencia que utiliza una fraccién de glicoproteinas del parasito
unidas a una matriz de nitrocelulosa. En la actualidad los sistemas de ELISA e
inmunoelectrotransferencia para el diagnéstico de la cisticercosis (muscular y/o cerebral) y
de la taeniosis siguen procesos de mejoramiento a través de la busqueda de nuevos
antigenos mas especificos que mejoren su sensibilidad y que sean faciles de purificar
(Carpio, 2002; Garcia et al, 2003; Hoberg, 2002; Pawlowski et al 2005).

Con respecto a la terapéutica de estas enfermedades, el farmaco de eleccion para el
tratamiento de la taeniosis habia sido la niclosamida, el cual actiua sobre los proglétidos
haciéndolos susceptibles a la protedlisis por las enzimas del hospedero. Su
administracion generd controversias por la posibilidad de causar cisticercosis mediante
liberacion de los huevos hacia la luz intestinal, por lo que su uso ha sido descontinuado en
algunos paises donde ahora se utilizan los bencimidazoles 6 el prazicuantel (este ultimo
en una dosis Unica de 10 mg/Kg). El prazicuantel tampoco es un farmaco muy seguro, ya
que en dosis mas altas produce reacciones indeseables cuando hay cisticercos alojados
en el sistema nervioso central. Otra opcion ha sido usar el albendazol y la niclosamida en
combinacion, con los que se obtienen buenos resultados, sin embargo en la actualidad
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se prefiere la utilizacién del albendazol solo. Este farmaco es utilizado para el tratamiento
de la neurocisticercosis en dosis de 15 mg/kg/dia durante 8 dias, destruyendo del 75% a
90% de los cisticercos parenquimatosos, usandose mas que el prazicuantel por su menor
costo, un aspecto importante si se considera que la cisticercosis usualmente afecta a
gente de bajos recursos econémicos.

Otros farmacos de uso continuo son el resto de los elementos de la familia de
bencimidazoles, como el mebendazol, tiabendazol, febendazol y oxfendazol. En el caso
de cisticercos ventriculares moviles, éstos pueden ser removidos por exéresis quirurgica o
por aspiracion endoscépica.

Existen indicaciones absolutas para el uso simultdneo de corticosteroides vy
antihelminticos, incluyendo a pacientes con quistes subaracnoideos gigantes, quistes
ventriculares y quistes localizados en la médula espinal. En la mayoria de estos casos, los
corticosteroides deben ser administrados antes, durante y después del tratamiento
antihelmintico con el objeto de disminuir el riesgo de infartos cerebrales, hidrocefalia o
edema medular, respectivamente, como consecuencia de la labor del sistema
inmunolégico (Carpio, 2002; Garcia et al, 2003; Pawlowski et al, 2005, WHO 2003).

Medidas de control.
Estrategias reportadas.
Las principales estrategias de control que se han realizado consisten en:

1) Quimioterapia comunitaria. Se ha demostrado en diversos estados de la Republica
Mexicana (Sinaloa, Guerrero, Morelos) y en algunos paises latinoamericanos, como
Ecuador y Perq, que la administracion de una dosis Unica de prazicuantel o albendazol
disminuye temporalmente los casos de taeniosis en la poblacion y la de cisticercosis en
ganado porcino. No obstante, después de un afio o dos de haber sido administrado el
tratamiento el numero de taeniosicos y cisticercosos en la poblacion humana y en la
porcina volvia a incrementarse en igual o mayor magnitud que antes de la administracién
(Sarti et al, 2000; Gonzalez et al, 2001).

2) Campanas educativas. En las comunidades de la Republica Mexicana donde se
implementaron campafas de educacion se encontré una importante reduccion de casos
de taeniosis y cisticercosis porcina. También existe el reporte en una comunidad donde se
administré un antihelmintico (prazicuantel) y monté una campafa de educacién de
manera simultanea demostrando mejores resultados en el control de la cisticercosis
porcina y en la cantidad de taeniosicos con respecto a la administracion del farmaco solo,
y con una duracién mayor en el efecto ya que en este estudio el escaso numero de infec-
tados se mantuvo bajo aun después de cuatro afios de haberse realizado (Pawlowski et
al, 2005; Sarti et al, 1997).

3) Desarrollo de una vacuna. El desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis porcina
parece una estrategia viable si se toma en consideracion los estudios con otros ténidos en
roedores (T. crassiceps), ovinos (T. ovis) y bovinos (T. saginata), que han demostrado
que se puede generar un buen nivel de proteccion contra la enfermedad.
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Este hecho ha motivado el desarrollo de vacunas utilizando extractos completos de
cisticerco, antigenos purificados de extractos del metacestodo, péptidos sintéticos o
proteinas recombinantes. Los andlisis de las investigaciones realizadas demuestran que
las vacunas proveen un alto grado de inmunizacién. Sin embargo al contemplar aspectos
como el costo de la vacuna, el bajo nivel econdmico de los propietarios de cerdos, los
gastos logisticos de distribucion y aplicacion de una vacuna en forma masiva, entre otros,
hace que las posibilidades de montar alguna campafa de vacunacion aun sean bajas
(Aluja et al, 2005; Lightowlers, 2003; Montresor y Palmer, 2006; Pawlowski et al, 2005).

Nuevos planteamientos.

A pesar de los esfuerzos mencionados anteriormente, la erradicacion del parasito no ha
sido posible, por lo que nuevas visiones para el control del problema se han adicionado a
las estrategias ya revisadas como son: la generacidon de nuevos antihelminticos, el
mejoramiento de las pruebas diagndsticas y el mejoramiento en los datos de
epidemiologia de la taeniosis/ cisticercosis.

La propuesta de obtencién de nuevos antiparasitarios obedece a multiples causas, una
corresponde a la mala posologia llevada para los antihelminticos actuales y su uso
excesivo que ha conducido a la aparicion de helmintos resistentes a diferentes farmacos.
Tampoco debe olvidarse la toxicidad asociada a estos farmacos, que aunque ha sido
poco revisada, se sabe que el uso continuo debido a re-infecciones es causante de
diversas alteraciones celulares. Para la elaboracién de una nueva generacion de
antihelminticos se ha recurrido al disefio de farmacos que inhiban enzimas vitales de
estos parasitos sin afectar a las de los hospederos (Bennet et al, 1997; Geerts y Gryseels,
2000; Dayan, 2003; Torres-Rivera y Landa, 2008a).

Otro punto central del control de dichas enfermedades es el diagnostico. Como se
menciono, la estrategia consiste en la busqueda de nuevos antigenos faciles de obtener,
purificar y estabilizar sobre una prueba diagndstica que debera ser facil de realizar,
sensible y especifica para ser usada de manera masiva y en condiciones de campo.

Para poder disefar y aplicar las estrategias de control a un problema, definitivamente es
necesario conocer el problema lo mejor posible. Aunque las estadisticas epidemiologicas
han tratado de ser mejoradas en ultimas fechas, aun distan de podernos dar cifras
contundentes acerca de la dinamica de la taeniosis/ cisticercosis de manera global. El
responder preguntas sobre el nimero de casos activos de la enfermedad, en estado de
remision y los casos resueltos tanto en humano como en ganado porcino, el porcentaje de
pacientes que presentan sintomas, el numero de fallecimientos causados por
neurocisticercosis entre otras preguntas, requiere de una mejor implementacién de los
sistemas de deteccion, medicion y registro de la infeccion (Hobarg, 2002; Pawlowski et al,
2005).
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Especies Reactivas.

El término de especies reactivas (RS) se refiere a moléculas con distinto grado de
oxidacién que van a tomar uno o mas electrones, o protones, produciendo intermediarios
parcialmente reducidos. Estas moléculas al ser mas reactivas van a provocar un dafo
parcial o total en las células. Las RS pueden ademas amplificar las lesiones mediante
reacciones en cadena que generan nuevas RS. El oxigeno, nitrogeno y algunos
halégenos estan involucrados en la formacién de estos compuestos. Si bien para los
organismos aerdébicos el oxigeno cobra elevada importancia al actuar como aceptor final
de electrones en la produccion de ATP durante la respiracion, éste es un elemento téxico
con dos electrones desapareados dispuestos a captar los electrones faltantes, creando
iones, radicales y compuestos como el ion superdxido (O), el radical hidroxilo (OH®), el
peréxido de hidrégeno (H,0,), entre otros. Aparte del oxigeno, el nitrdgeno, como radical
oxido nitrico (NO®) y el peroxinitrito (ONOQO") asi como los halégenos cloro y bromo en el
estado de acido hipocloroso e hipobromoso, respectivamente, son capaces de generar
mas electréfilos que favorecen el dafio celular (Halliwell y Gutteridge, 2007; Sorg, 2004).
Las RS lesionan a las células porque cambian la conformacion, estructura y funcionalidad
de polisacaridos, lipidos, proteinas e inclusive ADN; su interaccion con dichos
componentes forman una gran cantidad de moléculas oxidadas y oxidantes, asi como
radicales que terminan por desajustar el equilibrio entre agentes pro-oxidantes y
antioxidantes, dando paso al fendmeno conocido como estrés oxidativo (Halliwell y
Gutteridge, 2007; Sorg, 2004).

En el caso de los helmintos los ambientes de oxigeno son realmente pobres, no obstante
se encuentran expuestos a estrés oxidativo por los diversos mecanismos de defensa que
monta el hospedero en su contra, como es la liberacion de RS por parte de algunas
células del sistema inmune (macréfagos, neutréfilos y eosindfilos por citar algunos) y el
ataque de otros xenobiodticos. Para detener un exceso de RS que pudieran desequilibrar
el balance redox los organismos, incluidos los helmintos, han montado defensas
antioxidantes capaces de detectar las RS, removerlas cataliticamente, disminuir su
formacion y contenerlas “fisicamente” por acarreo o por inmolacion. Este conjunto de
moléculas enzimaticas y no enzimaticas se agrupa en el sistema desintoxicante (Brophy y
Barret, 1990; Docampo, 1995; Halliwell y Gutteridge, 2007; Tracy y Vande Waa, 1995).

Sistema desintoxicante.

El sistema desintoxicante es el conjunto de procesos metabdlicos de defensa dispuestos
para el rearreglo o la descomposicion quimica de diversas sustancias téxicas
(xenobidticos 0 metabolitos) favoreciendo su eliminacion.

Los helmintos, como T. solium, al igual que otros organismos han desarrollado defensas
contra las RS (de oxigeno o nitrégeno) y contra diversos xenobidticos (como lo son los
farmacos antihelminticos entre otros), en las que pueden identificarse moléculas de tipo
enzimatico y tipo no enzimatico.
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Dentro del tipo no enzimatico se encuentran los compuestos de bajo peso molecular como
la vitamina E, el acido ascérbico, el piruvato, el urato, la bilirrubina, el glutation (GSH), la
tiorredoxina, el NADH y el NADPH, que actuan directamente sobre las RS y se oxidan
rapidamente con el fin de preservar las biomoléculas de mayor importancia. Muchos de
estos antioxidantes también actian como cofactores de los sistemas enzimaticos
desintoxicantes.

