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RESUMEN

FLORES ORDAZ MARIA TERESA. PURIFICACION Y CARACTERIZACION
PARCIAL DE DOS ISOFORMAS DE LACTATO DESHIDROGENASA DE
CISTICERCOS DE Taenia solium. (Director de Tesis Dr. Agustin Plancarte
Crespo. Asesora interna MVZ Evangelina Romero Callejas).

Niveles elevados de lactato deshidrogenasa (LDH: EC 1.1.1.27) se detectaron
en cisticercos de Taenia solium. Dos principales isoenzimas (LDHTs 1y LDHTs
2) se purificaron (la segunda parcialmente) por cromatografias sucesivas de
aminoetil cuaternaria  (QAE)-sefarosa, carboximetil (CM)-sefarosa e
hidroxiapatita (HTP). Ambas LDHTs presentan subunidades de de Mr 36000.
LDHTs 1 presenta un pl = 8.2 y una actividad especifica de 96 U mg ~' cuando
reduce al piruvato.

La LDHTs 2 tiene una actividad especifica de 58 U mg T un pl =6.51 y un pH
optimo para reducir al piruvato de 6.5. Esta isoforma fue estable de 5a 40 °C
cuando redujo al piruvato. Los valores de las Km aparentes para piruvato,
lactato, NAD y NADH fueron de 0.04, 3.14, 0.11 y 0.09 uM respectivamente. En
el mismo orden, sus Vmax aparentes resultaron ser 49.5, 16, 18.2, 72.3 umol

" min " lo cual sugiere que se favorece la reduccién del piruvato sobre la

mg -
oxidacion del lactato. LDHTs 2 fue inhibida por p — hidroxi mercuri benzoato y
tal efecto inhibitorio fue revertido por la adicién de ditritiotreitol (DTT). Los
péptidos LNLVQR y VIGSGTNLDTSR fueron revelados para la LDHTs 2 por

espectroscopia de masas y resultaron semejantes para la LDH de Pediculus

humanus corporis. La informacion obtenida en este estudio podria ser util para




entender la produccion de energia del parasito y establecer diferencias con la

de sus huéspedes con fines profilacticos.



INTRODUCCION

HISTORIA

A mediados del siglo XIX Kuchenmeister indicd que las tenias del cestodo T.
solium se desarrollan a partir de sus cisticercos; esto lo demostré al darles de
comer cisticercos extraidos de carne de cerdo a diversos convictos, los cuales
asombrosamente presentaron tenias en sus intestinos encontradas durante su
autopsia." En 1853 Van Beneden sefialo el desarrollo de cisticercos en
cerdos cuando alimento a uno de estos con huevos de T. solium y se
encontraron numerosos cisticercos en los musculos®. Yoshino en 1933
describid con gran detalle histolégico el desarrollo temprano de los cisticercos
en el cerdo, y él mismo ingirié cisticercos para continuar con el curso de su
propia teniosis>®, informando que expulso diariamente de 1 a 5 proglétidos.®”
La teniosis/cisticercosis probablemente llego a México hace aproximadamente

500 afos. Con los conquistadores y sus cerdos domesticados venia también

sus parasitos y otros patdogenos hasta entonces ausentes en el Nuevo Mundo.®

CLASIFICACION TAXONOMICA

Subreino: Metazooarios
Phylum: Plathelmintos
Clase: Cestoidea

Subclase: Eucestoda

Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Genero: Taenia

Especie:  Taenia solium °



CICLO BIOLOGICO

Taenia solium (fase adulta) parasita unicamente al ser humano y se aloja en el
intestino delgado '°.

La cisticercosis es adquirida por la ingestion de los huevos de T. solium
eliminados al medio ambiente por un portador de la forma adulta del paré\sito.11
Una vez en el tubo digestivo del huésped los huevos se mezclan con las
enzimas proteoliticas y sales biliares y de esta forma activan al embrién
hexacanto contenido en el huevo.

Los embriones activados traspasan la pared intestinal llegando a capilares
linfaticos y sanguineos que los distribuyen a diferentes érganos y tejidos.

El ciclo se completa cuando una persona ingiere carne de cerdo semicruda que
contiene cisticercos vivos.

El escélex del cisticerco en el intestino del huésped evagina estimulado por la
secrecion de la vesicula biliar y las enzimas digestivas.

Las ventosas del escolex se adhieren a la pared intestinal e inducen la
protrusion de los ganchos que sujetan en la mucosa intestinal.’?

El parasito crece y se diferencia hasta convertirse en una tenia adulta
productora de proglétidos gravidos, que libera 1

Los proglétidos gravidos, estructuras de esta fase que se describirdn con
detalle en el subcapitulo de morfofisiologia, se desprenden (en promedio de
cuatro a cinco por dia) y son evacuados hacia el exterior junto con la materia
fecal del huésped. La primera expulsion de proglétidos gravidos sucede de 3 a

4 meses después de la infeccion.™



Figura 1. Ciclo biolégico de Taenia solium

(1) ElI humano es el huésped definitivo de la forma adulta de T. solium. (2)
Cada segmento o proglotido contiene miles de huevos que son liberados al
ambiente junto con las heces del portador. (3) El cerdo consume la materia
fecal junto con los huevos del parasito y éstos son activados por las sales
biliares y jugos gastricos. La oncosfera o embrién hexacanto, viaja via linfatica
y/o sanguinea a los diferentes 6rganos vy tejidos del cerdo y se desarrollan en
metacestodos. El ciclo se cierra cuando el hombre ingiere la carne cruda o mal
cocida del cerdo parasitado. (4) EI hombre también puede ser hospedero

accidental de la forma larvaria al ingerir los huevos de la tenia.

MORFOFISIOLOGIA

Taenia solium es un gusano aplanado y largo, aproximadamente mide entre 1.5
m y 5 m de longitud; el escélex presenta cuatro ventosas y un rostelo coronado
por dos hileras de ganchos. El numero de ganchos varia entre 22 y 32 y su
tamano alrededor de 159 ym a 173 ym. El escélex en su parte inferior se

adelgaza para formar un cuello, a partir del cual se forman los proglétidos.™ Al



conjunto de proglétidos unidos entre si en forma de cadena se le denomina
estrobilo, los proglétidos mas cercanos al cuello son los mas jovenes e
indiferenciados. A su vez los mas distantes son completamente diferenciados,
gravidos y contienen un gran niumero de huevos.

Los proglétidos son segmentos independientes pero unidos entre si. Estan
recubiertos por un tegumento con microtricas en su superficie exterior,
constituyendo un tejido sincitial con funciones de secrecién y absorcion.

Cada proglétido maduro puede considerarse como una unidad reproductora
independiente, puesto que posee 6rganos genitales masculinos y femeninos.
Los genitales masculinos se desarrollan primero y estan constituidos por un
gran numero de testiculos (~275 a ~ 575) que confluyen en un ducto genital
que a su vez se desemboca por un costado del proglétido en el atrio genital.
Los genitales femeninos estan constituidos por un ovario trilobulado situado en
la base del utero en el extremo posterior del proglétido. El ovario desemboca
en el atrio genital. El utero en los proglétidos gravidos muestra de siete a
quince ramas laterales llenas de huevos. 7

Los huevos de T. solium son esféricos y tienen apariencia radial cuando se
observan bajo el microscopio de luz. La envoltura mas externa es el vitelo, la
siguiente capa es la membrana embrioférica la cual esta formada por bloques
compuestos por una proteina que es resistente a los jugos digestivos naturales
y artificiales. En contraste la sustancia cementante que une a los bloques es
sensible a las enzimas digestivas.”® La capa mas interna es la membrana
oncosferal; esta es impermeable a las condiciones ambientales externas, sin

embargo se vuelve permeable cuando se pone en contacto con la pancreatina



y permite que el embrion hexacanto se active realizando movimientos de los
ganchos, permitiéndole salir de la membrana oncosferal.'® "

El metacestodo de T. solium esta formado por una vesicula ovalada y
traslucida llena de liquido, con un pequefo escélex invaginado. La superficie de
la vesicula esta rodeada por microvellosidades limitadas por una membrana
plasmatica, y esta a su vez se encuentra cubierta por una capa vellosa de

glucocalix. El tegumento se encuentra debajo de la membrana plasmatica,

contiene vesiculas elipsoidales de diferentes tamafios.*

NEUROCISTICERCOCIS (NC)

La neurocisticercosis humana es una enfermedad compleja cuyas
manifestaciones principales dependen del numero, localizacién, estadio y tipo
de parasitos albergados en el sistema nervioso central y las meninges. En
humanos puede ser una enfermedad asintomatica o que dependiendo el grado
de la reaccion inflamatoria inducida por el parasito, presente varios signos y
sintomas como: crisis convulsivas, hidrocefalia, cefalea, estado mental
alterado.

El 70 % de los pacientes con esta enfermedad presentan crisis convulsivas, el
50 % de los casos causa epilepsia y un 23 % hipertension endocraneal.?! En
México la neurocisticercosis a llegado a ser la causa de muerte en el 13 % de

las necropsias de individuos con neurocisticercocis.?* 2

y en hospitales
neurolégicos, el 11 % de los casos se debe a este padecimiento.24
Uno de los fendmenos mas interesantes en inmunoparasitologia es la evasion

de la respuesta inmune del huésped por el parasito. Estos mecanismos son



complejos. Los cisticercos son capaces de sobrevivir en el huésped humano

durante varios afios antes de su degeneracion.?®

METABOLISMO

Es el conjunto de todas las transformaciones bioquimicas que ocurren en una
célula y en el organismo.

El metabolismo intermediario comprende dos procesos conjugados: el
catabolismo y el anabolismo. Las rutas catabdlicas son las responsables de la
degradacion de las moléculas nutritivas de alto contenido energético y desde
el punto de vista energético son exergdnicas en su mayoria porque liberan
energia, mientras que las rutas anabdlicas, por las cuales se efectua la
biosintesis de los componentes celulares conducen a la sintesis de nuevos
productos y son endergdnicas, es decir consumen la energia del sistema.?
Cada ruta se halla promovida por una secuencia de enzimas especificas que
catalizan reacciones consecutivas. Las rutas catabdlicas y anabdlicas que se
inician con un nutriente determinado o que conducen a el, como la glucosa, no
son exactamente inversas una de otra, sino que son quimica vy
enzimaticamente diferentes. Ademas se hallan reguladas independientemente
y se localizan en diferentes partes de la célula. El catabolismo de las moléculas
de los compuestos nutritivos va acompanado de la conservacion de la energia
de aquéllos en forma de energia de enlace fosfato del trifosfato de adenosina
(ATP). De forma reciproca la energia quimica necesaria para las rutas
biosintéticas es aportada por la desfosforilacion del ATP. La energia quimica es
transportada también desde las rutas catabdlicas a las anabdlicas en forma de

coenzimas reducidas, especialmente de NADPH.*



METABOLISMO EN HELMINTOS

Dependiendo de la etapa del ciclo de vida del parasito éstos tienen la

capacidad de funcionar aerdbica o anaerébicamente, por lo que se adapta a

diferentes ambientes. Los parasitos en estado adulto son dependientes de

carbohidratos (obtenidos del hospedero) para su metabolismo, como la

mayoria de los organismos, pueden oxidar los hidratos de carbono a través de

la glucdlisis y llevar a cabo la fosforilacion resultando en la formacién de ATP

En el metabolismo de helmintos se propone dos vias metabdlicas alternativas

para el catabolismo del fosfoenolpiruvato (PEP):

a)

b)

La fijacion del CO, es necesario para la formacion del
oxaloacetato (OAA) desde el PEP, catalizado por la enzima
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK). EI OAA en el
citoplasma, es reducido a malato por la enzima malato
deshidrogenasa citosodlica (cMDH) después atraviesa la
membrana mitocondrial para ser catabolizado.

