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RESUMEN.

Se demostrd la actividad de la enzima malato deshidrogenasa mitocondrial (EC 1.1.1.37),
L-(+) malato:NAD" oxidoreductasa (MDHm) en cisticercos de Taenia solium, un cestodo
parasito del hombre y del cerdo de importancia médica y econOmica en paises
subdesarrollados. Dentro de la mitocondria, la MDHm oxida tanto al malato como reduce
al oxaloacetato en presencia de NAD'/NADH+H respectivamente. Esta enzima forma
parte del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) y esta involucrada en el transporte de
electrones a través de la lanzadera malato-aspartato. La MDHm se obtuvo de cisticercos
alojados en los musculos de cerdos, se solubilizd y purificd parcialmente a través de
centrifugacion diferencial, sonicado de mitocondrias y ultracentrifugacion. El sobrenadante
obtenido de esta forma se cromatografié en una columna de aminoetil quaternaria QAE-
Sefarosa.

La MDHm tiene una actividad especifica de 567 U mg ™, un pl= 8.69 y un pH 6ptimo
para reducir al oxaloacetato de 7 y es estable entre pH 5 - 6.5. Esta enzima fue activa en el
rango de temperatura de 5 a 45°C en la reduccion del oxaloacetato. Los valores de las Km;
aparentes para malato, oxaloacetato, NAD" y NADH fueron de 0.309, 0.034, 0.092 y 0.01
mM respectivamente. En el mismo orden, sus Vmax aparentes resultaron ser 153, 657,
160, 518 pmol min™ mg™ lo cual sugiere que se favorece la reduccién del oxaloacetato
sobre la oxidaciéon del malato. La MDHm fue inhibida por arsenito Isp 52 y 340 mM y
piruvato Isp 114 y 156 mM en la reduccion del oxaloacetato y oxidacion del malato
respectivamente. El enriquecido de mitocondrias presentd una actividad especifica para la
MDHm de 25 U mg™. Al fraccionar este extracto por sonicacién o solubilizar con Tritén
X-100 la actividad enzimatica aumentd 18 y 24 veces respectivamente. Los péptidos
VVIIPAGVPR, LFGVTTLDITR, IQNAGTEVVNAK, FANSLLHAMK fueron revelados
para la MDHm por espectroscopia de masas y coincidieron en el orden de 96-105, 167-
177, 231-242 y 260-269 para la secuencia de aminoacidos reportada para la MDHm de
Echinococus granulosus.

La informacion que gener0 este estudio podria ser Gtil para entender la importancia de esta
enzima en la produccion de energia del parésito y establecer diferencias con la de sus

huéspedes con fines profilacticos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=121224

1. INTRODUCCION.

1.1. Historia

Probablemente la relacién entre humanos y Taenia solium se haya iniciado en la época en
la que el hombre dejo de ser un nédmada dedicandose principalmente al cultivo y a la
domesticacion de animales, entre ellos el cerdo. Sin embargo, los primeros reportes que se
tienen sobre el conocimiento de los cestodos en las personas datan de las culturas griega y
egipcia. No obstante, que en esta Gltima se tratara de Taenia saginata y no de T. solium
debido a que los egipcios no consumian carne de cerdo (1). Un ejemplo de estos
documentos es el papiro de Eber de alrededor del afio 2000 A.C. (2). Estos organismos
recibieron nombres muy distintos dependiendo del lugar y la cultura en la que fueron
descritos, asi los griegos Hipocrates, Aristoteles y Teofrasto los Ilamaron gusanos planos,
los romanos Celsus, Plinio el Viejo y Galeno los denominaron “lumbricus latus” (gusano
ancho) y al principio de la era cristiana autores arabes como Serapio, que consideraban a
cada proglotido un gusano diferente los llamaron cucurbitines (1). Fue Tyson en el afio de
1683 quien descubrio y describio la cabeza de T. solium terminando con un periodo de méas
de 2000 afios en los que estas eran confundidas con T. saginata y Diphyllobotrium latum
(3).

En el afio de 1853 Van Beneden demostro el desarrollo de los cisticercos en cerdos
cuando después de haber alimentado a un cerdo con huevos de T. solium, encontrd
durante la necropsia numerosos cisticercos en los masculos del mismo (4).

Pero fue Kuchenmeister quien, en el afio de 1855 sefial6 que las tenias se desarrollan a
partir de los cisticercos, ademas en el afio de 1856 comprueba y establece el ciclo
bioldgico del parasito. Para lograr esto, alimentd con cisticercos extraidos de carne de
cerdo a algunos convictos condenados a muerte, posteriormente durante la autopsia a los
mismos descubrid en sus intestinos las formas adultas o tenias del parasito (5, 6).

En 1933 Yoshino describid con gran detalle morfologico el desarrollo de los
cisticercos en cerdos. Inicialmente se auto-infectd ingiriendo cisticercos para tener
suficientes proglétidos y darselos a comer a diversos cerdos. Posteriormente, fue

sacrificando a los puercos a diferentes tiempos y estudiando histoldgicamente el



crecimiento de los parasitos en los tejidos de su huésped. De esta forma completé el
transcurso de las formas oncosferales hasta las de cisticercos de 190 dias de crecimiento.
Esto lo realizo durante el curso de su propia teniosis, que durd 2 afios, posteriormente

informo que durante este tiempo expulsaba de 1 a 5 progl6tidos diariamente (7, 8).

1.2. Clasificacion taxondmica de T. solium

Subreino: Metazoarios
Phylum: Plathelmintos
Clase: Cestoidea
Subclase: Cestoda

Orden: Ciclophylidea
Familia: Taeniidae
Género: Taenia

Especie: Taenia solium (9)

1.3. Ciclo de vida y morfologia

Taenia solium es un gusano plano, parasito obligado, monoico, sin aparato digestivo ni
circulatorio. Es un cestodo con un ciclo de vida en dos etapas, cada una con un huésped
diferente, solo pasando por los dos huéspedes y una etapa de vida libre puede completar su
ciclo de vida. Los huéspedes de este parasito son el hombre, que alberga la fase adulta
(solitaria, tenia) y el cerdo, que es el huésped de la forma larvaria (metacestodo,
cisticerco). Sin embargo, también en los tejidos del hombre se pueden desarrollar los
cisticercos sin ninguna justificacion bioldgica al no tener la posibilidad estos cisticercos de
continuar a la etapa de adulto.

Es exclusivamente en el intestino delgado (yeyuno) de los humanos, donde este
parasito se establece en su forma adulta (solitaria), la mayoria de las veces aunque no es

una regla, solo se encuentra un gusano en cada huésped, de ahi el nombre comun de



solitaria. En su forma larvaria se establece principalmente en el musculo de los cerdos,
aunque también se ha encontrado que se puede desarrollar en varios mamiferos incluyendo
al ser humano (10,11, 12 y 13).

El proceso de infeccion de la forma adulta en los humanos comienza, cuando una
persona ingiere carne infectada con cisticercos, entonces el cisticerco ingerido es activado
por las enzimas digestivas y el jugo biliar, provocando la evaginacion del escolex. Este,
estd constituido por cuatro ventosas y un rostelo que presenta una doble corona de
ganchos, el escolex se adhiere a la pared del intestino con las ventosas y la corona de
ganchos empezando el desarrollo de la fase adulta.

La forma adulta de la T. solium esta constituida por un escolex o cabeza seguida del
cuello, a partir del cual se producen los progldtidos o segmentos (14). El escélex tiene el
tamafio de una cabeza de alfiler y el resto del gusano presenta la apariencia de un liston o
de un tallarin (15). Las ventosas y el rostelo son estructuras de fijacion que permiten al
gusano adherirse a la pared del intestino y ademas absorber los nutrientes que necesita.

La forma adulta de T. solium mide entre 1.5 y 5 m de longitud; el escélex posee
cuatro ventosas y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos cuyo nimero puede
variar entre 22 y 32, y su tamafio entre 159 y 173 um (16). Sin embargo, también se ha
descrito que la doble corona de ganchos esta compuesta por 11 a 14 ganchos largos (0.13-
0.16 mm) en su corona interna, y que la corona externa tiene igual nimero de ganchos pero
mas pequefios (0.1-0.12 mm) (17).

Al proceso por el cual la tenia crece se le conoce como estrobilacion y al conjunto de
proglétidos se le conoce como estrébilo. Es a partir de la region distal del cuello donde se
empieza la formacion de los proglétidos, estos son segmentos independientes pero unidos
entre si. Los proglotidos mas alejados al escdlex son los proglétidos gravidos, mientras que
los que se encuentran cerca del escolex son los inmaduros (todavia no tienen desarrollados
sus oOrganos sexuales), los de en medio son los maduros, los cuales ya tienen
completamente desarrollados los 6rganos sexuales. Los proglétidos inmaduros son de
tamafio variable, mientras que los proglétidos maduros incluyendo los gravidos
generalmente miden de 7 a 12 mm de largo por 5 a 6 mm de ancho, cada proglétido
maduro puede considerarse como una unidad productora independiente, puesto que posee

organos genitales masculinos y femeninos (16). Los proglotidos terminales gravidos se



llegan a observar aproximadamente en un tiempo de 3 a 4 meses posterior a la
implantacion de la tenia (15, 18).

Como se dijo anteriormente, la solitaria es un organismo monoico que puede
autofecundarse, cada proglétido puede contener alrededor de 50,000 huevos y un humano
teniasico puede liberar de cuatro a cinco progldtidos por dia con el excremento (16). Los
huevos son esféricos midiendo de 20 a 40 um y poseen varias envolturas, la mas externa es
el vitelo o capsula, constituido por celulas que forman un sincicio, no obstante, no es muy
comun encontrar huevos en la materia fecal que todavia estén cubiertos por el vitelo. Le
sigue el embrioforo, que es una estructura relativamente rigida que protege al embrion
mientras el huevo esta en el ambiente exterior (15). Este esta formado por pequefios
bloques proteicos unidos por un material cementante, el embriéforo es producido por una
envoltura celular mas profunda Ilamada célula embrioforal. La Gltima envoltura, es decir la
envoltura més interna es la membrana oncosferal que rodea al embrion hexacanto; la cual
es impermeable a las condiciones ambientales externas, pero en contacto con la
pancreatina se vuelve permeable permitiendo que el embridn expuesto se active (19).

Los cerdos adquieren la cisticercosis al ingerir materia fecal humana, contaminada con
huevos de T. solium (12). Los huevos que pasan por el aparato digestivo del cerdo se
activan con las enzimas proteoliticas y las sales biliares de este, permitiendo que el
embridn hexacanto u oncosfera se active y que una vez que lleguen al intestino, atraviesen
la pared intestinal del huésped para posteriormente distribuirse a traves de los capilares
sanguineos o linfaticos. Se requieren de por lo menos 10 semanas posteriores a la ingesta
de los huevos para que estos se conviertan en cisticercos en los tejidos del huésped
intermediario y/o humano (16).

La forma larvaria de la T. solium o cisticerco esta constituida por una vesicula ovalada
y translucida llena de liquido (de 0.5 a 2 cm de didmetro mayor), con un pequefio escolex
invaginado (20). La membrana que separa al metacestodo del huésped es un tegumento
citoplasmico y sincicial continuo en toda la parte externa de la pared vesicular. En ella se
presentan prolongaciones digitiformes Ilamadas microtricas o microvilli que son las que
permiten la absorcion de diversas moléculas como los nutrientes (21). Debido a que los

cestodos carecen de tracto digestivo, estos obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos



a través de la superficie tegumental ayudandose para ello de las proyecciones digitiformes

designadas como microtricas (16).

Los metacestodos de T. solium por su aspecto macroscopico se distinguen en:
vesiculares, coloidales y caseosos o calcificados (22).

- Vesiculares. Infectivos, tamafio de 0.4 a 0.6 X 0.8 1.18 cm. Se separan facilmente del
tejido muscular y en su interior se distingue bien el liquido transparente y un punto
blanco que es el escdlex armado.

- Coloidales. Tiene una capsula mas gruesa y un liquido méas espeso y turbio. Estdn méas
adheridos al tejido del huésped y de alli son mas dificiles de separar.

- Caseosos. Ya no contiene liquido en su interior y al corte aparece una masa caseosa que
puede contener ganchos y, de acuerdo con el tiempo transcurrido, sales de calcio,
aunque el proceso de calcificacion en el cerdo es menos intenso que en los seres
humanos (23).

En el cerdo los metacestodos de T. solium se alojan principalmente en musculo. Los
musculos por los que tienen mas predileccion son de manera decreciente: maseteros,
pterigoideos, triceps, lengua, espaldilla, corazdn, pierna, lomo, falda e intercostales (24).

Es a través de los musculos de los cerdos que este parasito encuentra a su huésped
definitivo, el hombre que se infecta al ingerir carne de cerdo contaminada con cisticercos,
y que no ha sido tratada adecuadamente para el consumo humano. De esta manera se
completa el ciclo natural de T. solium, pues los cisticercos ingeridos por las personas en la
carne del cerdo se transforman en la tenia (solitaria) dentro del intestino de los seres
humanos.

El ciclo natural de vida de T. solium, asi como la forma en que esta provoca la
cisticercosis y neurocisticercosis (NC) en el ser humano que se describirdn mas
detalladamente en el subtema de teniosis y cisticercosis se pueden ver de forma resumida
en la figura 1, tomada y modificada de Willms K et al. 2006 (16).



Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. El ser humano es el huésped definitivo,
mientras que el cerdo es su huésped intermediario. La teniosis se produce cuando
el parésito en estado adulto habita el intestino humano (1). Los proglétidos (2)
producen miles de huevos (3) que son expulsados con la materia fecal del
portador. El cerdo consume la materia fecal que contiene los proglétidos con los
huevos, provocando la cisticercosis porcina (4). EI hombre puede ser el huésped
accidental de la forma larvaria al adquirir la cisticercosis (5), esto es
principalmente por la falta de higiene y la convivencia con un portador del
paréasito adulto. El ciclo se cierra cuando el hombre ingiere carne cruda o mal
cocida de los cerdos parasitados, de esta manera los cisticercos se fijan a las
paredes del intestino donde maduran hasta convertirse en adultos (tomada y
modificada de Willms et al., 2006).



1.4. Teniosis y cisticercosis

Taenia solium ocasiona la enfermedad denominada teniosis cuando el parasito adulto
se aloja en el intestino del ser humano. La teniosis suele ser generalmente benigna y
practicamente asintomatica, presentando solo escasos sintomas como constipacion, diarrea,
falta de apetito y pueden darse leves dolores estomacales (25). Es debido a esto que el
portador, desconociendo su enfermedad se convierte en un grave foco de infeccidn ya que
un teniasico puede expulsar en la materia fecal miles de huevos.

Los estudios relacionados con la frecuencia de la teniosis en México son escasos,
algunos autores indican valores que oscilan entre 0.5 y 1.5% (26). Estos estudios se basan
generalmente en la deteccion de huevos en materia fecal (27), aunque también se utilizan
analisis de coproantigenos de tenia (28); sin embargo, no puede confirmarse que estos
datos se deban exclusivamente a T. solium, ya que los huevos son idénticos a los de T.
saginata y los antigenos presentan reaccion cruzada entre ambas especies (15).

Otros autores indican que para la Republica Mexicana, las publicaciones cientificas
informan frecuencias de teniosis que varian entre 0.2 y 3.4 %, mientras que las estadisticas
oficiales indican que de 1986 a 1990 se notificaron 13,000 casos anuales, cifra que se
redujo a 8,000 casos anuales de Taenia sp. a partir de 1991(29).

