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RESUMEN

Con el interés de avanzar en el conocimiento sobre los mecanismos desintoxicantes de los
cestodos Taenia solium y Taenia crassiceps, se evalud la capacidad de sus principales glutation
transferasas citosdlicas para catalizar é unir no cataliticamente productos de la peroxidacién
lipidica. Adicionalmente, se estudid el efecto competitivo entre la hematina y el 8-anilino-1-
naftalen sulfonato por el sitio no catalitico para la hematina de la glutatién transferasa de 26.5
kDa de cisticercos de Taenia solium.

En este trabajo se observé que las dos glutation transferasas mencionadas fueron capaces de
unir no cataliticamente a los productos de la peroxidacién lipidica trans,trans-2,4-hexadienal,
trans,trans-2,4-nonadienal, trans,trans-2,4-decadienal y al ethyl-trans-2-octenoate, asi como a los
acidos grasos araquidico y palmitico, precursores de perdxidos lipidicos. También se demostro a
través de espectroscopia de fluorescencia que la glutation transferasa de 26.5 kDa de cisticercos
de T. solium fue capaz de unir no cataliticamente al mas abundante derivado de la peroxidacién
lipidica (E)-4-Hydroxynonenal-dimethylacetal. Adicionalmente, se realizaron ensayos de
competencia entre la hematina y el 8-anilino-1-naftalen sulfonato demostrando al menos un sitio
de unién hidrofébico para la hematina presente en la enzima de T. solium.

Por otro lado, con estudios de fluorescencia intrinseca de las glutation transferasas se
determinaron las constantes de disociacidn y el nUmero de sitios de unién de los trans,trans-2,4-
dienales, el ethyl-trans-2-octenoate y los dcidos grasos para ambas enzimas y del (E)-4-
hydroxynonenal-dimethylacetal para la glutatidon transferasa de 26.5 kDa de cisticercos de T.
solium.

Los trans,trans-2,4-dienales fueron los Unicos capaces de apagar al 100% la fluorescencia
intrinseca de las dos glutation transferasas ademas de inhibir al 100% la actividad catalitica de
ambas enzimas, mientras que el ethyl-trans-2-octenoate sélo apagd el 44 y 73% de la
fluorescencia de las glutation transferasas de T. crassiceps y de T. solium respectivamente, aunque
logré inhibir al 100% la actividad catalitica de las dos glutation transferasas. Los acidos grasos,
apagaron entre el 10 y el 25% de la fluorescencia intrinseca de las glutation transferasas.

El tipo de inhibicidn que presentaron los trans,trans-2,4-dienales y el ethyl-trans-2-octenoate
fue no competitivo para las dos glutatiéon transferasas, excepto para el caso del ethyl-trans-2-
octenoate con la glutatién transferasa de cisticercos de T. crassiceps y del trans,trans-2,4-
decadienal con la glutatién transferasa de 26.5 kDa de cisticercos de T. solium, en estos dos
ultimos caso el tipo de inhibicién fue acompetitivo. Estos resultados sugieren que las glutation
transferasas de estos parasitos ademas de catalizar la unién del glutation con compuestos téxicos,
tienen la funcién de ligandina al unir de forma no catalitica a diferentes compuestos téxicos
indicando el uso de un doble mecanismo de desintoxicacion.



ABSTRACT

With the aim to clarify Taenia solium and Taenia crassiceps detoxification mechanism, we decided
to evaluate the catalytic or ligandin function of Ts26GST and one TcGST for lipid peroxide
products. Additionally, competitive effect for the Ts26GST no-catalytic site, between hematin and
8-anilino-1-naphthalene sulphonate, was evaluated.

We show, by fluorescence studies, that both transferases were able to bind in a non-catalytic
way the lipid peroxide products trans,trans-2,4-hexadienal, trans,trans-2,4-nonadienal,
trans,trans-2,4-decadienal and ethyl-trans-2-octenoate and arachidic and palmityc lipid acids as
lipid peroxide precursors. Fluorescent studies also indicated that Ts26GST bind (E)-4-
Hydroxynonenal-dimethylacetal, the most abundant lipid peroxide product in mammalian tissues,
in a similar way as the molecules described above.

Dissociation constant values (Kp) and ligand binding sites for Ts26GST and TcGST using the
lipid peroxides products and lipid peroxide precursors were determinate by intrinsic fluorescence
assays, for (E)-4-Hydroxynonenal-dimethylacetal only Ts26GST was evaluated.

Intrinsic fluorescence for both transferases was totally quenched by trans,trans-2,4-dienals.
Also these ligands inhibited the catalytic activity of Ts26GST and TcGST in a 100%.

ethyl-trans-2-octenoate although inhibited in 100% the catalytic activity of both transferases
only 44y 73% was able to quench the intrinsic fluorescence of TcGST and Ts26GST respectively.
Lipid acids were the lowest intrinsic fluorescence quenchers for the transferases getting a 35%
average for this inhibition. Non-competitive and uncompetitive types of inhibition were
developed by both transferases with the ligands.

These results suggest that both cestodes transferases not only work like enzymes but also as
binding non-catalytic proteins. So, T. solium and T. crassiceps may be detoxified in two ways when
they utilize these transferases.



1. Introduccion.
1.1. Historia

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 ultima se tratara de Taenia saginata y no
de T. solium debido a que los egipcios no consumian carne de cerdo (Grove D I. 1990). Un ejemplo
de estos documentos es el papiro de Eber de alrededor del aifio 2000 A.C. (Wadia N H, Singh G.
2002). Estos organismos recibieron nombres muy distintos dependiendo del lugar y la cultura en
la que fueron descritos, asi los griegos Hipdcrates, Aristételes 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
proglétido un gusano diferente los llamaron cucurbitines (Grove D I. 1990).

Fue Tyson en 1683 quien descubrié y describié la cabeza de T. solium terminando con un
periodo de mas de 2000 afios en los que éstas eran confundidas con T. saginata y Diphyllobotrium
latum (Tyson E. 1683).

En 1853, Van Beneden demostrd el desarrollo de los cisticercos en cerdos cuando después de
haber alimentado a un cerdo con huevos de T. solium, encontré durante la necropsia numerosos
cisticercos en los musculos del mismo (Van Beneden P J. 1854).

Mads adelante, Kuchenmeister en 1855 sefialé que las tenias se desarrollan a partir de los
cisticercos y un afio después comprueba y establece el ciclo biolégico del pardsito. Para lograr
esto, alimentd con cisticercos extraidos de carne de cerdo a algunos convictos condenados a
muerte; posteriormente, durante su autopsia descubrié en sus intestinos las formas adultas o
tenias del parasito (Kuchenmeister F. 1855, Gdmez Alanis A. 1994).

En 1933, Yoshino describié con gran detalle morfolégico el desarrollo de los cisticercos en
cerdos. Inicialmente se auto-infectd ingiriendo cisticercos para tener suficientes proglétidos vy
darselos a comer a diversos cerdos. Posteriormente, fue sacrificando a los puercos a diferentes
tiempos y estudiando histolégicamente el crecimiento de los pardsitos en los tejidos de su
huésped. De esta forma completd el paso de las formas oncosferales hasta las de cisticercos de
190 dias de crecimiento. Esto lo realizé durante el curso de su propia teniosis, que durd 2 afos,
posteriormente informd que durante este tiempo expulsaba de 1 a 5 progldtidos diariamente
(Yoshino K. 19344, Yoshino K. 1934b).

1.2. Clasificacidon taxondmica de T. solium y T. crassiceps

Subreino: Metazoarios

Phylum: Plathelmintos

Clase: Cestoidea

Subclase: Cestoda

Orden: Ciclophylidea

Familia: Taeniidae

Género: Taenia

Especie: Taenia solium (Cheng T. 1986)

Taenia crassiceps



1.3. Taenia solium: 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, sélo 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 intermediario, el cual alberga 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, sélo 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 como monos, perros, gatos, conejos, liebres, jabalis,
camellos, etc., incluyendo al ser humano (Abdussalam M, 1975; Craig F, 1970; Pearse V et al.,
1987; S de Aluja A et al., 1987 y Zbigniew SP, 2002).

El proceso de infeccién de la forma adulta en los humanos comienza, cuando una persona
ingiere carne infectada con cisticercos mal cocida, entonces el cisticerco ingerido es activado por
las enzimas digestivas y el jugo biliar, provocando la evaginacion del escélex. El escélex esta
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 T. solium esta constituida por un escélex o cabeza seguida del cuello, a
partir del cual se producen los proglétidos o segmentos (Smyth J D. 1969). El escélex tiene el
tamafio de una cabeza de alfiler y el resto del gusano presenta la apariencia de un listédn o de un
tallarin (Flisser A et al., 1997). Las ventosas y el rostelo son estructuras de fijacion que permiten
al gusano adherirse a la pared del intestino y absorber los nutrientes que necesita.

La forma adulta de T. solium mide entre 1.5 y 5 m de longitud, el escdlex posee cuatro
ventosas y un rostelo coronado por dos hileras de ganchos cuyo nimero puede variar entre 22 y
32, y su tamano entre 159 y 173 um (Willms K et al., 2006); sin embargo, también se ha descrito
gue la doble corona de ganchos estd compuesta por 11 a 14 ganchos largos (0.13-0.16 mm) en su
corona interna, y que la corona externa tiene igual numero de ganchos pero mas pequefios (0.1-
0.12 mm) (Yoshino K. 1933).

Al proceso por el cual la tenia crece se le conoce como estrobilaciéon y al conjunto de
proglétidos estrébilo. Los proglétidos se forman a partir de la region distal del cuello, cada
proglétido es un segmento independiente, los proglétidos mas alejados al escélex son los
proglétidos grévidos, mientras que los que se encuentran cerca del escélex son los inmaduros
(todavia no tienen desarrollados sus drganos 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 reproductora independiente, puesto
gue posee organos genitales masculinos y femeninos (Willms K et al., 2006). Los proglétidos
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terminales gravidos se llegan a observar aproximadamente en un tiempo de 3 a 4 meses posterior
a la implantacion de la tenia (Flisser A et al., 1997, Acha P N y Szyfres B. 1986).

Como se menciond anteriormente, la solitaria es un organismo monoico que puede
autofecundarse, cada proglétido puede contener varios miles de huevos y un humano teniasico
puede liberar de cuatro a cinco proglétidos por dia con el excremento (Willms K et al., 2006). Los
huevos son esféricos midiendo de 20 a 40 um y poseen varias envolturas, la mas externa es el
vitelo o cdpsula, constituido por células que forman un sincicio; sin embargo, no es muy comdn
encontrar huevos en la materia fecal que todavia estén cubiertos por el vitelo. La siguiente
envoltura o capa es el embriéforo, que es una estructura relativamente rigida que protege al
embrién mientras el huevo esta en el ambiente exterior (Flisser A et al., 1997).