El PEP es convertido a piruvato por la piruvato cinasa (PK), como

en tejido de mamiferos.?®



DOS TIPOS DE METABOLISMO ENERGETICO EN CESTODOS

A) Fermentacién lactica

Glucolisis PK LDH

GluCOSA mmm—y FoOsfoeNOIpiruvatd em——p Piruvato —— Lactato

B) Dismutacion de malato

Glucolisis

: P : LDH
Glucosa == Fosfoenolpiruvato == Piruvato = |actato
PEPC
\ MDH

Oxaloacetato . Malato

Cit Mit
EM

Malato=/>Malato =——> Piruvato ——> Acetato

FR SDC
Fumarase\ . .
Fumarato == Succinato == Propinato

Figura 2. Tipos de metabolismo energético en cestodos. A) Fermentacion
lactica, B) Dismutacion de malato. PK, piruvato cinasa; LDH, lactato
deshidrogenasa; PEPC, fosfoenolpiruvato carboxicinasa; MDH, malato
deshidrogenasa; EM, enzima malica; CPK, piruvato deshidrogenasa; FR,
fumarato reductasa; SDC, succinato descarboxilasa.(Bryant and Flockhart,
1986).

ENZIMAS
Las enzimas son catalizadores bioldgicos que aceleran las reacciones quimicas
dentro de una célula o espacios extracelulares. Son proteinas con uno o mas

sitios definidos de adsorcion a los que se adhieren el sustrato.
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Eustah:n Productos

®» o®

Enzitna Complejn
Enzima-5ustmato
E + 58 —~ ES E+F

Figura 3. Esquema simple de una reaccién enzimatica y la ecuaciéon de la

misma para una enzima que cataliza un solo sustrato.

La manera en que funcionan las enzimas es transformando a su(s) sustrato(s)
(S) en uno o varios productos (P). Generalmente es una reaccion reversible, en

la cual la direccion de la reaccién esta dada por una constante de equilibrio.?

Especificidad enzimética

La mayoria de las enzimas son especificas para sus sustratos y sus reacciones
cataliticas, algunas poseen una especificidad casi absoluta respecto a un
sustrato determinado, y no reconocerdn a moléculas aunque estén muy
relacionadas, otras con especificidad relativamente amplia reaccionan con toda
una clase de moléculas con un comun denominador estructural, aunque

generalmente lo realizan a diferentes velocidades.

Estéreoespecificidad
Las enzimas pueden generar productos que se diferencian en su
estereoisomeria de reactivos que difieren solo en su estereoisomeria.?® En el

11



centro activo de las enzimas capaces de formar un estereoisémero especifico a
partir de un precursor Optimamente inactivo. Se han observado catélisis
estereoespecificas en algunas reacciones de polimerizacion no bioldgicas.
Orgel y sus colaboradores han demostrado mediante experimentos, la
importancia de la especificidad 6ptica en la replicacion de los acidos nucleicos.
Cuando se utiliza como patrén un acido poliuridilico cuyas unidades de ribosa
son de la forma D, con objeto de inducir la condensaciéon no enzimatica de las
moléculas AMP ligadas a él por enlaces de hidrogeno, para forma un acido
poliadenilico, la condensacion favorecida es la del estereoisémero D del AMP,
con preferencia a la del L ~ estereoisdmero. Por lo que una vez que se ha
formado un patrén polinucleétido con mondémeros 6ptimamente homogéneos,
este dirige preferentemente, la sintesis de otra cadena polinucleétida del mismo
tipo 6ptico, incluso si la fuente disponible a partir de la cual se produce la nueva

cadena, esta constituida por una mezcla de las formas D y L.

Regulacion

La actividad enzimatica puede ser regulada, las enzimas pueden ser activadas
o inhibidas, asi la cantidad de producto formado responde a las necesidades de
la célula. La velocidad de reaccion de cada una de las reacciones enzimaticas
dependera del pH y de las concentraciones intracelulares del sustrato(s), o del
producto(s) y del cofactor, que son los elementos primarios para la regulacién
de la actividad enzimatica.

El segundo nivel de control de las secuencias metabdlicas se efectia a través
de la accion de las enzimas reguladoras. Varias enzimas reguladoras son

inhibidas por el producto final de la secuencia en la que actuan. Ademas

12



algunas enzimas reguladoras son activadas o estimuladas por metabolitos
especificos, a veces por sus propios sustratos. Otras enzimas pueden
responder a dos o mas activadores o inhibidores que o pueden ser los propios
productos de las dos rutas ramificadas.

El tercer nivel ejerce la regulacion metabdlica a través del control genético de la
velocidad de la sintesis de la enzima. Las enzimas que se hallan siempre en
cantidades constantes en determinada célula recibe el nombre de enzimas
constitutivos. Los que solamente se sintetizan en respuesta a la presencia de

ciertos sustratos se llaman enzimas inducidos.

Sitio activo

El sustrato se adhiere al componente proteico de la enzima denominado sitio
activo. Las partes del sustrato sobre las cuales actuan la enzima, uniéndose a
este sitio activo, establecen un tipo de relacion llave- cerradura.

La ionizacion acida se produce por lo grupos carboxilo (— COOH), hidroxilo (—
OH), sulfarico (— HSO4) o fosférico (— H2PO4). En las proteinas la ionizacién
basica se realiza en el grupo amino (— NHz) y en otros grupos basicos. La
ionizacion de una proteina depende de su punto isoeléctrico. Si el pH es
superior a éste, los grupos acidos se ionizan; si es menor, lo grupos basicos se

disocian.

Cofactores

Algunas enzimas necesitan asociarse con un cofactor no proteico para mostrar

la actividad enzimatica.

13



Los cofactores comunmente incluyen iones metalicos como el Zn?* o Fe?*, y
moléculas organicas, conocidas como co-enzimas, son a menudo derivados de
las vitaminas. Por ejemplo, la coenzima NAD+ contiene niacina, FAD contiene
riboflavina, y la coenzima A contiene acido pantoténico. El término holoenzima
se refiere al complejo formado por la enzima y su cofactor. La apoenzima se
refiere solo a la porcidn proteica de la enzima excluyendo a su cofactor. A falta

del cofactor, las apoenzimas normalmente no muestran actividad biol()gica.30

Nomenclatura

Cada enzima tiene asignado dos nombres: a) un corto que se refiere al nombre
‘recomendado” que sirve para el uso diario, b) el nombre sistematico que
define a una enzima sin ambiguiedad.

a) Nombre recomendado

El mas comun es el que tiene la terminacion “asa” unido al nombre del sustrato
de la reaccién, ej. ureasa, colagenasa, etc. También incluyen la accién
realizada como lactato deshidrogenasa, glutation S-transferasa, etc.

La excepcion es para esas enzimas que retienen su nombre trivial como
tripsina y pepsina.

b) Nombre sistematico

Es el que esta contenido en un sistema de nomenclatura desarrollado por la
Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (UIBBM). En este
sistema las enzimas estan divididas en seis principales clases (ver adelante)
cada una con subgrupos enumerados. Asi, la terminacién “asa” esta unida a
una descripcion amplia de la reaccién quimica catalizada, ej. D-gliceraldehido

3-fosfato: nad oxidoreductasa

14



Clases de enzimas
l. Oxidorreductasas
Son enzimas que catalizan las reacciones de oxido-reduccion.
Los nombres para la mayoria de este grupo son: deshidrogenasas, oxidasas
(el Oz actua como receptor), oxigenasa (el O, es incorporado parcialmente a
la molécula), y peroxidasas (el H,O, sirve como receptor).
Il. Transferasas
Este grupo de enzimas cataliza la transferencia de grupos quimicos en las
proteinas. Las enzimas caracteristicas de este grupo son: transaminasa,
quinasas y transacetilasas.
[l. Hidrolasas
Su principal funcidon es la hidrdlisis de enlaces de una gran variedad de
compuestos por la adicion del agua. Enzimas conocidas en este grupo son:
la lipasa, fosfatasa, peptidasa y amidasa.
V. Liasas
Las enzimas de este grupo catalizan la ruptura de enlaces C-C, C-S y
algunos C-N, ej. Fumarasa, piruvato descarboxilasa y aldolasa.
V. Isomerasas
Estas enzimas catalizan la racemizacion de isdmeros épticos o geométricos.
Este grupo se divide en:
a) Racemosas
b) Epimerasa
c) Cis-trans isomerasas
d) Ceto-isomerasas

e) Mutasas o transferasas intramoleculares

15



V. Ligasas
Este conjunto de enzimas catalizan la formacion de enlaces entre carbén y
oxigeno, azufre, nitrégeno acoplados a la hidrélisis de enlaces de alta
energia como el fosfato, ejemplo piruvato carboxilasa.
Los grupos enumerados de las clases de enzimas por la “The Enzyme
Commission number (EC number)” que traducido quiere decir el namero
comisionado a las enzimas, es un sistema de nomenclatura para la
clasificacién de las enzimas basado sobre la reacciones que ellas realizan.
Cada numero esta asociado con un nombre recomendado para una particular
enzima. Es decir, el numero EC especifica el tipo de reaccion catalizado por
una enzima y no a la especificidad de una enzima. Si diferentes enzimas
catalizan la misma reaccion (existentes en diferentes organismos) ellas reciben
el mismo EC numero, ej (EC 1.1.1.27) ECA1. Se refiere a una oxido-reductasa
EC1.1. Actua sobre los grupos donadores CH-OH
EC 1.1.1. Tiene a los NAD y NADP como aceptores
EC1.1.1.27 Se refiere a la lactato deshidrogenasa
Entonces para: EC 2. Transferasas
EC 3. Hidrolasas
EC 4. Liasas
EC 5. Isomerasas

EC 6. Ligasas

LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

La enzima L- lactato deshidrogenasa cataliza la reaccion:

Lactato + NAD" <« Piruvato + NADH + H*
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Markert y Moller demostraron que la LDH es una proteina tetramerica. La
enzima fue purificada por Straub in 1940, Kubovitz y Ott obtuvieron los
primeros cristales en 1943.

La LDH tiene dos genes estructurales importantes (que corresponden a las
cadenas M y H), y existe una compleja variedad de genes de LDH que se
expresan en algunos tejidos en diferentes etapas de desarrollo.

El origen de estas dos cadenas de polipéptidos depende de si el extracto
proviene de un tejido aerébico como el corazéon o anaerébico en el musculo
esquelético.

Estas enzimas se distinguen por su composiciéon quimica y sus propiedades
cinéticas e inmunolégicas. La diferencia en la composicién de las isoenzimas
en diversos tejidos se ha relacionado con diferentes necesidades metabdlicas.
La enzima se analiza siguiendo el descenso de la absorbancia a 340nm, donde
NADH es oxidado por el piruvato. La enzima LDH es especifica para L — (+)
lactato y NADH. La masa molecular de las subunidades de las isoenzimas de

LDH es relativamente uniforme y se encontré en un rango de 34000 a 40000.%

CINETICA ENZIMATICA

La cinética enzimatica nos proporciona informacién sobre las propiedades de
las enzimas relacionadas con su reaccién catalitica.