Varios estudios han demostrado que el portador de T. solium intestinal en el entorno
familiar o comunitario es el principal factor de riesgo para adquirir cisticercosis o0 NC (15,
30-34).

La cisticercosis humana puede ser una enfermedad severa, incapacitante y en
ocasiones fatal (25), lo anterior depende principalmente de la ubicacién y el namero de
parasitos en el sistema nervioso central, asi como de la respuesta inmune del individuo. El
ser humano no es el huésped natural de los cisticercos.

El hombre desarrolla la cisticercosis, cuando las personas por falta de higiene o por
accidente llegan a ingerir huevos de tenia, lo que provoca que se desarrollen los cisticercos
0 metacestodos en las persona. Al ingerir los huevos estos eclosionan en el intestino
liberando a las oncosferas que penetran en la mucosa intestinal desde donde, a través del

sistema sanguineo o linfético se distribuyen a los distintos lugares donde se desarrollan. En



los humanos los cisticercos se alojan principalmente en musculo esquelético, sistema
Nervioso, 0jos, tejido graso subcutaneo y corazén (35).

Uno de los grandes peligros de esta enfermedad en los humanos es la NC, que es el
resultado de que los cisticercos se alojen en el sistema nervioso central (SNC). Las
manifestaciones clinicas de la NC dependeran del numero de parasitos y de sus
localizaciones, asi como de la extension y severidad de la respuesta inflamatoria del
huesped (35). Sin embargo otros autores reportan que la NC también puede ser
asintomatica (18) o presentar una gran variedad de signos y sintomas, los cuales dependen
de diversos factores, tanto del individuo (genéticos, respuesta inflamatoria) como del
parasito (nimero, localizacion estadio y tipo) (36).

Entre los sintomas mas comunes de la NC se encuentran las crisis convulsivas en un
70% de los casos; la epilepsia de aparicion tardia y en el 23% de los casos existe
hipertension endocraneal, ademas de reportarse cefaleas, trastorno mental y demencia (15).
No existen diferencias en cuanto al sexo y el grupo que aparece como el mas afectado por
esta parasitosis es el que va de los 15 a los 44 afios (29).

En el SNC los cisticercos se pueden alojar en el espacio subaracnoideo, en los
ventriculos cerebrales y en el parénquima. De estos sitios los méas frecuentes en donde se

localizan los cisticercos son:

- Distribucion parenquimatosa
Esta localizacion es de mejor pronostico que las otras por la involucion mas rapida de
los parésitos y por las caracteristicas de la reaccion inflamatoria que permanece
localizada y se resuelve rapidamente en caso de quistes poco numerosos.

- Liquido cefalorraquideo
En Mexico esta localizacion es la mas frecuente en los pacientes adultos sintomaticos
atendidos en instituciones de tercer nivel (37). El parasito se localiza principalmente a
nivel de las cisternas basales. El valle silviano y en los surcos de la convexidad.

- Sistema ventricular
En el sistema ventricular la localizacion mas frecuente es el cuarto ventriculo.

- Localizacién medular.

Esta localizacidn es muy poco frecuente.



La evolucion natural de los cisticercos dentro del SNC de los seres humanos sigue

cuatro etapas:

Etapa vesicular

La membrana es delgada, friable y transparente, contiene a la larva invaginada de 4 a 5
mm que yace en un liquido transparente. El tejido adyacente muestra etapas de una
ligera inflamacion.

Etapa coloidal

El quiste esta adherido y comunmente rodeado de capsula conectiva secundaria que lo
engloba en el tejido donde se localiza. El contenido pierde fluidez, tiene aspecto
lechoso gelatinoide en consistencia, la larva se fragmenta facilmente, es granujienta al
tacto. La membrana se encuentra hialinizada al igual que la larva.

Etapa nodular granular

El quiste es méas pequefio, la membrana no se identifica facilmente, se haya
intimamente adherido a la capsula coldgena secundaria, el contenido totalmente
granujiento impide la identificacion del escolex.

Etapa nodular calcificada

Solo se identifica un nodulo endurecido, totalmente calcificado, reducido a menos de
la mitad de su tamafio original, de coloracion blanquecina al corte, con cépsula
conectiva que le envuelve, gliosis astrocitaria y escasa reaccion inflamatoria a su
alrededor (35).

En México el analisis de multiples autopsias proporciona una frecuencia de NC

cercana al 2% (38), mientras que el reporte de estudios clinicos muestra que alrededor del

10% de los enfermos que asisten a unidades de neurologia tienen NC (39) y los estudios de

seroprevalencia reportan que hasta el 12% de la poblacién mexicana tiene anticuerpos anti-

cisticerco (40). La encuesta nacional seroepidemioldgica (ENSE) de 1987-1988 registro

una seroprevalencia de cisticercosis por entidad federativa que varia de entre 0.06% vy

2.97%; en el Distrito Federal la seroprevalencia fue de 2.95% (41).
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La teniosis y la cisticercosis causada por T. solium son problemas de salud publica en
algunas areas urbanas y rurales de América Latina, Asia y Africa (42,43). T. solium es el
parasito responsable de la infeccion de alrededor de 20 millones de personas (43), y 50 mil
muertes cada afio (44). Recientemente también en los paises desarrollados, en los que ya se
habia erradicado esta enfermedad, se han presentado algunos casos, por lo que ahora es

considerada como una enfermedad emergente (33, 45).

1.5. Metabolismo

El metabolismo es un conjunto de reacciones a través de las cuales los sistemas vivos
adquieren y utilizan energia libre para realizar distintas funciones, estas reacciones se
llevan a cabo dentro de los seres vivos siguiendo distintas vias y se realizan acoplando las
reacciones exergonicas de oxidacion de nutrientes a los procesos endergonicos necesarios
para mantener el estado vital (46); es decir, que a través de la degradacion y formacién de
distintas sustancias se proporciona energia y materiales para el desarrollo y sobrevivencia
de los seres vivos, todo esto a partir de los nutrientes que los organismos encuentran en su
medio ambiente.

Las reacciones a las que se hace referencia anteriormente son las reacciones
enzimaticas; dentro de las vias metabolicas estas reacciones enzimaticas son consecutivas
y generan productos especificos. A las sustancias reaccionantes, intermediarios o productos
que se generan dentro de las vias metabdlicas se les denomina metabolitos (46).

Las vias metabdlicas se pueden clasificar de la siguiente manera (46):

A) Las que participan en la degradacion (catabolismo): En las vias catabolicas los
metabolitos complejos se degradan exergonicamente a productos mas sencillos. El
metabolismo degradativo se caracteriza por su capacidad de transformar un gran
numero de sustancias diferentes (carbohidratos, lipidos y proteinas) en intermediarios
comunes como el acetil CoA, continuando con la oxidacién de grupo acetilo a CO, y
H,O por la accion secuencial del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (CAT), la cadena

de transporte de electrones (e°) y la fosforilacion oxidativa.
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B) Las que intervienen en la biosintesis (anabolismo): La biosintesis es el proceso
opuesto al catabolismo, en el que un numero relativamente reducido de metabolitos,

piruvato, acetil CoA e intermediarios del CAT, sirven de material de partida.

La energia libre que se genera en los procesos de catabolismo se conserva por sintesis
de ATP a partir de ADP vy fosfato o por reduccién de NADP* a NADPH. EL ATP y el
NADPH son las principales fuentes de energia de las vias anabolicas (46). De esta manera
se da el acoplamiento de las vias, pues la energia generada y almacenada durante el
catabolismo puede posteriormente ser utilizada en la biosintesis o anabolismo.

Las vias metabdlicas presentan cuatro caracteristicas principales:

1) Son irreversibles, son muy exergonicas (con variaciones de energia libre muy
negativa), confiriendo direccion a la via. Ademéas de que se necesitan de dos vias
distintas para interconvertir metabolitos.

2) Cada via metabdlica tiene una primera etapa obligada. Las reacciones que la
componen funcionan proximas al equilibrio, pero al principio de cada via existe una
reaccion exergénica que obliga al intermediario producido a continuar a lo largo de la
via.

3) Todas las vias metabdlicas estan reguladas. EI control de las vias se efectla regulando
las enzimas que catalizan la primera etapa obligada.

4) En células eucaritticas, las vias metabdlicas se desarrollan en compartimentos

subcelulares especificos (membranas, mitocondria, citosol).

La vision actual de las rutas metabolicas como la del CAT es, el de una alta
organizacion, un complejo multienzimatico en el cual las enzimas y sus sustratos son en
cierto grado compartamentalizadas (47,48).

El CAT o ciclo de Krebs es una de las vias metabolicas que juega un papel central en
el metabolismo energético, pero no solo se limita a eso. Es ademas, la via de oxidacion de
la mayor parte de carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos y genera numerosos

precursores biosintéticos (49). Es un ciclo anfibdlico (opera catabdlicamente y
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anabdlicamente) que se lleva a cabo en el interior de las mitocondrias de las células

eucarioticas.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

En este ciclo intervienen ocho enzimas (49):

Citrato sintasa, cataliza la condensacion entre acetil CoA y oxaloacetato para rendir
citrato.

Aconitasa convierte al citrato (alcohol no oxidable) a isocitrato.

Isocitrato deshidrogenasa oxida el isocitrato a oxalosuccinato, con la reduccion de
NAD" a NADH y CO,.

a-Cetoglutarato  deshidrogenasa  (complejo  multienzimatico)  descarboxila
oxidativamente el a-oxoglutarato a succinil coenzima A con la reduccion de una
segunda molécula de NAD" a NADH y CO,.

Succinil CoA sintetasa convierte el succinil CoA a succinato forméandose un
compuesto de mayor energia, GTP, a partir de GDP mas Pi.

La succinato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del enlace sencillo del centro de la
molécula de succinato a doble enlace en trans, dando fumarato con la reduccion del
FAD a FADH,.

La fumarasa cataliza la hidratacion del doble enlace del fumarato dando lugar al
malato.

La malato deshidrogenasa (MDH). regenera el oxaloacetato, oxidando el grupo

alcohol secundario del malato, con la reduccion de NAD" a NADH.

Estas enzimas producen una serie de reacciones que al final oxidan el grupo acetilo del

acetil CoA a dos moléculas de CO,, de forma que se conserva la energia libre producida,

utilizdndola en la sintesis de ATP, con la consiguiente formacion de tres moléculas de
NADH, una de FADH, y un GTP (46).

El ciclo funciona cataliticamente como consecuencia de la regeneracion del

oxaloacetato. En siete reacciones secuenciales se convierte al citrato en oxaloacetato y se

liberan dos CO,. La ruta es ciclica ya que no se utilizan los intermediarios del ciclo; se

produce un oxaloacetato por cada uno consumido (49).
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El NADH y el FADH, son productos vitales de este ciclo. Su oxidacion por el O, a
través de la cadena de transporte de e y la fosforilacion oxidativa complementa la
degradacion del combustible metabdlico para sintesis de ATP.

Las enzimas del CAT actdan como una unidad funcional que satisface la demanda
metabdlica de la célula. Las que controlan el flujo al parecer son, la citrato sintasa, la
isocitrato deshidrogenasa y la o-Cetoglutarato deshidrogenasa. Sus actividades estan
controladas por la disponibilidad de sustrato, la inhibicion por producto, la inhibicion por

intermediarios del ciclo y la activacién por Ca®* (46).
1.6. Proteinas: enzimas

Las proteinas cumplen muchas funciones biolégicas, y debido a que tienen distintas
posibilidades de plegamiento, que les permite formar estructuras tridimensionales muy
diversas, existe una gran variedad de ellas.

Por ello es muy importante conocer la manera en que la secuencia de aminoacidos
determina la conformacion de las proteinas, ademas de conocer los factores que afectan a
la estructura tridimensional (conformacidon—estado nativo) y ver como altera esto su
funcién bioldgica (50).

Las proteinas son moléculas dindmicas cuyas funciones dependen, de modo casi
invariable, de las interacciones con otras moléculas.

Existen cuatro niveles estructurales de las proteinas (49 y 50).

1) Estructura primaria: Secuencia de aminoacidos, es una descripcion de los enlaces
covalentes que unen los residuos de aminoacidos de una cadena polipeptidica.

2) Estructura secundaria: Se refiere a disposiciones particularmente estables de los
aminoacidos debido a la presencia de fuerzas especificas (puentes de H, fuerzas de
Van der Waals, Fuerzas electrostaticas), que dan lugar a patrones estructurales
repetitivos como la o hélice y ldmina f.

3) Estructura terciaria: Muestra el aspecto del plegamiento tridimensional que la proteina

ha adquirido.
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4) Estructura cuaternaria: Describe la forma en la que las subunidades interacttan entre si
y la disposicion en el espacio de estas mismas, cuando la proteina cuentan con dos o
mas subunidades polipeptidicas.

Las enzimas son proteinas que funcionan como catalizadores biologicos de una
enorme variedad de reacciones bioguimicas que se llevan a cabo en los seres vivos. De
estos catalizadores naturales se puede decir que son altamente especificas, elevan en gran
medida la velocidad de las reacciones, permiten que las reacciones se lleven a cabo en
condiciones relativamente suaves en cuanto a temperatura, presion y pH, y finalmente son
susceptibles de ser reguladas por el propio organismo.

Con la excepcién de un pequefio grupo de moléculas de ARN catalitico, todas las
enzimas son proteinas y como estas, tienen pesos moleculares relativos que van desde unos
12,000 hasta mas de 1 mill6n de Da (49).

La conformacion nativa de las enzimas es estable dentro de ciertas condiciones:
temperatura, pH, presion, no agentes desnaturalizantes. El desnaturalizar una proteina no
significa perder su estructura primaria.

Como se dijo anteriormente la mayoria de las enzimas son proteinas y, algunas
enzimas no requieren para su actividad mas grupos quimicos que sus residuos de
aminoacidos, sin embargo otras requieren un componente quimico adicional llamado
cofactor que pueden ser iones inorganicos o una molécula organica o metalorganica
compleja denominada coenzima; algunas enzimas requieren tanto una coenzima como uno

0 mas iones metalicos para su actividad (49).

1.7. Malato deshidrogenasa (MDH)

Las MDH’s son enzimas que juegan un papel importante en el metabolismo aerobico y
anaerdbico. Estas enzimas forman parte del metabolismo intermediario de multiples
organismos, incluyendo los cestodos (51).

Las MDH’s forman parte de la familia de las deshidrogenasas dependientes de NAD",
es decir, son enzimas que catalizan reacciones de oxido-reduccion entre nucleotidos y
sustratos. Diversos ejemplos son la lactato deshidrogenasa (LDH), alcohol deshidrogenasa
(ADH), la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la MDH. Existe una
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homologia significativa a nivel de la secuencia de aminoacidos entre las LDH’s y las
MDH’s y esto se ve reflejado a su vez en la estructura tridimensional de las subunidades
(52).

Las MDH’s catalizan la interconversion de malato a oxaloacetato mediante la
oxido/reduccion de los dinucleétidos de la coenzima NADH (53).

Su reaccion catalitica es:

L-Malato + NAD* <—— Oxaloacetato + NADH + H" (54)

[Cxaloacetate 27 [[NADH]
[Malato2 |[NADT]

=278X 10°M (55

y su constante de equilibrio es:

La MDHm es una de las 8 enzimas que forman parte del CAT, siendo la Gltima
enzima de este ciclo.