El embriéforo estd formado por pequefios bloques proteicos unidos por un material
cementante, y este es producido por una envoltura celular mas profunda llamada célula
embrioforal. La ultima envoltura, es decir la envoltura mds interna es la membrana oncosferal que
rodea al embridn hexacanto, la cual es impermeable a las condiciones ambientales externas, pero
en contacto con la pancreatina se vuelve permeable permitiendo que el embrién expuesto se
active (Laclette JP et al., 1982).

Los cerdos adquieren la cisticercosis al ingerir materia fecal humana, que contiene huevos de
T. solium (Aluja A et al., 1987). 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 embrién hexacanto u
oncosfera se active y que una vez que lleguen al intestino, atraviesen la pared intestinal del
huésped para posteriormente distribuirse a través de los capilares sanguineos o linfaticos. Se
requieren de por lo menos 10 semanas posteriores a la ingesta de los huevos para que se
conviertan en cisticercos en los tejidos del huésped intermediario y/o humano (Willms K et al.,
2006).

La forma larvaria de la T. solium o cisticerco se constituye por una vesicula ovalada vy
translicida llena de liquido (de 0.5 a 2 cm de didmetro mayor), con un pequefio escdlex
invaginado (Slais J. 1970). La membrana que separa al metacestodo del huésped es un tegumento
citopldsmico y sincicial continuo en toda la parte externa de la pared vesicular. En ella se
presentan prolongaciones digitiformes llamadas microtricas o microvilli que son las que permiten
la absorcién de diversas moléculas como los nutrientes (Ramirez—Bon E et al., 1982). Debido a que
los cestodos carecen de tracto digestivo, éstos obtienen sus nutrientes y excretan sus desechos a
través de la superficie tegumental ayudandose para ello de las proyecciones digitiformes
designadas como microtricas (Willms K et al., 2006).

En el cerdo, los metacestodos de T. solium se alojan principalmente en el musculo y 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 se puede ver de forma resumida en la Figura 1.



Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. El ser humano es el huésped definitivo, mientras que el cerdo
es el intermediario. La teniosis se produce cuando el parasito 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). El 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 parasito 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 K et al., 2006).

1.4. Taenia solium: Teniosis y cisticercosis

Una de las dos infecciones que ocasiona T. solium es la teniosis. Se desarrolla cuando el
pardsito adulto se aloja en el intestino del ser humano. La teniosis suele ser generalmente
benigna y practicamente asintomadtica, presentando sélo escasos sintomas como constipacién,
diarrea, falta de apetito y pueden darse leves dolores estomacales (Reyes M A. 2000). Es debido a
esto, a que el portador, desconociendo su enfermedad se convierte en un grave foco de infeccién
ya gue un tenidsico 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% (Lépez-Cepeda L et al., 2001). Estos estudios



se basan generalmente en la deteccidon de huevos en materia fecal (Tay J et al., 1976), aunque
también se utilizan analisis de coproantigenos de tenia (Sarti E et al., 2000); 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 reaccién cruzada entre ambas especies
(Flisser A et al., 1997).

Otros autores indican que para la Republica Mexicana, las frecuencias de teniosis 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
(Sarti E. 1997).

La otra infeccidn que ocasiona T. solium es la cisticercosis. Varios estudios han demostrado
gue el portador de T. solium intestinal en el entorno familiar o comunitario es el principal factor
de riesgo para adquirirla (Flisser A et al., 1997, Sanchez-Serrano A P et al., 2002, Sarti E et al.,
1988, Sarti E et al., 1997, Schantz P et al., 1992, Garcia-Garcia M L et al., 2000).

La cisticercosis humana puede ser una enfermedad severa, incapacitante y en ocasiones fatal
(Reyes M A. 2000), lo anterior depende principalmente de la ubicacidn y el nimero de pardsitos
en el sistema nervioso central (SNC), asi como de la respuesta inmune del individuo.

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 o metacestodos
en las persona. Al ingerir los huevos estos eclosionan en el intestino liberando a las oncosferas
gue penetran en la mucosa intestinal desde donde, a través del sistema sanguineo o linfatico se
distribuyen a los distintos lugares en los cuales se desarrollan. En los humanos los cisticercos se
alojan principalmente en musculo esquelético, sistema nervioso, ojos, tejido graso subcutdneo y
corazoén (Fleury A et al., 2006.).

Uno de los grandes peligros de esta enfermedad en los humanos es la neurocisticercosis (NC),
gue es el resultado de que los cisticercos se alojen en el SNC. Las manifestaciones clinicas de la NC
dependeran del nimero de parasitos y de sus localizaciones, asi como de la extension y severidad
de la respuesta inflamatoria del huésped (Fleury A et al., 2006). Sin embargo, otros autores
reportan que la NC también puede ser asintomatica (Acha P N, Szyfres B. 1986) 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) (Sotelo
J. 1996).

Entre los sintomas mas comunes de la NC se encuentran las crisis convulsivas en un 70% de
los casos; la epilepsia de aparicidn tardia y en el 23% de los casos existe hipertension endocraneal,
ademads de reportarse cefaleas, trastorno mental y demencia (Flisser A et al., 1997). No existen
diferencias en cuanto al sexo y el grupo de 15 a los 44 anos es el mas afectado por esta parasitosis
(Sarti E. 1997).

En México el andlisis de multiples autopsias proporciona una frecuencia de NC cercana al 2%
(Schenone H et al., 1982), mientras que el reporte de estudios clinicos muestra que alrededor del
10% de los enfermos que asisten a unidades de neurologia tienen NC (Velasco M et al., 1982),
este dato al parecer no ha variado mucho, como lo demuestra el estudio de Fleury A et al., 2010
en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), donde se indica que en el servicio
de la neurologia de dicho instituto, las frecuencias de hospitalizacién de pacientes con NC
variaron entre 3.4 y 10.9% sin ninguna tendencia temporal significativa entre 1995 y 2009. Por
otro lado, los estudios de seroprevalencia reportan que hasta el 12% de la poblacion mexicana
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tiene anticuerpos anti-cisticerco (Diaz S et al., 1990). La encuesta nacional seroepidemiolégica
(ENSE) de 1987-1988 registréo una seroprevalencia de cisticercosis por entidad federativa que
varia de entre 0.06% a 2.97%; en el Distrito Federal la seroprevalencia fue de 2.95% (Larralde C et
al., 1992.).

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 (Antoniuk S. 1999, Bern C et al., 1999). T.
solium es el parasito responsable de la infeccion de alrededor de 20 millones de personas (Bern C
et al., 1999), y 50 mil muertes cada aifo (Mafojane NA et al., 2003). 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 (Schantz P et
al., 1992; White CA. 1997).

1.5. Taenia crassiceps

Taenia crassiceps es un cestodo, parasito obligado que no tiene aparato digestivo ni
circulatorio y presenta un ciclo de vida indirecto. Durante la etapa adulta es un pardsito de zorros,
lobos y perros (Loos-Frank, 2000), mientras que en su etapa larvaria parasita principalmente a
muridos, también se ha reportado que de forma natural infecta a marmotas (Marmota monax)
(Brojer et al., 2002) asi como al ratén de campo (Peromyscus sp.) (Everhart et al., 2004). En la
etapa de huevo, este pardsito se puede encontrar de forma libre.

El adulto de T. crassiceps es un gusano plano de cuerpo alargado y segmentado que al igual
que T. solium puede dividirse en escdlex, cuello y estrébilo. Se desarrolla en el intestino de canidos
provocando la teniosis, en esta etapa el cestodo produce miles de huevos y estos son expulsados
al ambiente con la materia fecal del portador.

La etapa larvaria ocurre cuando los muridos ingieren los huevos de T. crassiceps y éstos se
desarrollan en cisticercos dentro del hospedero, generando la cisticercosis. Los cisticercos de T.
crassiceps son vesiculas casi esféricas de aproximadamente 0.5 a 1.5 cm de didmetro con un
escélex invaginado, posee cuatro ventosas y dos coronas de ganchos rostelares que varian en
numero de 22 a 28 y en tamaiio, algunos son grandes de 155 a 187 um y otro pequeiios de 107 a
142 um, esta particularidad es caracteristica de la especie (Hernandez M, 2012; Francois A et al.,
1998).

En infecciones naturales los cisticercos de T. crassiceps se encuentran principalmente en el
tejido subcutdneo de roedores silvestres (Freeman, 1962); sin embargo, también se ha reportado
gue pueden encontrarse en las cavidades pleural y peritoneal (Freeman et al., 1973; Anderson et
al., 1990; Brojer et al., 2002; Everhart et al., 2004).

El ciclo se completa cuando los canidos ingieren muridos infectados con cisticercos y éstos
maduran dentro del intestino de los hospederos hasta convertirse en adultos.

Los cisticercos de T. crassiceps presentan la caracteristica de que pueden reproducirse
asexualmente (Gutiérrez Y, 2000); por lo anterior, un sdlo cisticerco puede producir decenas de
nuevos individuos. Para fines de investigacion, lo anterior es una gran ventaja ya que
experimentalmente a través de la inoculacidn de cisticercos vivos en el peritoneo de ratones se
pueden obtener una gran cantidad de cisticercos.

Gracias a las caracteristica descritas anteriormente, T. crassiceps es un modelo muy usado en
laboratorios de investigacién (Lighthowlers MW,2002; Cardona AE y Teale JM, 2002), siendo una

8



de las dos especies que mas han sido usadas como modelos de la cisticercosis principalmente en
investigaciones inmunoldgicas y de NC (Cardona AE y Teale JM, 2002); debido a esto, el estudio de
las enzimas de T. crassiceps puede aportar informacién muy importante para la comprensién de la
cisticercosis humanay porcina.

En cuanto a la infectividad en seres humanos Francois A et al., 1998, reportaron el caso de un
hombre de 38 afos inmunocomprometido (6 afios con VIH), residente de Normandia que
presentd cisticercos de T. crassiceps adheridos a las capas mas profundas del antebrazo.

En el mismo articulo hacen mencién de otros cuatro casos de infecciones por T. crassiceps en
humanos:

1) Una joven canadiense de 17 afios con retinitis causada por T. crassiceps.

2) Un hombre alemdn de 33 afios con SIDA al que se le encontraron cisticercos en el infiltrado
paravertebral subcutaneo.

3) Paciente de 15 afios con iridociclitis causada por T. crassiceps.

4) Hombre francés de 33 afos con SIDA present6 cisticercos en el brazo.