La cinética enzimatica es una rama de la cinética quimica que estudia las
reacciones catalizadas por las enzimas, por ejemplo la afinidad para su
sustrato, la magnitud y tipo de inhibicién por diversos compuestos asi como

establecer el mecanismo de reaccién catalitico.
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La velocidad inicial (v,) de formacion de productos o destruccién de sustrato
por una enzima es directamente proporcional a la concentracion de la enzima
[Eo]. Si las concentraciones de sustrato S es baja, v aumenta linealmente con el
S.
Pero cuando se aumenta la concentracién de S esta relacion comienza a no
cumplirse y v aumenta menos rapidamente que S hasta que una concentracion
bastante alta o saturante de S, v alcanza un valor limite denominado Vmayx, cOMo
se muestra en la figura 4 a). Se expresa cuantitativamente en la ecuacién de
Michaelis-Menten:

v=[Eo] [S] Kcat / Ky + [S]
La concentracion del sustrato a la que v= % Vmax se denomina Ky
Es util convertir la ecuacion de Michaelis-Menten en forma lineal, para analizar
los datos y nos permitird detectar desviaciones del comportamiento ideal.
Como se muestra en la figura 4 b).
El método mejor conocido es la grafica de dobles reciprocos de Lineweaver-
Burk.
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Velocidad maxima ( Vmax)

Pendiente = Km / Vmax

-
-~ ‘9
- E
o -
E '
l.E E
E 3 1/2 Vmax ©
s [/ E
E |/ Z
2| o
>
2 | <
\ 1/ Vmax
!
Km [Sustrato] (mM) -1/ Km 1/ [Sustrato] (1/ mM)

Figura 4. a) Modelo de Michaelis — Menten, efecto de la concentracion de
sustrato sobre la velocidad de una reaccién catalizada enzimaticamente. b)

Modelo de Lineweaver — Burk, doble reciproca.

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las enzimas poseen un pH caracteristico al cual su actividad es maxima; por
arriba o por debajo de ese pH su actividad disminuye. La relacién entre pH y la
actividad de la enzima depende del comportamiento acido-base de la enzima o
sustrato. De esta forma, aunque la mayoria de las enzimas funcionan en un
rango de pH de 5 a 9, principalmente por su condicidon proteica, existen
extremos como la pepsina que funciona adecuadamente a pH 4.
Adicionalmente, el pH 6ptimo de una enzima esta relacionado a la fijacion del
sustrato a la enzima, la ionizacion del sustrato y la variacién de la estructura
proteica.

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LAS REACCIONES ENZIMATICOS.
La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa en
general con la temperatura, dentro del intervalo en que la enzima es estable y

permanece totalmente activa. La velocidad de muchas reacciones enzimaticas

19



se duplica aproximadamente, por cada 10 °C de aumento de la temperatura.
Aunque el coeficiente de temperatura Qqp, varia poco de una enzima a otra
segun la energia de activacion de la reaccion catalizada.
La temperatura 6ptima es el resultado de dos procesos

1) el incremento de la velocidad de reaccion con la temperatura

2) el incremento en la velocidad de desnaturalizacion térmica de la enzima

al sobrepasar una temperatura critica.

Sin embargo la mayoria de las enzimas se inactivan a temperaturas entre 55 y
60 °C. %
INHIBICION
Hay una gran variedad de compuestos capaces de combinarse con algunas
enzimas, aunque no todos trabajan como sustratos, por ejemplo algunos
bloquean la actividad catalitica de la enzima, estos compuestos son los
inhibidores. Ademas, la inhibicibn de algunas enzimas por metabolitos
especificos constituye un elemento importante en la regulacion del
metabolismo intermediario.
Los tres tipos principales de inhibicion reversible de las enzimas son:
competitiva, acompetitiva y no competitiva. Estos pueden diferenciarse
experimentalmente por los efectos que produce el inhibidor sobre la cinética de
reaccion de la enzima, la cual puede analizarse mediante la ecuacion basica de

velocidad propuesta por Michaelis-Menten.

Inhibiciébn competitiva
La caracteristica de la inhibicibn competitiva (figura 5), es que el inhibidor

puede combinarse con la enzima libre de tal modo que compite con el sustrato
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para unirse al centro activo. Un inhibidor competitivo reacciona reversiblemente
con la enzima para formar un complejo enzima-inhibidor (El).
E+l « EI

Utilizando la ecuacién de Michaelis-Menten se puede definir la constante del
inhibidor K

Ki=[E] 1]/ [El]
El valor de la Ky aparente del sustrato sera mayor que a la verdadera Ky al
aumentar el valor de la interseccion sobre el eje 1/ [S]. La pendiente de la
reaccion no inhibida es Ky / Vmax ¥ la pendiente de la recta para la reaccion
inhibida es:

K / Vimax (1+ [I] / K)
Un inhibidor competitivo se caracteriza por no afectar al valor de V.« indicativo

que no interfiere con la velocidad de ruptura del complejo enzima-sustrato.

1/ Vo = [(Km / Vmax) (1/ [S])] + 1/ Vmax
T Figura 5. Tipo de inhibicion
[

: competitivo. El inhibidor compite

1/ Vd por el sitio activo del enzima,

(1/p mol min™mg™ e
modificando la km pero no la

\Asin

1/ inhibidor Vmax. Gréafica de doble

Vmax

Pendiente = Km/ Vmax reciproca.

T/ TSustrato] (L7 mM)

Inhibicion acompetitiva
Este tipo de inhibicién (figura 6), el inhibidor se combina con el complejo

enzima-sustrato para formar un complejo inactivo enzima-sustrato-inhibidor:
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ES+l « ESI
La constante del inhibidor es:

Ky =[ES][1]/[ESI]
El grado de inhibicion puede aumentar cuando la concentracion del sustrato se
ve aumentada. Una de las caracteristicas de la inhibicion acompetitiva es que
las pendientes de las rectas permanecen constantes al aumentar la
concentracion del inhibidor, pero la Vinax decrece asi como el valor de la Km se

modifica.

1/ Vo = [(Km / Vmax) (1/ [S])] + 1/ Vmax

1/ Vo
( 1/ p mol min™mg™)

T 0

sin inhibidor

g

7

~

AV &
-1/Km 1 / [Sustrato] (1 /7 mM)

Figura 6. Tipo de inhibicién acompetitivo. El inhibidor no compite por el sitio
activo del enzima, se une al complejo ES y modifica tanto la Km como la

Vmax. Grafica de doble reciproca.

Inhibiciébn no competitiva
Un inhibidor no competitivo (figura 7), puede combinarse con la enzima o con el
complejo enzima sustrato. El inhibidor se une a un sitio en la enzima distinta al

centro activo. Esto a menudo deforma a la enzima y de esta manera no se
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puede ni formar ni descomponerse el complejo ES a su velocidad normal para
liberar los productos de reaccion. Sus efectos no se anulan al aumentar la
concentracion del sustrato.
El inhibidor produce dos formas inactivas:

E+l « EI

ES+l — ESI
Por lo tanto existen dos constantes del inhibidor:

K=, = [E][1]/ [EI]

KES! = [ES] [1] / [ESI]
En la inhibicion no competitiva la Vmax decrece y no puede restablecerse su

valor aunque la concentracion del sustrato se aumente.

fo

1/ Vo
(1/ p mol min"*mg™)

/

1 / [Sustrato] (1 /7 mM)

sin inhibidor

Figura 7. Tipo de inhibicibn no competitivo. El inhibidor se une a un sitio
distinto del activo, provocando un cambio conformacional en la estructura de la
enzima, evitando la formacién del complejo ES, no modifica la km pero si la

Vmax. Grafica de doble reciproca.
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OBJETIVOS

GENERALES
Purificar por procedimientos bioquimicos a las dos isoformas de lactato
deshidrogenasas de los cisticercos de T.solium

Caracterizarlas bioquimica y cinéticamente

ESPECIFICOS

I) Determinar las caracteristicas fisico-quimicas de las isoformas de LDHs en
cisticercos de T.solium:

a) El peso molecular nativo

b) La estabilidad a la temperatura

c) La estabilidad a diferentes pHs

d) El pH optimo de reaccion

e) Su punto isoeléctrico

[I) Determinar las caracteristicas cinéticas de las isoformas de LDHs en
cisticercos de T.solium
a) Constantes de Michaelis (Km)
b) Velocidad maxima de reacciéon (Vmax)

c) Constantes inhibitorias de la reaccién cinética (Ki) por diferentes inhibidores
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MATERIAL Y METODOS

PROCEDIMIENTO DE PURIFICACION DE
LAS LDHs DE CISTICERCOS DE Taenia
solium

-

Homogenizacion de los cisticercos

=

Ultracentrifugacion

@ @

Cromatografias
Sefarosa Q

LDH 1 LDH 2

a2 4

T
5
T

CM Sefarosa

-

PBE 94
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Obtencién de los cisticercos de T. solium

Decenas de gramos de cisticercos de T. solium se obtuvieron de cerdos de
diferente origen raza, sexo, edad y peso; los cuales se infectaron naturalmente
con T. solium.

Los cisticercos fueron extraidos por diseccion del musculo esquelético de los
cerdos, se les elimino los residuos de tejido del hospedero y se lavaron varias
veces con amortiguador de fosfatos 0.01M NaCl 0.015 M pH 7.2 (PBS), se

secaron con papel filtro y se mantuvieron en congelacion (-70°C) hasta su uso.

Obtencién de las fracciones de la LDH de cisticercos de T. solium

Extracto crudo

Cuarenta gramos de cisticercos de T.solium (peso humedo) en 15 ml de Tris
001 M pH 8 mas 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), se
homogeneizaron utilizando un homogenizador de tejidos (Polytron, Brinkman
Instruments) a 4 °C y con pulsos de 14000 rpm por minuto. Este proceso se
repitid al menos cuatro veces alternando con descansos de un minuto hasta
obtener una mezcla homogénea de los tejidos del parasito.

El homogenizado se ultracentrifugé a 105,000 g a 4 °C, por 40 min. El
precipitado (pp.) se desecho y el sobrenadante (Sn 1) se recuperd y filtro a

través de una membrana de Nitrocelulosa con poros de 0.22 ym (Millipore).

Precipitacion con Sulfato de Amonio
Con la finalidad de disminuir el volumen, asi como eliminar algunas proteinas
que no fuesen LDHs de la fraccion Sn1 ésta se sometié al procedimiento de

“salting out”.
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Este método consisti6 en adicionar en forma secuencial -crecientes
concentraciones de sulfato de amonio al Sn 1, medidas en % de sulfato de
amonio en relacion al volumen de la muestra. En el cuadro 1, se da un ejemplo
de este procedimiento. Cada adicion de sulfato de amonio a la muestra se
realizd lentamente y con agitacion constante a 4 °C durante 15 min.
Posteriormente esta fraccion se centrifugd a 8 g, por 20 min, a 4 °C. El
sobrenadante al 30 % se desechd y el precipitado se resuspendié en Tris 0.01
mM pH 8. De manera similar a la descrita, se realizaron las siguientes
adiciones del sulfato de amonio a la muestras hasta obtener una fraccion final
con sulfato de amonio al 70 %. Este precipitado al 70 % se dializd

exhaustivamente con Tris 0.01 M pH 8 para eliminar el sulfato de amonio.

Cuadro 1. Precipitacion con Sulfato de Amonio

Volumen Sulfato de Amonio  Sulfato de Amonio
(ml) (9) % final
Sn 1 16.6 2.92 30
Sn 2 16.5 2.07 50
Sn3 15.2 2.05 70
CROMATOGRAFIA

Sefarosa aminoetil cuaternaria (QAE)

Se utilizd un sistema de cromatografia liquida, utilizando una resina de
intercambio anidénico (Sefarosa QAE) de flujo rapido (Pharmacia Biotech).

Una columna cromatografica (2.6 x 11.5 cm.) con la resina mencionada se
equilibré con Tris 0.01 M pH 8. La velocidad del flujo fue de 1 ml / min. El pp. 70

% (1.8 mg / ml) se resuspendioé en 18 ml, se dializé exhaustivamente contra el
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amortiguador para equilibrar a la Sefarosa QAE y se paso por la resina. De
manera simultdnea al paso de las proteinas por la resina se colectaron
fracciones de 4 ml.

Después de excluirse de la columna las proteinas que no interaccionaron con
la resina se paso por la misma un gradiente de 0 — 0.3 M de NaCl en el mismo
amortiguador de equilibrio. Esto permiti6 obtener a las proteinas que
interaccionaron con la resina o fraccion eluida. La presencia de proteinas en
las fracciones cromatograficas se hizo utilizando un espectrofotdmetro
Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech) en celdas de cuarzo tomando lecturas a
280 nm. La evaluacion del gradiente salino se hizo midiendo la conductividad
en las fracciones eluidas con un conductivimetro YSI 3200 (Conductivity
Instrument). La mediciéon de la actividad catalitica se realizé6 a 340 nm vy el
procedimiento se describe mas adelante.