En el caso del sistema enzimatico, las RS y los xenobidticos se metabolizan mediante
mecanismos distinguibles como el metabolismo antioxidante y el metabolismo
xenobidtico. Sin embargo, para facilidad de su estudio, el sistema desintoxicante se divide
en las fases |, Il y Ill, que integran una via (casi) secuencial en la inactivacién y
eliminacion de cualquier téxico (Halliwell y Gutteridge, 2007; Sorg, 2004).

Metabolismo antioxidante.

Este metabolismo se constituye del conjunto de moléculas enzimaticas y no enzimaticas
destinadas a la conservacién de la relacion oxidante/ antioxidante en la célula mediante el
equilibrio entre la tasa de produccion del oxidante y su degradacion. En su componente
enzimatico se encuentran principalmente las moléculas de la fase | del sistema
desintoxicante.

La fase |, conocida también como reacciones de funcionalidad, realiza una
biotransformacion de los grupos funcionales susceptibles en las moléculas toxicas
mediante oxidacion, reduccion ¢ hidrélisis, haciendo mas polares a estos compuestos. De
las tres clases de reacciones antes mencionadas, las de oxidacién son las mas comunes,
y aunque en otros organismos la familia de los citocromos P450 llevan a cabo esta
catalisis, en T. solium como en otros parasitos, no se ha registrado actividad de tal
variedad de mono-oxigenasas. No obstante, el parasito cuenta con otras enzimas que
llevan a cabo la oxidacion de los xenobidticos y de las RS como son la superdxido
dismutasa, la xantina oxidasa, la glutaredoxina, la peroxiredoxina y la monoamino
oxidasa, por mencionar algunas. Cabe sefalar que T. solium carece también de actividad
de catalasa.

Las reacciones de reduccion son escasas siendo los grupos carbonilo, azo y nitro
susceptibles a estas reacciones para formar grupos hidroxilos y aminos. Las enzimas
encargadas de estas reacciones son azoreductasa, nitroreductasa, aldehido y cetona
reductasas. Las reacciones de hidrdlisis son llevadas a cabo por o- y N-desacetilasa,
arilsulfatasa, fosfatasas alcalinas y probablemente por alguna epdxido hidrolasa. Estas
enzimas junto con las reductasas aun no han sido investigadas en el ténido (Barret, 1998;
Docampo, 1995; Halliwell y Gutteridge, 2007).

Metabolismo xenobiodtico.

Este es un metabolismo capaz de procesar diversos xenobidticos (sustancias extranas a
las funciones metabdlicas normales) a compuestos con una mayor solubilidad acuosa,
esta biotransformacion permite su eliminacion de la célula, pero en algunos casos
contribuye en el aumento de su toxicidad. Abarca principalmente a las fases Il y Il del
sistema desintoxicante, aunque en algunos organismos como los mamiferos, hay enzimas
de la fase | que intervienen en esta biotransformacién, un ejemplo son los citocromos
P450.
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En la fase Il se cataliza la adicion de pequefias moléculas a los xenobidticos generando
nuevos enlaces covalentes, por lo que las reacciones se denominan como “reacciones de
conjugacion”, siendo el GSH, el acido uridin-5-difosfo-a-D-glucorénico (UDPG), los
acetiles, la S-adenosilmetionina (SAM) y el 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfato (PAPS) los
cosustratos mas comunes. Las enzimas que catalizan tales conjugaciones son la glutation
transferasa (GST), la uridin-5-difosfato-glucoronil-transferasa 6 UDP-glucoronil-
transferasa, la N-acetil transferasa, la metil-transferasa y Ila sulfo-transferasa,
respectivamente. Para T. solium las reacciones de conjugacion con glutation son las de
mayor importancia, no sélo por la abundancia del cosustrato y de las enzimas, sino
también por la versatilidad que ofrecen y porque se han postulado como el principal
mecanismo desintoxicante en helmintos ante la carencia de otros sistemas. Por ultimo, se
encuentran el conjunto de proteinas que permiten la transportacion,
compartamentalizacion y/o excrecidon de los conjugados o aniones organicos a eliminar y
que constituyen la fase Ill, como las proteinas de resistencia a multiples drogas 6 MRPs
(multidrug-resistance protein) y los transportadores de aniones organicos Oats (organic
anion transporters). En T. solium aun no han sido estudiados este tipo de transportadores
(Halliwell y Gutteridge, 2007; Precious y Barret, 1989; Torres-Rivera y Landa, 2008a;
Tracy y Vande Waa, 1995).

Sistema Glutation.

El GSH es una molécula ubicua y esta constituida por acido glutamico, cisteina y glicina
en el orden L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina. Posee un papel importante en la defensa
antioxidante, en el metabolismo de xenobiodticos, en la diferenciacién y proliferacién
celular, en la regulacién de vias de sefalizacién, en la expresion de algunos genes y
como almacén de cisteinas, lo que explica su abundancia dentro de la célula en
concentraciones que van de 0.1 a 10 mM. La parte mas importante del GSH para la
catdlisis es la cisteina, que tiene el grupo tiol necesario para las reacciones redox asi
como para la restauracion y mantenimiento de sulfhidrilos encontrados en enzimas,
coenzimas y ofras proteinas (Dickinson y Forman, 2002; Ketterer, 1986; van Blanderen,
2000).

Existen diversas condiciones por las que la cantidad de GSH en la célula decae, por
ejemplo, la presencia de metales pesados, las concentraciones altas de glucosa, la
presencia de RS, xenobioticos y metabolitos como los ecosanoides, asi que es necesario
regenerarlo. La reposiciéon del GSH puede darse a partir de la reduccion de GSSG
(glutation oxidado) mediante NADPH en una reaccion catalizada por la glutation
reductasa, o por la sintesis de novo, donde intervienen la glutamato-cistein ligasa vy la
glutation sintetasa. EI GSH no suele reaccionar directamente con las moléculas a las que
se une, sin embargo, en condiciones de estrés puede actuar como “agente de sacrificio” al
interponerse entre las RS y otras biomoléculas, es por ello que también se le considera un
biosensor, ya que al cambiar drasticamente el cociente GSH:GSSG se encienden
diversas sefales anti-estrés para tratar de regular el nivel de sulfhidrilos celulares.
Ademas, el GSH actua como cofactor de una serie de enzimas que se encargan de
catalizar su oxidacion o su conjugacion con diversos xenobiéticos como la glutation
peroxidasa, las glutaredoxinas y las GST (Dickinson y Forman, 2002; van Blanderen,
2000).
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Las glutation peroxidasas (GPx) se encargan de reducir H,O, e hidroperéxidos organicos
(ROOH) en agua y alcohol, respectivamente (reacciones 1 y 2), y se catalogan en dos
clases principales: las selenio-dependientes y las no selenio-dependientes.

GPx
H,0,+2GSH 3 2H,0+GSSG )

GPx
ROOH + 2GSH ——p» ROH+ GSSG + H,O (2)

Aunque no se consideran enzimas pertenecientes al sistema de glutatién, las
peroxirredoxinas son capaces de utilizar GSH para catalizar la reduccién de diversos
hidroperdxidos, por una via diferente a la usada por las GPxs.

Las glutaredoxinas son enzimas de reciente estudio y muestran actividad tanto de
peroxidasa como de transferasa. Hasta el momento no hay estudios que reporten su
presencia en este cestodo (Chen et al, 2000; Collinson y Grant, 2003; van Blanderen,
2000).

Las GST constituyen una familia de enzimas que en general se encargan de catalizar la
conjugacion de GSH a una gran variedad de xenobiéticos a fin de inactivarlos (reacciéon
3). Este grupo de proteinas se encuentra en todos los organismos y T. solium no es la
excepcion (Dickinson y Forman, 2002; Ketterer, 1986; van Blanderen, 2000).

GST
GSH+RX ——p GSR+HX (3)

Glutation transferasas.

Las glutation transferasas (GSTs; E.C. 2.5.1.18) integran una familia de enzimas que
promueve la inactivacién, degradacién y excrecion de una amplia diversidad de téxicos,
catalizando el ataque nucleofilico del GSH a sustratos electrofilicos. Estas enzimas se
encuentran principalmente en tres areas: las membranas, las mitocondrias y el citosol,
pero también existe el reporte de GSTs extracelulares (Armstrong, 1994; Hayes et al,
2005; Jakobsson et al, 1999; Mannervik, 1985; Samiec et al, 2000; Torres-Rivera y Landa,
2008a).

En el caso particular de las GST citosélicas, éstas llegan a representar en diversos
organismos del 3-4% de la proteina soluble total, indicando su alto nivel de expresion y lo
necesario que son para la célula, no sélo como agentes desintoxicantes sino ademas,
como lo han demostrado estudios recientes, en el transporte de moléculas; en la
modulacion de las cascadas de senalizacién por uniéon a cinasas; en la formacion de
canales ionicos y su modulacion; en el catabolismo de algunos aminoacidos aromaticos
asi como la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas (Armstrong, 1997; Board et al,
2004; Cho et al, 2001; Herve, 2003; Mannervik, 1985; Tsuchida et al, 1987).
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Al considerar exclusivamente su acciéon desintoxicante, las funciones que se establecen
para las GSTs son: 1) La unién del GSH y la activacién del grupo sulfhidrilo; 2) la unién
del sustrato; 3) el establecimiento de las condiciones que permitan la conjugacion del
GSH vy el xenobidtico. Dado que las especies reactivas son muchas y muy variadas, el
tipo de reaccién que se da con el GSH también es diverso, asi que entre el tipo de
catalisis identificadas se encuentran la sustitucion nucleofilica aromatica, la apertura de
anillos de epodxidos, la adiciones reversibles tipo Michael a cetonas y aldehidos a, B
insaturados e isomerizaciones. Con estas reacciones pueden neutralizarse una gran
diversidad de compuestos, aunque también pueden formarse otras especies reactivas
como los intermediarios de i6n episulfonio cuando se conjuga GSH con haloalquenos
(Armstrong, 1994; Hayes et al, 2005; Wilce y Parker, 1994).

Figura 4. Distintas perspectivas de la estructura secundaria asociada a los sitios G y H de la GST
de T. solium de masa 26 kDa. En la vista frontal el sitio G se muestra en color amarillo y en el se
aprecia el plegamiento tipo tiorredoxina BaBappa, por otra parte se muestra el sitio H en colores
azul y verde el cual esta compuesto so6lo de hélices a; en vista lateral los sitios H y G son
sefalizados con flecha.
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Aunque el ataque nucleofilico se dirige principalmente hacia los atomos de carbono de
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, haluros alquilicos y arilicos, asi como de
carboxilatos, este ataque también puede dirigirse hacia los atomos de nitrégeno en
ésteres de nitrato, los sulfuros en los tiocianatos organicos o disulfitos y el oxigeno en
hidroperdxidos organicos (Clark, 1989; Wilce y Parker, 1994).