Ademas forma parte de la regulacion de dicho ciclo, pues es la Unica enzima del ciclo
que cataliza una reaccion con un equilibrio muy desfavorable (56). Esto quiere decir que
facilmente puede realizar la reaccion inversa. Adicionalmente, esta enzima participa en una
parte de la via gluconeogénica. Debido a que el oxaloacetato, originado por la
carboxilacién del piruvato en el interior de la mitocondria no puede atravesar la membrana
de esta y se transforma en malato por efecto de la MDHm. EI malato, que puede cruzar la
membrana mitocondrial es oxidado en el citoplasma por accion de la MDH citoplasmica en
presencia de NAD" formando oxaloacetato. Este oxaloacetato es ahora convertido en
fosfoenolpiruvato (PEP) por la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) con la
posibilidad de revertir las reacciones de la via glicolitica hacia la produccion de glucosa.

Las MDH’s son enzimas multiméricas compuestas por subunidades idénticas
organizadas en dimeros o tetrdmeros, el peso molecular de cada subunidad se encuentra
entre 30 y 35 kDa (57, 58). Cada subunidad funciona independientemente de la otra
durante la catalisis enzimatica y se ha demostrado que los mondmeros son capaces de
llevar a cabo la reaccion enzimatica sin evidencia de cooperacion entre los sitios cataliticos
(53, 59). Para demostrar esto se modificaron por ingenieria genética enzimas a las que se
les mutaron dos residuos importantes para la dimerizacion el D45 y el S226, obteniendo
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los mutantes D45Y y el doble mutante D45Y/S226Y como monOmeros que resultaron ser
activos (60), también se logro disociar a la enzima en pH acido o con compuestos quimicos
(61, 62).

Las células eucaridticas presentan dos isoformas de MDH’s dependientes de NAD”,
una en la mitocondria y la otra en el citoplasma; en levaduras y en algunos tejidos
vegetales se ha identificado una tercera isoforma en fracciones glioxisomales. La isoforma
presente en el citosol (MDHQc) esta involucrada en el transporte de equivalentes de NADH
en forma de malato hacia la mitocondria (lanzadera de malato/aspartato), mientras que la
isoforma presente en la mitocondria (MDHm) ademas de su funcién en la otra mitad de la
lanzadera de malato, es un componente del CAT. Muchos trabajos han sugerido que aparte
de estas tres isoformas principales, tanto la MDHc como la MDHm podrian tener maltiples
subformas. Aparentemente estas subformas no presentarian caracteristicas cinéticas o
estructurales distintivas y el papel fisiolégico que podrian cumplir es desconocido (57).

El analisis de las secuencias de los aminoacidos de las MDH’s muestra un bajo grado
de similitud entre las enzimas, en algunos casos tan bajo como el 23% de similitud entre
las isoformas MDHc y MDHm de raton, llegando a disminuir al 20% entre las mismas
isoformas en cerdo (63). Sin embargo la comparacion de las estructuras de las MDH’s
muestra que estas son muy similares entre si (53).

Existe un alto porcentaje de identidad entre las isoformas mitocondriales provenientes
de distintas fuentes, mayor al 90% para las MDH mitocondriales de cerdo, rata y raton
(63). Lo que implicaria un origen comun para las MDH mitocondriales diferente al de las
MDH citosolicas. Ademas, las MDH mitocondriales se encuentran mas relacionadas con
las provenientes de los procariontes. Por ejemplo, la MDHm y la MDHc del cerdo son
idénticas en un 19.6%, mientras que la MDH de E. coli y la MDHm de cerdo lo son en un
58.3% (64).

Aunque la homologia entre las isoformas, citosdlica y mitocondrial de las MDH es
baja, los datos cristalograficos muestran que los patrones de plegamiento son semejantes,
esto incluye elementos esenciales de estructura secundaria, localizacion de los sitios de
unién a coenzimas y la posicion de varios de los residuos importantes para la catalisis (65).

El sitio activo catalitico de las MDH consiste en una cavidad hidrofébica, que contiene

los espacios de unidn para el sustrato y para el anillo de nicotinamida de la coenzima; una
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vez formado el complejo ternario enzima-coenzima-sustrato hay un cambio
conformacional de la proteina, en el cual el asa externa se cierra sobre la cavidad del sitio
activo para cubrir del solvente tanto al sustrato como a los residuos cataliticamente
importantes (53). Ademas otros residuos de importancia funcional son “presentados” en
estrecha proximidad al sustrato. (66, 67, 68).

En general las MDH’s son estables como dimeros, cada subunidad contiene dos
dominios estructural y funcionalmente diferentes, el dominio de unién del NAD™ ocupa la
mitad amino terminal de cada molécula, mientras que la otra mitad carboxi terminal
contiene los amino&cidos necesarios para el sitio de unién del sustrato y la catélisis (64).

Regularmente las MDH’s dependientes de NAD® no son sujetas de regulacion
metabdlica, con la excepcion de la enzima mitocondrial (53), la cual se ha demostrado que
es dependiente de control alostérico (se regula alostéricamente) en un sitio por subunidad
(53, 56, 64). Altas concentraciones de malato estimulan la produccion de oxaloacetato,
mientras que altas concentraciones de oxaloacetato inhiben la reaccion (56, 69).

El citrato es otra molécula que afecta la actividad de la MDH de muy complejas
maneras, este inhibe la reduccion del oxaloacetato bajo todas las condiciones, también la
oxidacion del malato pero solo a bajas concentraciones de malato y NAD". Cuando las
concentraciones de malato y NAD" son altas el citrato parece incrementar la actividad de la
MDH (70). En su forma dimérica nativa la MDHm es activada por citrato en la direccion
NAD*—NADH e inhibida por citrato en la direccion NADH—NAD”, el citrato se une a un
sitio regulador distinto del sitio catalitico, y unido a este sitio reduce la uniéon del NADH
pero no disminuye la unién del NAD™ (56).

El desfavorable equilibrio de la reaccion catalizada por la enzima MDHm ([L-malato]
| [oxaloacetato] > 10%) (49, 71) requiere de una remocién rapida del producto,
oxaloacetato, antes de que la reaccion inversa pueda ocurrir. Debido a esto, las
interacciones entre MDHm y la citrato sintasa o0 aspartato transaminasa han sido propuestas
como medios de un uso eficiente o de extraccion del oxaloacetato producido por la MDHmM
(56).

La MDH mitocondrial probablemente exista como un complejo con fumarasa y citrato
sintasa. El fundamento para la formacion de este complejo se basa en el hecho de que el

cambio de energia libre para la reaccion catalizada por la MDH es desfavorable en la
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direccién en la que opera el CAT (64). Bajo condiciones normales la reaccion de la MDH
se ve favorecida en la direccion de la formacion de malato, por lo que se cree, que la
formacion de un complejo enzimético en el CAT llevaria a dicho ciclo en la direccion de la
formacion del oxaloacetato facilitando la transferencia de oxaloacetato de la MDH a la
citrato sintasa (72, 73).

1.8. Metabolismo y generacion de energia en parasitos

El metabolismo de los helmintos es variable entre especies y dentro de ellas mismas,
esta variabilidad hace que su metabolismo energético sea complejo debido a que llevan a
cabo reacciones tanto en via aerébica como anaerdbica, lo que probablemente se deba a las
circunstancias ambientales a que son sometidos durante su ciclo de vida (74, 75).

La generacion de energia aerdbica se puede definir como la completa oxidacion de
carbohidratos y lipidos a CO; y agua. La mayor parte de la energia es generada en la
mitocondria a través de la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa. EI oxigeno actla
como el aceptor final de electrones para volver a oxidar la coenzima reducida (NADH). El
proceso fermentativo o via anaerdbica se define como aquel que produce su propio
oxidante para equilibrar la produccién y el consumo de la coenzima (NADH), en algunos
casos (ej. reduccion del fumarato) esta ligado a la cadena respiratoria. Los carbohidratos
son sustratos adecuados para la fermentacion. Los lipidos sin embargo estan muy
reducidos para ser fermentados, ya que tanto la oxidacion como la reduccién del sustrato
deben de ocurrir (76).

Los helmintos pasan por diferentes etapas en su ciclo de vida, en este, ademas de un
huésped definitivo la mayoria de ellos necesitan un huésped intermediario para completar
su complejo ciclo. Entre estas dos etapas como parasitos, existe una etapa de vida libre en
la que migran de un huésped a otro (76), sin embargo, esta migracion no ocurre en
cestodos, pues en este grupo de organismos los huevos son dispersados por diversos
agentes. Dependiendo de la etapa del ciclo de vida donde se encuentren, las variaciones en
las condiciones externas fuerzan al paréasito a adaptar su metabolismo energético, siendo lo
mas importante, las variaciones con respecto a la disponibilidad de nutrientes y oxigeno.

Estas variaciones ambientales los obligan a presentar una cierta flexibilidad para poder
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adaptarse a las distintas condiciones ambientales que se les presentan, esto les permite estar
preparados para enfrentarse a esas condiciones: en algunas etapas de su ciclo de vida
funcionan de forma anaerdbica, mientras que en otras etapas prevalece un metabolismo
aerobico. Asociado a este cambio ambiental se encuentra un mecanismo de transicion
aerdbico/anaerobico, en donde coexisten ambos tipos de metabolismo que ocurre cuando la
forma de vida libre entra a un nuevo huésped o cuando el parasito emerge del huésped para
vivir de forma libre (76).

La disponibilidad de oxigeno varia mucho en los distintos habitats del parasito, por
ejemplo, el oxigeno estd ausente en los ductos biliares, en tanto que en el intestino se
encuentran pequefias cantidades de este. Sin embargo los parasitos también viven en
ambientes aerébicos como la sangre de los vertebrados y la superficie aireada del agua que
es el habitat de muchas formas de vida libre. El suministro externo de comida puede ser
abundante en la sangre o en los intestinos del huésped final o ausente para la mayoria de
las formas de vida libre (76).

Los parasitos adultos son dependientes de los carbohidratos que les proporciona su
huesped para su metabolismo energético, siendo este del tipo fermentativo, lo que implica
que el oxigeno no pueda funcionar como el principal aceptor final de electrones.

Los estados de vida libre viven de sustratos enddgenos que pueden ser carbohidratos o
lipidos y los ultimos pueden ser utilizados debido a que predomina un metabolismo
energético aerdbico (76).

Todo esto da como resultados que una de las caracteristicas mas sobresalientes del
metabolismo energético de los helmintos, es la coexistencia de la fermentacion y la
respiracion aerobica, junto con la eliminacién al medio de productos parcialmente
reducidos tales como lactato, propionato, etanol, succinato, acetato y piruvato, asi como
acidos grasos volatiles y aminoacidos (77).

Los helmintos poseen un sistema de transporte de glucosa muy activo, con
transportadores que son capaces de unirse a la glucosa aun cuando esta se encuentra en
muy bajas concentraciones. La glucosa luego de ser absorbida, puede ser convertida en
glucdgeno que es la principal molécula de reserva, o ser metabolizada por la via glucolitica

hasta PEP. De acuerdo con Barret 1981 (78) el PEP puede seguir dos vias metabodlicas
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alternativas en los helmintos: fermentacién lactica o dismutacion malica (76, 79). Estas

vias pueden ser definidas de la siguiente manera:

a) Fermentacion lactica: principalmente ocurre en el estadio adulto, donde los
carbohidratos son degradados via glucdlisis a lactato en un mecanismo independiente
de oxigeno que da como rendimiento dos moléculas de ATP por mol de glucosa, el
proceso se da cuando el PEP proveniente de la glucdlisis se transforma a piruvato por
la accién de la piruvato cinasa y posteriormente este es convertido a lactato mediante
la enzima LDH. El lactato es finalmente excretado por el parasito.

b) Dismutacion del malato: es caracterizado por un paso de fijacion de CO,, los
carbohidratos son degradados al nivel de PEP via glicolisis y dependiendo de la
disponibilidad de sustratos, la enzima piruvato cinasa y la enzima PEPCK determinan
la formacion o de piruvato o de oxaloacetato (79). La MDHc toma al oxaloacetato y
produce malato (en el citosol), el cual es introducido al interior de la mitocondria para
continuar degradandose (79). El malato entra en la mitocondria por una translocasa
dependiente de fosfato (78). En lugar de una oxidacion seguida por una reduccion
(como ocurre en la produccién de lactato para mantener el balance redox), en este caso
el sustrato se divide en dos vias, una parte del malato es reducido a succinato, este
proceso ocurre en dos pasos que revierten parte del CAT, utilizando la fumarasa para
transformar el malato a fumarato y la fumarato reductasa (FRD) para transformar el
fumarato a succinato y termina con la formacion de propinato por el complejo de la
succinato descarboxilasa. La oxidacion del malato también requiere de dos pasos,
primero se convierte el malato en piruvato, reaccion catalizada por la enzima malica, y
luego se transforma a acetato por el complejo piruvato deshidrogenasa junto con un

ciclo succinato/succinil-CoA (76, 79).

En Fasciola hepatica, la dismutacién del malato permite el inicio de la sintesis de
ATP bajo condiciones anaerobicas y tiene una posicion central en la respiracion aerdbica
(80).

La importancia relativa de estas dos vias, son los cambios que se pueden dar en los

organismo dependiendo de las condiciones ambientales. La dismutacion del malato es
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mucho mas comun en helmintos; en invertebrados la enzima malica es dependiente de
NADP" (78).

Algunos helmintos excretan succinato, mientras que otros metabolizan el succinato a
propionato, excretando este Gltimo. Para mantener el balance redox una molécula debe
oxidarse mientras dos se reducen.

Gracias a la dismutacion malica los helmintos pueden obtener una produccion neta de
ATP mayor que la obtenida por la fermentacion homolactica: 3.7 moles de ATP por mol de
glucosa si los productos finales son acetato y succinato, o 5.4 si se produce acetato y
propionato, lo que le da a esta via una ventaja con respecto a la fermentacion homoléactica
que solo produce 2 ATP por mol de glucosa.

En mamiferos el rendimiento de la degradacion de una molécula de glucosa es mucho
mayor (36 ATP/glu), el PEP es convertido a piruvato y este a acetilCoA que luego es
metabolizado en la mitocondria mediante el CAT. Este mecanismo es el utilizado por las
formas libres del parasito que como carecen de fuentes de energia son, completamente
dependientes de reservas enddgenas adquiridas en huéspedes previos, siendo el glucogeno
o la trehalosa las reservas de carbohidratos usadas por estas etapas para la sobrevivencia
del parasito antes de llegar a su proximo estadio. El glucégeno y la trehalosa son
degradados a piruvato por la via clasica de Embden-Meyerhof (glucdlisis) en el
citoplasma. El piruvato es transportado a la matriz mitocondrial y convertido a acetil CoA,
el cual también puede ser formado via [B-oxidacion de posibles reservas lipidicas,
finalmente es degradado via CAT a CO, y agua, usando como aceptor final al O,. El
NADH formado en este proceso es oxidado por la via clasica de la cadena respiratoria que
estd unida a la produccion de ATP (76).