Las fracciones con actividad catalitica se juntaron en una misma muestra y
concentraron de 10 a 20 veces su volumen original en un sistema Amicon
(Amicon Millipore) de presién negativa con nitrégeno gaseoso, empleando una
membrana de nitrocelulosa con un tamafio de corte de 3,000 kD (Amicon
Millipore).

La fraccion excluida con actividad catalitica se denomin6 LDH 1 y la

equivalente en la fraccion eluida LDH 2.

Hidroxiapatita (HTP)

El siguiente paso de purificacion consistié en utilizar una columna (1.6 X 15 cm)

de HTP Tipo 1 (BioRad). La resina se equilibré con KoHPO4 0.01 M pH 7.
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Posteriormente, se cromatografiaron 4 ml (0.22 mg / ml) de LDH 1 previamente
dializados en el amortiguador para equilibrar a la columna. EI flujo de la
cromatografia fue de 1 ml / min y se colectaron fracciones de 2 ml. Para
obtener las proteinas adsorbidas a la HTP, inmediatamente después de
excluirse las proteinas que no interaccionaron con la resina, se utilizé un
gradiente de 0.01 - 0.5 M de K;HPO4 pH 7 en el amortiguador de equilibrio. Se
realizaron lecturas, de las maneras descritas previamente, tanto para
determinar la presencia de las proteinas, conductividad y actividad enzimatica
de las fracciones obtenidas en esta cromatografia.

Por otro lado, de la forma previamente descrita, 2.5 ml (3.5 mg / ml) de LDH 2
se cromatografiaron en la misma columna de HTP para su purificacion por esta

resina.

Carboximetil-sefarosa (CM-Sefarosa)

Las fracciones eluidas obtenidas de la columna de HTP que presentaron
actividad enzimatica para LDH 1 se juntaron y concentraron a 2.5 ml, en
Amicon y se dializaron contra de fosfato de sodio 0.01M pH 6.5.

Esta fraccion con 0.5 mg / ml se paso por una columna cromatografica (1.6 X
30 cm) de CM — Sefarosa flujo rapido (intercambiador catidnico) (Amersham
Pharmacia Biotech). La columna se equilibro previamente con fosfato de sodio
0.01M pH 6.5 y se corrié a un flujo de 40 ml / h colectandose fracciones de 2
ml. Las proteinas que se adsorbieron por la resina se eluyeron con un
gradiente de 0 — 0.7 mM de NaCl en el mismo amortiguador de equilibrio de la

resina. Se buscaron las fracciones con proteina a 280 nm y se determino las

29



fracciones con actividad para la LDH 1 a 340 nm. Las fracciones siguientes
después de iniciar el gradiente se realizo lectura de la conductividad.
Este mismo proceso fue utilizado para continuar con la purificacion de 2 ml a

0.75mg / ml de la fraccion con actividad para LDH 2.

CROMATOENFOQUE EN INTERCAMBIO DE AMORTIGUADORES

PBE 94

Para purificar la LDH 1 y LDH 2 de las fracciones obtenidas de la
cromatografia HTP (LDH 1) en funcion de su punto isoeléctrico (pl), estas
muestras se dializaron exhaustivamente en Imidazol 0.025 M pH 7.4, 4 °C y se
cromatografiaron en una resina de cromatoenfoque PBE 94 (Pharmacia
Biotech).

Se empacéd una columna cromatografica (1 X 9 cm) con esta resina y se
equilibré inicialmente con 1 ml de Polybuffer 74 pH 4 y posteriormente se paso
la muestra LDH 1 (7mg), al termino de esta se continu6 pasando un
amortiguador de Polybuffer 74 a una dilucién 1:8 con agua desionizada pH 4.
La fraccion LDH 2 (5mg) se obtuvo de una cromatografia de Sefacryl S200.

Se colectaron fracciones de 2 ml con un flujo de 6 ml / h se hizo lectura a 280
nm para determinar presencia de proteinas y después se realizo la medicion de
el valor del pH de cada fraccion utilizando un potencidmetro (Hanna
Instruments) y por ultimo se realizaron ensayos a 340 nm para encontrar la

fracciones con actividad para LDH.
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Sefacryl S200

Para determinar el peso molecular nativo de la LDHT.s se utilizé una
cromatografia de filtracion o de exclusion molecular. En una columna
cromatografica (1 X 60 cm) se empacaron 36.6 ml de la resina Sefacryl S200
de alta (Amersham Biosciences) y se equilibraron con Tris 0.01 M, NaCl 0.15
M, pH 7.2.

Inicialmente, se calibré la columna con diferentes pesos moleculares de valores
conocidos (cuadro 2). Con estos datos y empleando la formula Kav, para cada
proteina control su coeficiente de particion (Kav). Posteriormente se construyé
una grafica con los valores de los Kavs en la ordenada frente al logaritmo de
sus correspondientes pesos moleculares en las abscisas. Se trazé una recta
que pasara por el mayor numero de los puntos formados en la grafica.

Férmula para determinar Kva:

Kva=Ve -Vo/Vt-Vo

Cuadro 2. Pesos moleculares de las proteinas controles del peso molecular.

Proteina Mg Peso (kDa)
Gamma globulina 1.09 150,000
Albumina sérica humana 0.5 66,000
Ovoalbumina 10 45,000

Lactato Deshidrogenasa - -
Anhidrasa carbonica 0.75 30,000
Lisozima 0.75 14,000
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Posteriormente 650 ul del Sn 1 de cisticercos de T.solium se fraccionaron con
un flujo de 4.8 ml / h colectando fracciones de 0.8 ml. Se determiné la
presencia de proteina y actividad para la LDH a 280 nm y 340 nm
respectivamente y con esta informacion se determiné su Kva. El valor del peso
molecular de la LDH de T. solium se obtuvo al extrapolar su valor de Kav en el
eje de las abscisas o de los valores de los pesos moleculares con la ayuda de

la recta que se trazé en la grafica.

Andlisis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Para este fin se empleo el método de Laemlli (1970) utilizando el sistema
Protean Il (Bio-Rad). Se prepararon geles de poliacrilamida 15 %. Cada gel se
construyo con un gel de separacion aunado con un gel de concentracion para
correr hasta 10 diferentes muestras proteicas. Cada gel se corrié a 100 volts,
30 mAmp durante 90 min a temperatura ambiente.

Al término de la electroforesis el gel se tifio con azul de Comassie por 30 min,

después se destifio del colorante con acido acético al 10 %.

Determinacién de la concentracion de proteina

Se cuantificd la concentracién de proteina en las diferentes etapas de la
purificacion de la LDHs por el Método de Lowry. Se construy6 una curva patrén
empleando a la albumina sérica bovina como proteina control. Las lecturas de
las muestras controles y experimentales se realizaron 600nm utilizando una

celda de cuarzo y un espectrofotometro.
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Determinacioén de la actividad de LDH
Reduccién del Piruvato

Reactivos:

Amortiguador de Fosfatos Na;HPO, - K H,PO4 60 mM, pH 7.2

Solucion A) Nadh 0.01 M

Solucion B) sal monosaddica de piruvato 0.1 M

Reactivo de solucion Ay B en 1 ml de amortiguador de fosfatos cada uno

Procedimiento:

Se utiliza 1 ml por muestra de reaccién
e 920 - 975 pl de amortiguador de fosfatos
e 20 ul de la solucién A
e 10 ul de la solucién B

e 5-50 pl de laenzima

Se registra el decremento de la absorbancia a 340 nm.

Oxidacion de Lactato
Reactivos: Amortiguador de Tris 100 mM, pH 8.8
Soluciéon A) L-Lactato 0.5 M

Solucion B) Nad 0.1 M

Reactivo Ay B en 1 ml de amortiguador de Tris cada uno

Procedimiento: Se utiliza 1 ml por muestra de reaccién
e 845 — 800 pl de amortiguador de fosfatos
¢ 100 pl de la solucién A
e 50 ul de la solucién B
e 5—50 pl de la enzima

Se registra el incremento de la absorbancia a 340 nm.
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Determinacion del pH 6ptimo de reaccion para la frLDHTs

Para la determinacion del pH 6ptimo de reaccion de las LDHs se realizaron
ensayos enzimaticos en el sentido de la reaccion de reduccion del piruvato
utilizando NADH y piruvato como sustratos en concentraciones ya descritas
anteriormente y empleando diversos pHs (4 — 12) (Cuadro 3) en el
amortiguador de ensayo. La concentracion para LDH 1 fue de 5.6 uyg/ mly

para LDH 2 de 2 ug/ ml.

Cuadro3. Amortiguadores y sus diferentes pHs.

pH
Amortiguador
(Rangos)
Citrato de Sodio (50mM) —
40-6.0
acido citrico (50mM)
6.5-8.0 fosfato de sodio (50mM)
8.5-12 Tris (50mM) - HCI

Determinacion de la estabilidad de la frLDHTs en funcion del pH.

Para evaluar la estabilidad de la enzima en funcién del pH se utilizaron varias
alicuotas de la fraccion LDH 1(5.6 pg / ml) y solubles en amortiguadores con
diferentes pHs (Cuadro 3).

Cada alicuota de LDH 1(5.6 ug /10 pl) o de LDH 2 (2ug / 10 pl)  se incubd en

un microtubo Minicon Eppendorf con 200 pl de uno de los amortiguadores con
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pH especifico durante 2 hrs. Después cada alicuota se concentro 20 veces su
volumen inicial centrifugando en una microfuga. La enzima se recupero en la
parte superior de la membrana del microtubo Minicon para realizar los ensayos
enzimaticos en el sentido de la reduccién del piruvato en el amortiguador de

ensayo a pH 6.5.

Estabilidad de la frLDHTs a diferentes temperaturas

La estabilidad de la LDH a diferentes temperaturas se analizé por estudios de
cinética enzimatica. Diversas alicuotas de la enzima parasitaria (5.6 ug c/u), se
incubaron durante 10 minutos, cada una en el amortiguador de ensayo
correspondiente para la reduccién del piruvato, ajustados a una temperatura
especifica. El intervalo de temperatura empleado fue de 5 — 70 ° C (ciudad de
México) y en el analisis se consideraron intervalos de 5 ° C. Después de la
incubacion se adiciond el sustrato correspondiente (nadh 0.2 mM vy piruvato 1
mM), y se registro el cambio de absorbancia a 340 nm. Este mismo proceso se

realizo con la fraccion LDH 2 utilizando 2 pg en cada alicuota.

Determinacion de Ky Y Vimax

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 piruvato y determinacion de la Km (iruvato) Y VMaXx (piruvato), S€
mantuvo fija la concentracion de la LDH 1 (5.6 ug) y a saturacion la del NADH
(0.2 mM), mientras que la concentracién del piruvato se varié en un intervalo

de 0.01 a 2.25 mM (cuadro 4). Para determinar las constantes cataliticas
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correspondientes para el NADH, se realizaron ensayos similares a los
anteriores variando la concentracién del NADH en un intervalo de 0.01 a 0.4
mM, y manteniendo a saturaciéon la del piruvato (1 mM), (cuadro 4). Para
obtener los datos correspondientes al sentido de la oxidacion del lactato y
determinacion de Km (jactato) Y VMax (actato) S€ mantuvo fija la concentracion de
la LDH 1 (5.6 pg) y a saturacion la del nad (1 mM), mientras que la
concentracion del lactato se varié en un intervalo de 1 a 100 mM (cuadro 4).
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 0.005 a 10 mM, manteniendo a saturacién al lactato (50

mM), (cuadro 4).