En la topologia de estas enzimas diméricas con mondémeros de masas aproximadas de 23
a 28 kDa, se encuentra un area de union al GSH en el dominio N-terminal que se conoce
como sitio G y, en el mismo mondmero, una zona de unién a electrofilos localizada en el
dominio C-terminal denominada sitio H (Figura 4). También puede reconocerse un area
entre la interfase dimérica que probablemente sea utilizado como sitio de unién para el
transporte de moléculas o para los conjugados de GSH.

De los dos dominios existentes en cada mondmero, el sitio G tiene una estructura
conservada y parecida al plegamiento de las tioredoxinas que consiste en cuatro hojas B y
tres hélices a en una sucesiéon B-a-p-a-B-B-a (Figura 4). El ndcleo del dominio se
constituye por el motivo Ba y se relaciona con la activacién del grupo tiol del GSH,
mediante el uso del grupo hidroxilo de aminoacidos como la serina (clase theta y zeta) y la
tirosina (clases mu, pi, sigma), o bien por la coordinacién entre tirosina y arginina (clase
alpha) o el grupo tiol de la cisteina (clase omega). El motivo BBa también es un sitio muy
importante debido a que se relaciona con el reconocimiento y unién de la porcién y-
glutamil del GSH, ademas, en la hélice a3 se reconoce la secuencia de aminoacidos
SNAIL/ TRAIL que sirve como motivo consenso caracteristico de las GST citosdlicas de
mamiferos y que en parasitos tiene ligeras variaciones sinénimas a dicho motivo. En su
conjunto el sitio G abarca aproximadamente los primeros 80 aminoacidos que se
conectan con el sitio H por un pequefio lazo compuesto de 5 a 7 residuos (Armstrong,
1997; Frova, 2006; Hayes et al, 2005; Sheehan et al, 2001; Torres-Rivera y Landa, 2008a;
Wilce y Parker, 1994).

El dominio H se estructura solo de hélices a, que en numero pueden ir de cuatro (como en
las clases Pi) hasta siete (como en Omega). La cifra de residuos va de 90 a 140
aminoacidos, que contribuyen en la diversidad de interacciones y afinidades por los
sustratos y por ende las diferencias que existen entre los sitos H de las GST. Por lo tanto,
cada mondmero tiene un sitio cataliticamente activo y podria actuar de manera
independiente, no obstante en la naturaleza la actividad de estas enzimas sélo se da
cuando el dimero esta formado.

Otras particularidades estructurales de las GST citosdlicas que cabe destacar son las que
se presentan entre los dominios N-terminal y C-terminal y caracterizan a ciertos grupos de
GST. Por ejemplo, las clases Pi, Mu y Alpha contienen en el dominio H residuos de
fenilalanina que sobresalen de la cadena e interactian con la hélice a2 y con la hoja 3
del dominio G formando una especie de “llave-cerradura” en la interfase del dimero. Por el
contrario las clases Sigma y Theta no contienen estos residuos, pero forman una
interaccion de tipo hidrofilico que establece puentes de hidrégeno entre las subunidades.
Aparte de estas caracteristicas ciertas clases poseen estructuras que las identifican, por
ejemplo, el lazo localizado entre la hoja 2 y la hélice a2 del dominio G de la clase Mu, o
la hélice extra en el sitio H llamada hélice a9 en la clase Alpha; ambas estructuras
aumentan la estabilidad del dimero (Armstrong, 1997; Frova, 2006; Hayes et al, 2005;
Sheehan et al, 2001; Torres-Rivera y Landa, 2008a; Wilce y Parker, 1994).
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Las propiedades de las GSTs ya mencionadas -estructura primaria, estructura terciaria y
cuaternaria- aunadas a las propiedades cinéticas (especificidad al sustrato, sensibilidad al
inhibidor), su localizacidon en el genoma, la estructura de los genes que las codifican
(secuencia nucleotidica, numero y tamafio de intrones y exones) y la respuesta
inmunolégica que producen han permitido el reconocimiento, diferenciacion vy
ordenamiento de diversas GST en clases, las cuales pueden ser organismo-especifico o
bien encontrarse dispersas en todos los reinos. Entre las GST citosdlicas ubicuas se
hallan a las clases mu (M), alfa (A), pi (P), theta (T), sigma (S), zeta (Z) y omega (O) de
las cuales mu, sigma y pi son las clases mas recurrentes en parasitos aunque se han
identificado algunas GSTs de clase alfa y omega.

Aunque esta clasificacion se da apegada a los parametros y valores encontrados para las
GSTs de mamiferos, las GSTs de parasitos tienden a poseer caracteristicas que no
concuerdan con lo ya reportado, como estructuras tridimensionales con sus sitios de
union o de interfase mas expuestas al solvente que su contraparte en mamiferos o bien,
valores en su actividad con diversos sustratos que tampoco se parecen a lo descrito. Es
por tal motivo que muchas GSTs parasitarias no pueden ser asignadas a ninguna de las
clases descritas en mamiferos, como en el caso de Plasmodium falciparum, 6 han
generado una nueva clase especifica como recientemente sucedié en nematodos al
encontrarse un nuevo tipo de GSTs denominadas Nu (Armstrong, 1997; Frova, 2006;
Liebau et al, 2002; Schuller et al, 2005; Sheehan et al, 2001; Torres-Rivera y Landa,
2008a; Wilce y Parker, 1994).

En T. solium se han purificado a partir de extractos de cisticerco dos GSTs citosdlicas de
masa molecular similar: una de 25 kDa y otra de 26 kDa y algunas de sus propiedades
bioquimicas ya han sido detalladas; ademas de demostrarse que estas enzimas son
buenos blancos para reducir la carga parasitaria (Vivanco-Pérez et al, 1999; Vivanco-
Pérez et al, 2002; Plancarte et al, 2004). En el caso de la GST de masa 26 kDa, que es la
mas abundante en el extracto parasitario, se produjo en forma recombinante
(recTs26GST) para ser sometida a diversas pruebas de actividad, de catalisis, de
reaccion con anticuerpos, asi como la generacion del modelo tridimensional de la enzima
a partir de un patrén de difraccion de rayos X. Todos estos ensayos mostraron que la
enzima puede categorizarse dentro de una nueva clase sin dejar de estar estrechamente
relacionada con las existentes. La finalidad de estos estudios es sentar bases para el
disefio de estrategias especificas para la inhibicion o modificacién del funcionamiento de
la enzima, con el objetivo de hacer susceptible a T. solium al ataque farmacolégico sin
causar dafos al hospedero.



Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La caracterizacién bioquimica y estructural de la Ts26GST permitira reconocer las
diferencias con respecto a las GST de sus hospederos, lo cual ofrecera datos que podrian
servir como base para el disefio racional de nuevos farmacos contra la enzima.

Objetivos

e General:
Caracterizar bioquimica y estructuralmente la glutation transferasa de 26 kDa de
Taenia solium en su forma recombinante y establecer las diferencias respecto a las

GST de su hospedero definitivo.

e Particulares:
1) Generar la recTs26GST.
2) Caracterizar bioquimicamente esta enzima.
3) Establecer su clase mediante reacciones antigeno-anticuerpo.
4) Realizar los ensayos de inhibicién y su analisis (inhibidores clasicos y antiparasitarios).
5) Determinar la estructura tridimensional de la recTs26GST por cristalografia en rayos X.
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Reactivos

Glutation reducido (GSH), 1-Cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), bromosulftaleina (BSF),
1,2-Dicloro-4-nitrobenceno (DCNB), acido ethacrinico (ETA) 1,2-Epoxy-3-(p-nitrofenoxy)
propano (EPNP), hidroperéxido de cumeno (CHP), los alquenos trans-2-nonenal y hexa-
2,4-dienal; inhibidores como Azul de Cibracron (CB), cloruro de trifeniltin (TFC), los
antiparasitarios Albendazol, Mebendazol (MBZ), Tiabendazol y Prazicuantel fueron
comprados a Sigma-Aldrich (ST. Louis, MI, USA). Las cepas de Escherichia coli C600hfl,
TOP10 y JM105, las endonucleasas Ncol, Bglll, y el vector pCRII (TOPO-TA Cloning kit
Dual Promotor) fueron adquiridas a Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Las membranas de
nylon y nitrocelulosa (Hybond), el estuche Thermo Sequenase Cy5.5 Dye Terminator
Sequencing, y los cebadores sentido y reverso para M13, asi como el isétopo *P-dCTP
se consiguieron en Amersham Bioscience (Buckinghamshire, UK). El estuche de
cristalizacion con 48 condiciones diferentes de pH, amortiguadores y agentes
precipitantes Crystal Screen 2 y cubreobjetos siliconizados fueron adquiridos a Hampton
Research (Aliso Viejo, CA, USA). El resto de los reactivos utilizados fueron adquiridos con
grado analitico a diferentes fuentes locales.

Generacion de la enzima recombinante y expresion.

Después de obtener el ADNc para la Ts26GST, la region codificadora de la enzima fue
amplificada con los oligonucleétidos GSTNco (5°-CAT-GCC-ATG-GAT-AAG-TAC-AAA-
TTC-GCC) y GST27-X2 (5-GGA-AGA-TCT-TCC-TTA-TCT-TTT-TTT-AGG-GG) con los
sitios de restriccion para las endonucleasas Nco | y Bgl I, respectivamente. Los primeros
cuatro aminoacidos, MNKY, no fueron encontrados en el ADNc para la Ts26GST, pero
éstos ya habian sido determinados previamente a través de la degradacion de Edman de
una parte del N-terminal de la enzima (Vivanco-Pérez et al, 2002), por lo que fueron
adicionados al oligo GSTNco. Por medio de la RT-PCR usando ARNm del parasito y los
oligos antes mencionados se amplificd la regién codificante para la Ts26GST. Este
fragmento ligado al vector pCRII-TOPO para su secuenciacion (y analizado con el
programa PC/GENE) fue digerido con las enzimas Ncol y Bglll. El fragmento de Ts26GST
obtenido fue subclonado en el plasmido de expresion pTR99A, previamente digerido con
las mismas endonucleasas. La construccion nombrada GST26-pTR99 fue utilizada para
transformar células E. coli de la cepa JM105.

Para su expresion, un cultivo de bacterias transformadas se crecié en 10 mL de medio
Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicilina (50 ug/mL) durante toda la noche a 37°C.
Este cultivo fue transferido a 500 mL de medio LB-ampicilina nuevo y se mantuvo en
crecimiento a 37°C y con agitacion hasta alcanzar una lectura ODgoonm de 0.6. Entonces
se adicioné el Isopropil-p-d-tiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracién final de 2mM
y se dejo crecer el cultivo a 37°C por 3.5 horas con agitacion constante. Después de este
tiempo, el cultivo se centrifugd a 10349 durante 10 minutos, se descarto el sobrenadante y
el precipitado bacteriano se lavo tres veces con PBS.

Purificacion.