Pocos helmintos, si existe alguno, poseen un CAT tan activo como el observado en
mamiferos. Generalmente este opera a muy baja actividad y las enzimas como la citrato
sintasa o0 la isocitrato deshidrogenasa, que son importantes para dicho ciclo,
frecuentemente estan ausentes o0 en muy poca cantidad. Por el contrario, tres enzimas estan
siempre presentes: la MDH, la fumarasa y la FRD, estas enzimas catalizan las reacciones

que revierten parte del CAT y que estan involucradas en la dismutacion del malato (77).
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1.9. Gluconeogénesis

Otra de las rutas que puede ser utilizada por los paréasitos para la obtencion de energia
manteniendo constantes las reservas energéticas es la gluconeogénesis, la cual de manera
general se puede definir como la sintesis de glucosa a partir de metabolitos no
carbohidratados, esta sintesis a partir de precursores de tres o cuatro carbonos es a grandes
rasgos el reverso de la glucdlisis, sin embargo, varias reacciones deben de ser diferentes
debido a que el equilibrio de la glucolisis es muy favorable hacia la formacién de piruvato,
para que se lleva a cabo la gluconeogénesis los precursores deben de convertirse primero en
piruvato o entrar a la via a través de otros intermediarios como el oxaloacetato entre otros.
En los animales superiores, esta ruta es necesaria debido a que la glucosa es la Unica fuente
de energia para érganos como el cerebro, testiculos, eritrocitos, y medula renal, se lleva a
cabo principalmente durante la etapa en la que no se ingieren alimentos, cuando las fuentes
de glucdgeno se reducen, siendo el higado el principal érgano donde tiene lugar esta via,
ademas del rifidn que también tiene un papel importante en la misma.

Los precursores mas importantes de la gluconeogénesis son el lactato, los aminoacidos
y el glicerol. En la sintesis de glucosa a partir de piruvato por la via de la gluconeogénesis,
se hidrolizan 6 moléculas de ATP, mientras que en la conversion de glucosa en piruvato,
via glucalisis, sélo se generan dos moléculas de ATP (81). Esto hace que el proceso de la
gluconeogénesis sea muy costoso, pues se necesitan 4 moléculas adicionales de
transferencia de grupo fosforilo para convertir un proceso energéticamente desfavorable en
otro favorable.

La gluconeogeénesis y la glucdlisis estan coordinadas de modo que una de las vias es
relativamente inactiva mientras que la otra presenta una actividad elevada.

Son tres las reacciones de la gluconeogénesis que deben de ser diferentes a las de la
glucolisis para que la primera pueda llevarse a cabo:

1) EIl PEP se forma a partir del piruvato via oxaloacetato por la accién de la piruvato
carboxilasa (PC) y la PEPCK.
2) La fructosa 6-fosfato se forma a partir de la fructosa 1,6-bisfosfato por hidrolisis del

éster fosfato en el carbono 1. Esta hidrolisis esta catalizada por la fructosa 1,6-

bisfosfatasa.
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3) Por hidrolisis de la glucosa 6-fosfato se forma glucosa, en una accién catalizada por la

glucosa 6-fosfatasa.

La conversién de piruvato a PEP requiere la accion de dos enzimas mitocondriales. En
la primera reaccién el piruvato es carboxilado para formar oxaloacetato este proceso
requiere de ATP y es catalizada por la PC. La segunda enzima en la conversién de piruvato
a PEP es la PEPCK. La PEPCK requiere de GTP en la descarboxilacion de oxaloacetato
para formar PEP. Para que la gluconeogénesis prosiga, el oxaloacetato necesita ser
transportado desde la mitocondria al citosol. Sin embargo, no existe un mecanismo de
transporte para su transferencia directa y el oxaloacetato no se difunde libremente. El
oxaloacetato mitocondrial puede llegar al citosol por tres vias, conversion en PEP (por
accion de la PEPCK mitocondrial), transaminacién a aspartato o reduccién a malato, todos
estos pueden transportarse al citosol.

En el caso de la reduccion del oxaloacetato mitocondrial a malato por la accion de la
enzima MDHm. Esta conversion conlleva el transporte concomitante de equivalentes de
reduccion al citosol en forma de NADH (46). La reduccidn del oxaloacetato a malato
requiere de NADH, el malato resultante es transportado al citosol en donde es oxidado a
oxaloacetato por la enzima citosdlica MDH que requiere NAD" y produce NADH. El
NADH producido durante la oxidacion citosélica del malato a oxaloacetato es utilizado
durante la reaccion catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de la
glucdlisis. El acoplamiento de estas dos reacciones de oxidacidon-reduccion es necesario
para mantener la gluconeogénesis funcionando cuando el piruvato es la principal fuente de
atomos de carbono. La conversion de OAA a malato predomina cuando el piruvato
(derivado de la glucdlisis o del metabolismo de los aminoéacidos) es la fuente de los atomos

de carbono para la gluconeogénesis.
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1.10. Mitocondria

La mitocondria es el lugar donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo eucariotico,
debido a que ahi se encuentran las enzimas del CAT, las de oxidacién de &cidos grasos y
las proteinas redox implicadas en el transporte electronico y la fosforilacion oxidativa, lo
cual convierte a este organelo en la planta de energia de las células eucariotas aerdbicas.

La mitocondria es un organelo que se encuentra dentro de las células, posee su propia
membrana asi como también su propio ADN que es diferente al ADN celular. Estos
organulos citoplasmicos varian de tamafio y forma, pero con frecuencia, son elipsoides con
dimensiones de alrededor de 1 por 2 pm, una célula eucaridtica contiene regularmente
alrededor de 2000 mitocondrias que ocupan, aproximadamente, una quinta parte del
volumen celular total (46).

Las mitocondrias poseen dos membranas, estas membranas son diferentes en
composicion quimica, permeabilidad y contenido enzimatico; la externa es lisa y
permeable (o libremente permeable a la mayoria de los solutos), mientras que la interna
es impermeable (aunque contiene sistemas de transporte especificos para el fosfato, el
ADP, el ATP, los 4cidos dicarboxilicos, ciertos aminoacidos y el Ca®" y presenta
numerosas invaginaciones que permiten que la superficie interna de la membrana sea muy
grande, ademas estas invaginaciones (pliegues) forman las crestas en donde ocurren las
reacciones del transporte electronico y la fosforilacion oxidativa (cuyas enzimas estan
embebidas en la membrana interna mitocondrial) que producen el ATP. Esta Gltima
encierra a la matriz mitocondrial, la cual es muy rica en proteinas, y es en donde se llevan a
cabo las reacciones del CAT (49).

Los solutos que necesitan atravesar la membrana interna pueden ser transportados en
contra de los gradientes de concentracion si se acoplan a un gradiente de H* rico en
energia generado por el transporte electronico. La membrana interna contiene componentes
de los sistemas de lanzadera que pueden transferir electrones desde el NADH del citosol a
la cadena de transporte electronico mitocondrial o desde el NADH mitocondrial al citosol.
Las velocidades de la glucolisis en el citoplasma y de la respiracion en la mitocondria se
hallan integradas por la concentracion de ATP, ADP y fosfato en el citosol y la

mitocondria (49). Los electrones del NADH se importan a la mitocondria mediante uno
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de los sistemas de lanzadera, como la glicerofosfato o la lanzadera malato-aspartato. Estos
electrones pasan a través de cuatro complejos proteicos, la cadena de transporte
electronica, con la sintesis de ATP. Los complejos I, 111 y IV participan en la oxidacion del
NADH, produciendo 3ATPs/NADH, mientras que la oxidacion del FADH,, en la que
participan los complejos I, 111 y IV producen solo 2ATPs/FADH,,

La membrana mitocondrial es impermeable al oxaloacetato, ya que carece de
transportador para este compuesto, necesitando una serie de reacciones, tanto para generar
la mayor parte del NADPH necesarios para la sintesis de &cidos grasos, como por la
generacion del malato que si puede entrar en la mitocondria.

La mitocondria contiene ADN y ARN Unico y los sistemas para la expresion de estas
moléculas, dichos sistemas solo sintetizan alrededor de un décimo de su masa proteica. La
mayor parte de las proteinas mitocondriales es codificada por los genes nucleares,
trasladadas en los polisomas citoplasmicos y de alguna manera (tomado y traducido
funcionalmente) por el organelo (82).

Pasos para la incorporacion de las proteinas sintetizadas citoplasmicamente dentro de
la mitocondria:

1) Sintesis del polipéptido (usualmente como un precursor grande).
2) Reconocimiento y union del precursor a la superficie mitocondrial.

3) Translocacion del precursor a través o dentro de una o varias membranas

mitocondriales dependiendo de la localizacion final de la proteina.

4) Escision y/o otras modificaciones covalentes (procesamiento) de la cadena polipéptida

a la proteina madura.

5) Ensamblaje de las subunidades a la holoenzima funcional, lo que en algunos casos

involucra la asociacion con subunidades de origen mitocondrial.

Se han publicado evidencias que demuestran que algunas proteinas son “atadas” y
tomadas por la mitocondria postraduccion indicando que la mitocondria adquiere las

proteinas a través de un importe postransduccional (83).
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2. JUSTIFICACION.

Debido a la importancia médica y econdmica de T. solium, y a la escasa informacion
que se tiene sobre el estudio de sus enzimas metabdlicas, el estudiar a la MDHm de
cisticercos de este cestodo contribuira al conocimiento del metabolismo energético de este
parasito y ayudara en la busqueda de moléculas con fines profilacticos.

2.1. Objetivo General

Identificar por procedimientos cinéticos a la MDHm de cisticercos de T. solium.

2.2 Objetivos particulares

e Enriquecer la fraccion mitocondrial de cisticercos de T. solium.

e Identificar por diferentes métodos a la MDHm de cisticercos de T. solium.

e Determinar las constantes cataliticas de la MDHm de cisticercos de T. solium.

e Determinar el efecto de la Temperatura sobre la actividad catalitica de la MDHm de
cisticercos de T. solium.

e Determinar el efecto del pH sobre la actividad catalitica de la MDHm de cisticercos de
T. solium.

e Determinar el efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad catalitica de la

MDHm de cisticercos de T. solium.
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3. MATERIALES Y METODOS.

Para llevar a cabo este proyecto se desarroll6 una metodologia que a grandes rasgos es

la siguiente:

1) Primero se procedi6 a colectar los cisticercos.

2) Posteriormente se purifico la fraccion soluble de las mitocondrias de los cisticercos.

3) Una vez obtenida esta fraccion, la misma se corrio en una columna de QAE-Sefarosa
para obtener la fraccion enriquecida de la MDHm.

4) Para determinar la pureza de la fraccion MDHm se elaboraron diferentes geles de
acrilamida.

5) Una vez que se establecio que la fraccion MDHm se habia purificado suficientemente,
se procedi6 a determinar su actividad catalitica en funcion de la temperatura y el pH.

6) Posteriormente se determinaron las constantes cataliticas (Vmax y Km) de la MDHm.

7) Finalmente, se realizaron estudios de inhibicién de la actividad catalitica de la MDHm
para obtener los valores de s, tipo de inhibicion y Ki.

8) Ademés de lo anterior, también se llevaron a cabo andlisis de péptidos por
espectrometria de masas de la MDHm purificada en los geles de acrilamida.
Esta metodologia se describe con mayor detalle en los siguientes apartados:

3.1. Obtencion de cisticercos

Los cisticercos se obtuvieron de musculo esquelético de cerdos sacrificados de

distinta edad, sexo y origen infectados de forma natural con T. solium. Los cisticercos se

extrajeron de forma completa y sin tejido del huésped, posteriormente fueron lavados con

PBS pH 7.2, secados en papel filtro y se congelaron a -70°C hasta su analisis.
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3.2. Purificacién de proteinas mitocondriales de cisticercos de T. solium

3.2.1. Homogenizacion de los cisticercos

Se mezclaron veinticinco gramos de cisticercos en una relacion 1gr:1ml con 100 mM
de NaH,PO, (pH=7) amortiguador de fosfatos con 0.24 M de sacarosa, 5 mM de etilen
diamina tetra-acético de sodio (EDTA) y 84 uM de fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF).
La mezcla se homogenizé con un polytron (Brinkmann Instruments) a 1500 rpm a 4°C,
realizando ciclos de un minuto de homogenado por otro de descanso hasta obtener una

solucion homogénea.

3.2.2. Obtencidn de la fraccién mitocondrial

La fraccion mitocondrial se obtuvo siguiendo la técnica de del Arenal et al, 1998 (84)
con algunas modificaciones (Fig. 2). Brevemente, el homogenizado de cisticercos se
centrifugd por 10 minutos a 180g a 4 °C. El sobrenadante (sn1) se recuperd y el precipitado
(ppl) se resuspendi6 en 5 ml de amortiguador de fosfatos y se volvié a centrifugar como se
menciond anteriormente. El precipitado resultante (ppl’) se desechd y el sobrenadante
(snl’) se recuperd y mezcld con el sobrenadante (snl). Esta mezcla de sobrenadantes se
centrifugd por 10 minutos a 900g a 4 °C. El precipitado resultante (pp2) se desecho y el
sobrenadante (sn2) se recuperé y centrifugd por 10 minutos a 14,6009 a 4 °C. El
sobrenadante (sn3a) se desechd y el precipitado (pp3a) se resuspendié en 15 ml de
amortiguador de fosfatos y se lavé con amortiguador de fosfatos dos veces mas repitiendo
la Gltima condicion de centrifugacion. Al final de los lavados, se obtuvo el precipitado
pp3c que se resuspendid en 8ml de amortiguador de fosfatos y se dividio en cuatro
alicuotas, A, B, C y D. Cada alicuota recibié un tratamiento diferente, en el siguiente

subcapitulo se describe cada uno de ellos.
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( Cisticercos (homogenizados con Polytron) + Amortiguador 1:1 )

1
(( 180g X 10min a 4°C ))

Snl
( pp 1 (resuspender en 5 ml de amortiguador) )
I
(( 180g X 10min a 4°C ))
ppY
< Snl'+ Sn1 ’
(( 900g X 10min a 4°C >>
pp 2 I

Sn2

<C 14,600g X 10'a -4°C  (3x:a,b,c) ))

( pp 3a resuspender en # 15ml de amortiguador )

—(64,6009 X 10'a 4°C ))
Sn 3b

( pp 3b resuspender en # 15ml de amortiguador )

—(64,6009 X 10'a 4°C ))
Sn 3¢

( pp 3¢ (resuspender en Iml de amortiguador sin sacarosa) )

Sn 3a

) O G

L Sonicar (Frecuencia 30, 5x en intervalos de 60 seg) :
'.IIIIIIIIIIIlllllrllllllllllllllll’

(( 105,000g X 40min a 4°C ))

pp4

( Cromatografia )

Figura 2. Diagrama del proceso de centrifugacion y ultracentrifugacién
diferencial que se uso para obtener la fraccion mitocondrial de cisticercos de T.
solium.
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3.2.3. Fraccionamiento y solubilizacion de las proteinas de las membranas

mitocondriales

Para determinar cuél era el mejor método para obtener la fraccion soluble de las
mitocondrias, se emplearon dos técnicas: ruptura mecanica (sonicado) y el uso del
detergente Triton X-100 para solubilizar las membranas mitocondriales, utilizando las
alicuotas A, B, C y D de la fraccion pp3c (Fig. 3).

A las alicuotas C y D se les agregd solucion amortiguadora con una concentracion
final de Triton X-100 del 1 y 10% respectivamente.

La alicuota A no recibid ningun tratamiento, por lo que se considerd6 como control y la
alicuota B se sonicé a 30 Hz, cinco veces en intervalos de 60 seg sonicado-descanso, a una
temperatura de 4°C.

De cada una de las alicuotas tratadas y control, se apartd una sub-alicuota de 200 ul
que se etiquetaron como sub A, sub B, sub C y sub D. EI resto se ultracentrifugé durante
40 minutos a 105,000g a 4 °C.

Tanto a las alicuotas ultracentrifugadas como a las sub-alicuotas se les calculo su
actividad especifica en el sentido de la reduccion del oxaloacetato siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.5.