Para determinar de la Km (irwvato) Y VMax pirwvatoy de LDH 2 se realizaron
ensayos en el sentido de la reduccion del piruvato y se mantuvo fija la
concentracion de la LDH 2 (11 pg) y a saturaciéon la del NADH (0.2 mM),
mientras que la concentracién del piruvato se varié en un intervalo de 0.025 a
3 mM (cuadro 4). 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
saturacion la del piruvato (1 mM), (cuadro 4). Para obtener los datos
correspondientes al sentido de la oxidacion del lactato y determinacion de la
KM (actato) Y VMAaX (actato), S€ Mantuvo fija la concentracion de la LDH 2 (11 pg) y
a saturacion la del NAD (1 mM), mientras que la concentracidon del lactato se
vario en un intervalo de 1 a 100 mM (cuadro 4). Para determinar las constantes

cataliticas correspondientes para el nad, se realizaron ensayos similares a los
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anteriores variando la concentracion del nad en un intervalo de 0.005 a 20 mM,

manteniendo a saturacién al lactato (50 mM), (cuadro 4).

Cuadro 4.Rangos de las concentraciones de los sustratos utilizados

para determinar Kmy Vmax de LDH 1y LDH 2.

Reduccién de piruvato Oxidacion de lactato

NADH 0.2 mM NAD 1 mM
Piruvato 0.01 -3 mM Lactato 1-100 mM

Piruvato 1 mM Lactato 50 mM
NADH 0.005-0.5mM NAD 0.005-20 mM

Para determinar los valores de las constantes cinéticas se utilizo la ecuacion de
Michaelis — Menten y se construyeron graficas de Lineweaver — Burk con los
valores inversos de las velocidades iniciales frente a los valores inversos de las
concentraciones de los sustratos. De estas graficas la pendiente de la recta es
la Km / Vmax el interceptor de la recta en la ordenada es la 1 / Vmax y el

intercepto de la recta en la abscisa es la -1 / Km.

37



Ensayos de inhibicion de la actividad catalitica de la frLDHTs

Los estudios de inhibicion se desarrollaron para determinar los valores de |5
de p-hydroxymercuribenzoate y oxalato sobre la LDH parasitaria por el
procedimiento descrito Tahir, M., K., and Mannervik, B. 1986.%

La Isp se define como la concentracién de inhibidor necesaria para producir el
50% de inhibicion en el ensayo enzimatico estandar.

Se utilizaron concentraciones variables de inhibidores diluidos en el
amortiguador de ensayo (Cuadro 5). El inhibidor se adicion6 al amortiguador de
ensayo asi como los sustratos correspondientes (descrito anteriormente); la
mezcla se dejo equilibrar por unos segundos y se inicid la reaccion al agregar
LDH, el volumen final de la reaccion fue de 1 ml. El cambio de absorbancia se
registro a 340 nm durante tres minutos. Estos ensayos se realizaron tanto en la
reduccion del piruvato como en la oxidacion del lactato.

Se utilizo LDH 1 (5 pg) y LDH 2 (55 pg) para ser inhibidos con p —
hydroxymercuribenzoate (Cuadro 5); LDH 1 (5.6 pg) para ser inhibido con
oxalato (Cuadro 6) y se utilizo un extracto crudo para ser inhibido con acido
oxamico (Cuadro 7).

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 Isp se determiné al interpolar del punto de la grafica que definié el

50% de actividad especifica al de la concentracion de inhibidor.
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Cuadro 5. Isp p-hydroxymercuribenzoate

INHIBIDOR

p-hydroxymercuribenzoate

CONCENTRACION
(mM)

Reduccién de piruvato LDH1
Oxidacion de lactato
Reduccién de piruvato LDH2

Oxidacion de lactato

0.01-3
01-3
0.005-2
0.1-4.5

Cuadro 6. 5o Oxalato

INHIBIDOR LDH1

CONCENTRACION

Oxalato (mM)
Reduccion de piruvato 0.05-10
Oxidacién de Lactato 0.1-15

Cuadro 7. lso Acido Oxamico

INHIBIDOR ESTRACTO CRUDO

CONCENTRACION

Acido Oxamico (mM)
Reduccion de piruvato 0.005-40
Oxidacion de lactato 0.005- 30
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Inhibicion por sustrato

Con la finalidad de evaluar el efecto inhibitorio de altas concentraciones de
sustratos sobre la LDH del parasito, se realizaron ensayos de velocidad inicial
en presencia de altas concentraciones de sustratos (Cuadro 8). EI
procedimiento realizado para este estudio fue similar al efectuado para obtener
las Isp de p-hydroxymercuribenzoate y oxalato anteriormente descrito. En este

paso se utilizo LDH 1 (5.6 pg) para cada ensayo.

Cuadro 8. Concentracién de sustratos

SUSTRATOS CONCENTRACION (mM)
NADH (Reduccién de piruvato) 0.05-1
Piruvato (Reduccién de piruvato) 0.25-70
NAD (Oxidacién de Lactato) 30-100
L-Lactato (Oxidacion de Lactato) 200 - 800

40



Resultados

Purificacion de las LDH 1y 2 de T. solium

Por la secuencia los procedimientos de purificacién bioquimicos a que fue
sometido el Sn 1 o extracto crudo de los tejidos de los cisticercos: precipitacion
con sulfato de amonio, cromatografias de intercambio anidnico, de
hidroxiapatita, de intercambio cationico, cromatéenfoque y de exclusién de
pesos moleculares se logré purificar a homogenidad a la LDH 1y semipurificar

ala LDH 2 de cisticercos de T. solium.

Precipitacion con Sulfato de Amonio

La actividad de LDH en el Sn 1 se incrementé en todos los precipitados
obtenidos con sulfato de amonio llegando a su maximo en el Sn 30 % y pp 70
%. Esto quiere decir que en ambas muestras existieron altas concentraciones
de la enzima. Por eso se siguio la concentracion al 70% de sulfato de amonio
de esta sal (Cuadro 9).

Cuadro 9. Comparacion de diferentes porcentajes de sulfato de amonio
adicionados al Sn 1 y subsecuentes precipitados de cisticercos de T.solium.

Actividad de LDH realizada en el sentido de la reduccién del piruvato.

" % de precipitacion con sulfatoc  cambio de absorbancia/min
de amonio 340 nm
Sn 0.421
Pp 30% 0.2
Sn 30% 0.97
Pp 50% 1.05
Sn 50% 0.15
Pp 70 % 0.55
Sn 70% 0.002
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Sefarosa QAE

Los resultados de esta cromatografia indican la presencia tanto de un grupo de

proteinas que se excluyeron de la columna por presentar cargas positivas

netas como aquellas con cargas negativas que se fueron eluyendo de la resina

conforme se incrementd las fuerza idnica del gradiente salino. En ambas

fracciones se presento6 actividad de LDH, de esta forma la fraccion excluida se

denomind LDH 1 y la eluida LDH 2. Resultados similares se obtuvieron en diez

diferentes replicas de este tipo de cromatografias (Figuras 8 — 14).
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Figura 8. Cromatografia donde se utilizo 264 mg del pp al 70 % con sulfato de

amonio. En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 9 cm). Absorbancia a 280

nm (m) Actividad enzimatica
Conductividad ( — ).

(™) de LDH 1(

) y LDH 2(—=).
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Figura 9. Cromatografia donde se utilizo 308 mg del pp al 70 % con sulfato de
amonio. En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 13 cm). Absorbancia a 280
nm (m) Actividad enzimatica (®) de LDH 1( ) y LDH 2(~—).
Conductividad ( —).
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Figura 10. Cromatografia donde se utilizo 50 mg del pp al 70 % con sulfato de
amonio. En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 19 cm). Absorbancia a 280
nm (m) Actividad enzimatica (*) de LDH 1( ) y LDH 2 (==).
Conductividad ( —).

43



Absobancia 280nm
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Figura 11. Cromatografia donde se utilizo 32 mg del pp al 70 % con sulfato de

amonio. En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 9 cm). Absorbancia a 280
nm (m) Actividad enzimatica (®) de LDH 1(
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Figura 12. Cromatografia donde se utilizo 41 mg del Sn 1. En una columna de
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Figura 13. Cromatografia donde se utilizo 51 mg del Sn 1 al que se le adiciono
DTT y EDTA (1 mM). En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 18 cm).
Absorbancia a 280 nm (m) Actividad enzimatica (®) de LDH 1(
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Figura 14. Cromatografia donde se utilizo 129 mg del Sn 1 al que se le
adicioné DTT y EDTA (1 mM). En una columna de Sefarosa QAE (2.6 — 22 cm).
Absorbancia a 280 nm (m) Actividad enzimatica (*®) de LDH 1(

2(=—=). Conductividad (- ).

) y LDH
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Al cromatografiar LDH 1, proveniente de Sefarosa QAE, en la resina de
hidroxiapatita se obtuvo la actividad de LDH en las fracciones eluidas con un
gradiente salino. En todas las replicas que se realizaron con esta resina se
mostré el mismo comportamiento cromatografico consistente en obtener las
fracciones con actividad de LDH eluidas en un rango de 18 — 36 mS.
Adicionalmente, también se encontré la eliminacion de una gran cantidad de

proteina en la fracciéon excluida (Figuras 15 — 18).
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Figura 15. Cromatografia donde se utilizo 24 mg LDH 1 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 10 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1( )- Conductividad ( —).
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Figura 16. Cromatografia donde se utilizo 1.4 mg LDH 1 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 10 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1( ). Conductividad ( —).
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Figura 17. Cromatografia donde se utilizo 40 mg LDH 1 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 8 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1( ). Conductividad ( —).
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Figura 18. Cromatografia donde se utilizo 0.88 mg LDH 1 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 10 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1( )- Conductividad ( —).

Cuando la LDH 2, obtenida de la columna de Sefarosa-QAE, se cromatografio
en hidroxiapatita se obtuvieron dos grupos de proteinas. Aquellas excluidas y
sin ninguna actividad para LDH y las que presentaron actividad en las
fracciones eluidas. La LDH 2 fue eluida en el rango de 4 — 31 mS (Figuras 20
- 23). También se obtuvo a la LDH 2 eluida con un pulso de fosfato de potasio

de 0.3 M que correspondio a una conductividad de 50 mS (Figura 19).
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Figura 19. Cromatografia donde se utilizo 37 mg LDH 2 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 10 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica () de LDH 2(~—=).
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Figura 20. Cromatografia donde se utilizo 254 mg LDH 2 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 18 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 2 (=—). Conductividad (- ).
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Figura 21. Cromatografia donde se utilizo 5.2 mg LDH 2 proveniente de
Sefarosa QAE. En una columna de HTP (1.6 — 16 cm). Absorbancia a 280 nm
(m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 2(=—). Conductividad ( —).
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Figura 22. Cromatografia donde se utilizo 9 mg LDH 2 proveniente de Sefarosa
QAE. En una columna de HTP (1.6 — 10 cm). Absorbancia a 280 nm (m)
Actividad enzimatica (* ) de LDH 2(=—=). Conductividad ( — ).
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Figura 23. Cromatografia donde se utilizo 2.5 mg LDH 2 proveniente de CM-
Sefarosa. En una columna de HTP (1.6 — 12 cm). Absorbancia a 280 nm (m)
Actividad enzimatica (*® ) de LDH 2(=—=). Conductividad ( — ).