El precipitado bacteriano fue resuspendido con amortiguador de suspension (0.15M NacCl,
0.1 M de fosfato de potasio, pH 7.4, 1% triton, 0.5M EDTA) y se lis6 por sonicacion. El
proceso fue llevado a cabo a 4°C en tres periodos de tres minutos de duracion: 1 minuto
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de sonicaciéon y 2 minutos de reposo y enfriamiento entre cada sonicacién. La suspension
fue centrifugada a 8804g por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante generado fue diluido con
amortiguador de columna (PBS con 1% de triton, pH 7.4) con una relacion 1:2 vy filtrado a
través de una membrana con poro de 0.45-um. El filtrado se cargd en una columna de
Sepharose-GSH previamente equilibrada con amortiguador de columna y vuelto a pasar a
través de ella en tres ocasiones. Posteriormente la columna se lava con PBS hasta que
ninguna proteina es detectada en el lavado cuando se lee espectroscopicamente a 280
nm. La proteina unida a la Sepharose-GSH es eluida con amortiguador de elusién (50mM
Tris-HCI, 5mM GSH, pH 8.0). La fraccion eluida se concentra por ultrafiltracion usando el
equipo Amicon ultrafiltration system (Millipore, USA).

La cuantificacion de la recTs26GST se realizé por espectroscopia a 280 nm usando un
coeficiente de extincién molar de 38390 M'cm™ obtenido a partir de la secuencia de
aminoacidos de la enzima (http://www.expasy.org/; Pace et al, 1995) y por el método de
Lowry leyendo a una longitud de onda de 600 nm. Las lecturas se realizaron en el equipo
Ultrospec 3100 pro (Amersham Bioscience). La pureza de la enzima fue determinada en
geles de poliacrilamida al 12.5% (Laemmli, 1970) tefidos con azul de Coomassie (Gibco-
BLR).

Ensayos de actividad.

La actividad de la recTs26GST fue determinada de acuerdo al método de Habig (Habig &

Jacoby, 1981) usando el sustrato universal para las GSTs, el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

(CDNB) (Ae=9.6 m M'cm™) disuelto en 1.5% etanol (v/v). La reaccién fue seguida por

espectroscopia a 340 nm en el amortiguador de reaccién (0.1M de fosfato de potasio,

pH=6.5, 1mM GSH) durante 3 minutos, tiempo promedio en el cual ocurre la relacion

lineal de dicha reaccion. La actividad especifica se calculé con la formula:
( A2 - Al )y siendo V el volumen total de la reaccion en mL, A2 y Al las
Ae(t2 —t1)(£)(w)

absorbencias en el tiempo final e inicial t2 y t1 que fue medido en segundos, At el

coeficiente de extincién del sustrato (mM'cm™), ¢ el paso de luz en la celda (cm) y w la

cantidad de proteina (mg).

Actividades a diferentes pHs, temperaturas y cantidades de enzima.

Los ensayos de actividad con diferentes condiciones se realizaron en tres grupos. En el
primer grupo, el pH fue variado en un intervalo de 4 a 12 con lecturas cada 0.5 unidades.
Los tres amortiguadores usados fueron: citratos para el intervalo 4-6; fosfatos para el
intervalo 6.5-8.5 y Tris-base para el intervalo 9-12. En el otro grupo, la temperatura fue
variada de 4 a 90°C tomando lecturas en las siguientes temperaturas: 4, 30, 40, 50, 70,
90°C. Finalmente, también fueron consideradas diferentes cantidades de proteina al
cuantificar la actividad de la enzima empezando en 0.78 pg hasta llegar a 15.6 ug,
doblando la cantidad de proteina en cada lectura (0.78, 1.95, 3.9, 7.8 y 15.6 ng).

Determinacién de parametros cinéticos.

La determinacién de los parametros cinéticos se realizé en dos grupos. En el primer grupo
de ensayos el GSH se mantuvo en la mezcla de reaccion a una concentracion constante
de 5mM, mientras que para el CDNB las concentraciones variaron de 0 a 7.5 mM. En el
segundo grupo de ensayos, la concentracion del CDNB se fijé en 7mM, mientras que la
concentracion de GSH cambié en un intervalo de 0.1 a 6 mM. Para el grupo de ensayos
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en donde se varid la concentracion de CDNB las temperaturas de reaccion fueron 25°C y
37°C. Las curvas procesadas con el software Origin (OriginLab Corporation) fueron
analizadas con las pruebas estadisticas F y Akaike usando el software GraphPad
Quickcals (http://www.graphpad.com/welcome.htm) a fin de comparar los modelos
Michaelis-Menten y Hill. El nimero de Hill fue calculado con la ecuacion de Hill que se
encuentra en el programa Origin.

Determinacion de los patrones de unidon. Ensayos de fluorometria.

Los cambios en la fluorescencia intrinseca de la enzima al adicionar CDNB y en ausencia
de GSH fue seguida para determinar el patrén de uniéon del sustrato hidrofébico. La
longitud de onda de excitacién para la proteina fue de 290nm con un espectro de emisién
de 337nm (el CNDB no tiene un patrén de emisién interferente con la enzima al presentar
una longitud de onda de 320nm). Las concentraciones usadas de CDNB estan en un
intervalo de 0 a 0.45mM. Las medidas fueron realizadas en condiciones isotérmicas a
25°C por 4 minutos en una celda de cuarzo con paso de 1 cm usando un amortiguador de
fosfatos a 0.1M, pH 6.5 y con 50 ug de GST. Las mediciones fueron realizadas en el
espectrofluorémetro ISS K2 (ISS K2, lllinois, USA) y los datos fueron procesados con la
siguiente ecuacion: 1 Fp —Fb ) donde Fp es la fluorescencia de la proteina en

Vb

(Fp — Fb ISV

condiciones iniciales, Fp~ es la fluorescencia de la proteina en condiciones del ensayo, Fb
es la fluorescencia del amortiguador, Vb es el volumen del amortiguador en la reaccién
con la enzima adicionada y Vt es el volumen total en la cuba de reaccion.

También se determiné la influencia del GSH en la union del CDNB a través del
apagamiento en la fluorescencia de la enzima cuando diferentes concentraciones de
CDNB fueron adicionadas a la mezcla de reacciéon con diferentes concentraciones de
GSH (0.1, 0.5 y 5 mM). Los datos fueron procesados con la ecuacion descrita
anteriormente. En todos los ensayos la contribucion del amortiguador mas el CDNB fue
medida en las mismas condiciones usadas para la medicion de la proteina y fueron
sustraidas a cada uno de los ensayos.

Determinacion de actividad con sustratos alternos.

Las actividades con ETA, BSF y los alquenales (nonenal y hexadienal) fueron
determinadas usando el procedimiento de Habig y Alin (Alin et al, 1985). La determinacién
de las actividades con CHP fue mediante ensayos acoplados segun las descripciones
hechas por Lawrence (Lawrence & Burk, 1976) usando 1.2 mM CHP, 1 mM GSH, 0.1 mM
NADPH y 1U GSH reductasa en amortiguador de fosfato de potasio 0.1M, pH 7.0. La
reaccion se inicia con la adicion del CHP. Todas las lecturas se realizaron en el
espectrofotdmetro Ultrospec 3100 pro a temperatura ambiente (23°C + 1°C).

Ensayos de inhibicion con marcadores de clase. Tipo de inhibiciéon y constantes.
Los ensayos de inhibicion con CB, TPC y BSF se realizaron fijando el GSH a 5mM y
variando las concentraciones de CDNB a 0.5, 1, 2, 5 y 7 mM. Para los dos primeros
inhibidores las concentraciones usadas fueron 0.5, 1, 5 uM. Para el BSF las
concentraciones fueron 1, 5, 10, y 15 uM. A partir de estos ensayos se determiné el tipo
de inhibicion, los valores de ICsy en condiciones saturantes (7mM) y no saturantes (1mM)
de CDNB, asi como el valor de Ki.
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Ensayos de inhibicién con farmacos antihelminticos.

Los ensayos de inhibicion con prazicuantel, albendazol, tiabendazol y mebendazol se
realizaron a concentraciones fijas de GSH (1mM) y CDNB (1mM). Las cantidades
utilizadas de cada antihelmintico fueron 100, 250 y 500 uM. Los tiempos de incubacion
usados fueron 10 y 30 minutos.

Determinacion del patron de inhibicién del Mebendazol.

Los ensayos de inhibicion para mebendazol se llevaron a cabo con una concentracién de
5mM de GSH y con concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 3.5, 5 y 7 mM de CDNB. El
mebendazol fue disuelto en etanol para generar una suspension y usado a 50, 100, 250 y
500 uM para construir el grafico de Dixon.

Reacciones cruzadas.

Para la caracterizaciéon de la clase de la recTs26GST usando anticuerpos, ésta se
confronté con varios sueros especificos policlonales obtenidos de conejos. Se inmunizé
con tres diferentes clases de GST de humano (alpha subclase 1 (A1), mu subclase 1 (M1)
y pi subclase 1 (P1)) y con la GST26 de Schistosoma mansoni. El esquema de
generacion de los sueros fue mediante cuatro inmunizaciones usando 200ug de enzima
mas 200uL de adjuvante completo (1% inmunizacién) e incompleto (resto de las
inmunizaciones) de Freund. Del mismo modo, el suero anti-recTs26GST a diluciones
1:1000, 1:500 y 1:100 fue confrontado con las GSTs de humano (A1, M1y P1) y con la
GST26 de S. mansoni transferidas a una membrana de nitrocelulosa a partir de un gel
desnaturalizante de acrilamida al 12.5% calculando cargar 1ug de enzima por cada mm
longitudinal de membrana a usar (técnica de inmunoelectrotransferencia).

Determinacion de las condiciones de cristalizacion.

La generacion del cristal se realizé mediante la metodologia de difusién de vapor por gota
colgante usando como solucion madre una mezcla de Tris-HCI 0.1M a pH 8.5 como
amortiguador, cloruro de niquel hexahidratado 0.01M y polietilenglicol 2000 al 20% como
agentes precipitantes. Esta composicion forma parte de las 48 condiciones del estuche
Crystal Screen 2 de Hampton Research. En la gota colgante se mezclaron 4uL de
solucion madre y 4 uL de recTs26GST con una concentracion de 3 mg/mL. Después de
mes, a una temperatura aproximada a los 18°C, se observé la formacién de pequefios
cristales rectangulares con apariencia de aguja.

Patron de difraccion y Mapa de densidad electrénica.

El patrén de difraccidén de rayos X del cristal se gener6 en el Sincroton NLSL (National
Synchrotron Light Source, Brookhaven, N.Y., U.S.A) a una temperatura de 100 K. Los
datos de difraccion fueron analizados posteriormente con el programa MOSFLM. El
escalamiento de los datos se hizo mediante el programa SCALE contenido en la suite de
programas de CCP4. El problema de las fases fue resuelto mediante reemplazo molecular
usando el programa MOLREP perteneciente al software CCP4 y usando como molécula
molde una GST de rata, clase mu, subclase 3 (con codigo de entrada al Protein Data
Bank 6GSV), obteniendo asi los mapas de densidad electrénica y un primer modelo de
construccion.
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Afinamientos y deposicién en el Protein Data Bank (PDB).