Al sobrenadante de la ultracentrifugacion de la alicuota B se le denominé como Sn4 en
la figura 2. Este sobrenadante (Sn4), contiene la fraccion soluble de las mitocondrias, y se
empleé para los estudios cromatograficos y de analisis por geles de poliacrilamida

descritos mas adelante.
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C
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( Ensayo )

Figura 3. Diagrama del proceso para determinar el mejor método de
solubilizacion de membranas mitocondriales.

3.3. Cromatografia y obtencién de la muestra de ensayo (fraccion MDHm)

3.3.1. Preparacion de la resina QAE-Sefarosa y de la columna cromatogréafica

En una columna de vidrio (Pharmacia Biotech) de 20 x 2 cm se empaquetaron 25 ml

de QAE-Sefarosa (Amersham), posteriormente se lavo; primeramente se lavé con 50 ml de

una solucién de PBS (0.01M fosfato de sodio y 1 M NaCl) a pH=7.2, posteriormente se
lavo con 50 ml de PBS (0.01M fosfato de sodio y 0.15M NaCl) a pH=7.2.

Una vez empacada y lavada, la resina se activd con 100 ml de 100 mM de tris-HCI

(pH=8). Posteriormente se equilibré la resina con 100 ml del mismo amortiguador pero a

una concentracion de 10 mM (pH=8).
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3.3.2. Cromatografia del sobrenadante Sn4

Se dializaron exhaustivamente 2.3 ml del Sn4 obtenido de cisticercos (Fig. 2) en 10
mM de tris-HCL (pH=8), posteriormente, esta fraccion se cromatografié en una columna
de QAE-Sefarosa con las caracteristicas descritas anteriormente, como se menciona a
continuacion:

El Sn4 se pasé por la columna de QAE-Sefarosa con un flujo de 19.2ml/hora
utilizando como eluyente un amortiguador de 10 mM de tris-HCI, pH=8). Se continu6 el
lavado de la resina/columna pasando suficiente cantidad del eluyente. En un colector
Biologic Biofrac Fraction Collector (BIO-RAD) se colectaron 117 fracciones totales de 0.8
ml a las cudles se les hizo la lectura a 280 nm con un espectrofotémetro Ultrospec 1000
(Pharmacia Biotech) en celdas de cuarzo. La absorbancia a 280 nm indicé la presencia de
proteinas en las fraccione colectadas (excluidas). Cuando el valor de absorbancia a 280 nm
fue igual a cero se pasaron 40 ml de un gradiente de 0.4 gr de NaCl en 10 mM de tris-HClI,
pH=8, colectando las fracciones correspondientes (eluidas).

A la mayoria de las fracciones colectadas se les determiné su actividad enzimaética
para la MDH en el sentido de la reduccion del oxaloacetato (ver apartado 3.4). Las
fracciones que resultaron con actividad enzimatica se concentraron en un sistema de
filtracion Amicon, utilizando nitrégeno con presion negativa.

Al conjunto de fracciones excluidas con actividad enzimatica (MDHm NADH) se le
denomind como fraccion MDHm y fue la que se emple6 para los estudios cinéticos y de

analisis por geles de poliacrilamida.

3.3.3. Electroforesis en geles de acrilamida y tinciones

Las fracciones excluidas y eluidas de la cromatografila de QAE-Sefarosa se
analizaron (visualizaron y separaron) utilizando la técnica SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 15%. Se determiné el peso molecular de las bandas proteicas de las
diferentes fracciones utilizando como controles marcadores de peso molecular (Amersham
Biosciences 17-0446-01). Para tefiir los geles se utilizaron dos técnicas de tincion, con azul

de Coomassie y con nitrato de plata como se describe a continuacion:
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Tincién con azul de Coomassie.

Al terminar la electroforesis la tincion con Azul de Coomass

ie se realizd por la

inmersion del gel durante media hora en una solucion de 1.25 gr de azul de Coomassie en

454 ml de metanol al 50% y 46 ml de &cido acético al 7%. Posteriormente, el gel se lavo

con una solucién de acido acético al 10% en agua destilada; se realizaron varios cambios

de esta solucion hasta que se obtuvo solo la imagen de las bandas proteicas con un fondo

transparente.

Tincion con nitrato de plata.

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)

Se coloc el gel en un recipiente y se agregaron 50 ml de solucién
Se agitd lentamente por 30 min.

Se hicieron tres lavados con agua MQ de 5 min cada uno.

fijadora.

Se retir6 el agua, se agregd metanol al 50%* y se agitd lentamente durante 30 min.

Se lavo con una solucion de formaldehido al 0.1%* durante 20 min en agitacion.

Se hicieron dos lavados con agua MQ de 20 min cada uno.

Se coloco el gel en solucion tefiidora y se agito lentamente del5 a

20 min.

Se retiro la solucion tefiidora y se hicieron tres lavados rapidos con agua MQ.

Se lavo el gel con agua MQ durante 15 min en agitacion.
Se elimind el agua y se agrego la solucion reveladora esperando

hasta que aparecié un bandeo que indico la presencia de proteinas.

el tiempo necesario

11) Una vez que se obtuvo el bandeo deseado se agrego la solucion de paro por 5 min en

agitacién constante.

12) Finalmente se desecho la solucion de paro y se agregd la solucién de conservacion.

Soluciones usadas en la tincidn con nitrato de plata:

a)

b)

Solucién fijadora Etanol
Ac. acético
Agua MQ aforar
Solucion tefiidora Hidroxido de sodio al 5.29%

Hidroxido de amonio
Nitrato de plata
Agua MQ aforar

40 ml
10 ml
100 ml
1ml
1ml
400 mg
100 ml
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c) Solucion reveladora Concentrado de citratos** 100 pl

Formaldehido 25 ul
Agua MQ 50 ml
d) Solucion de paro Metanol 112.5ml
Ac. acético glacial 25 ml
Agua MQ aforar 250 ml
e) Solucion de conservacion Glicerol al 87% 11.5ml
Etanol 75 ml
Agua MQ aforar 250 ml

* Soluciones elaboradas con agua MQ.
** Concentrado de citratos: 2.5 gr de citrato de sodio monohidratado, disueltos en 100 ml
de agua MQ.

3.4. Determinacion de la actividad enziméatica de la malato deshidrogenasa
mitocondrial (MDHm)

La actividad enzimatica de la MDHm se determiné al disminuir o aumentar la
absorbancia del NADH, al ser reducido el oxaloacetato u oxidado el malato
respectivamente, es decir que, se analizaron ambos sentidos de la actividad catalitica de la
enzima. Para esto se utilizo un espectrofotometro Ultrospec 3100 pro (Amersham
Biosciences), los ensayos se realizaron en celdas de cuarzo midiendo la absorbancia a 340
nm como se describe a continuacion:

La reduccion del oxaloacetato se observo al disminuir la absorbancia del NADH a 340
nm como se describe en Agtiero et al, 1995 (51).

Para realizar este ensayo se utilizaron las siguientes soluciones:

- Amortiguador tris-HCL 50 mM (pH=8)
- 0.21 de mM B-NADH (Sigma N-8129 pm=709)
- 0.2 mM de acido oxaloacético (Sigma 0-4126 pm=132)
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La oxidacion del L-malato se aprecio al aumentar la absorbancia del NADH a 340 nm
como se describe en Yoon et al, 1988 (85).
Para este ensayo se utilizaron las siguientes soluciones:
- Amortiguador de glicina-NaOH 45 mM (pH=9.6)
- 3 mM de L-malato (Sigma M-1000 pm=34)
- 0.52mM de NAD" (Sigma 7004 pm=663)

Para ambas pruebas el procedimiento fue:

En un mililitro del amortiguador deseado, que fue el volumen de reaccion, se
adicionaron los sustratos. La reaccién se inici6 al incluir a la enzima. Se dejé desarrollar la
catalisis por un minuto registrando los cambios de absorbancia en funcién del tiempo.
Estos datos se analizaron posteriormente con el programa Origin Pro (Scientific Graphing
and Analysis Software) de Origin ® 7SR2 Origin Lab Corporation. De esta manera se
obtuvieron los datos de velocidad inicial o cambio de absorbancia en el tiempo, con lo que

posteriormente se pudo calcular la actividad especifica de la enzima.

3.5. Calculo de la actividad especifica

Con los ensayos de velocidad de reaccion catalizados por la enzima se construyeron
graficas del cambio de absorbancia en funcion del tiempo (A abs/t). De estas graficas se
obtuvo el valor de la pendiente y por medio de la formula 1 (ver mas adelante) se obtuvo el
valor de la densidad dptica por mililitro o volumen de reaccién. Ahora, el resultado
obtenido de la formula 1 se dividié entre la concentraciéon de la MDHm en mg/ml,

empleada en el ensayo para obtener el cambio de absorbancia min™ mg™ (ver férmula 2).

1ml
mX ——————=AABS/ml o D.0./ml
vol musstra
Donde m= pendiente (Formula 1)
D.0./mi _ _— -1
Enzima mg/ml D.0.min "mg Cambio de absorbancia  (Férmula 2)
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Con el valor del cambio de absorbancia min™ mg™ (férmula 2) se calculé la actividad
especifica de la enzima. Para ello, se dividid este valor entre el coeficiente de extincion de
la enzima € = 6.22 dando como resultado mol min™ mg™ (ver férmula 3). Finalmente, este

dato se transformé a pmol min™ mg™ de sustrato transformado.

D.0. min~ mg~1 _ I mi -1 4
22 — molmin myg Actividad especifica  (Férmula 3)

3.6. Determinacion de la actividad catalitica de la MDHmM en funcién de la

temperatura

Para determinar la estabilidad de la MDHm en funcién de la temperatura, diversas
alicuotas de la MDHm con una concentracion de 0.16 mg /ml se incubaron durante 5 min
en un rango de temperaturas de 5 a 65°C a intervalos de 5°C (13 temperaturas diferentes).
Inmediatamente después, se evaluo su actividad especifica en el ensayo de la reduccion del

oxaloacetato a temperatura ambiente, como se describid anteriormente.

3.7. Determinacion del pH 6ptimo de reaccién

El pH 6ptimo de reaccion de la MDHm se determind utilizando una mezcla de
amortiguadores con 50 mM de cada una de las siguientes sales: citrato de sodio-acido
citrico, fosfato de sodio y trishidroximetilaminometano que formaron el amortiguador de
ensayo. Para realizar el ensayo enzimatico a un determinado pH, primeramente se ajusto el
pH deseado al amortiguador de ensayo; posteriormente se adicionaron los sustratos. La
reaccion se inicio al agregar 1.6 pg de la MDHm en un mililitro de volumen total de
ensayo. Inmediatamente después se registro el cambio de absorbancia a 340 nm durante un
minuto.

Los amortiguadores de ensayo se ajustaron en un rango de pH’s de 4.0 a 12 con

intervalos de 0.5 de pH.
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3.8. Determinacion de la estabilidad de la actividad catalitica de la MDHm en funcién
del pH

Se evaluo la estabilidad de la MDHm a diferentes pH’s dializando durante 20 h
diversas alicuotas de la enzima, cada una con 40 pl de la muestra MDHmM NADH, en
diferentes amortiguadores. Los amortiguadores que se emplearon cubrieron un rango de
pH’s de 4 a 12 tabla (1).

Al finalizar la dialisis se evalud, para cada alicuota dializada, su actividad enzimatica
en el sentido de la reduccion del oxaloacetato. En un ml final de ensayo se agrego
amortiguador de ensayo convencional (pH=8) mas sustratos. La reaccion se inici¢ al
agregar 10 pl de la MDHm. Los valores del cambio de absorbancia a 340 nm durante un

minuto se determinaron y analizaron como se menciono anteriormente.

Tabla 1. Amortiguadores y pH’s a los cuales se ajustaron para determinar el
pH 6ptimo de reaccién y la estabilidad al pH.

Amortiguador pH
50 mM Citrato de sodio
50 mM Acido citrico 4.0, 4.5,5.0, 5.5, 6.0

50 mM Fosfato de sodio monobasico
50 mM Fosfato de sodio dibasico 6.5,7.0,7.5,80

50 mM Tris - HCL 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5, 12.0
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3.9. Determinacién de las constantes cataliticas de la MDHmM

Para determinar las constantes cataliticas de la enzima para sus co-sustratos y sustratos
se realizaron diversos ensayos de la velocidad inicial catalizados por la enzima y evaluados
espectrofotométricamente a 340 nm. Para el sentido de la reduccion del oxaloacetato y
determinacion de la Kmoxaloacetato) Y VMaX(oxaloacetato), S€ Mantuvo fija la concentracion de la
MDHm (3 pg) y a saturacion la del NADH (0.21 mM), mientras que la concentracion del
oxaloacetato se vario en un intervalo de 0.005 a 0.5 mM (Tabla 2). Para determinar las
constantes cataliticas correspondientes para el NADH, se realizaron ensayos similares a los
anteriores variando la concentracion del NADH en un intervalo de 0.005 a 0.5 mM, y
manteniendo a saturacién la del oxaloacetato (0.2 mM), (Tabla 2). Para obtener los datos
correspondientes al sentido de la oxidacion del malato y determinacion de la Kmmalato) Y
VMmaXmalato), S€¢ Mantuvo fija la concentracion de la MDHm (1.6 pg) y a saturacion la del
NAD" (0.52 mM), mientras que la concentracion del malato se varié en un intervalo de
0.05 a 6 mM (Tabla 3). Para determinar las constantes cataliticas correspondientes para el
NAD", se realizaron ensayos similares a los anteriores variando la concentracion del NAD”
en un intervalo de 0.0065 a 1.3 mM, manteniendo a saturacion la del malato (3 mM)
(Tabla 3).

Tabla 2. Concentraciones de oxaloacetato y NADH empleadas para
determinar el valor de Km y Vmax de la MDHm para estos reactivos.*

NADH mM Oxaloacetato mM
0.005 0.005
0.0075 0.0075
0.01 0.01
0.025 0.025
0.05 0.05
0.075 0.075
0.1 0.1
0.2 0.2
0.3 0.3
0.5 0.5

* Cuando el NADH fue la sustancia variable el oxaloacetato se mantuvo

constante a 0.2 mM, mientras que cuando el oxaloacetato fue el que se
vario, el NADH permanecio6 constante a 0.21 mM.
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Tabla 3. Concentraciones de malato y NAD" empleadas para determinar
el valor de Kmy Vmax de la MDHm para estos reactivos.*

NAD* mM Malato mM
0.0065 0.05
0.013 0.125
0.026 0.25
0.052 0.5
0.104 0.75
0.26 1.05
0.52 1.5
0.78 3
1.04 4.5
1.3 6

*Cuando el NAD" fue la sustancia variable el malato se mantuvo
constante a 3 mM, mientras que, cuando el malato fue el que se vario, el
NAD" permanecié constante a 0.52 mM.

Los datos obtenidos en estos ensayos se analizaron con el programa Origin Pro
(Scientific Graphing and Analysis Software) de Origin ® 7SR2 Origin Lab Corporation,

para calcular las Km’s y Vmax de la enzima para estos sustratos.

3.10. Inhibicién de la actividad catalitica de la MDHmM

Los estudios de inhibicion se desarrollaron para determinar los valores de Isy de
diversos compuestos por el procedimiento descrito por Tahir y Mannervik (86). La Isy se
define como la concentracion de inhibidor necesaria para producir el 50% de inhibicion en
el ensayo enzimatico estandar.