Para evaluar si la resina de intercambio cationico CM-Sefarosa mejoraba el
proceso de purificacidon de las enzimas en comparacién con la Sefarosa QAE,
se cromatografiaron diversos lotes de Sn 1 de los cisticercos en la mencionada
resina. La fraccién con actividad para la enzima LDH 1 que se consigui6é del
paso anterior al pasarlo por CM Sefarosa, interactué con la resina por lo que se
obtuvo fracciones excluidas sin actividad para LDH y las proteinas que
interactuaron con la resina se eluyeron con un gradiente NaCl 0 — 0.7M vy las
fracciones eluidas que presentaron actividad se concentraron a un volumen

final de 2ml (Figuras 24 — 27).
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Figura 24. Cromatografia donde se utilizo 8 mg LDH 1 proveniente de HTP. En

una columna de CM-Sefarosa (1.6 — 15 cm).
Actividad enzimatica (* ) de LDH 1(
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). Conductividad ( — ).
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Figura 25. Cromatografia donde se utilizo 17 mg LDH 1 proveniente de

Sefarosa QAE. En una columna de CM-Sefarosa (1.6 — 30 cm). Absorbancia a

280 nm (m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1(

). Conductividad ( —).
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Figura 26. Cromatografia donde se utilizo 2.39 mg LDH 1 proveniente de

Sefarosa QAE. En una columna de CM-Sefarosa (2.6 — 11 cm). Absorbancia a
280 nm (m) Actividad enzimatica (* ) de LDH 1(

). Conductividad ( —).
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Figura 27. Cromatografia donde se utilizo 32 mg LDH 1 proveniente de

Sefarosa QAE. En una columna de CM-Sefarosa (2.6 — 11 cm). Absorbancia a
280 nm (m) Actividad enzimatica (*® ) de LDH 1(

). Conductividad ( —).
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En cuanto a la fraccion LDH 2 que se paso por CM Sefarosa, no interactio con

la resina y la enzima queda en las fracciones excluidas, a las que se les hizo

ensayo enzimatico y se concentraron a 2ml (Figura 28).
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Figura 28. Cromatografia donde se utilizo 5 mg LDH 2 proveniente de

Sefarosa QAE. En una columna de CM-Sefarosa (1.6 — 9 cm). Absorbancia a

280 nm (m) Actividad enzimatica (*® ) de LDH 2(=—). Conductividad ( — ).

Cuando se paso la muestra LDH 1 por PBE 94 la enzima

interactud con la

resina, saliendo esta en las primeras fracciones obteniendo un valor del pH de

7.3 como se muestra en la figura 29. Para LDH 2 valor de pH 8 fue de

mostrado en la figura 30.
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Figura 29. Cromatografia donde se utilizo 7 mg LDH 1 proveniente de CM-

Sefarosa. En una columna de PBE (1.6 — 8.5 cm). Absorbancia a 280 nm (m)
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Figura 30. Cromatografia donde se utilizo 5 mg LDH 2 proveniente de Sefacryl
S200 En una columna de PBE (0.9— 18 cm). Absorbancia a 280 nm (m) y la

actividad enzimatica (*) de LDH 2 (=) asi como la medicion de pH (o).
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En el analisis de la electroforesis proteica se observa como se va purificando
parcialmente la enzima en cada uno de los pasos de purificacion como se ve
en las figuras 31, 32.

A B C D E F G

97
66

45

30

20

Figura 31. Analisis del proceso de purificacién de las LDH 1 y LDH 2 por
PAGE-SDS al 15 %. Columna (A) PM, (B) Sn, (C) pp 70%, (D) LDH 1 excluida
de Sef Q, (E) LDH 2 eluida de Sef Q, (F) LDH 2 eluida de HTP, (G) LDH 1

eluida de HTP. Todas las muestras se redujeron con 1 % de 3-mercaptoetanol
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Figura 32. Analisis de la pureza de la LDH 1 por PAGE-SDS al 15 %. Columna

(A) PM, (B) LDH 1. La muestra se redujo con 1 % de R-mercaptoetanol.
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Cuadro 10. Resumen purificaciéon de las dos isoformas de LDH de cisticercos

de T.solium

Volumen Proteina Actividad Actividad ..
Rendimiento

Fraccién total total especifica Total (%) Purificacion
(ml) (mg) (U/mg) (mU)

Sn 72 576 4 2304 100 1
pp 70% 16.5 528 7 528 22 1.75
Sefarosa
Q LDH1 2.4 24 7 24 1 1.75
Sefarosa
Q LDH2 3.4 34 10 170 7 25
HTP 2
LDH1 14 0.7 73 51 18
HTP
LDH?2 0.36 3.96 16 63 3 4

Determinacién del peso molecular nativo de la frLDHTSs.
Mediante la cromatografia de filtracion (Sefacryl S200) por el cual se pasaron

diferentes proteinas se calculo Kav obteniendo los siguientes resultados:

Gamma Globulina Kva = (16.8 -14.4) / (36.6-14.4) = 0.108
Albumina Kva = (25.6 -14.4) / (36.6-14.4) = 0.5
Ovoalbumina Kva = (29.6 -14.4) / (36.6-14.4) = 0.68

Lactato Deshidrogenasa Kva = (20 -14.4)/ (36.6-14.4) = 0.25
Anhidrasa Carbénica Kva = (35.2-14.4) / (36.6-14.4) = 0.93

Lisozima Kva = (48 -14.4) / (36.6-14.4) = 1.51

Estos datos obtenidos de Kva se traspolaron a una grafica para determinar el

peso moléculas de LDH como se muestra en la figura 34.
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Figura 34. Relacion entre los valores de Kav y sus correspondientes pesos
moleculares. A) Lisozima 14,000 kDa, B) anhidrasa carboénica 30,000 kDa, C)
ovoalbumina 45,000 kDa, D) albumina sérica humana 66,000 kDa, E) gamma
globulina 150,000 kDa. Al extrapolar el valor de Kav de la fracciéon con actividad
de LDH en el eje de las abscisas se observé que la LDH tiene un peso

molecular de aproximadamente 105,000 kDa.

Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de las LDHs

Se analizaron los datos de la actividad enzimatica de la LDH a diferentes pH se
obtuvo como resultado un pH optimo de 6 para LDH 1 (Figura 35) y de 6.5 para
LDH 2 (Figura 36), mientras que la proteina es mas estable a un pH de 6.5
para LDH 1 (Figura 37) y un pH 7 para LDH 2 (Figura 38). También se observa
el decremento de la actividad enzimatica hacia ambos lados donde se registro

la mayor actividad enzimatica. Esto en ambas LDHs
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Figura 35. La Grafica muestra el valor de pH 6.0 como el 6ptimo de la reaccion
catalitica parala LDH 1.
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Figura 36. La Grafica muestra el valor de pH 6.5 como el éptimo de la reaccion
catalitica parala LDH 2.
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Figura 37. Grafica que muestra la estabilidad de la LDH 1a pHs de 6 a 7.5.
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Figura 38. Grafica que muestra la estabilidad de la LDH 2 a pHs de 6.5 a 7.5.
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Estabilidad de la actividad de LDH a diferentes temperaturas
Tanto LDH 1 como LDH 2 fueron estables a la temperatura en un rango de 10

a 40 °C .Temperaturas mayores condujeron a la desnaturalizacion de las

enzimas (Figuras 39, 40).
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Figura 39. Temperatura optima de reaccidén catalitica de LDH 1, ésta se
observa en un rango de 5 a 40 °C.
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Figura 40. Temperatura optima de reaccidén catalitica de LDH 2, ésta se
observa en un rango de 5 a 35 °C.

Cuadro 11. Parametros fisicos de LDH 1 y LDH 2 en el sentido de reduccion de

piruvato.

PARAMETROS LDH Ts 1 LDH Ts 2
pH 6ptimo 6 6.5
Estabilidad pH 6.5 7
Temperatura optima de 5-40 5-35
reaccion °C

Determinacion de constantes cataliticas

La figura 41 presenta los resultados de la evaluacion del cambio de
absorbancia por unidad de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 1,
utilizando diversas concentraciones de NADH y a concentracion saturante del
piruvato. Las pendientes de las rectas se fueron incrementando conforme se

incrementd la concentracion de NADH, hasta no presentar cambios a niveles

62



de saturacién del piruvato, en reduccion del piruvato. La figura 42 muestra lo
descrito anteriormente utilizando piruvato a diversas concentraciones y NADH a
una concentracion saturante.

Para oxidacion de lactato se muestra en la figura 43 diversas concentraciones
de NAD y a concentracion saturante del lactato. Las pendientes de las rectas
se fueron incrementando conforme se incrementd la concentracion de NAD,
hasta no presentar cambios a niveles de saturaciéon del lactato. La figura 44
muestra lo descrito anteriormente utilizando lactato a diversas concentraciones
y nad a una concentracién saturante.

De manera similar, Las Figuras 45 — 48, presenta los resultados de las
reacciones enzimaticas de la LDH 2. Podemos observar en las graficas tanto
de LDH 1y LDH 2 tienen un comportamiento semejante.

Al analizar los datos de las LDHs en gréficas de la Vo frente a la concentracion
del substrato, se obtuvieron las Figuras 49, 51, 53, 55y 57,59, 61,63 para LDH
1 y LDH 2, respectivamente. Todas las graficas mostraron una hipérbola
rectangular con limites de Vmax y Km caracteristicas de enzimas que se
ajustan a la cinética de Michaelis-Menten. Para tener valores mas precisos de
las constantes cataliticas se construyeron graficos de Lineweaver-Burk con los
datos de las figuras mencionados anteriormente. La figura 50 muestra la grafica
de la doble reciproca para la LDH 1 frente a diversas concentraciones de
NADH. A partir del intercepto de la recta en el eje de las ordenadas se obtiene
un valor para la Vmaxnagny = 135 M mg'1 min™' mientras que el intercepto de
la misma recta pero en el eje de las abscisas permite calcular un valor para la
Kmqadny = 0.0098 mM. La figura 52 es la grafica de la doble reciproca

equivalente a la anterior, pero describe los valores en funcién de las
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concentraciones empleadas con piruvato. De esta forma se aprecia que la
VmaXpirato) = 156.25 M mg™” min” y la Kmpiruvato) = 0.103 mM. La figura 54
muestra la grafica de la doble reciproca para la LDH 1 frente a diversas
concentraciones de NAD. A partir del intercepto de la recta en el eje de las
ordenadas se obtiene un valor para la VmaXaq) = 27.58 uM mg'1 min™' mientras
que el intercepto de la misma recta pero en el eje de las abscisas permite
calcular un valor para la Kmpag) = 0.22 mM. La figura 56 es la grafica de la
doble reciproca equivalente a la anterior, pero describe los valores en funcién
de las concentraciones empleadas con lactato. De esta forma se aprecia que la
VMmaXactato) = 21.33 UM mg™ min™ y la KMt actato) = 2.59 mM.

La figura 58 muestra la grafica de la doble reciproca para la LDH 2 frente a
diversas concentraciones de NADH. A partir del intercepto de la recta en el eje
de las ordenadas se obtiene un valor para la VmaXagny = 79.09 uM mg'1 min
mientras que el intercepto de la misma recta pero en el eje de las abscisas
permite calcular un valor para la Kmpadgn) = 0.11 mM. La figura 60 es la gréafica
de la doble reciproca equivalente a la anterior, pero describe los valores en
funcién de las concentraciones empleadas con piruvato. De esta forma se
aprecia que la Vmaxpinvato) = 49.6 UM mg™' min™ y la Kmpiruvato) = 0.65 mM. La
figura 62 muestra la grafica de la doble reciproca para la LDH 1 frente a
diversas concentraciones de NAD. A partir del intercepto de la recta en el eje
de las ordenadas se obtiene un valor para la VmaXnaqy = 17.04 uM mg'1 min’
mientras que el intercepto de la misma recta pero en el eje de las abscisas
permite calcular un valor para la Kmnag) = 0.018 mM. La figura 64 es la gréafica

de la doble reciproca equivalente a la anterior, pero describe los valores en

64



funcién de las concentraciones empleadas con lactato. De esta forma se

aprecia que la VmaX(Lactato) = 15.87 pM mg™ min™ 'y la KmLactato) = 2.72 mM.
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Figura 41. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad

de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 1 en el sentido de la

reduccion del piruvato, utilizando diversas concentraciones de NADH y a

concentracion saturante del piruvato.
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Figura 42. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad

de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 1 en el sentido de la

reduccién del piruvato, utilizando diversas concentraciones de piruvato y a

concentracion saturante del NADH.
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Figura 43. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad

de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 1 en el sentido de la
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Figura 44. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad
de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 1 en el sentido de la
oxidacion de lactato, utilizando diversas concentraciones de lactato y a

concentracion saturante del NAD.
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Figura 45. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad
de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 2 en el sentido de la
reduccién del piruvato, utilizando diversas concentraciones de NADH y a

concentracion saturante del piruvato.
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Figura 46. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad

de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 2, en el sentido de la

reduccion del piruvato, utilizando diversas concentraciones de piruvato y a

concentracion saturante del NADH.
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Figura 48. Grafica en la que se observa el cambio de absorbancia por unidad

de tiempo de las reacciones enzimaticas de la LDH 2 en el sentido de la

oxidaciéon de lactato, utilizando diversas concentraciones de lactato y a

concentracion saturante del NAD.
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Figura 49. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km =

0.01 mM y Vmax = 132.38 yM mg™ min™" de la LDH 1, usando NADH como

sustrato.
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En la figura 50 se muestra una doble reciproca donde a diferentes
concentraciones de nadh, a partir del intercepto de la recta en el eje de las
ordenadas se obtiene un valor para la Vmaxnapx) = 135 uM mg™" min™ mientras
que el intercepto de la misma recta pero en el eje de las abscisas permite

calcular un valor para la Kmnapr) = 0.0098 mM.