1.6. Lipidos

Los lipidos son un conjunto heterogéneo de moléculas organicas insolubles en agua
(hidrofébicas) compuestas principalmente por cadenas relativamente largas de atomos de
carbono, con una composiciéon en las que predomina el carbono y el hidrégeno y en menor
medida oxigeno, aunque también pueden contener fdsforo, azufre y nitrégeno (Pefa A et al.,
2004, Teijén J M et al., 2006).

Hasta cierto grado, los lipidos son una categoria general de sustancias similares Unicamente
por ser hidrofébicas y sélo escasamente solubles en agua, son moléculas muy diversas, formadas
por cadenas alifaticas saturadas o insaturadas, generalmente lineales, aunque algunas presentan
anillos (aromaticos). Al ser hidrofdbicas sélo pueden ser extraidas de los tejidos por solventes no
polares como el etanol, el éter, el cloroformo, el benceno, la acetona, etc. (Harvey Ry Ferrier D R,
2011, Pefia A et al., 2004, Voet D et al., 2009).

Un buen porcentaje de los lipidos son moléculas anfifilicas o anfipdticas; es decir, que su
estructura presenta una parte apolar o hidrofébica formada por una larga cadena de dtomos de
carbono unidos a atomos de hidrdgeno, y otra parte polar o hidrofilica que presenta grupos
polares o con cargas eléctricas, como el hidroxilo del colesterol, el carboxilo de los acidos grasos,
el fosfato de los fosfolipidos. Esta ultima parte a diferencia de la primera tiende a asociarse con
solventes polares como el agua, lo que le da a estos lipidos ciertas propiedades de solubilidad en
solventes polares.

A diferencia de los acidos nucleicos, las proteinas y los polisacaridos, los lipidos no son
poliméricos (Voet D et al., 2009). Sin embargo, gracias principalmente a su insolubilidad en
soluciones acuosas y al hecho de que muchos de ellos son moléculas anfifilicas, los lipidos se
agregan, por lo que generalmente se encuentran compartamentalizados formando depdsitos de
reservas energéticas o siendo parte de la matriz estructural de las membranas bioldgicas.

Las membranas biolégicas estdn formadas por lipidos, proteinas y pequefias cantidades de
hidratos de carbono (Harvey Ry Ferrier D R, 2011. Son barreras semipermeables que permiten a la
célula regular el flujo de nutrientes, productos de desecho, iones, etc., entre la célula y el medio,
esto lo logran haciendo uso bombas, canales y transportadores de membrana, los cuales pueden
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transportar sustancias especificas en contra de un gradiente electroquimico o a favor del
gradiente (Harvey Ry Ferrier D R, 2011).

La célula, que es la unidad basica de la vida, estd definida por la membrana plasmatica que la
envuelve; ademads, las membranas bioldgicas permiten organizar y dividir tanto el contenido como
los procesos bioldgicos de las células y de las estructuras subcelulares. (Voet D, 2006).

El formar parte de las membranas bioldgicas es una de las principales y mas importantes
funciones de los lipidos en los seres vivos; sin embrago, los lipidos también cumplen diversas
funciones en los organismos, de forma general las principales funciones de los lipidos en los seres
vivos se pueden resumir de la siguiente manera:

e Estructural. Los fosfolipidos, los glucolipidos y el colesterol forman las bicapas lipidicas de las
membranas celulares. Los triglicéridos del tejido adiposo recubren y proporcionan
consistencia a los drganos, las grasas que se acumulan en ciertos sitios, principalmente bajo
la piel sirven como aislantes contra cambios de temperatura.

e Reservas energéticas. Los lipidos y principalmente los triglicéridos son la mayor fuente de
energia de los animales.

e Funcién reguladora, hormonal o de comunicacién celular. Algunas vitaminas liposolubles
tienen funciones regulatorias o de coenzimas, y las prostaglandinas asi como las hormonas
esteroideas juegan un papel importante en el control de la homeostasis corporal. Muchos
acontecimientos de sefializacion intracelular e intercelular involucran moléculas de lipidos,
los eicosanoides tienen un papel destacado en la comunicacién celular, inflamacion,
respuesta inmune, etc.

Una forma sencilla de clasificar a los lipidos es considerar sélo dos grandes grupos: los lipidos
saponificables que poseen en su composicién acidos grasos y los lipidos insaponificables que no
presentan acidos grasos.

Los primeros tienen en comun la propiedad de ser saponificables; es decir, que si se los
calienta con una base fuerte (NaOH 6 KOH), se rompe la union del acido graso, quedando en
libertad como sal de sodio o de potasio, que es lo que se conoce como jabdn. El segundo grupo
comprende a aquellas moléculas que no pueden ser saponificadas; dentro de él se incluyen
sustancias con las propiedades mas variadas, tales como vitaminas, hormonas, etc. (Pefia A et al.,
2004).

El principal componente de los lipidos saponificables son los dacidos grasos. Estos se
conforman de largas cadenas hidrocarbonadas con diferente nimero de carbonos y que presentan
en uno de sus extremos un grupo carboxilo (COOH). Generalmente se encuentran en forma
esterificada como componentes de los diferentes lipidos y es poco probable hallarlos en forma
libre.

Los acidos grasos se clasifican en dos tipos.

e Insaturados. Son aquellos que presentan uno o mas dobles enlaces en sus cadenas
hidrocarbonadas.

e Saturados. Este tipo de acidos grasos a diferencia de los insaturados no presentan dobles
enlaces en sus cadenas.

La mayoria de los acidos grasos presentan un nimero par de carbonos y las diferencias entre
el niumero de atomos de carbono, la presencia o no de dobles enlaces y ciertas modificaciones que
pueden existir en las cadenas hidrocarbonadas, es lo que determina las propiedades de los acidos
grasos.
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A partir de los acidos grasos, por procesos de autooxidacién, pero también por efecto del
estrés oxidante, se pueden originar compuestos oxidados (hidroxidos e hidroperdxidos) que
posteriormente se degradan para producir alcanos, alquenales, alcadienales, aldehidos de otro
tipo, cetonas, etc. Los anteriores compuestos son muy electrofilicos y facilmente alquilan a
nucledfilos celulares (grupos tioles) (Repetto M y Repetto G, 2009).

Entre los compuestos derivados de la PL, también se encuentran los dienaldehidos que son
subproductos de la peroxidacién de lipidos poliinsaturados que exhiben una alta toxicidad
(Carvalho VM et al., 2001), estos compuestos se encuentran comunmente en los productos
alimenticios vy, sobre ellos tanto el National Cancer Institute como el National Toxicology Program
de los Estados Unidos han expresado gran preocupacion sobre el potencial genotdxico vy
cancerigeno de estos compuestos (Chang et al., 2005).

Como ejemplo de los dienaldehidos podemos encontrar al 2,4-hexadienal, un liquido de
incoloro a amarillo con un aroma citrico que se encuentra en forma natural como un producto de
la oxidacion de los acidos grasos, se utiliza como aditivo alimentario, aromatizante, material de
partida o intermediario en reacciones de sintesis en la industria quimica y farmacéutica, fumigante
e inhibidor de corrosidn para el acero (National Toxicology Program, 2003).

El trans,trans-2,4-nonadienal (tt-NDE) es un liquido amarillo claro con fuerte olor a frutas y a
grasa que es usado como saborizante en productos carnicos (CIYUN Product data).

El trans,trans-2,4-decadienal (tt-DDE), es un tipo especifico de dienaldehido, subproducto de
la peroxidacién de los lipidos poliinsaturados durante el almacenamiento, se utiliza como
saborizante artificial y aromatizante, ademas ha sido evaluado como un inhibidor de la corrosién
para el acero (National Toxicology Program, 1993).

El ethyl-trans-2-octenoate (et-ONE) es un Liquido incoloro con aroma frutal tropical, de forma
natural se encuentra en la pera, guanabana, manzana, carambola, brandy, etc., es utilizado como
aromatizante y saborizante (Burdock GA, 2010).

El aldehido mas citotdxico producido a partir de peroxidacién lipidica es el 4-hydroxynonenal
(HNE), que se genera a partir del acido linoleico y acido araquidénico, éste compuesto reacciona
facilmente y forma productos estables con grupos tiol en proteinas y moléculas tales como
glutation (Esterbauer H et al., 1991). El HNE exhibe una amplia gama de efectos deletéreos en
células, incluyendo la alteracion de la expresion génica (Esterbauer H et al., 1991), la disminucidn
del potencial de la membrana mitocondrial (Kristal BS et al., 1996), y la inhibicién de la sintesis de
proteinas.

1.7. Metabolismo oxidante

Se entiende por metabolismo oxidante al conjunto de reacciones bioquimicas que se llevan a
cabo en las células de los seres vivos aerdbicos con el fin de obtener energia a través de la
degradacion (catabolismo) de nutrientes organicos como carbohidratos, proteinas, vitaminas y
grasas para la produccién de ATP. En este conjunto de reacciones el oxigeno tiene un papel muy
importante pues es el aceptor final de electrones de una serie de cambios quimicos que se llevan a
cabo tanto en el citoplasma como en las mitocondrias de las células. Durante la reduccion del
oxigeno se pueden crear especies reactivas de oxigeno (EROS) incluso durante condiciones
normales (Chance B et al., 1979).
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Las EROS son radicales libres que se pueden generar como subproductos del metabolismo
oxidante, pero ademads pueden generarse por el sistema inmune durante el estallido respiratorio
llevada a cabo por los macrdfagos. La principal caracteristica de los radicales libres es que son
especies quimicas que poseen uno o mas electrones desapareados y generalmente son moléculas
pequefias y altamente reactivas.

Durante el metabolismo oxidante se produce la energia que posteriormente utilizaran las
células para producir las moléculas que formaran parte de los 6rganos y los tejidos de los seres
vivos. La respiracidon celular aerdbica requiere estrictamente el uso del oxigeno y es la forma mas
eficiente para producir ATP.

El metabolismo oxidante siempre se acompafa de reacciones de transferencia de electrones,
estas reacciones son dificiles de controlar e involucran la generacién de EROS como el anidn
superoxido (O,¢’) y el hidroxilo (OHe’). Las reacciones de transferencia de electrones con otras
moléculas llevan a la formacién de EROS secundarios como radicales peroxilo, alcoxi y otros
radicales orgdnicos, estos radicales secundarios no son tan toxicos y reactivos como los OHe’, pero
inducen y promueven una reaccién en cadena que conduce a la co-oxidacién y peroxidacién de
biomoléculas (Dorado C et al., 2003).