Las sustancias inhibidoras que se utilizaron fueron el piruvato de sodio y el arsenito de
sodio. La cantidad de cada inhibidor evaluada se describe en la Tabla 4.
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Se utilizaron concentraciones variables de inhibidores diluidos en el amortiguador de
ensayo (Tabla 4). El inhibidor se adicion6 al amortiguador de ensayo y posteriormente se
agregé una alicuota de NADH (0.21 mM) 6 NAD" (0.52 mM). La mezcla se dejo
equilibrar por unos segundos y se inicié la reaccion al agregar MDHm (1.32 pg). El
volumen final de la reaccién fue de 1 ml. El cambio de absorbancia se registré a 340 nm
durante 90 segundos. Estos ensayos se realizaron para la reduccion del oxaloacetato y para
la oxidacion del malato.

El grupo de datos correspondientes para cada inhibidor se grafic6 como el % de la
actividad residual frente al logaritmo de la concentracion del inhibidor. El valor de la Iso se

determind al interpolar del punto de la grafica que definié el 50% de actividad especifica al
de la concentracion del inhibidor.

Tabla 4. Concentraciones de sustratos e inhibidores para obtener la lsq
del Arsenito y el Piruvato.

Sustratos constantes* Concentraciones de los inhibidores
Reduccion del oxaloacetato Arsenito mM Piruvato mM

Oxaloacetato NADH 2.5 4
0.2 mM 0.21 mM 5 10
10 20
25 40
Oxidacion del malato 50 80
Malato NAD* 100 100
3 mM 0.52 mM 250 150
500 200

*Las concentraciones de los sustratos fueron constantes para los dos
ensayos (reduccion del oxaloacetato y oxidacion del malato).

3.11. Tipo de inhibicién del piruvato de sodio sobre la MDHmM y constantes
inhibitorias (Ki)

El tipo de inhibicion que el piruvato de sodio efectud sobre la MDHm en la reaccion
de reduccién del oxaloacetato fue estudiado por medio de sistemas de inhibicion simple
(86). El procedimiento para llevarlos a cabo consisti6 en obtener los datos de las

velocidades iniciales de la catélisis de la enzima influida por las substancias inhibitorias.
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Para evaluar la accion inhibitoria del piruvato de sodio en la reduccion del oxaloacetato se
emplearon las concentraciones de NADH descritas en la tabla 5, el oxaloacetato se
mantuvo constante (0.2 mM) al igual que el piruvato (138 mM). Despues de cinco minutos
de incubacién de los reactivos en el amortiguador de ensayo se inici0 la reaccion
enzimética al afadir la MDHm, el volumen de la reaccion fue de 1 ml. El registro
espectrofotométrico del ensayo a 340 nm se realiz6 durante un minuto y medio. El
conjunto de datos generados de esta forma sirvio para construir una recta en un sistema de
Lineweaver-Burk, donde se graficé el inverso de la velocidad inicial frente al inverso de la
concentracion de oxaloacetato, linealizando los valores que representan la velocidad de la
MDHmMm para la concentracion de 138 mM del piruvato. Se construyé otra recta de este tipo
en ausencia de inhibidor para utilizarla como control.

El comportamiento de las rectas, por el patron de interseccion tanto en el eje de las
ordenadas (1/Vo) como en el de las abscisas (1/[NADH]), definié el tipo de inhibicion. El
valor de la constante inhibitoria (Ki) para el piruvato se calculé al re-graficar los valores
de los interceptos en el eje de las ordenadas, originados de la primera grafica de

Lineweaver-Burk frente a la concentracion del inhibidor.

Tabla 5. Concentracion de sustratos e inhibidor, para obtener el tipo de
inhibicion del piruvato en el ensayo de reduccion del oxaloacetato.

Reactivos constantes NADH mM
0.001
Sustrato 0.0025
Oxaloacetato 0.2 mM 0.005
0.0075
0.01
Inhibidor =60 % 0.025
Piruvato * 138 mM 0.05
0.075

*Se hace una serie sin inhibidor como control
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3.12. Analisis de péptidos

Para el analisis de péptidos, se corrieron en un gel de acrilamida dos muestras:
A) 30 pl de la fraccion excluida con 30 ug de MDHm determinada con el ensayo de
reduccion del oxaloacetato se concentr6 a 10 ul con un filtro minicon (Millipore) para

aplicarse al gel.

B) 50 pl de la fraccion eluida con 2 ug de MDHm determinada con el ensayo de
oxidacion del malato se concentré a 12 ul con un filtro minicon (Millipore) para

aplicarse al gel.

El gel de acrilamida al 15% se carg6 con las MDHs excluida y eluida y se corri6 a 105

volts y 3 mAmp durante 3 horas y 15 minutos.

La fraccion MDHm excluida de la cromatografia de QAE-Sefarosa mostré una banda
de ~ 35 kDa. Debido a que las subunidades de las MDH’s pesan aproximadamente este
valor se decidi6 analizar esta banda en cuanto a su composicion de péptidos. Estas bandas
fueron analizadas por espectrometria de masas, trabajo que realizé el Dr. Mendoza en el

Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, UNAM.
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4. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en los experimentos y posteriores analisis descritos
anteriormente, se presentan en este capitulo, siguiendo la metodologia general descrita en

el aparatado 3 (materiales y métodos).
4.1. Purificacién de la fraccion mitocondrial

De los tejidos del cisticerco de T. solium sometidos a un proceso de centrifugacion
diferencial se obtuvo una concentracion de 3.4 mg/ml de proteina total obtenida en la
fraccion mitocondrial llamada pp3c la cual se resuspendié en amortiguador de fosfatos
(Fig. 2).

Los procedimientos para fraccionar y solubilizar las membranas mitocondriales
indicaron que es un requisito llevarlos acabo para liberar a la MDHm de la matriz
mitocondrial. Se detect una actividad enziméatica para la MDHm muy baja (35 pmol min™
mg™) en la fraccion mitocondrial que no se tratd con detergentes o sonicacién (A, Fig. 4) al
igual que en el sobrenadante (Al,Fig.4) después de ultracentrifugarla (25 pmol min“mg™).
En la misma fraccion (pp3c) después de haberla sonicado (B, Fig. 4), se observd un
incremento de 2.2 veces de la actividad enzimatica. Posteriormente esta fraccién (pp3c)
sonicada se ultracentrifugo, y en el sobrenadante (B1, Fig. 4) se obtuvo un aumento de
12.6 veces de la actividad catalitica con respecto al control (A, Fig. 4). De igual forma, el
tratamiento del pp3c con el detergente Tritdn X-100 permitid la liberacion de la MDHm de
esta fraccion. Ya que los sobrenadantes de las fracciones del pp3c que fueron tratados con
Tritén X-100 al 1 y 10 % y ultracentrifugados, se incrementd la actividad 6.6 (C1, Fig. 4)
y 17.3 veces (D1, Fig. 4) respectivamente.

Los datos de actividad enziméatica en umol min™ mg™ del control y de los tratamientos
que se usaron para fraccionar 6 solubilizar las membranas mitocondriales se encuentran

resumidos en la tabla 6.

44



17.3X

S

%
%
%
%
5%
%
053
%
%
o3
%3

R KA K IR
R RRIRRIIRK
SRR

5
203008
SRt

3%
od¥le

6.6X

o<t

R S S TR BT LI
BB R RIS RIIIIE

2
=

%

X
3
S
0%
X
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
%
o303
3
X
3
3
X
3
3
X
3
3
X
3
S
%
3
S
&
3
%
X
092

%
oo

3
5
o203
%
s
3
s
3
R
s
3
R
s
3
R
s
3
s
3
R
s
3
R
s
3
R
s
3
R
s
3
X
X
X
X
X
X
X
5
%
s
SR

%
3
2
5
0293
o
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
5%
toe
o353
3
%
0393
3
%
0393
3
%
0393
3
%
0393
3
%
0393
3
%
0593
0RXRX
X
oS50
S
oSses
Sososetes
PSS

»»»»»»» PataRtitetetetetetetete 0ttt tutetetete et ote ottt teteteteteteteteteteo

800

700 +
600 —
500
400
300
200 +

AH.OE LU _osiv ©oI1))09dsa pepIAlNDY

Tratamiento

-z

Figura 4. Actividad especifica de la MDHm de la fraccion pp3c (fraccion

mitocondrial), ultracentifugada o no, bajo dos tratamientos para solubilizar las
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232.500
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Triton 1% (C)
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*Los datos corresponden a la grafica de la figura 4.

45



4.2. Cromatografias de la fraccién soluble de la mitocondria (Sn4) en QAE-Sefarosa

El pasar la muestra Sn4 (fraccion soluble de la mitocondria) por una cromatografia de

QAE-Sefarosa, resulté en fraccionamiento de proteinas con carga positiva (fraccion

excluida Figs. 5 y 6) y de proteinas cargadas negativamente (fraccion eluida Fig. 7). La

velocidad inicial para la enzima MDHm en las fracciones excluida y eluida fue de 72.8

umol min™ mI™ (Fig. 5) y 3 umol min™ ml™ (Fig.7a), respectivamente.

La actividad enzimética que se detectd en las fracciones excluidas fue determinada con

el ensayo de reduccion del oxaloacetato utilizando al NADH como sustrato, 10 que nos

indica la presencia de una MDH (EC 1.1.1.37) en estas fracciones.

Absorbancia a 280 nm (e)

1.35
1.20 —
105 ]
0.90 —
0.75 —
0.60 —
0.45 —
0.30 —

0.15 +

0.00

0.34M NaCl

N° de fracciéon (1.4 ml c/u)
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*
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Figura 5. Cromatografia de la fraccion soluble de la mitocondria Sn4 de
cisticercos de T. solium realizada en QAE-Sefarosa. Se muestra la presencia de
dos isoformas de MDHm diferenciadas por su carga eléctrica. El ensayo utilizado

para determinar la Vo de la MDHm fue, el de reduccion del oxaloacetato.
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Figura 6. Cromatografia de la fraccion soluble de la mitocondria Sn4 de
cisticercos de T. solium realizada en QAE-Sefarosa. El ensayo utilizado para
determinar la Vo de la MDHm fue, el de reduccién del oxaloacetato usando al
NADH como sustrato.

Adicionalmente, en la fraccion eluida de la columna QAE-Sefarosa se detectd
actividad para otra enzima MDHm (MDH EC.1.1.1.40), también conocida como enzima
maélica. Esta actividad se detectd utilizando el ensayo de oxidacion del L-malato con

NADP* como sustrato (Fig. 7).
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Figura 7. Cromatografias de la fraccion soluble de la mitocondria Sn4 de
cisticercos de T. solium realizadas en QAE-Sefarosa. El ensayo utilizado para
determinar la Vo de la MDHmM fue, el de oxidacion del L-malato, usando al
NADP* como sustrato. Puede verse que tanto la conductividad, como la presencia
de proteina son idénticas a las gréaficas anteriores a) fig. 5 y b) fig. 6; sin embargo
a diferencia de éstas, los valores mas altos de Vo se encuentran en las fracciones
eluidas.
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realizadas en este trabajo, de las cuales se muestran otros dos ejemplos en la figura 8.

Los anteriores patrones cromatograficos fueron consistentes con siete replicas

En estos ejemplos las gréaficas 8a y 8b pertenecen a una misma cromatografia, pero

nos indican los valores de Vo para diferentes ensayos enzimaticos, reduccion del

oxaloacetato (8a) y oxidacion del malato (8b). De la misma manera las graficas 8c y 8d son

de una misma cromatografia, con diferentes ensayos de actividad enzimatica, reduccion del

oxaloacetato (8c) y oxidacion del malato (8d).
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Figura 8. Distintas cromatografias de la fraccion soluble de la mitocondria Sn4
de cisticercos de T. solium realizadas en QAE-Sefarosa, en las que se utilizaron
los ensayos de reduccion del oxaloacetato usando como sustrato al NADH (a, ¢) y
oxidacion del L-malato con el NADP* como sustrato (b, d).
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4.3. Analisis en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

Las fracciones obtenidas de la cromatografia en la columna de QAE-Sefarosa, asi
como la fraccién soluble de la mitocondria (Sn4) se analizaron en diferentes geles de
acrilamida con la técnica SDS-PAGE, los resultados de estos analisis fueron consistentes
con los de la figura 9. En esta figura se observa un gel de acrilamida al 15% con tincion de
azul de coomassie, en el que ademas de los marcadores de peso molecular (carril A), se
corrieron tres muestras mas: la fraccion soluble de la mitocondria Sn4 (carril B), la fraccion
excluida MDHm NADH (carril C) y la fraccion eluida MDHm NADP* (carril D). En todos los
carriles se puede observar un enriquecimiento en la zona de ~35 kDa que corresponde con el
peso molecular de los monémeros de la MDH.

Las bandas de ~35 kDa de la fraccion excluida de la MDHm fueron analizadas por
espectrometria de masas, resultando que los peptidos: VVIIPAGVPR, LFGVTTLDITR,
IQNAGTEVVNAK y FANSLLHAMK fueron revelados para la MDHm y coincidieron en
el orden de 96-105, 167-177, 231-242 y 260-269 para la secuencia de aminoéacidos

reportada para la MDHm de Echinococus granulosus.

kDa A B C D

97
66

45

30

20.1
14.4

Figura 9. SDS-PAGE de la fraccion soluble de la mitocondria (Sn4) y fracciones
obtenidas de la columna QAE-Sefarosa. Carril A. Marcadores de peso molecular,
Carril B. Fraccién soluble de la mitocondria (Sn4), Carril C. Fraccién excluida
MDHm NADH y Carril D. Fraccion eluida MDHm NADP®. Se utilizo la
acrilamida 15%o y tincion con azul de coomassie.
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4.4. Efecto de la temperatura en la actividad catalitica de la MDHm

En la gréfica de la figura 10 se puede observar el efecto de la temperatura sobre la
actividad especifica de la MDHm de cisticercos de T. solium. En la misma se aprecia que
el rango Optimo de temperatura para la reaccion de la MDHm usando oxaloacetato como
sustrato, fue entre 5y 45 °C, siendo a los 40 °C donde presenta su actividad especifica mas
alta (Tabla 7). Es a partir de los 50 °C cuando disminuye su actividad. La actividad

especifica de la MDHm es cero cuando la temperatura es de 65 °C o superior.
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Figura 10. Efecto de la Temperatura (°C) sobre la Actividad Especifica (umol
min™ mg™*) de la MDHm de cisticercos de T. solium, en el ensayo de reduccién del
oxaloacetato. La MDHm mostrd actividad en el intervalo entre 5 a 45 °C.
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4.5. pH 6ptimo de reaccion para la MDHm

En la figura 11 puede observarse el efecto del pH en la actividad enzimética de la

MDHm de cisticercos de T. solium. En esta gréfica el pH 6ptimo para la reaccion catalitica

fue de 7 (Tabla7), en la reaccién de reduccion del oxaloacetato, a partir de este punto la

actividad especifica de la enzima decrece si se aumenta o disminuye el pH.