Vmax=135.13
ymol mg-1 min-1

T T T T T T P-ooo T T T T T T T T

—f— —T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100

1/[NADH] ( mM )
Km= 0.0098 ( mM )

Figura 50. Grafica de Lineweaver-Burk, para obtener los parametros cinéticos
de Km = 0.0098 mM y de la Vmax = 135.13 uM mg" min™ para el NADH
usando la LDH 1.
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Figura 51. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km =
0.086 mM y de la Vmax = 141.27 yM mg™' min™, para el piruvato usando la
LDH 1.
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Figura 52. Grafica de Lineweaver-Burk, para obtener los valores de la Km =
0.103 mM y de la Vmax = 156.25 yM mg™" min"'para el piruvato usando la LDH
1.

71



N
@
|
|
|
]

Data: Data2_D
/ Model: MM
Equation: y=(V*X)/(K+X)
| Weighting:
| y No weighting

= )
o )
1 1
T —

e
N
|

Chi*2/DoF =3.19599
R"2 = 0.97547

pgmol mg-1 min-1

[o2)
|

\ 28.08595 +0.9383
K 0.19735 +0.03395

I
1

10

o4 g3 wm

[NAD] (mM )

Figura 53. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km =
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Figura 54. Grafica de Lineweaver-Burk para obtener los valores de la Km
0.22 mM y de la Vmax = 27.58 uM mg™" min™" para el nad usando a la LDH 1.
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2.59 mM y Vmax = 21.37 uM mg™" min™ para el lactato, usando a la LDH 1
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Figura 56. Grafica de Lineweaver-Burk, para obtener los valor de la Km = 2.59
mMy de la Vmax = 21.33 yM mg™' min™" para el lactato, usando a la LDH 1.
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Figura 57. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km

0.090 mM y Vmax = 72.30 uM mg™' min™' para el nadh usando a la LDH 2.
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Figura 58. Grafica de Lineweaver-Burk, para obtener el valor de la Km = 0.1159

mM y de la Vmax = 79.09 uM mg™ min™" para el nadh usando la LDH 2.
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Figura 59. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km =
0.046 mM y Vmax = 49.46 uM mg™' min™' para el piruvato usando a la LDH 2.
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Figura 60. Grafica de Lineweaver-Burk para obtener el valor de la Km = 0.065

mM y de la Vmax = 49.60 yM mg'1 min'1para el piruvato usando a la LDH 2.
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Figura 61. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km

0.113 mM y Vmax = 18.21 uM mg™" min™' del nad usando a la LDH 2.
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Figura 62. Grafica de Lineweaver-Burk para obtener los valores de la Km =

0.018 mM y de la Vmax = 17.04 pM mg™" min™" para el NAD usando a la LDH 2.

76



18- .
16+ .
n ] -
] =
14 -
- ] Data: Data4 B
= Model: MM
E 27 o/ Equation: y=(V*X)/(K+X)
- . ation: y
> / Weighting:
€ 109 / o y No weighting
s 1
SN Chi"2IDOF  =3.54202
1 RY2 = 079134
4 V. 1606979 106803
1/ K 314589 +1.32737
4
T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
[L-LACTATO] (mM)

Figura 63. Grafica de Michaellis — Menten para obtener los valores de Km =

3.14 mM y Vmax = 16.06 uM min™ mg™" para el lactato usando a la LDH 2.
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Figura 64. Grafica de Lineweaver-Burk para obtener los valores de la Km =

2.72 mMy de la Vmax = 15.87 uM mg™ min™" para el lactato usando a la LDH 2.
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Cuadro 12. Constantes cataliticas Kmy Vmax delas LDH 1y LDH 2 de T.s

LDHT.S 1 LDHT.S2
SUSTRATOS
Km (mM) Vma% - Km (mM) sz_a1x o
Mmol mg 'min pmolmg 'min
NADH 0.01 132.38 0.09 72.30
PIRUVATO 0.08 141.27 0.04 49.46
NAD 0.19 28.08 0.11 18.21
L-LACTATO 2.59 21.37 3.14 16.06

Estudios de inhibicion (lso , Ki y tipo de inhibicion)

En las figuras 65, 66 se presentan las graficas del porcentaje de la actividad
residual (% actividad) de la LDH 1 frente a las concentraciones de p-
hidroximercuribenzoato (p-hmb) en el sentido de la reduccién del piruvato y
oxidacion del lactato respectivamente. Los valores de las |sp obtenidos fueron
para reduccion de piruvato = 0.6 uM, oxidacion de lactato = 925.92 uM.

Las figuras 67 y 68 muestran los valores obtenidos de la Iso para reduccion de
piruvato = 0.079 uM y oxidacion de lactato = 0.260 uM cuando se empled a la
LDH 2.

Se observa que al utilizar mayor concentracion del inhibidor la velocidad de la
reacciéon disminuye.

Al usar el oxalato como inhibidor en una muestra de LDH 1, se obtuvieron los
valores de Isp = 0.36 uM y 3 pM para reduccion de piruvato y oxidacion de
lactato respectivamente (figuras 69, 70).

En las figuras 71, 72 aparecen las graficas de la actividad residual del extracto
crudo del parasito frente a concentraciones de acido omaxico mostrando los
valores de Isp para reduccion de piruvato = 0.73 pM y para oxidacién de lactato

=3 uM.
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Figura 65. Porcentaje de inhibicion residual obtenida por concentraciones

ascendentes de p- hmb asi como la Isp = 0.6uM. Para LDH 1 Reduccion de

piruvato.
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Figura 66. Porcentaje de inhibiciéon residual obtenida por

concentraciones

ascendentes de p- hmb asi como la Isg = 925.92 yM. Para LDH 1 oxidacion de

lactato.
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Figura 67. Porcentaje de inhibicion residual obtenida por concentraciones

ascendentes de p- hmb asi como la Isp = 0.07 yM. Para LDH 2, reducciéon de

piruvato.
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Figura 68. Porcentaje de inhibicién residual obtenida por concentraciones

ascendentes de p- hmb sobre la LDH 2 (Isp = 0.26 uM). Oxidacién de lactato.
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Cuadro 13. Valores de Isp desarrollados por

el p-hmb (p-

hidroximercuribenzoato) sobre las LDH 1 y LDH 2 en ambos sentidos de la

reaccion.
LDHT.s 1 LDHT.s 2
Log[p-hmb] pM Log[p-hmb]pu M
REDUCION DE
PIRUVATO 0.6 0.079
OXIDACION DE
LACTATO 925 0.260
Data: Data2_D
Model: Logistic
Equation: y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)"p)
100 {0 — - Weighting:
\\\\ y No weighting
80 Chi*2/DoF =29.09853
T . R"2 = 0.98678
% A1 105.85735 +8.32547
g 604 A2 126178 +8.27455
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Figura 69. Porcentaje de inhibicion residual obtenida por

concentraciones

ascendentes de oxalato sobre la LDH 1 (lso = 0.36 yM). Reduccion del piruvato.
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Figura 70. Porcentaje de inhibicion residual obtenida por

ascendentes de oxalato sobre la LDH 1 (Isp = 3.05 uM). Oxidacién del lactato.

concentraciones

Cuadro 14. Valores de Isp desarrollados por el oxalato sobre la LDH 1,

utilizando al oxalato como inhibidor.

LDHT.s 1
Log [ Oxalato] p M

REDUCION DE
PIRUVATO

OXIDACION DE
LACTATO

0.36
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Figura 71. Porcentaje de inhibicion residual obtenida por

log (Acido oxamico)u M

concentraciones

ascendentes de acido oxamico asi como la Isp = 0.73 pM. Para un extracto

crudo. Reduccion de piruvato. Realizado en el programa Origin Pro 7.
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Figura 72. Porcentaje de inhibicién residual obtenida por

Log (Acido oxamico) uM

concentraciones

ascendentes de acido oxamico asi como la Isp = 3.19 uM. Para un extracto

crudo. Oxidacion de lactato. Realizado en el programa Origin Pro 7.
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Cuadro 15. lsg de LDH de un extracto crudo de cisticercos de T.solium,

utilizando como inhibidor acido oxamico.

Ext[acto crudode T.s
Log [Acido Oxamico ]y M

REDUCION DE

PIRUVATO 0.73
OXIDACION DE ,
LACTATO

LDH 1 inhibicién por sustratos

También se obtuvo la inhibicién de la actividad enzimatica de LDH 1 por Ia
creciente concentracion de substratos con nadh (figura 73), piruvato (figura 74),
nad (figura 75) y lactato (figura 76), en un solo sentido de la reaccion

(Reduccion de piruvato).
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Figura 73. Inhibicion de la velocidad de reaccién obtenida por elevadas
concentraciones de NADH. Para LDH 1 Reduccion de piruvato. Realizado en

el programa Origin Pro 7.
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Figura 74. Inhibicion de la velocidad de reaccién obtenida por elevadas
concentraciones de NAD. Para LDH 1. Oxidacion de lactato. Realizado en el

programa Origin Pro 7.
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Figura 75. Inhibicién de la velocidad de reaccion obtenida por elevadas
concentraciones de lactato. Para LDH 1. Oxidacion de lactato. Realizado en el

programa Origin Pro 7.
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DISCUSION

Desde hace varios siglos, el cestodo T. solium es un parasito endémico en
paises subdesarrollados y en algunos desarrollados en las ultimas décadas se
ha observado un resurgimiento de esta parasitosis. En el mundo existen
actualmente 200 millones de personas infectadas por este helminto y se
producen 50 mil muertes al aio debido a su presencia en el mayor de los casos
en el sistema nervioso central.

El principal problema para la salud humana que produce T. solium es la
neurocisticercosis (NC). La NC puede ser una enfermedad cronica desgastante
y en ocasiones, como se menciond, fatal. Otros aspectos importantes donde
afecta esta parasitosis es tanto en el econémico, por el decomiso de la carne
de cerdo parasitada, como el cerdo es un eslabon vital para el ciclo biologico
de T. solium.

Debido a estas consideraciones es necesario instrumentar acciones enfocadas
al control de esta parasitosis.

Diversos autores han desarrollado diversos trabajos sobre el metabolismo
intermediario (MI) de los helmintos. El objetivo de esto es el de incidir en alguna
parte del Ml que permita obstruir o eliminar la producciéon de energia en estos
organismos de manera especifica. Asi, se tienen ejemplos de enzimas
parasitarias tanto de la glucdlisis como del ciclo de los acidos tricarboxilicos
que han sido evaluadas con este propdsito.