El afinamiento del primer modelo y de los subsecuentes se realizé con los programas
REFMAC de la suite de CCP4 y con CNS (version 1.1). Para los afinamientos con
REFMAC se uso restriccion de parametros en cuerpo rigido mas dos TLS, mientras que
para CNS fue utilizado el afinamiento del factor B individual. Los afinamientos se llevaron
a cabo después de cada mejoramiento y justificacion de las densidades electronicas
observadas y trabajadas en el programa QUANTA. El modelo final fue procesado con el
archivo xtal_submission del programa CNS y su calidad verificada con el programa
PROCHECK antes de ser depositado en el Protein Data Bank.
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Expresion y purificaciéon de la GST26 recombinante.

Mediante el sistema de expresion GST26-pTR99 fue posible obtener en un solo paso de
purificacion a la recTs26GST después de que el extracto crudo bacteriano ha sido
procesado. El resultado del paso de este extracto por la columna de afinidad Sepharose-
GSH, es un enriquecimiento en la actividad de la enzima con un rendimiento aparente
1000% (Tabla 1). Aunque no se sabe exactamente la causa de esta activacion, el
resultado fue consistente en todos los lotes que se ensayaron.

La pureza obtenida para la recTs26GST, con respecto al extracto crudo, se comprobo en
geles desnaturalizantes de acrilamida al 12.5% (SDS-PAGE) como el que se aprecia en la
figura 5, donde se observa una banda por encima del marcador de 24.5 kDa (ver ultimo
carril) que corresponde al monémero de la enzima que en estado natural es dimérica.
Esta migracién era la esperada, pues la prediccidon de su masa molecular hecha a partir
de la secuencia de aminoacidos y usando herramientas bioinformaticas arrojé una masa
aproximada de 25908 Da.

Figura 5. Purificacion de la recTs26GST: Carril 1) Se observa el extracto bacteriano sin induccion
de la proteina; Carril 2) El extracto bacteriano después de la induccion con IPTG; Carril 3) El
extracto bacteriano con la proteina inducida después de haber sido pasado por la columna de
sepharosa-GSH; Carril 4) Se muestra la proteina eluida.

Tabla 1. Resumen de la purificaciéon

Muestra Volumen Proteina Actividad Actividad total Rendimiento
(mL) total (mg) especifica (U/mg) (%)) aparente (%)
Extracto 10 80.5 0.25 20.12 100
bacteriano

recTs26GST 2 14.8 13.61 201.43 1001
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Determinacion de los parametros cinéticos aparentes de la recTs26GST.

Con los valores de actividad especifica a saturacion de GSH y CDNB, alternadamente y
en serie de tres repeticiones, se construyeron diferentes graficos que manifestaron una
cinética no-hiperbdlica, tal y como se muestra en la gréafica directa de actividad (panel A),
en la grafica de Linewaever-Burk (dobles reciprocos, panel B) y en el grafico de Eadie-
Scatchard (panel C) de la figura 6. En todos los graficos se despliega un comportamiento
no-Michaeliano, por lo que estos datos fueron sometidos a pruebas estadisticas para
encontrar el modelo que mejor predijera su comportamiento.

Figura 6. Graficos de actividad de la recTs26GST en concentraciones saturantes de GSH y
variando las concentraciones de CDNB. Panel A Grafico directo de actividad. Panel B Doble
reciproco y panel C Grafico de Scatchard.

Las pruebas estadisticas F y Akaike fueron usadas para comparar el ajuste de datos en
los modelos Michaelis-Menten y Hill, y ambas pruebas estadisticas arrojaron que la
ecuacion de Hill tenia una probabilidad entre 95 al 99.85% de ser el modelo correcto para
la descripcion con respecto al modelo Michaelis-Menten.

Para ambos sustratos, CDNB (figura 6) y GSH (figura 7), asi como en los ensayos a 25°C
y a 37°C (graficos no mostrados), el mismo patron ligeramente sigmoidal fue observado y
confirmado mediante las pruebas estadisticas. En estas curvas de actividad el numero de
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Hill fue de 1.46 y se obtuvo directamente de las iteraciones calculadas en el programa
Origin.

Figura 7. Grafico de actividad de la recTs26GST en concentraciones saturantes de CDNB variando
las concentraciones de GSH.

Los analisis de ambas curvas definen los parametros de catalisis de la enzima que se
resumen en tabla 2:

Tabla 2. Parametros cinéticos aparentes

Parametro cinético recTs26GST
Vmax,, (CNDB) 51.5% 1.66 pmolmin'mg™
KM(CNDB) 1.06 £ 0.06 mm
kcat (CNDB) 22.2 seg”
kcat /Km(CNDB) 2.1x104s'™Mm™
Vmax,,(GSH) 39.9 £ 0.55 ymolmin'mg"’
KM(GSH) 0.20 £ 0.01 mM
Namero de Hill A 1.46+0.13

Al comparar los valores de Vmax, Ky y kcat para CDNB de la recTs26GST con los
valores reportados para otros organismos se observa que éstos son similares a los
obtenidos para las GSTs clase alpha de Pagrus major y de Rivulus marmuratus (Konishia
et al, 2005; Lee et al, 2006).

Determinacion de la cooperatividad en la recTs26GST con el CDNB.

Con la finalidad de establecer la causa de las cinéticas no-hiperbdlicas en la recTs26GST,
se escogio, dentro de diversas opciones, distinguir entre un sistema cooperativo 0 un
mecanismo al azar en estado estacionario, debido a que éstos son los principales
mecanismos cataliticos descritos para las GSTs citosdlicas (Jakobson et al, 1977; Liebau
et al, 2005; Ricci et al, 2004). Al medir la uniéon del CDNB con la enzima, monitoreando el
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la recTs26GST, se identifico el mecanismo
que generaba tales cinéticas.
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Nuevamente una curva sigmoidal fue obtenida, tal como se aprecia en la figura 8 (panel
A). Aplicando la ecuacién de Hill a los datos de la curva se obtuvo una h= 1.58
confirmando un proceso con cooperatividad positiva.

Figura 8. Graficas del apagamiento de la fluorescencia de la recTs26GST. En el panel A se
muestra la curva promedio de apagamiento en los ensayos realizados en presencia s6lo de CDNB.
El panel B muestra la influencia del GSH a diferentes concentraciones (m Sin GSH; ¢ 0.1 mM GSH,;
A 0.5mM GSHy ¥ 5 mM GSH) sobre las curvas de apagamiento al adicionar CDNB.

También se determiné la influencia del GSH en la union del CDNB a la recTs26GST
siguiendo el apagamiento de la fluorescencia de las tirosinas. El resultado nos muestra
que inclusive a bajas concentraciones de GSH, las curvas tienen desplazamientos hacia
la izquierda del cuadrante (ver panel B de la figura 8), indicAndonos un posible cambio en
la afinidad de la enzima por el sustrato, en este caso el CDNB.

Actividad con sustratos e inhibidores marcadores de clase.

Como parte de la caracterizacion de la enzima era importante establecer la clase a la cual
puede pertenece,r debido a que es la clase, e inclusive la subclase, la que determina su
preferencia por ciertas funciones y sustratos, haciendo distinguible su comportamiento.
Con ese objetivo se escogieron diversos compuestos que al ser usados como sustratos o
inhibidores pueden dar indicios sobre la clase de GST a la que podria pertenecer la
recTs26GST. Los resultados se resumen en las tablas 3 y 4.
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Tabla 3. Actividad especifica con marcadores de clases de GST.

Sustrato Marcador de clase Actividad especifica
(umol/minmg)
CNDB Todas(menos T) 51.5+ 1.66
1,2-Epoxi-3-(p-nitrofenoxi)-propano T No detectada
3,4-Dicloro-4-nitrobenceno M 0.22+.0.03
Bromosulfataleina M No detectada
2,4-Hexadienal A, estrés 0.53+0.09
trans-2-Nonenal A, estrés 0.4+0.09
Hidroperéxido de cumeno A 2.48+0.0
Ac. Etacrinico P, A 3.51+ 0.64

T=theta, M= mu, A= alpha, P= pi.

En el caso de los sustratos marcadores de clase (Tabla 3) es apreciable que la enzima
muestre una actividad mayor con los marcadores de la clase alpha, como son el CPH y el
ETA, que con el resto de los sustratos. En menor medida, la recTs26GST muestra
actividad con los marcadores de estrés, los alquenales.

En la tabla 4 se muestran los ensayos realizados para tres inhibidores que son
marcadores para las clases alpha y mu. Los valores de Ki se obtuvieron mediante graficos
de Dixon (no mostrados), construidos con datos de tres series de ensayos para cada uno
de los inhibidores. Las Isp se obtuvieron mediante graficos de actividad porcentual contra
la concentracion del inhibidor bajo condiciones no saturantes ([CNDB]=1mM) y saturantes
([CNDBJ=7mM).

Tabla 4. Ensayos de actividad de GST con inhibidores clasicos

Inhibidor Marcador de Actividad Kii Kis 150 150 Patrén de
clase especifica  (uM) (uM) Sat Nosat. inhibicion
(umol/minmg) (M) (pM)
CNDB (sustrato) Todas 18.43 T - -
Ensayo sin (menos T)
inhibidor
Azul de cibacroéon M 3.79 1.5 1.6 0.07 0.20 Mixta
Cloruro de M 7.01 23 1.5 5.39 0.95 Mixta
trifeniltin
Bromosulftaleina A 5.52 34 141 6.05 2.29 Mixta

(

T= theta, M= mu, A= alpha.

Como se aprecia, la recTs26GST resultd mas sensible a CB y al CTF que a la BSF, los
dos primeros marcadores de la clase mu, el ultimo marcador de la clase alpha.
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Reconocimiento por anticuerpos.

Otra forma de clasificar a las GSTs es mediante el reconocimiento por anticuerpos
especificos de clase. Para esto se usaron anticuerpos policlonales en contra de las clases
alpha, mu y pi de mamifero y contra una GST26 de Schistosoma mansoni que posee una
identidad del 40% con la recTs26GST. La dilucién utilizada de los sueros en los ensayos
fue de 1:50, 1:100 y 1:500. El resumen de los resultados con la dilucion 1:50 se presenta
en la tabla 5.

Tabla 5. Ensayos de reaccion cruzada

Sueros (1:50)
Ag arecTs26GST| oaGSTM1 aGSTA1 aGSTP1 aGSTSm
recTs26GST +++ - - - -
GSTM1 - +++ - - -
GSTA1 - - +++ - -
GSTP1 - - - +++ -
GSTSm -+ - - - +44

(+++) = reconocimiento fuerte, (+) = reconocimiento débil, (-) = sin reconocimiento

Los datos anteriores muestran que los anticuerpos anti-recTs26GST reconocen a la
recTs26GST, débilmente a la GST de S. mansoni y no reconocen a las GSTs clases
alpha (A1), mu (M1) y pi (P1) de mamifero. Por otra parte, los anticuerpos dirigidos contra
las GSTs de mamifero y de S. mansoni no reconocen a la recTs26GST de tal manera que
no hay reaccion cruzada entre la recTs26GST con las GSTs de mamifero y con la GST26
de S. mansoni.

Obtencion de la estructura tridimensional de la recTs26GST.