En cuanto a la produccién de radicales libres por el sistema inmune, estos se generan por el
estallido respiratorio que se produce al activarse los leucocitos en presencia de algunas sustancias
toxicas xenobidticas o endobidticas o antigenos de patégenos que activan al complejo NADPH
oxidasa ubicado en las membranas de los leucocitos. Este complejo utiliza al NADPH para reducir
el oxigeno libre y convertirlo en ¢0, que se libera al medio para atacar a los patégenos y puede
combinarse espontdaneamente con otras moléculas para producir otros radicales libres.

El O,¢ es catalizado por la enzima superdxido dismutasa que lo dismuta en oxigeno y perdxido
de hidrégeno, el perdxido de hidréogeno posteriormente es degradado por la enzima catalasa
produciendo oxigeno; sin embargo, el peréxido de hidrégeno también puede reaccionar con el
hierro en la reaccidon Fenton, la que da como resultado la produccidon del hidroxilo, un radical
altamente reactivo que puede inducir la peroxidacién lipidica (PL).

La producciéon de radicales libres por parte del sistema es parte del proceso de inflamacién
gue es una respuesta innata del organismo ante la presencia de algunos agentes tdxicos o
patégenos.

La supervivencia de los seres vivos depende entre otras cosas de que estos puedan mantener
un balance de dxido-reduccion, en el que hay un equilibrio entre la produccion de pro-oxidantes
generados por el metabolismo oxidante y los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida en
este balance puede llevar a un estado de estrés oxidante (Beckman KB y Ames BN, 1998; Halliwell
B y Gutteridge JIMC, 1999; Ghadge GD et al., 1997; Harman D, 1986; Rivas AS et al., 2001), este
término se utiliza para nombrar cualquier condicién en la cual el balance de prooxidantes y
antioxidantes ha sido perturbado a favor de los primeros (Sies H, 1985), en estas condiciones, los
sistemas de defensa antioxidantes son incapaces de evitar la accién de los primeros, lo que
produce dafio e incluso la muerte celular, esto se puede apreciar en diversas patologias (Dorado C
et al., 2003).
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El dafio que pueden inducir los radicales libres en las células se puede dividir en tres
categorias. (Slater TF, 1984).

e Reacciones con acidos nucleicos, nucleétidos, polisacaridos y tioles proteicos y no proteicos
(oxidacion del tiol).

e Unidn covalente a componentes de las membranas (proteinas, lipidos, enzimas, sistemas
receptores y transportadores).

e |nicio dela PL.

Las EROS no son solamente moléculas dafiinas para las células, también llevan a cabo
funciones bioldgicas importantes como la sefializacion celular, en Figura 2 se presenta un resumen
de las funciones y los dafios que pueden causar las EROS a las células en condiciones normales y
de estrés oxidante. En la imagen se muestra que una de las principales consecuencias del estrés
oxidante es la induccidn de la PL, cuya reaccién se produce como consecuencia de la formacién de
radicales libres en las células y los tejidos. Ademas se ha sugerido que la PL de las membranas
celulares es un proceso involucrado en un gran numero de condiciones biopatoldgicas y en
muchas enfermedades clinicas (Comporti M, 1993).

Requlazian
*Crecimiento celular — —
i iferenciacidn cebla Activacion de . Drisminucion de la
=Muerte por gpoptost \ Seflales de transduecicn eficiencia de
Y mecrogic Proliferaciin celular AN polmeraza
*Reparaciin del AN

Dafio oxidat ive
a las prot enos

tadulan el estrés
nducido par
protenas ygenes

peraxidacidn
/ Ipidica

s~ |

@im quimicos en las boses 3
- on o C::Ci_fﬂﬁ'i en la conformacisn deI_A_DI:}

{lll-llllllllllllllllllll}

:. ‘*i h"-
& . e
:' 4 *d Boguen de la
5 replicocion
H thod if icacion de
> los puertes de — -
Hidrdgenao Replicocian err dneg
Incrementa de la

mutagenicidod \ /

Figura 2. Enfermedades humanas y dafio oxidante por EROS. Correlacion entre el desequilibrio de las
EROS y sus consecuencias en el crecimiento y la funcidén celular (parte superior de la imagen); y entre
el desequilibrio de las EROS y los mecanismos y vias productoras de dafio oxidante en mutaciones
(parte inferior de la imagen). Tomado y modificado de Matés J.M. y Sanchez-Jiménez F., 1999.
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La PL es un proceso que se divide en tres fases.

e Inicio: Este paso es inducido por un radical libre que comienza la PL al sustraer un 4tomo de
hidrégeno de un lipido. El lugar primario del ataque oxidante es el grupo metilénico
adyacente a un doble enlace, lo anterior da como resultado la formacién de un lipido con un
carbono radical. El radical libre al unir el hidrégeno pierda su reactividad.

e Propagacion: En ésta fase el lipido con el carbono radical sufre una reordenacion antes de
reaccionar con el oxigeno, dando lugar a la formacién de radicales peroxilo. Posteriormente,
estos radicales extraen un hidrégeno de una molécula lipidica adyacente y forman un
hidroperdéxido lipidico o producto primario de la PL y generan otro carbono radical lipidico.

Estos hidroperdxidos lipidicos son muy inestables y se convierten facilmente en
productos de la peroxidacion lipidica (PPL). Existen muchos isdmeros de ellos cuya
diferencia es su grupo funcional como aldehidos, cetos, hidroxy, epoxy y carboxy. Esta etapa
se conoce como propagacion y puede repetirse muchas veces.

e Término: La PL termina cuando los lipidos con carbonos radicales reaccionan con otro lipido
semejante, con un lipido peroxidado, o cuando reaccionan con otro radical libre formando
diferentes sustancias. Otra forma en que este proceso puede finalizar, es cuando dos lipidos
peroxidados se unen liberando oxigeno.

La PL afecta principalmente a los acidos grasos insaturados, debido a que contienen dobles
enlaces entre los cuales se encuentran los grupos metileno cuyos hidrégenos son particularmente
susceptibles de ser extraidos por los radicales libres. Los acidos grasos saturados son
relativamente estables a la oxidacién (Gil A, 2010).

Para evitar el dafo que generan los radicales libres, entre ellos las EROS, los organismos
aerdbicos han desarrollado diferentes mecanismos de defensa. Los componentes funcionales de
estos sistemas son llamados antioxidantes y de acuerdo con sus funciones se dividen en tres
categorias.

1. Antioxidantes preventivos. Disminuyen la formacion de radicales libres y del oxigeno activo
por descomposiciéon de hidroperdxidos o perdxido de hidrégeno (Glutation peroxidasa,
Catalasa, Glutatiéon transferasa), por apagamiento y disminucion del oxigeno activo
(superdxido dismutasa, carotenoides) o por secuestro de iones metdlicos (apoferritina,
transferrina, lactoferrina, ceruplasmina).

2. Antioxidantes radicales (limpiadores), los cuales inhiben la reaccién en cadena o rompen la
propagacion en cadena (vitamina E, C, carotenoides, ubiquinol, acido urico, bilirrubina).

3. Compuestos con mecanismos de reparacion proteasas (Sevanian A et al., 1981).

Todos los componentes anteriores pueden formar parte del proceso de desintoxicacién que
es la forma en que las células hacen mas solubles a ciertas moléculas para poderlas desechar, el
proceso de desintoxicacidn estd dividido en tres fases que se pueden resumir de la siguiente
manera:

Fase |. Se caracteriza por que en esta fase se llevan a cabo reacciones que afiaden un grupo
polar a los compuestos tdxicos, haciéndolos mas solubles. La mayor parte de las
reacciones efectuadas en esta fase son de dxido-reduccidn e hidrélisis; sin embargo,
también se producen reacciones de hidratacidn e isomerizacién.
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Fase ll. En esta fase, los compuestos que adquirieron un grupo funcional durante la Fase | son
ahora conjugados con diversos intermediarios endégenos. La bioconjugacion implica la
union de carbohidratos, proteinas, aminodcidos o compuestos con grupos de azufre o
de fosfato a los compuestos tdxicos. Los intermediarios endégenos son componentes
del metabolismo intermediario, presentan un tamafo molecular relativamente grande
y tiene propiedades hidrofilicas. Las reacciones mas comunes durante la Fase Il son:
glucosilacién, sulfatacién, metilacidn, acilacién y adicién de glutation.

Fase lll. Es la ultima fase e involucra solamente a los compuestos toxicos que han sido
conjugados con el glutation. En esta fase, la célula exporta los bioconjugados a través
de la membrana. La eliminacion de estos compuestos se lleva a cabo con la
participacién de una bomba dependiente de ATP que presenta ademas un sitio activo
para el glutatién.

Las glutatiéon transferasas (GSTs) a las cuales pertenece la enzima que se estudio en este
trabajo, son componentes importantes de la Fase Il del metabolismo de desintoxicacién.

1.8. Glutation transferasas

Se conocen por GSTs a un grupo de enzimas que forman parte de las defensas celulares de los
organismos, estas enzimas estan involucradas en la desintoxicacidon y excrecién de muchas
sustancias toéxicas endobidticas o xenobidticas, y tienen como principal caracteristica, el catalizar
la adiciéon nucleofilica del grupo tiol del glutation reducido (GSH) a centros electrofilicos en
compuestos organicos que pueden ser muy variados (estructuralmente diferentes), pero que
tienen en comun el ser mayormente hidrofébicos y presentar un centro electrofilico (Wilce M CJy
Parker MW, 1994),

El atague nucleofilico que producen las GSTs esta dirigido al nitrégeno electrofilico en los
ésteres de nitrato, el azufre en los tiocinatos organicos y disulfuros, y al oxigeno en los
hidroperéxidos organicos (Wilce M CJ y Parker M W, 1994), en la Figura 3 se puede observar la
ecuacién general de la reaccion de las GSTs.

GST
GSH + Cl@r\'oz — GS@N02+H"+CF
NO,

Figura 3. Representacion de la reaccidn general de las GSTs utilizando como sustratos al GSH y al 1-

cloro-2,4-dinitrobenzeno (f}‘ >
NG,

La reaccién que catalizan las GSTs es uno de los primeros pasos en la via del acido
mercapturico en la cual los xenobidticos o endobidticos toxicos son inactivados y eliminados del
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organismo (Habig W H et al., 1974). Las GSTs al conjugar las sustancias toxicas (moléculas) con el
GSH, las vuelven mas solubles, lo que facilita la eliminacidon de dichas sustancias, lo anterior se
pudo probar con el descubrimiento de una bomba de salida dependiente del ATP que regula la
salida de conjugados de GSH de las células (Hayes J D y Wolf CR, 1990; Ishikawa T, 1992).