Actividad Especifica (umol min™ mg™)

3200 S

2800

2400

2000

1600 +

1200 +

800

400

Figura 11. Actividad Especificade la MDHm (umol min™ mg™) de cisticercos de
T. solium con el ensayo de reduccién del oxaloacetato. EI pH 6ptimo para la
reaccion catalitica es de 7, y decrece a ambos lados a partir de este punto.
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4.6. Efecto del pH en la estabilidad catalitica de la MDHm

En la figura 12 se observa la estabilidad de la actividad catalitica de la MDHm de
cisticercos de T. solium en funcion del pH al cual estuvo sometida durante 20 horas. La
grafica muestra que la actividad de la MDHm del parasito fue estable en el intervalo entre
pH 5 - 6.5, que son los pH’s en los que en los que la enzima logra conservar sus grupos
ionizables en una forma apropiada para mantener la conformacion de su sitio activo, a
partir de estos valores la actividad empieza a decrecer debido a la desnaturalizacién de la
MDHm. El pH éptimo de estabilidad de la MDHm fue a pH=5 (Tabla 7).
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Figura 12. Efecto del pH sobre la estabilidad de la MDHm de cisticercos de T.
solium, midiendo la actividad enzimatica (umol min™ ml?) en el ensayo de
reduccion del oxaloacetato.

En la tabla 7 pueden observarse las caracteristicas principales de la MDHm de

cisticercos de T. solium.
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Tabla 7. Valores éptimos de reaccion de la MDHm de cisticercos T. solium,
con respecto al pH y la temperatura, para el ensayo de reduccion del
oxaloacetato.

Intervalo Valor 6ptimo
pH reaccion 7 7
pH estabilidad 5-6.5 5
Temperatura °C 5-45 40

4.7. Constantes cataliticas de la MDHmM

La (Fig. 13a) presenta los resultados de la evaluacién del cambio de absorbancia por
unidad de tiempo de las reacciones enzimaticas de la MDHm en el sentido de la reduccién
del oxaloacetato, utilizando diversas concentraciones de NADH (0.005, 0.0075, 0.01,
0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.5 mM) y a concentracién saturante de oxaloacetato (0.2
mM). En esta figura se observa que las pendientes de las rectas aumentaron conforme se
incrementd la concentracion de NADH hasta no mostrar cambios a niveles de saturacion
del nucleétido. De manera similar, la figura 13b, muestra los resultados de las reacciones
enzimaticas de la MDHm con diversas concentraciones del oxaloacetato (0.005, 0.0075,
0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.5 mM) y la del NADH a saturacion (0.21 mM).
Podemos observar en ambas graficas un comportamiento semejante.

Para determinar las constantes cataliticas de la MDHm en el sentido de la oxidacion
del malato, se evalud el cambio de absorbancia por unidad de tiempo utilizando diversas
concentraciones de NAD™ (0.0065, 0.013, 0.026, 0.052, 0.104, 0.26, 0.52, 0.78, 1.04 y 1.3
mM) y una saturante de malato, 3 mM (Fig 14a). La figura 14b, ilustra los resultados de las
reacciones enzimaticas de la MDHm con diversas concentraciones de malato (0.05, 0.125,
0.25, 0.5, 0.75, 1.05, 1.5, 3, 4.5 y 6 mM) y la del NAD" a saturacion (0.52 mM).

Se utilizaron los datos de la figura 13a y b para obtener las gréficas de la figura 15. En
esta figura se graficd la actividad especifica vs la concentracion del sustrato (gréficas de
Michaelis-Menten) para el oxaloacetato (Fig. 15a) y para el NADH (Fig. 15b). Ambas
graficas mostraron una hipérbola rectangular con limites de Vmax y Km aparentes (Tabla
8). De la misma manera, los datos del cambio de absorbancia en funcion del tiempo (Fig.
14) se usaron para construir gréficas de Actividad Especifica vs concentracion del sustrato
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para el malato figura 16a y para el NAD" figura 16 b, ambas gréficas se ajustaron a la

ecuacion de Michaelis-Menten indicando la Vmax y Km aparentes de los sustratos (Tabla

8).
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Figura 13. Graficas del cambio de absorbancia (A 340 nm) por unidad de tiempo
(segundos) de la reduccion del oxaloacetato por la MDHm. (a) diferentes
concentraciones de NADH a concentracion saturante de oxaloacetato, (b)
diferentes concentraciones de oxaloacetato con el NADH a concentracion
saturante.

55



a
o0** NAD (mM)
*
n'c" " 0.0065
..." K e 0013
ot?® o
IS ..." ***** 0026
*
c oo? **** ‘.“ v 0052
o ...-' Hokk *¥ .oooo 0052
:Vr) o " ““
© .t." ***** ““‘..‘ oot
« . ‘
5 o ‘.“‘oo o oz
@ oo®® «44«4 . ooe
'S °® 44444 :
8 R 078
< ««««4 : 10
< «««4 vvﬂvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
YVYYVYVY
OV v ® ..l".oo...........
Tiiissbnantanannaisasesit sssassasenses
m
T . | . | | | I |
20 40 - - -
Tiempo (segundos)
b
*® Malato (mM)
““:"’ = 0.05
oQuns? e 0.125
$o? «
g o ,!; 44444 0.05
g “';. 44444 v 05
2 o‘i" 44444 i 075
< .“§3’44444 vvvvyv © re
g “",,4‘4 vva' 1.5
: I N .
; | 300 v =
8 :'! :-44 vv'vv * :
* < v |
< !44 v wYY .....000000.. o
- 0e®0%°®
7 0e®0°®®
um
..... I-lll.l.llll.-lll.l..ll...
um
.II.IIIII.IIIII
. : | | | | |
) . ” 80 100
Tiempo (segundos)

Figura 14. Gréficas del cambio de absorbancia (A 340 nm) por unidad de tiempo
de la oxidacion del malato por la MDHm. (a) diferentes concentraciones de
NAD" a concentracién saturante de malato. (b) diferentes concentraciones de
malato con concentracion de NAD" saturante.
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Los datos fueron analizados con el programa Origin Tabla 8.

Tabla 8. Valores de Km y Vmax aparentes para la MDHm de cisticercos de T.
solium, usando los ensayos de reduccion del oxaloacetato y oxidacién del malato.

Sustratos Km (mM) Vmax (Wmol min1 mg)
Reduccion del Oxaloacetato
Oxaloacetato (NADH a 0.21 mM) 0.034 + 0.005 657.80 + 27.4
NADH (Oxaloacetato a 0.2 mM) 0.010 £0.004 518.65 +46.1
Oxidacion del L-Malato
L-Malato (NAD*a 0.52 mM) 0.309 £0.03 153.14 + 3.92
NAD* (L-Malato a 3 mM) 0.092 £0.01 160.03 + 7.40

Para determinar con mayor precision las constantes cataliticas de la enzima se
transformaron las gréficas de Michaelis-Menten (Figs. 15 y 16) en graficas de
Lineweaver-Burk o doble reciproca. La figura 17a muestra la grafica de la doble reciproca
para el oxaloacetato en distintas concentraciones frente a una concentracion saturante de
NADH. La grafica 17b muestra la doble reciproca para el NADH en distintas
concentraciones frente a una concentracion saturante de oxaloacetato. Con estas graficas,
(17a 'y b) se obtuvieron los valores cinéticos aparentes de los distintos sustratos; a partir del
intercepto de la recta en el eje de las ordenadas (1/Actividad especifica) se obtiene un
valor, cuyo valor inverso es la Vmax gparente) =724 pmol min™ mg™ para el oxaloacetato y
581 umol min™ mg™ para el NADH. Mientras que el intercepto de la misma recta pero en
el eje de las abscisas (1/[sustrato]) permite calcular con el mismo método un valor para la
KM (aparentey=0.0521 mM para el oxaloacetato y 0.0174 mM para el NADH . La figura 18
muestra las graficas de doble reciproca para el ensayo de oxidacion del malato, y describe
los valores en funcion de las concentraciones variables de malato (grafica 18a) y NAD"
(gréfica 18b), usando NAD" y malato a concentraciones saturantes respectivamente.

El intercepto de las rectas de las graficas de la figura 18 (a y b) nos indican los valores
cinéticos aparentes en el eje de las abscisas para el valor de la Km, y en el eje de las
ordenadas para la correspondiente Vmax. Asi el valor inverso en el eje de las ordenadas
resultd Vmax gparentey= 141 pmol min™ mg™ para el malato y 104 umol min™ mg™ para el
NAD" y, de la misma manera, el valor inverso en el eje de las abscisas resulto en

KM (aparente) = 0.23 mM para el malato y 0.024 mM para el NAD".
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Los datos de las constantes cataliticas aparentes de la MDHm de T. solium para los
sustratos utilizados en los ensayos de reduccion del oxaloacetato y oxidacion del malato,

descritos anteriormente pueden verse de una manera resumida en la tabla 9.
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Figura 17. Graficas de doble reciproca Lineweaver-Burk elaboradas para
determinar los valores cinéticos aparentes (Vmax y Km) del oxaloacetato grafica

(@) y del NADH gréfica (b).
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Tabla 9. Valores de Km y Vmax aparentes calculados a partir de gréaficas de
doble reciproca (Lineweaver-Burk) para la MDHm de cisticercos de T. solium,
usando los ensayos de reduccion del oxaloacetato y oxidacion del malato

Sustratos Km (mM) Vmax (Wmol mint mg)
Reduccion del Oxaloacetato
Oxaloacetato (NADH a 0.21 mM) 0.0521 724.637
NADH (Oxaloacetato a 0.2 mM) 0.0174 581.395
Oxidacion del L-Malato
L-Malato (NAD* a 0.52 mM) 0.232 141.242
NAD* (L-Malato a 3 mM) 0.024 104.821

4.8. Estudios de inhibicion (Isp, Tipo de inhibicion y Ki)

El porcentaje de actividad residual de la MDHm a diferentes concentraciones del
inhibidor se presenta en la figura 19 para la reduccion del oxaloacetato y en la figura 20
para la oxidacién del malato. Estas graficas muestran el valor de la Isy para el arsenito y el
piruvato. El porcentaje de la actividad residual enzimética se calculé al comparar el 100%
de la actividad de la enzima sin presencia de inhibidor frente a la resultante por la adicion
de los inhibidores, piruvato o arsenito.

Estas graficas se calcularon con el programa Origin Pro, a partir de los datos de Vo
que se obtuvieron con los ensayos enzimaticos en los que, se fijé la concentracion de los
sustratos a saturacion, mientras que la concentracion del inhibidor se fue aumentando de
forma creciente hasta que la enzima perdié su actividad. Los resultados de estas graficas

pueden verse resumidos en la tabla 10.

62



100
< 80
>
i
n
()
—
3
o 60
2 Data: Datalb_M
g Model: Logistic
o Equation: y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p)
© 40 - Weighting:
% y No weighting
= Chi*2/DoF =15.95789
3 RA2 = 0.99384
= A1 99.90011 +2.50439
© 20 *
o A2 1.78561 :4.45336

I 52.01973 +5.37678
p 1.64034 +0.26618
04— T — T T T — T T T —T
1 10 100
log [Arsenito] mM
120 4
i ° °

100
< i
>
°
S 804
—
g Data: Datalb_M
=) T Model: Logistic
= Equation: y = A2 + (A1-A2) /(1 + (x/x0)"p)
S 60+ Weighting:
3 eighting:
() y No weighting
S Chir2/DoF  =15.9253
< 40 R"2 = 0.99385
o] -
= A1l 104.58637 =+1.9473
8 A2 -15.8804 +14.64919
o 4
o 1 114.93619 =+11.56087
o 50

20 p 3.21775 +0.68232
0 L —————r ———— .
1 10 100
log [Piruvato] mM

Figura 19. Porcentaje de actividad residual de la MDHm de cisticercos de T.
solium empleada para calcular la Iso del(a) arsenito y (b) piruvato en el ensayo de
reduccion del oxaloacetato.
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solium empleada para calcular la Is, del(a) arsenito y (b) piruvato en el ensayo de
oxidacion del malato.



Tabla 10. Isy del arsenito y el piruvato calculados a partir de las gréaficas
de porcentaje de actividad residual que se muestran en las figuras 19 y 20.

Ensayo* Arsenito mM Piruvato mM
Reduccion del oxaloacetato 52.019 114.936
Oxidacion del malato 411.729 153.375

*En estos ensayos, la concentracién de los sustratos se mantuvo
constante, variando sélo la concentracion del inhibidor.

El tipo de inhibicion se calcul6 realizando varias series de ensayos en las que se dejo
fija tanto la concentracion de la enzima como la del oxaloacetato, pero se modifico de
forma creciente la concentracion del NADH, de estos ensayos se realizaron dos series, una
se realizo con el inhibidor (Piruvato) a una concentracion fija de este y otra, en la que no se
adiciond inhibidor, se uso como control.

En la figura 21 puede verse el efecto del piruvato sobre la actividad de la MDHm de
cisticercos de T. solium con en el ensayo de reduccion del oxaloacetato. En dicha figura la
grafica (a) se elabor6 para determinar el tipo de inhibicion, mientas que la grafica (b) se
construyd para calcular la constante de de inhibicion (Ki) de cada uno de los inhibidores.

Los resultados de las series de ensayos elaboradas y de los célculos para obtener las

graficas de la figura 21 se encuentran resumidos en la tabla 11.
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Figura 21. Tipo de inhibicion (a) y constante de inhibicion (b) del piruvato sobre
la actividad de la MDHm de cisticercos de T. solium. La gréfica a es de doble
inverso con el inverso de la Vo y el inverso de la concentracion creciente de
NADH en el ensayo de reduccion del oxaloacetato.
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Tabla 11. Tipo de inhibicién y constante de inhibicidn (Ki) que el piruvato ejerce
sobre la actividad de la MDHm de cisticercos de T. solium.*

Ensayo* Tipo de inhibicion Ki (mM)

Reduccion del oxaloacetato Acompetitivo 35.70

*Estos datos se obtuvieron a partir de las gréaficas de la figura 21.
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5. DISCUSION

El cestodo T. solium es un parasito que tiene su ciclo de vida en el cerdo y en el
hombre. La neurocisticercosis es la enfermedad originada por la presencia de los
cisticercos de este parésito en el sistema nervioso central del hombre, siendo la parasitosis
mas severa del sistema nervioso central.

En este trabajo se logro identificar por primera vez, a una malato deshidrogenasa
mitocondrial (EC 1.1.1.37) en los cisticercos de T. solium, una enzima que es de gran
importancia, debido a que estd involucrada en varios procesos del metabolismo
intermediario, como el CAT, la gluconeogénesis, la dismutacion del malato y la lanzadera
malato-aspartato. Obtener informacidn sobre el metabolismo energético de T. solium, asi
como conocer a la MDHm de los cisticercos de T. solium nos ayudara en la busqueda de
moléculas que potencialmente puedan servir como blancos profilacticos contra este
parasito.

El metabolismo de los carbohidratos, ha sido uno de los temas mas estudiados en los
helmintos. Su importancia estriba en ser los carbohidratos su principal fuente de energia,
sin embargo, casi no existen estudios relacionados con este topico en T. solium.

Por ejemplo, la oxidaciéon del malato (acido malico), compuesto organico presente en
los organismos con un papel importante en diversas vias metabdlicas, se cataliza por dos
diferentes tipos de enzimas dependientes de nucledtidos de piridina. En un caso el principal
producto es oxaloacetato (Enzima EC 1.1.1.37), mientras que en el otro es piruvato y CO,
ademas de poder descarboxilar al oxaloacetato (Enzima EC 1.1.1.40). Tanto las
deshidrogenasas (enzimas de la clase malato-oxaloacetato que utilizan NAD") como las
deshidrogenasas descarboxilantes ¢ malicas (enzimas de la clase malato-piruvato que
utilizan NADP) estan presentes en la mayoria de los organismos y en practicamente todas
las células eucariontes en al menos dos formas dependiendo de su ubicacion celular, las
mitocondriales (MDHm) y las solubles o citoplasmicas (MDHc).