De las 48 condiciones probadas con el estuche Crystal Screen2 sélo en tres hubo
crecimiento de cristales. No obstante, en dos de esas tres condiciones los cristales no
tenian el tamano ni la forma requerida para ser manipulables en la siguiente etapa del
proceso, por ello unicamente se difractd el cristal que por su crecimiento en la condicion
ya descrita en la seccion de “Materiales y Métodos” podia resistir el proceso de crio-
coleccién de datos.

El resumen del proceso de coleccion de datos generados en la difraccion, asi como los
resultados de la estadistica obtenida en los diversos procesos de afinamiento, se
describen en la tabla 6, de donde se desprende el grupo espacial encontrado para el
cristal que es el P212121 con valores de celda en a = 64.82, en b = 74.48 y en ¢ = 95.56
con angulos de a= p=y= 90°. Dentro de la celda unitaria se encontré un homodimero que
corresponde a la unidad bioldgica en la que las GSTs citosdlicas suelen plegarse para
realizar su actividad.
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Tabla 6. Coleccién de datos y estadistica del afinamiento

Grupo espacial .
Dimensiones de la celda (A)

Reflexiones totales
Reflexiones Unicas totales
Reflexiones usadas para el afinamiento

Reflexiones usadas para el calculo de Rfree

Limites de resolucion (A)

llo

Rmerge

Integridad de los datos (%)
Redundancia

Porcentaje probable de solvente
Rfactor

Rfree

No. de atomos proteicos
Promedio del factor B

No. atomos de ligantes

No. atomos del solvente
Desviaciones (rms) de la geometria ideal
Distancias de unién

Angulos de unién

Grafico de Ramachandran

Residuos en las regiones mas favorecidas (%)

Residuos en regiones permitidas (%)
Residuos en regiones no permitidas (%)

P212121
a=64.82
b=74.48

¢ =95.56
o= pB=y=90°
464846
74108
70291

3743

49 1.5

21 (2.7)
0.054 (0.37)
99.2 % (95.5%)
6.3 (3.6)

45 %

0.196

0.220

3793

17.1

123

442

0.010
1.5

92.8 %
7.2%
0%

Después de la coleccion de datos, escalamiento e integracion, se procedié a generar el
modelo tridimensional de la recTs26GST a través del mapa de densidad electrénica
obtenido por reemplazo molecular. El resultado global de este proceso se muestra en las
figuras 9 a 13, en donde se reconoce la presencia de una molécula proteica con un
plegamiento global caracteristico de las GSTs citosélicas (Dirr et al, 1994; Wilce & Parker,
1994). El modelo final de la estructura de la recTs26GST fue ingresada al Protein Data
Bank (PDB) el 13 de febrero del 2009 y le fue asignado el codigo de registro (ID) 3G9S.
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Figura 9. Representacion en cintas de la recTs26GST dimérica. En tonos azules se presenta el
sitio G conformado por 3 hélices alpha y 4 hojas beta, mientras que el sitio H esta conformado por
5 hélices alpha se presenta en tonos naranjas.

La estructura de la recTs26GST (Figura 9) presenta como el resto de las GSTs citosélicas
un sitio de union a GSH (sitio G) y uno de unidn a electréfilos (sitio H). En el sitio G se
observa el plegamiento tipo tioredoxina conformado por dos pares de hojas beta, las
cuales corren en forma paralela y anti-paralela, ademas de 3 hélices alfa que las
conectan. El sitio H esta formado de 5 hélices alfa de diversa longitud. En el plegamiento
global de la recTs26GST no se observa ninguna estructura secundaria peculiar que
pudiera ubicarla dentro de alguna clase conocida para las GSTs citosodlicas, como pudiera
ser un lazo o una hélice extra (Dirr et al, 1994).
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Figura 10. Comparativos de las estructuras secundarias y terciarias entre la recTs26GST y GST de
diversas clases mostradas en representaciones tipo cinta. En el panel A se muestra la comparacién
entre la recTs26GST (estructura en verde) y la 6GSV (GSTM3 de Rattus norvergicus, estructura en
azul) que se usé como estructura molde para el reemplazo molecular. En ambas representaciones
puede apreciarse la falta del “lazo mu” En el panel B se muestra el alineamiento estructural de la
recTs26GST con una GST A3 de humano (1TDI, estructura en naranja) donde es visible que la
recTs26GST carece de la “hélice-9”. En los cuadros C y D la recTs26GST esta alineada con GSTs
de la clase pi, una de humano (8GSS, estructura en rosa) y una GST del nematodo Onchocerca
volvulus (1TU7, estructura en purpura), en ambos casos hay un buen empate entre las estructuras.

El resultado de los alineamientos estructurales de los esqueletos de carbono con 12
moléculas representativas de las clases alpha, mu y pi de mamiferos, asi como de GSTs
de parasitos, se exponen en la tabla 7. Los valores que se aprecian en la tabla denotan la
gran distancia que hay entre estas estructuras a pesar de que con todas la recTs26GST
mantiene similitudes. Algo similar es observado en la figura 10, donde la GST del ténido
muestra una arquitectura semejante a la clase pi. En esa misma figura se observa la falta
del “lazo mu” en la recTs26GST que es una estructura exclusiva de las cinco subclases
mu, asi como la ausencia de la “hélice-9” presente en las 4 subclases alpha.
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Tabla 7. Medicién de las diferencias entre la recTs26GST y otras GSTs

Estructura comparaday Organismo Distanciar.m.s. (A)
clase de GST
6GSV (M3-3) Rattus norvergicus 1.8715
1XW6 (M1A-1A) Homo sapiens 2.0792
1GTU (M1A-1A%) Homo sapiens 1.9679
1XW5 (M2-2) Homo sapiens 1.8968
4GTU (M4-4) Homo sapiens 1.7888
1GSD (A1-1%) Homo sapiens 2.3219
1TDI (A3-3) Homo sapiens 2.2767
1TU7 (Pi) Onchocerca volvulus 1.8940
1TW9 (Nu) H. polygyrus 2.6926
1YG6E Schistosoma japonicum 1.9103
1ZL9 Caernorabditis elegans 29177
1FHE® Fasciola hepatica 1.4200

* Estructura apo
eAlineamiento con el monémero

-3 |

Figura 11. Representacion del sitio G. Contactos polares del GSH (oxidado como &acido sulfinico)
con las cadenas laterales de diversos residuos de la recTs26GST.
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A pesar de lo observado en la estructura global, los contactos polares que utiliza la
recTs26GST para unir y activar el GSH en el sitio G, con escasa diferencia, son los
mismos que usan las clases mu de mamiferos en posiciones equivalentes. Como se
aprecia en la figura 11, para la recTs26GST los contactos de union se hacen con el Trp9,
Tyr8 (para la activacién del GSH que en este caso esta oxidado en su forma sulfinica),
Trp42, Lys46, Asnb55, Leu56 (C=0), GIn68, Ser69 y Asp102; soélo falta el contacto
correspondiente a la Arg42 del lazo mu en las clases de mamiferos, pero como se
menciond anteriormente la recTs26GST no tiene tal lazo y no presenta esta interaccion
(Dirr et al, 1994; Wilce & Parker, 1994).

Figura 12. Interacciones hidrofébicas y electrostaticas en la interfase de la recTs26GST. En el
panel superior se muestra la interaccion hidrofébica tipo “ball-socket” y los aminoacidos
involucrados. En la parte inferior se aprecian los aminoacidos que componen las interacciones
electrostaticas mas la interaccion de las H70 de ambas subunidades.
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Oftras interacciones que caracterizan a las distintas clases de GSTs son las que se
encuentran entre las interfases, que para las clases mu/alpha/pi se dan de dos tipos: la
hidrofdbica tipo “ball-socket” y la electrostatica. La primera variedad distingue a estas
clases del resto, mientras que el tipo de aminoacidos que hacen los contactos las
identifica entre si. Para la recTs26GST se aprecia la existencia de la interaccion
hidrofébica “ball-socket” en donde intervienen los aminoacidos Phe53, Met92, Ala96,
Phe137, lle134, estas interacciones son semejantes a las que presentan la clase alpha
(Sheehan et al, 2001; Stenberg et al, 2000; Vargo et al, 2004).

Por otro lado, los aminoacidos de la recTs26GST que realizan las interacciones
electrostaticas son la Lys78 y el Asp87, la lisina esta en lugar de la arginina que suele
encontrarse en las clases alpha/mu/pi. Adicionalmente y cercana a las interacciones
electrostaticas se encuentran las His70 de ambos mondmeros que hacen contacto de
manera directa y también a través de moléculas de agua.

Figura 13. Interacciones propuestas para la recTs26GST con iones metalicos. En el panel A, se
observa la coordinacion entre un atomo de Mg con el D197 del monémero A y el D197 de la
subunidad B de simetria, mientras que, en el panel B se muestra la coordinacién entre el mismo
atomo de Mg con el D197 del monédmero A y un agua. En el panel C se observa la C170 de B que
coordina, junto con un glicerol, a un atomo de Mg (Il). El panel D muestra a la C199 de B junto con
el carboxilo de la 11e200, una molécula de glicerol y una de agua coordinando a un atomo de Al ().
Estas son algunas de las interacciones propuestas para las densidades observadas en las
cisteinas expuestas y para el 4cido aspartico 197 (ver texto).
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Aparte de lo indicado anteriormente, dentro de la estructura se encontré que 4 de las 6
cisteinas que tiene este homodimero (tres por mondémero) se encuentran expuestas al
solvente y coordinando un i6bn metélico proveniente de las impurezas del GSH usado en la
purificacion. Estos podrian corresponder a atomos de Mg (1) y Al (Ill) unidos a las Cys170
y a las Cys199. Completan la coordinacion de éstos metales algunas moléculas de agua,
glicerol u otros atomos en la cadena principal como son los oxigenos del carboxilo de las
isoleucinas en posicion 200 de ambos mondmeros. La distancia promedio de los enlaces
es de 24 + 0.3 A, lo cual va acorde a las distancias de coordinacion en solucion
esperadas para estos metales (Rezabal et al, 2006).

Adicionalmente un atomo de Mg (ll) se coordina con el Asp197 de una subunidad A y con
una molécula de agua, pero es capaz de coordinarse también con el Asp197 de la
subunidad B perteneciente a la estructura de simetria de la enzima, tal y como se aprecia
en la figura 13, con una distancia promedio de coordinacién de 2.2 + 0.2 A.

Clasificacion.

Como se mencioné anteriormente, el criterio considerado para designarle una clase a una
GST abarca las comparaciones de su estructura primaria, su estructura génica, sus
propiedades cinéticas, su especificidad a ciertos sustratos y su sensibilidad con algunos
inhibidores, relacion inmunolégica mediante reconocimiento antigénico, su estructura
terciaria y cuaternaria y la identificacion de las interacciones en los sitios activos y en las
interfases. Considerando todo lo anterior, menos la estructura génica, asi como los
resultados observados para la recTs26GST, es posible notar que no puede ser asignada
a ninguna de las clases citosdlicas de GST descritas con anterioridad.

Inhibicion de la recTs26GST usando antihelminticos.