Se conocen dos grandes grupos de genes que codifican proteinas con actividad de glutatiéon
transferasa (GST). El primero estd formado por al menos 16 genes que codifican para proteinas
citosdlicas, mientras que el segundo lo conforman al menos 6 genes que codifican proteinas de
membrana. En los humanos se conocen ocho distintas familias de genes que codifican GSTs
solubles (Strange R et al., 2001s). Los residuos Tyr-7, Pro-53, Asp-57, lle-68, Gly-145 y Asp-152 se
han encontrado en todas las secuencias conocidas de GSTs y gracias a los estudios cristalograficos
se ha determinado que los dos primeros juegan un papel importante en el sitio de uniéon a GSH
(Wilce M CJy Parker M W, 1994).

Las GSTs de mamiferos se pueden agrupar en las clases A, M, P, S, T, Zy O; esta clasificacién se
basa en las propiedades genéticas, bioquimicas, asi como en la reaccién cruzada de anticuerpos y
en su estructura primaria (Hayes J D et al., 2005; Mannervik B, 1985; Meyer D J et al., 1991,
Sheehan D et al., 2001). Los mondmeros de una misma clase de GSTs presentan un tamafo
similar, una alta identidad en su secuencia de aminoacidos (60-80%) y diferentes pero
“traslapadas” afinidades a los sustratos (Wilce M CJ y Parker M W, 1994).

En general, las GSTs tienen mondmeros de 23 a 28 kDa con secuencias que promedian =220
aminoacidos (Torres-Rivera A y Landa A, 2008). Las GSTs citosélicas se pueden encontrar en forma
monomérica o heterodimérica (Wilce MCJ y Parker MW, 1994), la gran mayoria de las GSTs sdlo
son activas como dimeros (Strange R et al., 2001). Cada mondmero presenta un sitio activo que se
comporta independientemente uno del otro en los dimeros (Danielson UH y Mannervik B, 1985).
Cada sitio activo consiste en al menos dos sitios de unién, el primero une al GSH y es muy
especifico para esta molécula, mientras que en el segundo sitio de unién es para los sustratos
electrofilicos y es menos especifico, lo cual concuerda con la habilidad de las GSTs para reaccionar
con una gran variedad de agentes téxicos (Wilce MCJ y Parker M W, 1994).

Algunas de las GSTs ademas de catalizar la adicién nucleofilica del GSH a centros electrofilicos
en diversos compuestos, tienen actividades cataliticas secundarias como peroxidasas
dependientes de selenio con hidroperéxidos orgdnicos (Prohaska J R, 1980), e isomerizacion de
esteroides (Benson A M et al., 1977).

Las GSTs parecen ser ubicuas en los organismos aerdbicos y se ha argumentado que las
enzimas dependientes de GSH evolucionaron en estos organismos en respuesta a la generacién de
subproductos téxicos del metabolismo del oxigeno (Fahey R C y Sundquist A R, 1991). Las GSTs
estan implicadas en el desarrollo de la resistencia de las células y organismos hacia drogas,
pesticidas, herbicidas y antibidticos (Fournier D et al., 1992 Mannervik By Danielson U H, 1988).

1.9. Glutatidn transferasas en parasitos

Las principales clases de GSTs encontradas en parasitos son M, P y S, con pocos casos de las
clases Ay O; sin embargo, se han encontrado en ciertos parasitos GSTs citosdlicas que no han sido
asignadas a alguna clase. En cuanto a las diferencias entre las GSTs de mamiferos y de parasitos,
ciertas GSTs parasitarias presentan particularidades en sus propiedades bioquimicas y en el grado
de identidad de su estructura primaria que ameritan, segin Torres-Rivera A y Landa A, 2008, la
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creacién de una nueva clase o clases para las GSTs que no encajan dentro de las clases propuestas
para las GSTs de mamiferos, lo anterior también esta basado en estudios cristalograficos.

El principal motivo para el estudio de las GSTs parasitarias es la relacion de los parasitos con
sus hospederos y la posible implicacion de un método de control de los pardsitos a través del
control de las GSTs parasitarias.

La respuesta de los hospederos a los parasitos implica la produccion de EROs y aunque las
GSTs no actuan directamente sobre los EROS, si lo hacen sobre los productos que éstos forman
como los hidroperéxidos lipidicos o los carbonilos reactivos (Torres-Rivera Ay Landa A, 2008).

1.10. Funciodn Ligandina

Como se ha dicho, las GSTs juegan un papel importante en iniciar la desintoxicacion de
potentes agentes reactivos téxicos (Boyland E y Chasseaud LF, 1969), incluyendo compuestos
farmacolégicamente activos y PLs entre otros (Brophy PM, et al., 1989). Pero ademas de la 6 las
actividades cataliticas que pueden presentar las GSTs, estas enzimas tienen la capacidad de
funcionar como transportadores intracelulares de varios compuestos hidrofdbicos (no sustratos)
como bilirrubina, hemo, esteroides, hormonas tiroideas y sales biliares (Mannervik B et al., 1985),
a esta funcién acarreadora que tienen las GSTs y otras proteinas como la albumina, se le conoce
como funcidn de ligandina.

La funcidon de ligandina permite que las GSTs desintoxiquen pasivamente. La forma de
desintoxicacién activa ya ha sido explicada y ocurre cuando la enzima cataliza la conjugacion del
glutatién con los productos téxicos. La forma pasiva o funcién de ligandina de las GSTs consiste en
gue estas enzimas pueden unir ligandos tdéxicos en un sitio diferente al sitio activo y transportarlos
en el citoplasma de la célula.

Las GSTs fueron originalmente denominadas “ligandinas” por su afinidad por aniones
organicos como los ligandos anteriormente mencionados (Ketterer et al., 1971), es tan grande el
numero y la variedad de ligandos que pueden unir las GSTs que se ha sugerido que tienen una
funcién acarreadora similar a la de la albumina pero en el citoplasma. Hay evidencias sugerentes
gue tanto los cestodos, digeneos y nematodos pueden proteger sus membranas de la PL, a nivel
de hidroperdxidos y compuestos carbonilos originados por la respuesta inmune de sus huéspedes
y que esta proteccidén es mediada por enzimas dependientes de glutation (Bropphy PM y Pritchard
D1, 1992).

A nivel estructural se sabe que las GSTs poseen un solo sitio (sitio L) por dimero de alta
afinidad para la unién de ligandos aniénicos hidrofdbicos y que estd presente en la hendidura
formada por las dos subunidades (Sluis-Cremer et al., 1996).

1.11. Espectroscopia UV/Vis y fluorescencia

Con el término espectroscopia se pueden agrupar a una serie de métodos que estudian la
interaccidn entre la radiacidn electromagnética y la materia. El analisis espectroscépico se basa en
detectar la radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda y se relaciona con los cambios
de energia que la radiacién electromagnética provoca en la materia.

En Ila literatura se pueden encontrar diferentes definiciones para la radiacion
electromagnética Clavijo A (2002), la define como una forma de energia radiante la cual exhibe
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propiedades tanto ondulatorias como de particula, por su parte Melia J (1991) la define como una
forma de energia, consistente en campos electromagnéticos, que se propagan mediante ondas,
transportando cantidades discretas (cuantos 6 fotones) de energia.

De forma general podemos describir a la radiacion como una forma de energia, consistente en
campos electromagnéticos, que se propaga mediante ondas, transportando cantidades discretas
de energia. Cuando la radiacion electromagnética es considerada una onda se pueden medir
ciertas propiedades de ésta como, longitud de onda, frecuencia, velocidad y amplitud. Al no
necesitar de un medio para trasmitirse la radiacién electromagnética se propaga facilmente en el
vacio a velocidades muy altas. Por otro lado, debido a que el modelo ondulatorio no explica de
forma satisfactoria el comportamiento de la radiacién electromagnética (procesos asociados con
la absorcién y la emisién de la energia radiante), ésta también se puede considerar como
particulas 6 paquetes discretos de energia llamados fotones 6 cuantos.

La radiacidon electromagnética puede manifestarse de diversas formas dependiendo de su
longitud de onda (Figura 4) y los principales procesos involucrados con ella son: Absorcién,
transmision, dispersion, difraccion y reflexion.

Penetrates Earth's
N N
Almosphara?
Radiation Type Radlo Microwave Infrared Visible Ultraviolet X+ay Gammaray
Wavelength (m) 102 10°® 0.5x10°° 10°® 107%° 10742
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10! 10° 10 10 10 10 107°
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Figura 4. Espectro electromagnético con escalas de longitud de onda y frecuencia.

Las ondas electromagnéticas se describen fundamentalmente mediante tres propiedades
fisicas.

e Frecuencia (¥): Numero de ciclos ondulatorios que pasan por un punto fijo en un segundo,
esta se mide en hercios.

e Longitud de onda (A): Distancia entre dos puntos iguales de la onda (picos o valles).
e Energia (del foton) (E)
A es inversamente proporcional a la frecuencia v y a la energia E

¢ he

_ V=
E=hv A A h = Constante de PlancK
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Dependiendo de la longitud de onda, la radiacidn electromagnética interacciona con la
materia a distintos niveles:

e Nuclear

e Atdmico

e Molecular (electrénico, vibracional, rotacional, etc.)

Esta capacidad de interaccionar con la materia se ha tomado en cuenta para desarrollar
diferentes métodos que se caracterizan por medir la absorcidn, emisiéon y transmisién de la
radiacion electromagnética (fotones) en funcion de la longitud de onda y con ello poder obtener
un espectro caracteristico de los constituyentes de la materia con el cual se pueden estudiar
diferentes caracteristicas de la misma.

El espectro que genera la materia en su interaccién (excitaciéon) con la radiacion
electromagnética se debe a transiciones entre los estados de energia de los &tomos o moléculas
gue componen la materia. Los analisis que se realizan con estos métodos tienen diversas
aplicaciones en diferentes disciplinas cientificas y se pueden clasificar de la siguiente manera,
basandose en la intensidad de lo que miden.

e De Absorcidon: La muestra se somete a radiacion para medir la cantidad de radiacién
absorbida por la muestra.

e De Emision: La muestra se expone a una radiacién que aumenta su contenido energético
llevandola al estado de alta energia (excitado), parte de la energia en exceso se pierde en
forma de radiacion siendo ésta la que se mide.

e De Dispersioén (Scattering): Se mide la radiacion transmitida en todas las direcciones a partir
de la trayectoria inicial.