Sin embargo, practicamente no hay informacién sobre este tema en relacion a
T. solium. En nuestro laboratorio recientemente se ha iniciado un proyecto
dirigido a evaluar enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos con el fin
mencionado. Por procedimientos bioquimicos se purificé en forma homogénea
a la malato deshidrogenasa citosélica de cisticercos de T. solium cMDHTSs.
Esta enzima se caracterizo cinéticamente y con la informacién derivada de su
secuencia de amino acidos se logro clonar y caracterizar su gen. Esta ultima
informacion permitié construir a la proteina recombinante de la cMDHTSs la cual
esta siendo analizada con el interés de inhibirla con el uso de derivatizantes

quimicos que modifique su estructura molecular.
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Para ampliar las posibilidades de contar con un mayor numero de enzimas
candidatas que permitan controlar la produccidon energética de T. solium, en
este trabajo se decidié estudiar a la lactato deshidrogenasa citosdlica de
cisticercos de T. solium.

La lactato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.27), L-lactato: NAD" oxidoreductasea
(LDH), cataliza de manera reversible la transformacion del piruvato en acido
lactico la cual es la ultima reaccién de la via glicolitica. Las LDHs son enzimas
poliméricas compuestas de cuatro subunidades. Cada subunidad esta
codificada por diferentes genes con un alto grado de similitud y funciones.

Las LDHs son enzimas con funciones muy importantes en varias vias
metabdlicas. Principalmente ejerce su accion en la produccion energética en
condiciones anaerodbicas. También estas enzimas llevan a cabo la reaccidon
inversa de la gluconeogénesis durante el ciclo de Cori, donde se produce
glucosa y ATP a partir de compuestos diferentes de los carbohidratos. Ademas,
se ha observado que participa en la transferencia del acido lactico al interior de
la mitocondria el cual culmina como acetil Co A y asi ingresar al ciclo de los
acidos tricarboxilicos.

Las LDHs de los tejidos de los cisticercos de T. solium se obtuvieron a través
de un proceso bioquimico de purificacion de proteinas nativas. En el Sn 1
(extracto crudo de los cisticercos) se pudo demostrar la actividad catalitica de
LDH (Cuadro 9) sin poder definir en esta muestra la presencia de isoformas de
LDH. Sin embargo, al cromatografiar al Sn 1 en Sefarosa Q, se demostro la
presencia de dos isoformas de LDH, diferentes entre si por su carga eléctrica
neta. Esta observacion fue repetidamente consistente en las replicas
cromatograficas realizadas en Sefarosa Q. Asi, a la LDH excluida de la
Sefarosa Q y en consecuencia con carga positiva (catidénica) se denominé LDH
1, mientras que a la LDH aniénica o eluida de Sefarosa Q se nombr6é LDH 2.
Cuando LDH 1, obtenida de Sefarosa Q se cromatografio en una columna de
CM-Sefarosa (intercambiadora cationica), si interaccioné con la resina y solo se
desprendio de la misma con un gradiente salino, asi mismo no existidé ninguna
actividad de LDH en ninguna otra fraccion obtenida de la HTP. En relacién a la
LDH 2 salida de Sefarosa Q y cromatografiada en CM-Sefarosa no interaccion6
con la resina porque salié en la fraccion excluida de la columna. De forma

similar a la descrita para la previa cromatografia, tampoco se encontrd
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actividad de LDH en alguna otra fraccion derivada de esta cromatografia. Estas
observaciones confirman la presencia de dos isoformas de LDHs presentes en
los tejidos del parasito.

El analisis en geles de poliacrilamida (PAGE 15%) (Figura 31) de la fraccion
excluida de Sefarosa Q revel6 el enriquecimiento de una banda de ~ 35 kDa
que coincide con el reportado para las subunidades de LDHs de mamiferos.
Adicionalmente, en esta misma fraccion también se observaron otras bandas
de mayor y menor peso molecular que el mencionado para la LDH. Los datos
obtenidos de la fraccion eluida de Sefarosa Q en PAGE igualmente
presentaron una banda de ~ 35 kDa y un mayor numero de otras bandas
contaminantes en comparacion con la fraccion excluida.

Cuando las dos fracciones obtenidas en Sefarosa Q se cromatografiaron por
separado en columnas de HTP ambos resultados fueron similares en el sentido
de reflejar, para cada cromatografia, una sola fraccion eluida con actividad de
LDH (Figura 15). Sin embargo, este tipo de cromatografia fue mas eficaz para
purificar a la LDH 1 de sus contaminantes que para la LDH 2 (Figura 19).

La LDH 1 fue purificada a homogeneidad al pasar la fraccion con actividad de
LDH eluida de la cromatografia de HTP en una columna de exclusion por peso
molecular (Figura 31). La imagen del PAGE (Figura 32) muestra una sola
banda de ~ 35 kDa que coincide con la presencia de la actividad para LDH en
el ensayo tanto en la oxidacion del lactato como en la reduccién del piruvato.

El punto isoeléctrico de la LDH 1 fue de ~ 7.8 al analisis, de la fraccién obtenida
de una CM-Sefarosa y cromatografiada en la resina de PBE 98.

El analisis del proceso de purificacion (Cuadro 10) nos indica que la actividad
especifica tanto de la LDH 1 como de la LDH 2 se incrementé conforme se
pasé del Sn o extracto crudo hasta la ultima cromatografia realizada. De
manera inversa se mostrd con la actividad total en las mencionadas fracciones.
Por razones desconocidas la actividad de las enzimas fue disminuyendo
conforme se obtenia de manera mas pura a las enzimas. Esta observacion fue
similar a la obtenida por Marchat y col. 1996.

El analisis por geles de poliacrilamida de los diferentes pasos de purificacion
demostraron que la LDH 1 se purificé a homogeneidad mientras que la LDH 2

solo se logré semi-purificar (Figura 31).
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Las constantes cataliticas aparentes de la LDH 1 estan resumidas en el cuadro
12 y nos informan que estas dos enzima tiene una mayor afinidad por el
piruvato que por el acido lactico en una proporcién, para la LDH 1 de ~ 30
veces y para la LDH 2 de ~ 68 veces. Es decir, la LDH 2 resulté tener una
mayor afinidad para el piruvato que la LDH 1. Sin embargo, la velocidad de
reaccion para transformar al piruvato en lactato fue mayor en LDH 1 que en
LDH 2.

Estas constantes cataliticas resultaron ser similares con las publicadas tanto
para otros helmintos como mamiferos.®*

Muchos helmintos tienen, tanto la capacidad de fijar CO, via el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (CAT) como producir lactato via la fermentacién del acido
lactico. En T. solium se desconoce si tiene la secuencia completa del CAT. Sin
embargo, la alta produccioén de lactato y la gran actividad de LDH 1 y LDH 2,
demostrada por sus constantes cataliticas, sugieren que la fermentaciéon del
lactato podria ser la via predominante en la produccién de energia en este
cestodo.

La LDH 1 de T. solium fue inhibida, en ambos sentidos de sus reacciones
cataliticas, por el p-hidroxi-mercurio benzoato (p-hmb)*® y tales efectos
inhibitorios pudieron ser parcialmente revertidos por la adicion de compuestos
con grupos mercaptos como el ditiotreitol (DTT) en el orden de milimoles,
fendmeno similar como el demostrado en las LDHs de mamiferos.
Adicionalmente, LDH 1 y LDH 2 también fueron inhibidas por unas cuantas
micromolas tanto de oxamato como de oxalato. Es conocido que estos dos
compuestos quimicos son inhibidores especificos para las lactatos
deshidrogenasas, El oxamato es un analogo del piruvato y el oxalato impide la
oxidacion del acido lactico®. Particularmente, nuestros resultados relacionados
con la inhibiciéon de la enzima por el oxalato en el sentido de la reduccion del
piruvato fueron similares a los obtenidos por Winer y Schwert (1959).%” Era de
esperarse que este compuesto no inhibiese a la LDH del parasito en este
sentido de la reaccion, puesto que el oxalato impide la oxidacion del acido
lactico y no inhibiria al piruvato sino al acido lactico. Sin embargo, los autores
mencionan que se forman complejos ternarios inactivos entre la enzima el
piruvato y el oxalato (EPO) los cuales comparten una similitud estructural a los

complejos enzima lactato y oxalato inactivo (ELO) para explicar esta inhibicion.
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La LDH 1 del parasito también fue inhibida por altas concentraciones de
sustratos. Las gréaficas de la actividad enzimatica frente a la concentracién de
los sustratos en ambos sentidos de la reaccidn mostraron que la actividad
catalitica llega a un maximo en 0.1, 5.0, 40 y 1.5 mM de NADH, NAD lactato y
piruvato respectivamente. Asi concertaciones mayores a las mencionadas
decrecieron la actividad de la LDH 1. Estos resultados fueron similares a los
reportados para Molinema dessetae>®

En mamiferos el efecto inhibitorio por sustratos es mas obvio y pronunciado
con isoenzimas de musculo cardiaco (un tejido aerobio) que con las de
musculo esquelético (tejido anaerobio). Nuestros resultados sugieren que
nuestra LDH 1 fue similar a la LDH del musculo cardiaco de mamiferos que a la
del musculo esquelético. Esta inhibicion podria resultar de la formacién de
complejos ternarios abortivos LDH/NAD/piruvato y LDH/NAD/lactato. El
complejo LDH/NAD/piruvato es ventajoso en tejidos aerobicos (corazén y
cerebro), siendo capaz de retener cantidades significativas de piruvato, las
cuales pueden ser lentamente oxidadas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
resultando en la formacién de 4 a 6 moléculas de adenosina trifosfato (ATP) en
comparacion con 2 moléculas de ATP en la via glicolitica. El significado
bioldgico de esta observacion es que la primera via confiere una mayor ventaja
fisioldgica a los helmintos parasitos.

Este trabajo describe la informacion experimental relacionada con dos lactatos
deshidrogenasas de cisticercos de T. solium. Estas enzimas difieren en sus
caracteristicas bioquimicas y cinéticas. Su elevada actividad especifica de
cada una de ellas asi como alta capacidad del piruvato para inhibir a la LDH 1

permiten sugerir un papel importante en la obtencion de energia de T. solium.
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Conclusiones:

Se mostré la presencia de dos isoenzimas de LDH en cisticercos de Taenia
solium.

Se purifico y caracterizo cinéticamente dos isoformas de LDH en cisticercos de
T.solium

LDH-1 es principalmente catidnica mientras que la LDH-2 es anidnica.

Las dos LDHs tienen mejor afinidad al piruvato sobre el lactato.

Tanto LDH-1 como LDH-2 tienen valores de constantes cataliticas en el rango
de diversos organismos.

La LDH-1 se inhibi6 tanto por exceso de sustratos como por
p-hidroximercuribenzoato y oxalato como una caracteristica de las LDHs

La LDH-2 se inhibié con p-hidroximercuribenzoato

Las LDHs en un extracto crudo fueron inhibidas por acido oxamico

La informacién obtenida en este estudio podria ser util para entender la
produccion de energia del parasito y establecer diferencias con la de sus

huéspedes con fines profilacticos.
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Glosario de abreviaturas

Act Enz
Act total
ATP
CM-Sefarosa
DTT

E

EDTA
El

ES

ESI

HCI
HTP
kDa

Ki

Km

pp
SDS

Sn
LDHs
p-hmb
PMSF

Actividad enzimatica

Actividad total

Trifosfato de adenosina

Resina de intercambio i6nica de Sefarosa carboxil — metil
Ditiotreitol

Enzima

Etilanadiamina acido tetra-aceético
Complejo enzima — inhibidor
Complejo enzima - sustrato
Complejo enzima — sustrato — inhibidor
Acido clorhidrico

Hidroxiapatita

Kilodaltons

Constante de inhibicion
Constante de Michaelis — Menten
Punto isoeléctrico

Precipitado

Sodio dodecil sulfato
Sobrenadante

Lactato deshidrogenasas
P-hidroximercuribenzoato

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
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