Con la intencién de encontrar moléculas que puedan servir como inhibidores, se
realizaron los ensayos correspondientes usando 4 diferentes antihelminticos, dos de ellos
muy utilizados para el tratamiento de la cisticercosis humana: el prazicuantel y el
albendazol. El tiabendazol y el mebendazol, al igual que el albendazol, pertenecen a la
familia de los bencimidazoles y son usados para tratar diversas parasitosis (Geerts y
Gryseels, 2000; Dayan, 2003). Los resultados de los primeros ensayos para conocer la
actividad inhibitoria de estos antihelminticos, se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Inhibicion por antihelminticos

Inhibidor Actividad especifica Ki
(nmol/minmg) (uM)

CNDB (sustrato) 1mM 12.69 -
Albendazol (500 M) 10.42 ND
Prazicuantel (500 uM) 12.97 ND
Tiabendazol (500 uM) 11.46 ND
Mebendazol (500 uM) 7.1 65

ND: No Determinada
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Debido a que a altas concentraciones, solo el MBZ mostrd una reduccion significativa en
la actividad de la enzima, fue con este antihelmintico que se realizaron las
determinaciones del patrén de inhibicidén y obtencién de la Ki.

Patrén de inhibiciéon del Mebendazol.

El valor de Ki para el MBZ se obtuvo con el grafico de Dixon construido con datos de tres
series de ensayos donde la concentracion del mebendazol se vario y el CNDB se usé
como sustrato fijo variable. En el gréfico de la figura 14 se aprecia que el patron de
inhibicion que describe el MBZ es de tipo no competitivo. Al regraficar las pendientes de
cada recta, que representa una serie hecha contra la concentracion de inhibidor,
obtenemos un grafico parabdlico que nos indica que la inhibicion del MBZ sobre la
recTs26GST es total y sugiere que al menos dos moléculas del inhibidor se pegan a la
enzima.
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Figura 14. Patrén de inhibicion del MBZ sobre la recTs26GST. El gréfico de dobles reciprocos
muestra un patrén no competitivo del MBZ en la actividad de la recTs26GST: ¢NI (sin inhibidor),
sMBZ50 (50uM mebendazol), AMBZ100 (100uM mebendazol), eMBZ250 (250 uM mebendazol) y
«MBZ500 (500uM mebendazol).
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El analisis de la estructura primaria de la recTs26GST mostré que la enzima posee una
mayor identidad con las secuencias de las GSTs clase mu, aunque carecia del lazo mu
caracteristico de dicha clase. Al mismo tiempo, entre los ultimos residuos del C-terminal
se encontraron 11 aminoacidos que podrian formar una hélice extra como ocurre en las
GSTs clase alpha (Torres-Rivera & Landa, 2008b). Con este antecedente, mas la
caracterizacion de la recTs26GST mediante la identificacion de su actividad con diferentes
sustratos, donde se observé su preferencia a los marcadores de la clase alpha, asi como
en los ensayos con los inhibidores marcadores de clase, en donde fue mas sensible a los
marcadores mu, y la determinacion de sus parametros cinéticos, con valores cercanos a
lo observado para las clases alpha, se reforzé la sospecha de su caracter bimodal, asi
como la imposibilidad de ser definida en sélo una de estas clases.

Con la finalidad de tener un resultado que permitiera definir la clase para la recTs26GST,
sumando los resultados obtenidos con anterioridad, se recurrio al reconocimiento
antigénico por parte de anticuerpos especificos para las clases mu, alpha y pi. Sin
embargo, como se muestra en los resultados, no hubo reconocimiento de los anticuerpos
anti-alpha, ni de los anti-mu y los anti-pi sobre la enzima, ni tampoco de los anticuerpos
anti-recTs26GST contra las GSTs alpha, mu y pi de humano. Este resultado volvia a dejar
indefinida la clase de la enzima, pero por otro lado abrid la posibilidad de diferencias
estructurales importantes entre la recTs26GST con las GSTs de su hospedero, lo cual es
conveniente para etapas futuras de investigacion en el desarrollo de inhibidores
especificos.

Este comportamiento polimodal ya ha sido observado también para otros parasitos como
Moenzia expansa, Plasmodium falciparum y Heligmosomoides polygyrus, por mencionar
algunos, en los cuales la clasificacién por estos medios tampoco ha sido posible o han
generado una nueva clase que explique las caracteristicas que la definen (Brophy et al,
1989; Brophy et al, 1994b; Deponte & Becker, 2005; Liebau et al, 2002; Schuller et al,
2005).

La parte de la caracterizacion estructural de la recTs26GST mediante la generacién del
modelo tridimensional de la enzima aportd pruebas contundentes sobre la naturaleza
multiple de la enzima y sobre como podria ser clasificada. En primer término tenemos que
la estructura global de la recTs26GST tiene una arquitectura muy similar a la que
presentan las clases pi, tal y como se aprecia en la figura 10, donde no existen ni lazo-mu
ni hélice-9 que expliquen la hibridizacién en actividades cataliticas que presenta la
recTs26GST. A pesar de esta semejanza topoldgica con la clase pi, el alineamiento de los
esqueletos de carbono alpha de la recTs26GST con GSTs de la clase pi, mu, alpha de
mamiferos y de varios parasitos indican que son estructuras lejanas al reportar un r.m.s
entre 1.8 a 2.2 A, aproximadamente. Para algunos autores la distancia de los Ca entre las
GSTs de mamiferos y de parasitos es justificable por el bajo nivel de identidad entre las
secuencias de aminoacidos que suele existir entre éstas GSTs, por lo tanto, las
estructuras parasitarias con estos r.m.s., no deberian considerarse de diferente clase. Un
ejemplo de lo anterior podria representarlo la diferencia entre la GST P1 de humano vy la



Discusion

GST de Onchocerca volvulus (Perbandt et al, 2005) con un r.m.s. de 1.5 A. Sin embargo,
otros estudios muestran que entre miembros de la misma clase el valor del r.m.s. global
no debe exceder los 0.9 A y que la desviacion entre los carbonos alpha reportados para el
alineamiento de las estructuras entre las clases mu-pi, alpha-mu, y pi-alpha va de los 1.5
a los 2 A (Wilce & Parker, 1994; Rossjohn et al, 1997). Este aporte demuestra que la
recTs26GST no estaria relacionada con las clases alpha, mu y pi de mamifero, asi como
otras clases en parasitos como la nu (ver tabla 7).

En segunda instancia se buscaron las interacciones de union del GSH, que son diferentes
entre las clases alpha, mu y pi a pesar de que las tres clases usan una tirosina del N-
terminal (8 para las alpha, 6 para las mu y 7 para las pi) para hacer la activacion de este
sustrato. El analisis de la recTs26GST demostro que las interacciones usadas para unir el
GSH son con los residuos Tyr 8, Trp9, Trp42, Lys46, Asn55, Leu56, GIn68, Ser69, y la
Asp 102 del sitio H de la otra subunidad, que son casi los mismos que usan las GSTs de
la clase mu (Dirr et al, 1994; Wilce & Parker, 1994), con excepcién de una Arg en la
posicion 42 que se encuentra ausente debido a la carencia que lazo mu que presenta esta
GST parasitaria.

Como otro elemento de identificacién se encuentran las interacciones hidrofobicas en la
interfase, que si llegan a ser de tipo “ball-socket”, permiten distinguir entre las diversas
variedades de GSTs a las clases alpha, mu y pi, que son las Unicas que poseen este tipo
de interaccion. Ademas los aminoacidos que rodean la Phe del giro-p del N-terminal (Phe
47 6 50 pi; Phe 52 ¢ 55 alpha; Phe 56 6 60 mu) son diferentes entre estas clases (Hearne
& Colman, 2006; Stenberg et al, 2000; Vargo et al, 2004). La recTs26GST posee la
interaccion tipo “ball-socket” usando los residuos Phe53, Met92, Ala96, Phe137 e lle134
equivalentes a los residuos Phe 52, Met 94, Gly96, Phe 136 y Val139 que usan las GSTs
clase alpha.

Otras interacciones importantes en la interfase para la dimerizacién en las clases alpha,
mu y pi, pero no tan especificas, son las de tipo electrostatico. En este tipo de
interacciones participa el grupo guanidino de una Arg en la hélice 3 (Arg 69 alpha; Arg 70
pi; Arg 77 mu) con la cadena lateral de un Asp en la hélice 4 (Asp 92 o Glu97 alpha; Asp
90 pi; Asp 97 mu). Sin embargo, en la recTs26GST la interaccién electrostatica se da
entre la Lys78 con el Asp87 de manera directa o con la participacion de una molécula de
agua (Dirr et al, 1994; Hearne & Colman, 2006; Vargo et al, 2004). Adicionalmente en la
interfase de la recTs26GST y cercana a esta unidn electrostatica, se encontré una
interaccion entre los anillos de las His70 de ambas subunidades, tanto de manera directa
como a través de moléculas de agua. Seria interesante verificar si dicha interaccion, que
parece ser especifica para la recTs26GST, tiene la misma relevancia sobre la interfase
como es el caso de las fenilalaninas de la interaccién hidrofébica, o los residuos que
participan en la formacion de los puentes salinos de la interaccion electrostatica y que
inciden en el equilibrio monédmero-dimero y sobre la funcioén catalitica (Hearne & Colman,
2006; Sayed et al, 2000; Vargo et al, 2004).

De manera complementaria a lo analizado en la estructura de la recTs26GST se
confrontaron las posiciones de los 26 aminoacidos invariantes reportados para las clases
alpha, mu y pi (Dirr et al, 1994) con las posiciones de los mismos residuos en la
recTs26GST, encontrandose que de los 26 residuos 14 coincidian con lo reportado para
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la clase alpha, 2 para la pi y 9 para la mu, entre ellos la cis-Pro203 de la recTs26GST que
es equivalente a la cis-Pro206 de las clases mu (ver anexo 1). Al agrupar todos estos
resultados podemos asegurar que la Ts26GST no puede ser considerada como una GST
de clase mu, pi 6 alpha, sino que nos encontramos ante una nueva clase que hemos
denominado arbitrariamente ypsilon.

Un hecho a resaltar de los primeros resultados, y que no estad relacionado con la
identificacion de clase para la recTs26GST, es la cinética no-hiperbdlica que manifesto la
enzima en los ensayos de actividad como resultado de un comportamiento de
cooperatividad positiva que por pruebas a 25 y 37°C, asi como por los ensayos de
fluorescencia, nos permite afirmar que no se trata de artificios del ensayo (Figuras 6, 7 y
8). Al mismo tiempo, los ensayos de fluorescencia nos permitieron demostrar que la
cooperatividad para el sustrato CDNB es influenciada notablemente por la presencia del
GSH. Este suceso podria explicarse mediante la alosteria delimitada por los conférmeros
“correctos” de un ensamble de conférmeros, es decir, la unién del GSH a la recTs26GST
generaria interacciones que estabilizarian un nimero determinado de conformaciones,
éstas favorecerian la unién del CDNB. El proceso puede darse de igual forma a la inversa
cuando la unién del CDNB estabilice conférmeros que facilitarian la unién del GSH. En
otros estudios se ha descrito que este tipo de alosteria tiene efecto sobre la catélisis de la
enzima; como sucede con la dehidrofolato reductasa o la alcohol deshidrogenasa (Freire
1999; Pan et al, 2000).