Otra forma de clasificar a los métodos espectroscdpicos, es de acuerdo con la regién del
espectro electromagnético que utilizan, ver Figura 4.
La radiacion electromagnética puede interaccionar con la materia en tres formas distintas.

e Choque elastico: Existe sélo un cambio en el impulso de los fotones al interaccionar estos
con la materia. Los rayos X son un ejemplo de este tipo de interaccién.

e Choque inelastico: En este caso, los fotones al interaccionar con la materia son dispersados
a frecuencias inferiores, que la frecuencia de los fotones incidentes, lo cual implica una
disipacion de la energia. Un ejemplo es la dispersion Raman.

e Absorcién: En este proceso la energia de los fotones se transfiere a los dtomos, iones o
moléculas que componen la materia, esto provoca que dichas particulas pasen de su estado
fundamental de minima energia a un estado excitado de mayor energia (transicion
electrdnica), posteriormente la materia pasa a un estado de relajacion al liberar energia
para regresar al estado de minima energia. A este tipo de interaccion pertenecen la
espectroscopia UV-Vis vy la fluorescencia.

Para que el proceso de absorcion se lleve a cabo, es necesario que la energia de los fotones

gue incidan sobre la materia coincida exactamente con la diferencia de energia existente entre su
estado fundamental y alguno de los estados excitados.

19



La excitacion puede consistir en alguno de los siguientes procesos (Skoog D Ay West D, 2002):
e Transicién de un electrén a un nivel energético superior
e Cambio en el modo de vibracién de la molécula
e Alteracién en su modo de rotacion

Cada una de estas transiciones requiere una cantidad definida de energia, y el estado de
excitacidon que generan, sélo durard un tiempo muy breve, antes de perder parte de su energia, o
toda ella, por intercambio con otra particula o por emisién de un fotdn.

Uno de los métodos espectroscopicos mads utilizados en el estudio de las enzimas es la
espectroscopia UV-Vis, en éste tipo de espectroscopia la muestra se irradia con radiacién
ultravioleta-visible lo que produce diferentes transiciones electrénicas Figura 5. Con éste método
lo que se mide es la cantidad de radiacién absorbida por la muestra.
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Figura 5. Diagrama de niveles energéticos para diferentes orbitales moleculares y las transiciones
posibles en éstos.

Mientras mayor sea la energia requerida para una determinada transicion, menor es la
longitud de onda de la radiaciéon que debe suministrarse para conseguir tal fin. Las transiciones
mas favorecidas son entre el orbital ocupado de energia mas alta (HOMO) y el orbital desocupado
de energia mas baja (LUMO).

En la espectroscopia UV-Vis se utilizan diferentes términos que es conveniente definirlos.

e Absorbancia: Atenuacion de los fotones a medida que atraviesan una muestra.

e Espectro de absorbancia: Grafica de la absorbancia de la radiacion electromagnética
producida por la muestra en funcion de la longitud de onda en el rango del ultravioleta o la
luz visible.

e Emisidn: Liberacion de un fotén cuando una muestra recupera su estado de menor energia
desde un estado de mayor energia.

Para analizar los datos de absorbancia que genera la espectroscopia UV-Vis se hace uso de la

ley de Lambert-Beer, ésta se basa en que la cantidad de luz que sale de una muestra es disminuida
por tres fendmenos fisicos.
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1. Lacantidad de material de absorcidn en su trayectoria (concentracion)

2. La distancia que la luz debe atravesar a través de la muestra (distancia de la trayectoria
Optica)

3. La probabilidad de que el fotén de cierta longitud de onda sea absorbido por el material
(coeficiente de absorcion o de extincion molar del material)

Tomando en cuenta lo anterior, la ley de Lambert-Beer nos indica que cuando un rayo de luz
monocromadtica pasa a través de un medio absorbente, su intensidad disminuye
exponencialmente a medida que aumenta la concentracion de la sustancia absorbente en el
medio y lo mismo sucede con respecto a la longitud del cuerpo que la luz atraviesa; dicho en otras
palabras, la absorbancia de una solucién aumenta conforme aumenta la concentracion de la
solucién o la longitud del cuerpo que atraviesa.

La espectroscopia UV-Vis presenta ciertas complicaciones para obtener informacién sobre los
compuestos cuando no presentan un cromoforo o instauraciones que sean visibles en ésta region;
ademas, obtener un espectro UV-Vis implica que la sustancia a estudiar sea disuelta y por lo tanto
la naturaleza del disolvente, el pH de la solucién, la temperatura y la concentracion de electrolitos,
puede influir en los espectros de absorcion de los compuestos. En la practica, la espectroscopia
UV-Vis esta limitada a longitudes de onda superiores a 200-220 nm y no proporciona una prueba
especifica para ningln compuesto.

Por otro lado la espectroscopia UV-Vis es muy efectiva para determinar la concentracién de
las sustancias, utilizando de la ley de Lambert-Beer que se describié anteriormente. El calculo de la
concentracion de sustancias con la espectroscopia UV-Vis presenta grandes ventajas, como una
alta sensibilidad y selectividad, es una metodologia facil de realizar, y la ventaja de que muchas
sustancias organicas e inorganicas absorben a longitudes de onda que corresponden a la
espectroscopia UV-Vis, las sustancias que no absorben por si mismas a estas longitudes de onda,
pueden ser tratadas quimicamente para hacerlo.

La espectroscopia de fluorescencia es una técnica que nos permite estudiar una gran variedad
de procesos moleculares, como cambios conformacionales, estructura e interacciones entre
moléculas (ligandos y fluordforos) (Lakowicz J R, 2006). A diferencia de la espectroscopia UV-Vis,
en la espectroscopia de fluorescencia se miden transiciones desde el estado excitado al estado
basal.

La fluorescencia se produce cuando algun compuesto absorbe selectivamente la luz
dependiendo de su longitud de onda, esto provoca que un electrén de dicho compuesto transite
de un estado de menor a mayor energia, a este proceso se le conoce como excitacion y es seguido
por el proceso de emisién; en el cual, debido a que los estados excitados son inestables los
electrones regresan a su estado fundamental y en el proceso desprenden energia en forma de
radiacion(Stryer L, 1968), a ésta radiacidon se le conoce como luminiscencia y se puede dividir en
dos categorias: fluorescencia y fosforescencia.

De forma general, mecanismo fisico que rige la luminiscencia es el mismo tanto para la
fluorescencia como para la fosforescencia, no obstante presentan ciertas diferencias que hacen
qgue el tiempo que dura la emisién de energia sea diferente en cada categoria. Con respecto a lo
anterior la fosforescencia se caracteriza por tener un retraso temporal entre la absorcién vy la
emisidon de energia, ademas de que emite energia durante periodos prolongados; mientras, que
en la fluorescencia la emisidn de energia es practicamente instantanea y cesa inmediatamente
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después de que la muestra o compuesto deja de recibir la radiacion (10° seg™) (Lakowicz J R,
2006).

La fluorescencia se ve influida por ciertos factores como la estructura del compuesto
fluorescente, los compuestos que presentan grupos aromaticos presentan una florescencia mas
intensa que los que no los presentan. La temperatura también influye en la intensidad de la
fluorescencia, un aumento de la temperatura disminuye la intensidad de la fluorescencia, puesto
gue al aumentar la frecuencia de las colisiones con una temperatura elevada, la probabilidad de
desactivacion no radiante aumenta. El pH afecta la fluorescencia debido a que la longitud de onda
y la intensidad de la emisidon son diferentes para la forma ionizada y no ionizada de los
compuestos, otro aspecto que modifica la intensidad de la fluorescencia es la polaridad del
solvente, el cual se reacomoda al excitarse el compuesto modificando la energia del estado
excitado (Stryer L, 1968).

A las moléculas que presentan un espectro de absorcidon y de emision bien definidos se les
conoce como fluoréforos y se pueden dividir en dos grandes clases:

1. Intrinsecos. Se encuentran de manera natural e incluyen a los aminodcidos aromaticos
(tirosina, fenilalanina y triptéfano), NADH. Flavinas y derivados del piridoxal y clorofila.

2. Extrinsecos. Son moléculas que se agregan a las muestras para proveer fluorescencia cuando
ésta no acurre de manera natural o para cambiar las propiedades del espectro de la
muestra. Algunos ejemplos son la fluoresceina, la rodamina, entre otras (Lakowicz J R, 2006).

Un proceso importante en el estudio de la fluorescencia es el llamado apagamiento o
guenching, el cual puede ocurrir por diferentes procesos como el apagamiento colisional que
depende del contacto entre la molécula excitada con el apagador, el apagamiento estatico, en el
cual los fluoréforos pueden formar complejos no fluorescentes con el apagador, ademads de estos
procesos, el apagamiento también se puede dar por mecanismos no moleculares (Stryer L, 1968).

La fluorescencia es una técnica que puede darnos muchos datos acerca de la funcién y
estructura de las proteinas, esto se facilita gracias a la presencia de fluoréforos intrinsecos en las
proteinas como son los aminodcidos aromaticos ver Tabla 1. Generalmente el aminodcido que
aporta mas intensidad a la fluorescencia de las proteinas es el triptéfano, algunas sustancias como
yoduros, oxigeno, acrilamida, succinimida entre otros pueden funcionar como apagadores del
triptéfano (Lakowicz JR, 2006; Stryer L, 1968).

Ademas de lo anterior, el apagamiento intrinseco de las proteinas también se puede dar por
la adicidon de ciertas moléculas que al unirse a las proteinas evitan el paso de la radiacién
electromagnética y, por lo tanto, no permiten la excitacién 6 la emisidn de radiacion por parte de
los fluordéforos de las proteinas.

Tabla 1. Longitudes de excitacion y emisién de los
aminodcidos aromaticos.

Aminoacido Excitacion (Aex) nm  Emision (Aem) nm
Fenilalanina 260 282
Tirosina 275 304
Triptéfano 295 353
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2. Justificacion

Como se dijo anteriormente el cestodo T. solium es un helminto parasito del hombre y del
cerdo que en su forma tisular puede provocar la NC cuando se aloja en el SNC (Escobar, A. 1983).
La NC es una enfermedad que puede ser crénica, en ocasiones mortal pero también asintomatica
cuando no provoca una repuesta inflamatoria en el hospedero. Un hecho importante de cualquier
proceso inflamatorio es la produccién de EROS y nitrogeno capaces de perjudicar a los tejidos y
moléculas que rodean al sitio de la inflamacion (Bartsch H, Nair J. 2005; Halliwell B, Chirico S.
1993). Estas especies pueden inducir la PL que es un factor importante en la patofisiologia de la
NC. La PL afecta a las membranas celulares provocando el dafio de su funcién y eventualmente la
ruptura membranal (Hardy P et al., 2005).