La enzima MDHm (EC 1.1.1.37) es una de las enzimas del metabolismo de los
carbohidratos de importancia potencial como blanco contra T. solium. La MDHm es una
isoforma soluble de la matriz mitocondrial dentro de la familia de las MDH’s, y es

importante tanto en el CAT como en la gluconeogénesis. EI CAT es empleado por los
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helmintos principalmente en estadios de vida libre durante la transicién entre huéspedes,
asi como en tejidos aerobicos como el cerebro. Por otro lado, la gluconeogénesis es
importante para estos organismos para mantener constante sus reservas energeticas (87) asi
como en los cestodos para originar sus principales productos metabolicos finales como los
acidos succinico, acético y lactico tanto en condiciones normales como de carencia de
alimento (75). Esta enzima es importante también en la transferencia de equivalentes
reductores del citosol al interior de la mitocondria. Estos equivalentes reductores se
originan por la MDHc cuando reduce al oxaloacetato a malato y oxida al NADH en el
citoplasma. Los equivalentes reductores, que fueron parte del NADH citoplasmico, ahora
situados en la molécula de malato, ingresan con ella al interior de la mitocondria por medio
de la lanzadera de malato-aspartato. Asi, el papel de la MDHmM en el interior de la
mitocondria es oxidar al malato que ingresa del citoplasma, y al mismo tiempo reducir al
NAD" situado dentro de la mitocondria. De esta manera el par de electrones y un par de
protones del NADH citoplasmico han sido transferidos a la matriz mitocondrial y
utilizados en la formacion de NADH + H*. Ahora dos electrones y dos protones del NADH
mitocondrial pueden ser cedidos al Complejo | de la cadena transportadora de electrones
donde proporcionaria la fuerza protomotriz necesaria para la sintesis de 3 moléculas de
ATP en el Complejo V. Esto se puede afirmar, debido a que se ha demostrado la presencia
de las proteinas necesarias para la cadena de transporte de electrones y la fosforilacién
oxidativa en las mitocondrias de T. solium (88).

En el presente trabajo, la MDHm de los cisticercos de T. solium se obtuvo a través de
un proceso de enriquecimiento de la fraccién mitocondrial, fraccionamiento de las
membranas mitocondriales y una cromatografia de intercambio anionico.

La combinacion de sonicar y ultracentrifugar las mitocondrias resulté en una fraccién
soluble con una actividad para la MDHm incrementada 5.6 veces en comparacion con
sonicar sin ultracentrifugarlas y 17.6 veces mas activa en comparacion con el control
ultracentrifugado. Para el caso de la fraccion con Triton al 10% ultracentrifugado, esta
presentd un incremento de 24.1 veces en su actividad con respecto al control
ultracentrifugado (ver Fig. 4 y Tabla 6). No obstante que el tratamiento de las mitocondrias
con Tritobn X-100 al 10 % vy ultracentrifugacion produjo un mayor rendimiento de la

enzima que cualquier otro tratamiento, esta fraccion no fue la que se emple0 para continuar
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con la purificacion. Esto se debi6 a la conveniencia de evitar el detergente en los estudios
analiticos de la enzima en geles de poliacrilamida. EI Tritén X-100 distorsiona las bandas
proteicas en el gel haciendo dificil su ubicacion.

El conjunto de datos sobre el fraccionamiento y la solubilizacién de las membranas
mitocondriales sugieren la presencia de una MDHm en la fraccion soluble de la matriz
mitocondrial de los cisticercos de T. solium.

La cromatografia de intercambio anionico permitié obtener la fraccion con actividad
para MDHm dependiente de NAD" separada de la MDHm dependiente de NADP™. Esto se
debié a que la MDHm dependiente de NAD"* no se unié a la resina, que es un fuerte
intercambiador anidnico y por lo tanto demostrando que la MDHm dependiente de NAD”
es una enzima cationica.

Por otra parte, en la fraccion eluida se encontr6 actividad enzimatica para el ensayo de
oxidacion del malato que usa al NADP* como sustrato, este ensayo nos indica la presencia
de la enzima maélica (EC.1.1.1.40) en la fraccion mitocondrial de cisticercos de T. solium.
Adicionalmente nos muestra gque esta enzima esta cargada negativamente, debido a que se
unio a la resina.

El analisis por geles de poliacrilamida de la MDHm excluida de la cromatografia de
QAE-Sefarosa mostr6 una banda de ~35 kDa. Esta informacion fue congruente con el peso
molecular aproximado de las subunidades para las malatos deshidrogenasas.
Adicionalmente, la informacion que se obtuvo del anélisis de péptidos que se realiz6 por
espectroscopia de masas a la banda de ~35 kDa indicd las siguientes secuencias
VVIIPAGVPR, LFGVTTLDITR, IQNAGTEVVNAK, FANSLLHAMK en un orden de
96-105, 167-177, 231-242 y 260-269 respectivamente en la estructura primaria de la
MDHm de T. solium . Estos péptidos resultaron ser homdlogos a los reportados para la
MDHm de Echinococus granulosus (89). Por lo tanto, la enzima con la que se trabajo en
este proyecto es una MDHm. Siendo ademés una de las pocas malato deshidrogenasas
mitocondriales reportadas para los cestodos.

Las constantes cataliticas aparentes de la MDHm de T. solium estan resumidas en la
tabla 8 y la comparacion con los datos reportados para la MDH citosolica del mismo
parasito (90) nos indica que estas dos enzimas son diferentes. En la reduccion del

oxaloacetato los valores de las Km’s aparentes de la MDHm son para el oxaloacetato 34
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UM y para el NADH 10 uM, mientras que para la enzima citosdlica sus Km’s aparentes
son 2.4 y 48 uM respectivamente; en el ensayo de oxidacion del malato las Km’s aparentes
de la enzima citosélica son mas bajos que los de la mitocondrial, 215 uM para el malato y
50 uM para el NAD" contra 309 y 92 uM respectivamente. En ambas enzimas se puede ver
que los valores de Km son mas altos en el sentido de la oxidacion del malato con respecto
a la reduccion del oxaloacetato.

En el caso de los valores de Vmax aparentes la MDHm en el sentido de la reduccion
del oxaloacetato presenta 657 umol min™ mg™ para el oxaloacetato y 518 pmol min™ mg™
para el NADH, valores mas bajos que los de la enzima citosélica que son 1740 y 1714
pumol min™ mg™ respectivamente; en el sentido de la oxidacién del malato los valores para
la enzima citosolica son de 87 pmol min™ mg™ para el malato y 104 pmol min™ mg™ para
el NAD", valores mas bajos que los de la MDHm 153 y 160 respectivamente (ver Tabla 9).

Lo anterior nos indica que la actividad de la MDHm de cisticercos de T. solium va en
direccién a la produccion de malato, mas que en sentido inverso (produccion de
oxaloacetato), al igual que la enzima citosolica. Esto puede verse debido a que en este
sentido de la reaccion, la Km es de menor valor que en el sentido de la reduccién del
oxaloacetato y por lo tanto, con una menor cantidad de sustrato genera méas producto
(malato) del que generaria en el sentido contrario usando al malato como sustrato. Otro
dato que corrobora este punto es el hecho de que en este mismo sentido de la reaccion
(reduccidn del oxaloacetato) la Vmax de los diferentes sustratos es mas grande que su
contraparte en el sentido inverso (oxidacion del malato), indicandonos que la produccion
de malato es mas elevada que la generacion de oxaloacetato.

Las anteriores observaciones nos sugeririan que la MDHm probablemente no esté
involucrada en el CAT, pues se esperaria que una enzima involucrada en este ciclo tuviera
una tendencia hacia la produccion de oxaloacetato. Una alternativa en relacion a la funcion
de MDHm seria que esta se encontrara involucrada en el proceso de gluconeogénesis en el
cual el piruvato de la matriz mitocondrial es carboxilado por la PC y posteriormente esta
misma enzima le conjuga acetil-CoA, esto permite transformar al piruvato en oxaloacetato,
como este no puede cruzar la membrana interna de la mitocondria para salir al citoplasma
donde continua el proceso de gluconeogénesis, el oxaloacetato es reducido a malato por la

accion de una MDHm. De esta manera el piruvato transformado en malato puede salir al
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citoplasma donde es oxidado a oxaloacetato por la MDHc. Posteriormente, por la accién
de la PEPCK el malato es transformado en PEP, a partir de este punto el PEP puede iniciar
la serie de reacciones inversas de la glucolisis hasta formar glucosa.

La reduccion del oxaloacetato a malato requiere de NADH, que se acumulara en la
mitocondria cuando la carga energética aumenta, lo que le permite a la célula llevar a cabo
el proceso de gluconeogénesis que es costoso en ATP. Por otro lado el NADH producido
durante la oxidacion citosélica del malato a oxaloacetato puede utilizarse en la reaccién
catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de la glucolisis. EI acoplamiento
de estas reacciones de oxidacion-reduccion es necesario para mantener la gluconeogénesis
funcionando cuando el piruvato es la principal fuente de &tomos de carbono, por lo que la
conversion de OAA a malato predomina cuando el piruvato es la fuente de los atomos de
carbono para la gluconeogénesis.

En cuanto a la dismutacion del malato, se ha visto que la MDH tiene una gran
importancia en la generacién de malato a partir de oxaloacetato para producir fumarato y
posteriormente succinato en Fasciola hepética (80), lo que haria a la MDHm de cisticercos
de T. solium una enzima importante en este proceso; sin embargo, debemos de tomar en
cuenta que de acuerdo a Bryant 1986 (91), el fumarato que se obtiene en la dismutacién del
malato es producido por la enzima fumarasa. En esta misma fuente también se indica que
la enzima que convierte al malato en piruvato dentro de la mitocondria es la enzima malica
(EC.1.1.1.40), la cual pudo identificarse a través de ensayos cataliticos en la fraccion
soluble de la mitocondria de los cisticercos de T. solium en este mismo trabajo.

Con respecto a las condiciones Optimas para el funcionamiento de la MDHmM de
cisticercos de T. solium, los resultados tanto de temperatura como de pH son parecidos a
los reportadas para distintas MDHSs incluyendo la citosolica de cisticercos de T. solium.

Para el caso del pH los parametros evaluados en la MDHm de cisticercos de T. solium
fueron el pH déptimo de reaccion y estabilidad de la enzima al pH. ElI pH éptimo de
reaccién para el ensayo de reduccion del oxaloacetato fue de 7, y a partir de este valor la
actividad de la MDHm decrece tanto si aumenta como si disminuye el pH. En cuanto a la
estabilidad de la MDHm en funcién del pH, lo que se midié a través de la actividad
especifica de la enzima en el ensayo de reduccidn del oxaloacetato; se encontrd que la

enzima es estable en el intervalo de pH 5 - 6.5, indicAndonos que en este intervalo de pH la

72



enzima logra conservar sus grupos ionizables en una forma que mantiene la conformacion
de su sitio activo.

Con respecto a la estabilidad de la enzima al pH, este dato es el unico en el que se ve
una cierta diferencia entre las dos enzimas (citosélica y mitocondrial), pues en el caso de la
enzima mitocondrial esta es estable a un pH mas acido (5-6.5) que en el caso de la enzima
citosdlica (6.8-8.5).

En el caso de la temperatura, el valor optimo para la reaccién en el ensayo de
reduccion del oxaloacetato es de 40 °C; esta temperatura concuerda con la temperatura
promedio de los cerdos que es de alrededor de 39.5 °C, a pesar de esto no se puede hablar
de una gran especificidad entre las diferentes especies debido a que la enzima puede actuar
en un amplio rango de temperaturas (5-45 °C) sin que su efectividad se vea disminuida de
forma importante.

En cuanto a la inhibicion de esta enzima, los datos de Iso del piruvato y el arsenito
(Tabla 10) nos indican que, en el caso del arsenito de sodio el valor de Iso fue inferior en la
MDHm con respecto a la enzima citosélica (90) 52 mM contra 65.5 mM respectivamente
en el ensayo de reduccion del oxaloacetato; mientras que para el ensayo de oxidacion del
malato, la Isq del arsenito fue superior para la MDHm con respecto a la isoforma citosolica
con valores 411 y 307 mM respectivamente. A pesar de las diferencias, las dos enzimas
presentan una mayor tolerancia a la inhibicion por arsenito de sodio en el sentido de la
oxidacion del malato; debido, a que los valores de Is, para este inhibidor muestran un
incremento de 4.7 veces para la enzima citosélica y 7.9 veces para la MDHm con respecto
a los valores de Isq del arsenito de sodio en el ensayo de reduccion del oxaloacetato, lo que
hace a la produccion de malato mas sensible a la inhibicidn por arsenito de sodio.

Con respecto al tipo de inhibicion en el caso del piruvato con el ensayo de reduccion
del oxaloacetato se pudo determinar que este presenta una inhibicion del tipo acompetitivo,
y un Ki de 35.7 mM sin embargo, es necesario hacer mas pruebas y repeticiones para poder
determinar claramente el tipo de inhibicion que el piruvato y otros inhibidores ejercen
sobre la MDHm de cisticercos de T. solium.

En resumen, en este trabajo se identificd a una malato deshidrogenasa mitocondrial
(MDHm EC 1.1.1.37) de cisticercos de T. solium, por medio de una purificacion y

caracterizacion parcial. Por su ubicacion celular, sus caracteristicas cinéticas y estudios de
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péptidos esta enzima es diferente de la MDHc MDHc hallada en los cisticercos del mismo
cestodo (90).. Su preferencia por reducir oxaloacetato en lugar de oxidar malato y
ubicacion celular sugiere que participa en los procesos de gluconeogénesis. Esta funcion
estaria de acuerdo con las iméagenes de microscopia electronica de cisticercos que muestran
multiples vacuolas glucogénicas en sus tejidos (92).

Para conocer mejor el metabolismo gluconeogénico desarrollado por los cisticercos de
T. solium, es necesario llevar a cabo mas estudios donde se purifique a suficiencia y se
estudien mas caracteristicas de la enzima que se describi6 en este trabajo (MDHm EC
1.1.1.37).
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. CONCLUSIONES.

En este trabajo se identifico a una malato deshidrogenasa mitocondrial (MDHm EC
1.1.1.37) de cisticercos de T. solium, por medio de una purificacion y caracterizacion

parcial.

La MDHm de los cisticercos de T. solium se obtuvo a través de un proceso de
enriquecimiento de la fraccion mitocondrial, fraccionamiento de las membranas

mitocondriales y una cromatografia de intercambio anionico.

La cromatografia de intercambio anidnico permitié obtener la fraccion con actividad
para MDHm dependiente de NAD" (cationica) separada de la MDHm dependiente de
NADP" (ani6nica).

Los datos sobre el fraccionamiento de las membranas mitocondriales sugieren la
presencia de la MDHm en la fraccion soluble de la matriz mitocondrial de los

cisticercos de T. solium.

Por su ubicacion celular, sus caracteristicas cinéticas y estudios de péptidos esta enzima

es diferente de la MDHc de los cisticercos del mismo parésito.

Su preferencia por reducir oxaloacetato en lugar de oxidar malato y ubicacién celular

sugiere que podria participar en los procesos de gluconeogénesis.

Esta funcion estaria de acuerdo con las imégenes de microscopia electronica de

cisticercos que muestran multiples vacuolas glucogénicas en sus tejidos.

Profundizar en su purificacion y caracterizacion permitira conocer mas sobre los

mecanismos gluconeogeénicos desarrollados por T. solium.
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