A pesar de la existencia de otras GSTs en mamiferos con un comportamiento similar a la
recTs26GST, y para las cuales la explicacion del fendmeno se basa en la comunicacion
intersubunidades con el fin de preservar la actividad de la enzima ante la presencia de
inhibidores (Ricci et al, 2003), posteriores estudios cristalograficos y de dinamica
molecular encontraron que el ligando si induce cambios conformacionales en estas
enzimas, lo cual esta mas relacionado a lo descrito para la recTs26GST (McCallum et al,
2000; Torres-Rivera & Landa, 2008b; Zhan & Rule, 2004).

La importancia de un fendmeno de cooperatividad positiva para esta enzima en el
contexto del parasito podria ser la de modular su actividad de acuerdo a la concentracion
de xenobidticos que haya en el ambiente, lo cual le permitiria al parasito adaptarse a los
cambios en el nivel de toxicidad ambiental mediante el procesamiento eficiente de estos
sustratos por parte de la Ts26GST.

Este enfoque es remarcado por otro aspecto interesante en el analisis de la estructura de
la enzima y que es la coordinacién de metales como Mg(ll) y Al(lll) mediante las Cys170 y
Cys199 de ambos mondmeros. Otras estructuras de diversas GSTs, encontradas en el
PDB, también presentan unién de metales, pero tales interacciones parecen inespecificas,
ya que se encuentran en un solo mondémero, o bien, coordinandose con aminoacidos
distintos cuando hay mas de un atomo metalico en la molécula. Esta capacidad de las
GSTs para unir metales pesados como cadmio, plomo, zinc, cobre, vanadio, entre otros,
ha sido mostrado en algunos estudios con diversos efectos sobre la actividad de tales
enzimas, ya que dependiendo del tiempo de exposicion, o si la accion se ejerce por un
metal o por un combinado de iones metalicos, puede haber un incremento de la actividad
de las GSTs (Casalino et al, 2004; Iscan et al, 1995; Yoshinaga et al, 2007; Wiergosz-
Kowalewska et al, 2006).



Discusion

Este es un aspecto importante desde el punto de vista de adaptacién, donde se ha
comprobado que la resistencia a la contaminacién por metales que presentan algunos
organismos se debe al sistema glutation-glutation transferasa, donde la enzima juega un
rol activo en la homeostasis y desintoxicacion de metales (Casalino et al, 2004; Iscan et
al, 1995; Yoshinaga et al, 2007; Wiergosz-Kowalewska et al, 2006). Si se aplica esta
perspectiva en el contexto, se reafirma el beneficio que le proporcionaria la Ts26GST al
parasito cuando existen cambios en el ambiente tisular de su hospedero ante la presencia
de metales y las moléculas téxicas generadas por su presencia.

Sin embargo, la determinacion de la estructura tridimensional no so6lo obedecia a la
clasificacién de la Ts26GST, sino a la posibilidad de encontrar sitios blanco que en futuras
investigaciones sirvan para el disefio racional de inhibidores especificos, ya que se ha
demostrado en estudios anteriores que las GSTs parasitarias son blancos viables para
este fin (Brophy & Pritchard, 1994a; Capron et al, 2005; Jao et al, 2006; McTigue et al,
1995; Nathan et al, 2005). Una opcién para tal desarrollo proviene de los ensayos de
inhibicion con mebendazol, el cual podria ser tomado como molécula molde una vez que
se conozca el lugar donde se une a la enzima, sobre todo si se considera que la inhibicién
por MBZ también se ha presentado en Echinococcus granulosus, otro cestodo (Feng et al,
1995).

Por todo lo expuesto, este estudio plantea nuevos aspectos a desarrollar como la
identificacion, sintesis y analisis de inhibidores que generarian farmacos antihelminticos;
estudios de asociacion de esta proteina con otras del citosol del parasito para la
descripcion de nuevas funciones distintas a la desintoxicacién; estudio de la dinamica de
esta molécula sin los ligandos, con ambos ligandos o con un inhibidor, entre tantas otras
posibilidades que podran ser estudiadas y comprendidas gracias a la informacion
bioquimica y estructural.



Conclusiones

Conclusiones

e Disponer de la recTs26GST permitid definir su mecanismo de catdlisis, su
comportamiento bioquimico, la resolucién de su estructura y la identificacion de su
clase.

e La recTs26GST es el primer miembro de la nueva clase ypsilon, que guarda
relacién cercana con las clases alpha/ mu/ pi.

¢ El mecanismo de conjugacion de la recTs26GST se da por cooperatividad positiva
y esta influenciado por la presencia de GSH.

e La enzima esta capacitada para actuar sobre productos del estrés asi como
también sobre algunos xenobiéticos.

e La recTs26GST, mediante las Cys170 y Cys199, tiene interacciones especificas
con metales, como aluminio y magnesio, lo que podria tener implicaciones en la
desintoxicacion.

e EI mebendazol mostré tener actividad inhibitoria sobre la recTs26GST con una
Ki= 65 uM, por lo que podria ser considerado como molécula molde para la
generacion de inhibidores especificos en contra de la misma.

e El estudio de la recTs26GST muestra que ésta posee diferencias significativas
respecto a las GST humanas, por lo que el disefio de inhibidores especificos
contra la enzima es posible.



Anexo

Aminoacidos invariantes en las estructuras de las GSTs citosolicas.

Residuos Posible funcién, ambiente, efectos en la mutacién*

pi mu alpha recTs26GST

Y7 6 8 8 Desprotona el GSH y estabiliza el anion tiolato; se localiza en el sitio activo y
su reemplazo inhibe casi por completo la actividad enzimatica pero no afecta
la unién del GSH.

R11 10 12 12 Las interacciones con el dominio H estabiliza el lazo del sitio activo; su
reemplazo disminuye la funcion catalitica e incrementa la sensibilidad a
inhibidores.

Gl12 11 13 13 Mantiene una conformacion funcional en la cadena principal del lazo del
sitio activo.

R18 17 19 19 Se encuentra en ol y su cadena lateral forma un puente salino con
E30(pi)/29(mu)/31(alpha); su reemplazo reduce la estabilidad de la proteina
y su actividade de conjugacion.

L20 19 21 20 Miembro del nucelo hidroféfico del dominio G, se encuentra en al.

L21 20 22 22 Parte de la interfase; se localiza en a1.

E30 29 31 30 En la B2, forma un puente salino con la R18(pi)/17(mu)/19(alpha)

F47 56 51 53 Parte de la interfase, su cadena lateral es anclada entre las a4 y o5 de la
subunidad vecina del dimero; se localiza en un giro.

P51 60 55 53 Precede a la B3, tiene una configuracion cis que permite mantener en una
conformacion funcional al sitio activo.

Q62 71 66 68 Localizado en un giro entre la B4 y la a3 del sitio activo, la cadena lateral
interactua con el GSH anclandolo; tiene angulos de torsibn anormales; su
reemplazo reduce la actividad y estabilidad de la enzima y su afinidad por el
GSH.

166 75 70 72 Localizado en a3 y debajo del sitio G en el ndcleo del N-terminal; su
reemplazo por Y rompe el nlcleo e inactiva la enzima.

L76 85 80 82 Segmento conector entre a3 y a4 y se localiza en la hendidura hidrofébica
en la interfase.

G78 87 82 84 Segmento conector entre a3 y a4, cerca del N-terminal de o4.

E83 92 87 D89 Localizado en o4, su cadena lateral hace puente de hidrégeno con el
nitrégeno de la amina de algun residuo.

D88 97 92 En o4, su cadena lateral da a la interfase y forma puentes de hidrégeno con
R 0 Y; su reemplazo con E o N disminuye su actividad catalitica.

D96 105 100 102 En a4, su cadena lateral da hacia en sitio G donde interactta en la union del
GSH; su reemplazo con L o A reduce la actividad de la enzima y su afinidad
por el GSH.

L104 110 108 1107 Localizado en a4, participa en el plegamiento de las a4 y a5.

L131 141 139 143 Localizado en el C-terminal de o5, es parte del nicleo hidrofébico formado
por ab, a6 y a7; genera interacciones de van der Waals con la
L174(pi)/180(mu)/180(alpha).

G143 149 149 151 Localizado en un giro entre a5 y a6.

D150 156 156 158 En a6, su caena lateral se encuentra en una hendidura hidrofébica donde
hace puentes de hidrégeno con la S153(alpha)/147(pi)/Thr153(mu) y con los
nitrégenos de la L147(alpha)/Vall41(pi)/F147(mu); su reemplazo con Ala
reduce la termoestabilidad de la enzima.

L157 163 163 159 Miembro del nucleo hidrofébico entre o5, 0.6 y o.7; agrupado con la L31,F171
y L174(pi) (con residuos equivalentes para las clases mu y alpha)

F171 177 177 174 Ver L157.

P172 178 178 175 Localizado en el N-terminal 7.

L174 180 180 177 Ver L131y L157.

R180 186 186 E183 Localizado en a7; forma puentes de hidrégeno con los oxigenos del
carboxilo de A139, G137, Q138(pi); D145(alpha), P145(mu); su reemplazo
aumenta la sensibilidad de la enzima hacia los inhibidores.

P200 206 206 203 Localizado en el C-terminal del polipéptido; vuelta cis-Pro (mu)

* Tomado de Dirr et al, 1994



Abreviaturas y simbologia

Abreviaturas y simbologia

A

ABZ

Ab
ADNCc

B

BSF

°C

CB
CHP
CTF
CNDB
DCNB
EPNP
ETA

g

GSH
GST

h

IPTG
kcat
kcat/ Ky
Ki

Kwm

LB

mL

uL 6 pL
mM

uM é uM
MBZ
oD
PQZz
Rfactor
Rfree
Rmerge
RS
RT-PCR
TBZ
Ts26GST
recTs26GST
Vmax

Angstrom

Albendazol

Anticuerpo

Acido Desoxirribonucleico complementario
Factor isotrépico de temperatura
Bromosuftaleina

Grados centigrados

Azul de cibacrén

Hidroperdxido de cumeno

Cloruro de trifelnitin

1-Cloro-2,4 dinitrobenceno

1,2-Dicloro-4 nitrobenceno
1,2-Epoxy-3-(p-nitrophenoxy) propano

Acido Etacrinico

Fuerza centrifuga relativa 6 tiempo de gravitacion
Glutation (reducido)

Glutation transferasa

NUmero de Hill

Isopropil-B-d-tiogalactopiranosido

Constante catalitica

Eficiencia catalitica

Constante de inhibicion

Constante de Michaelis

Medio Luria-Bertani

Mililitro

Microlitro

Milimolar

Micromolar

Mebendazol

Densidad o6ptica

Prazicuantel

Error entre las fases observadas y las calculadas
Validacién cruzada del Rfactor

Medicion del valor de las intensidades en reflexiones equivalentes
Especies reactivas

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Tiabendazol

GST de 26 kDa de Taenia solium

GST de 26 kDa de T. solium recombinante
Velocidad méaxima
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