Para amortiguar este efecto oxidante, los organismos cuentan con moléculas y enzimas
antioxidantes (Callanhan, et al. 1988). En especial, las enzimas GSTs (EC 2.5.1.18) juegan un papel
importante en la desintoxicacidon de potentes agentes reactivos toxicos (Boyland E, Chasseaud LF.
1969). En T. solium no se sabe si la principal GST citosdlica (26.5 kDa) presente en este parasito,
tiene alguna accion catalitica o de ligandina, sobre la desintoxicacion de los PLs.

En el laboratorio se ha purificado y caracterizado bioquimica y cinéticamente a la glutation
transferasa de 26.5 kDa de cisticercos de Taenia solium (Ts26GST) (Plancarte et al., 2004). Sin
embargo, no se tiene informacion sobre su capacidad para conjugar o unir no cataliticamente a los
PLs y, en caso de unirlos pasivamente, el destino de los mismos. Esta demostracidn sugeriria una
contribucién de esta enzima para evitar la PL originada por la respuesta inmune del huésped, asi
como conocer el mecanismo activo que emplea la enzima para realizarlo.

2.1. Objetivo general

Demostrar cuantitativamente la capacidad tanto de la Ts26GST como de la glutation
transferasa de cisticercos de Taenia crassiceps (TcGST) de unir y/o catalizar PPL.

2.2. Objetivos particulares

e Estandarizar los procedimientos espectrofotométricos y fluorométricos para el andlisis de la
union de los PPL a las GSTs.

e Determinar la constante de disociacion (KD) de diversos PPL sobre las enzimas por
procedimientos fluorométricos.

e Determinar la constante de inhibicién (K1) y tipo de inhibicion catalitica de los diversos PPL
sobre las enzimas.

e Desarrollar estudios de competencia por los sitios de unidn de las enzimas para la hematina
con el 8-anilino-1-naftalen sulfonato (ANS).
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3. Materiales y métodos

Este trabajo se divide en dos partes. La primera fue la obtencion de las GSTs que se realizé con
procedimientos generales de purificacion de proteinas nativas como lo indica la Figura 6. La
segunda parte del trabajo se llevd a cabo con las enzimas purificadas y consistié en evaluar si las
GSTs podian ligar o catalizar a diversos PPL, esto ultimo se hizo a través de ensayos de
fluorescencia y enzimaticos.

Cisticercos de T. solium y T. crassiceps fueron homogenizados por
separado (H1) en una solucion 1:1 (p/v) con un amortiguador de
fosfato de sodio 0.01 M, que contenia 0.15 M NaCl, pH 7.3 (PBS)

El H1 fue ultracentrifugado a 105,000 g durante 45 min a 4°C
obteniendo un sobrenadante que fue filtrado con un filtro de
0.45 pm (SN1)

EISN1se
corrio en una columna

de afinidad (Sef-glutatidn)
equilibrada con PBS. Después de aplicar el
SN1, la columna se lavé con PBS a un flujo de 60 ml/h.
Las proteinas unidas a la resina fueron eluidas con
una solucién de glutation reducido
5mM en Tris/HC| 50 mM,
pH 8.0. (GST-SefGSH)

Diversas GST-SefGSH de T. solium En este punto la GST de T. crassiceps
fueron colectadas y concentradas habia sido purificada
(frGSTTs)

Las fracciones con actividad de GST

fueron colectadas y concentradas con
. ultrafiltracion usando nitrogeno

La frGSTTs se corrid en una columna de
cromatoenfoque (PBE) equilibrada con
0.025Mde tris-CH3COOH pH 8.3, y las
proteinas se eluyeron con el
Polybuffer 96-CH3COOH pH 6.5

Figura 6. Procedimiento general para la obtencion de la Ts26GST y la TcGST.
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3.1. Obtencion de cisticercos

Los cisticercos de T. solium se disecaron de musculo esquelético de cerdos infectados
naturalmente sin ninguna distincién en cuanto a sexo, edad, peso o procedencia. Los cisticercos de
T. crassiceps cepa HYG se obtuvieron del peritoneo de ratones de la cepa BALB/c que fueron
infectados experimentalmente, los ratones se infectaron sin distincidon de sexo pero todos fueron
menores de 9 semanas de edad al momento de infectarlos.

En ambos casos los cisticercos al extraerse fueron lavados con PBS pH 7.3 y después se les
retiro la mayor cantidad posible de PBS antes de congelarlos a -70°C hasta su utilizacién.

3.2. Purificacion de enzimas, obtencion del extracto crudo
3.2.1. Homogenizacion de cisticercos

Para la obtencién de las GSTs, el primer paso consisti6 en homogenizar a los cisticercos
adicionando a estos una solucion 100 mM de fosfatos en 0.15 M de cloruro de sodio pH 7.3 (PBS)
en una proporcion 1:1 (gr:ml). El homogenado se realizé con un Polytron (Brinkmann Instruments)
a 1,500 rpm, realizando ciclos de un minuto de homogenado por otro de descanso hasta obtener
una solucion homogénea. Para evitar la degradacién de las proteinas, se adiciond fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) en una concentracién de 100 uM y la muestra se mantuvo a una
temperatura aproximada a los 6°C.

3.2.2. Obtencidn proteinas solubles (sobrenadante del extracto crudo)

La obtencion de este sobrenadante se realizé de la siguiente manera. Brevemente, el
homogenado de cisticercos se centrifugd a 105,000 g por 45 minutos, a 4°C en una ultracentrifuga
L8-60M (Beckman). El precipitado se desechd y el sobrenadante se recuperd para continuar con la
obtencién de las enzimas.

3.2.3. Filtracion

El sobrenadante que se recuperé de la centrifugacion se filtrd con un filtro de 45 pum
(Millipore) antes de pasarlo por la cromatografia de afinidad.

3.3. Cromatografias y obtencion de la muestra de ensayo
3.3.1. Cromatografia de Sefarosa-glutation

La resina Sefarosa-glutatiéon (Sef-GSH) de GE Healthcare es una resina de afinidad que
presenta un grupo GSH unido a una matriz de sefarosa, al pasar el sobrenadante por esta resina,
aquellas enzimas que presenten un dominio de unién al GSH se quedan unidas a la resina,

posteriormente estas enzimas pueden ser desprendidas con la adicién de GSH. La cromatografia
de Sef-GSH se realiz6 como se indica a continuacion.

25



En una columna de vidrio (Pharmacia Biotech) de 40 x 3 cm se empaquetaron 25 ml de Sef-
GSH. Posteriormente la resina se lavé con 100 ml de etanol al 70% y 100 ml de PBS pH 7.3.
Consecutivamente la resina se activé con cambios alternos de Tris-HCL 0.1 M, NaCl 0.5 M (pH 8.5)
y acetato de sodio 0.1 M, NaCl 0.5 M (pH 4.5) en tres ciclos, al término de los ciclos la resina se
lavd y equilibré con 100 ml de PBS (pH 7.3).

Con la columna preparada y la resina activada y equilibrada, el sobrenadante filtrado se pasé
por la columna con un flujo de 1 ml/min, inmediatamente se lavé la resina con PBS (pH 7.3) hasta
retirar todo lo que no se habia unido a la Sef-GSH. A las fracciones obtenidas de esta manera se les
da el nombre de fracciones excluidas y contienen todo aquello que no se unié a la resina.

Para desprender a las GSTs de la resina, la columna se lavé con 40 ml de GSH 5mM en Tris-
HCL 50 mM (pH 8). Las fracciones obtenidas después de adicionar el GSH se conocen como
fracciones eluidas pues lo que hace el GSH es eluir todo lo que se unid a la resina y por lo tanto en
estas fracciones podemos encontrar a las GSTs.

La presencia o ausencia de proteinas en las fracciones eluidas y excluidas de la cromatografia
se determind midiendo la absorbancia de estas fracciones a 280 nm con un espectrofotémetro
Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences).

A partir de esta cromatografia se obtuvo la Tc26GST pura para el caso de T. crassiceps y una
mezcla de tres isoformas de GST para las muestras de T. solium.

3.3.2. Cromatoenfoque

Para obtener la isoforma de 26.5 kDa de T. solium en forma pura, las fracciones con GSTs que
se obtuvieron de la cromatografia de Sef-GSH se pasaron por un cromatoenfoque en una resina de
Polybuffer exchanger 94 (PBE-94) de Amersham Pharmacia Biotech.

La resina PBE-94, equilibrada en un amortiguador a pH 8.4, es un intercambiador idnico que
permite que dentro de la columna el pH se vaya modificando conforme la resina se lava con el
amortiguador de elucidn, ajustado a pH 7. El cambio de pH siempre es de mayor a menor valor, en
nuestro caso fue de pH 8.4 a 7; las proteinas, que se adicionan a la columna antes de que se pase
el amortiguador de elusién sélo avanzan dentro de la resina al sitio en donde el pH es igual al de
su punto isoeléctrico (pl) hasta que logran salir de la cromatografia.

Esta resina nos permite separar isoformas que presenten diferente pl y la manera de llevar a
cabo el procedimiento se describe a continuacién:

En una columna de vidrio (Pharmacia Biotech) de 18 x 1 cm se empacaron 17 ml de la resina
de PBE-94, la resina se lavé con 80 ml de NaCl 1M vy se equilibré con 500 ml de Tris-HCL 25 mM pH
8.4. La muestra que anteriormente se habia dializado con el amortiguador de equilibrio, se
adiciond a la columna y posteriormente, ésta se lavd con el amortiguador de elusidon
Polybuffer96-HCl 1:13 (pH 7) a un flujo de 0.2 ml/min.

Cada fraccidn que se obtuvo en esta cromatografia se le midid el pH y se le determiné la
presencia de proteinas midiendo la absorbancia a 280 nm.

Las cromatografias se llevaron a cabo utilizando un cromatdgrafo BioLogic LP y un colector
BioLogic BioFrac Fraction Collector, (BIO-RAD).

Para verificar la presencia de las GSTs en las fracciones seleccionadas de ambas
cromatografias, se realizaron ensayos de actividad enzimatica para la GST (Seccién 3.6.2.).
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3.3.3. Concentracion y dialisis

Las fracciones con actividad de GST se juntaron y concentraron en un sistema de filtracién por
presion negativa usando nitrogeno gaseoso (Amicon, Millipore) a 4°C.

Las muestras concentradas se dializaron utilizando el mismo sistema de filtracion por presidn
negativa; para esto, a la muestra concentrada a un volumen de =2 ml se le adiciond un volumen 40
veces mayor de PBS (pH 7.3) filtrado y desgasificado, posteriormente todo se volvié a concentrar a
un volumen de =2 ml.

3.4. Electroforesis en gel de acrilamida

Las muestras concentradas que se obtuvieron de las cromatografias de Sef-GSH y del
cromatoenfoque, se analizaron utilizando la técnica SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 15%.
El gel se cargd con las muestras eluidas y se corrié a 105 volts y 30 mAmp.

Al terminar la electroforesis, los geles se tifieron sumergiéndolos durante media hora en una
solucién de 1.25 gr de azul de Coomassie en 454 ml de metanol al 50% y 46 ml de acido acético al
7%. Posteriormente, el gel se lavd con una solucidn de acido acético al 10% en agua destilada; se
realizaron varios cambios de esta solucidén hasta que se obtuvo una imagen clara de las bandas
proteicas con un fondo transparente.

El peso molecular de las bandas proteicas de las diferentes muestras se determind
comparandolos con marcadores de peso molecular (Amersham Biosciences 17-0446-01).

3.5. Analisis de péptidos

Las electroforesis en geles de poliacrilamida indicaron la presencia de una banda =25 kDa en
las muestras que se obtuvieron de las diferentes cromatografias. Debido a que las subunidades de
las GSTs pesan aproximadamente este valor, se decidié analizar esta banda en cuanto a su
composicion de péptidos.

El analisis de péptidos por espectrometria de masas fue realizado por el Dr. Guillermo
Mendoza Hernandez.

3.6. Analisis espectrofotométricos

La fluorescencia intrinseca de las GSTs es el resultado de la excitacién de los anillos
aromaticos en los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano, nos permitié obtener datos
cuantitativos de las interacciones entre las GSTs y diversos compuestos como los dienaldehidos, la
hematina, el ANS y otros, bajo diferentes condiciones experimentales. Las diferencias de la medida
de la fluorescencia entre las enzimas libres y los complejos enzima-ligando, nos permitieron
establecer las constantes de asociacidon de estas uniones y por lo tanto, la capacidad de las
enzimas para unirse a diversos ligandos. Adicionalmente, con los valores obtenidos por este
procedimiento, se establecieron los valores estequiométricos de la unién de los complejos enzima-
ligando.

Por otro lado, el andlisis espectrofotométrico del cambio de absorbancia a 340 nm del 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por la accién de la enzima, nos permitid estudiar la actividad
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enzimatica de las GSTs y en particular el efecto inhibitorio que ejercieron los ligandos sobre la
enzima al unirse a ella y formar el complejo enzima-ligando. Los parametros inhibitorios que se
analizaron con este método fueron la inhibicidn al 50 % (Iso), el tipo de inhibicion y la Ki.

3.6.1 Fluorescencia

Como se menciond, el cambio en la fluorescencia intrinseca de las enzimas y de los complejos
enzima-ligando nos permitieron determinar las constantes de asociacion de estos complejos;
especificamente, lo que se midid al hacer este tipo de ensayos fue el apagamiento de la
fluorescencia intrinseca (aminodcidos aromaticos) de las enzimas al formar complejos con los
ligandos.

De forma general, los ensayos de fluorescencia se realizaron de la siguiente manera:
en una celda de cuarzo se colocé una concentracidon conocida de GST disuelta en PBS (pH 7.3)
filtrado y desgasificado, obteniendo un volumen final de 600 pl. La celda se colocé en un
espectrofluorémetro LS 45 (Perkin Elmer) y se midié su fluorescencia excitando a 280 nm vy
leyendo la emisién fluorescente en un rango de 300 a 500 nm. Posteriormente, a esta solucién se
le fue adicionando concentraciones crecientes del ligando, con cada adiciéon del ligando, la
solucion se mezcld y se leyé la fluorescencia en las condiciones descritas anteriormente.

A partir de esta metodologia se obtuvieron graficas como las de la Figura 7 en la que se
ejemplifica el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de las GSTs por la adicion de cantidades
crecientes de ligando al ensayo.
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() Anillos aromaticos

Figura 7. Grafica que ilustra el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de las GSTs por accion de la
union de los ligandos a la enzima, los ligandos obstruyen la fluorescencia de los anillos aromaticos de
los aminoacidos. (A) Enzima sin ligando, el apagamiento de la fluorescencia aumenta conforme se
adicionan cantidades crecientes de ligando al ensayo (B)<(C).
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Una vez que se obtuvieron gréaficas como las de la Figura 7 se utilizé el valor mas alto de
intensidad de fluorescencia de cada una de las curvas para continuar con la determinacion de la
KD. El valor mads alto de intensidad de fluorescencia se encontré regularmente entre los 348 y los
353 nm.

Con los valores de intensidad de fluorescencia se procedié a calcular la proporcion de la
fluorescencia Y = 1-(F/FT), donde F es la fluorescencia de la solucién de enzima con inhibidor y FT
es la fluorescencia de la proteina sin inhibidor. Posteriormente, se graficaron los valores de Y
frente a la concentracién de ligando, y se analizaron con la Ecuacién 1 tomada de Gonzalez EG,
2004. Esta ecuacion representa una funcidn que relaciona la fluorescencia de una solucién de
proteina con la concentracidn total de inhibidor en este caso ligando (x); la obtuvieron a partir de
la definicion de Ki, asumiendo que las intensidades de fluorescencia de la enzima libre y del
complejo enzima-ligando se modifican conforme se afade dicho ligando y considerando que las
concentraciones de ambos estan relacionadas con la KD en una proporcion 1:1.

Y = (;]{(Et + X+ KD)—X/(Et +x+ Ky )? —4xE, ] (Ecuacién 1)
t

Donde x es la concentracién total de ligando, Et representa el nimero total de sitios de union
de la enzima, a es la constante de apagamiento (valor asintdtico al cual tiende Y a altos valores de
X) y KD es la constante de disociacion. Con esta ecuacién es posible determinar simultdaneamente
el valor de los parametros KD, Ety a.

3.6.2. Ensayos enzimaticos

La actividad enzimatica de la GST se determind por el método de Habig et al., 1974
empleando como sustratos al GSH y al CDNB. El ensayo consisti6 en mezclar en un tubo de
ensayo, una cantidad conocida de GST en el amortiguador de ensayo K,HPO4 100 mM, EDTA 1
mM, (pH 6.5). Posteriormente, se le agregaron 1 mM de GSH y 1 mM de CDNB para iniciar la
reaccion, la solucidn se agitd y se ley6 su absorbancia a 340 nm, todos los ensayos se realizaron
en un volumen de 1 ml.

La actividad de la GST se observé siguiendo la absorbancia del CDNB a 340 nm debido a la
conjugacién de éste con el GSH como resultado de la accién de la enzima. La reaccion se dejo
desarrollar por un minuto registrando los cambios de absorbancia en funcion del tiempo.

Los datos obtenidos de los ensayos enzimaticos se utilizaron para construir gréaficas del
cambio de absorbancia en funcidn del tiempo (AABS). De estas graficas se obtuvo el valor de la
pendiente (m) que es igual al AABS por tiempo, este AABS estd dado por los 20 ul de muestra
utilizada en cada ensayo. Para obtener el AABS por ml necesitamos dividir 1 ml entre la cantidad
de muestra utilizada (1 ml/20 pl), lo que nos da como resultado 50, este valor se multiplicé por el
AABS (Ecuacion?) y asi obtenemos el AABS min™ ml™. Ahora, el resultado obtenido de la Ecuacién
2 se dividié entre la concentracion de la GST en mg/ml, empleada en el ensayo para obtener el
AABS min™ mg™! (Ecuacién 3).

(AABS min™*) 50 = AABS min™* ml™ (Ecuacién 2)
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AABSmin~imi™*

= ABSmin~1 T]'lg_l (Ecuacion 3)
Enzima mg /ml

Con el valor de AABS min™ mg™ Ecuacién 3 se calculd la actividad especifica de la enzima.
Para ello, se dividié este valor entre el coeficiente de extincién del CDNB € = 9.6 mM™ cm™ dando
como resultado mol min™ mg™? (Ecuacién 4). Finalmente, este dato se transformé a pmol min™
mg ' de sustrato transformado.

AABSmin~*mg™*
946

El andlisis de los datos se llevd a cabo con el programa Origin Pro (Scientific Graphing and
Analysis Software) de Origin ® 7SR2 Origin Lab Corporation.

= T]’ll'.'-'f-’.l’]'ll'?l_l T]'lg_l Actividad especifica (Ecuacion 4)

3.7. Estequiometria de union de los ligandos

Con los valores que se obtuvieron en los ensayos de apagamiento de la fluorescencia
intrinseca y el método descrito por Caccuri et al., 1990, se determinaron los valores
estequiométricos de la union de los complejos enzima-ligando. Siguiendo este método, los datos
de apagamiento de la fluorescencia se trataron con las siguientes ecuaciones:

V= (1-q)/ (1-Q) (Ecuacién 5)
g= A exp(-B*L;) + Cexp(-D*L;) + E (Ecuacién 6)
L= L+-V*P, (Ecuacion 7)
En donde:

V= saturacién fraccional de los sitios.

g= fluorescencia fraccional, este valor se obtiene dividiendo la fluorescencia a una cierta
concentracion de ligando entre la fluorescencia total (sin ligando).

Q= fluorescencia fraccional cuando todos los sitios de unién se encuentran ocupados.

A, B, C, D= valores de g a distintas concentraciones de ligando total (Ly).

E=valor de g a una concentracion infinita de Ly,

L= concentracién de ligando libre.

L= concentracion de ligando total.

Pi= concentracidn de proteina total.

Primero se graficé el apagamiento fraccional de la fluorescencia frente a la concentracién de
ligando y posteriormente, los datos se ajustaron a la Ecuacién 6 con lo cual se obtuvo E, cuyo valor
es igual a Q. Una vez se obtuvo E y por lo tanto Q, con las ecuaciones 5y 7 se calculd tanto el
ligando unido a la GST (V) como el libre (L) respectivamente.
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Con los valores de E, Vy L, se construyé una grafica de Scatchard con la que se determiné el
nuimero de sitios de unién de cada ligando a la GST.
Todos los datos se analizaron con el programa Origin.

3.8. Inhibicién de la actividad catalitica de la glutatidn transferasa

Los estudios de inhibicién se desarrollaron para determinar la capacidad inhibitoria de los
diversos PPL sobre la actividad catalitica de la Ts26GST y la TcGST, estos estudios se llevaron a
cabo siguiendo el método descrito por Tahir y Mannervik 1986, y nos permitieron determinar
tanto los tipos de inhibicién como las constantes inhibitorias de los PPL sobre las GSTs.

3.8.1. Inhibicion al 50%

La Iso se define como la concentracion de inhibidor necesaria para producir el 50% de
inhibicidon en el ensayo estandar de actividad de la GST.

Para determinar la Iso, se llevaron a cabo una serie de ensayos por cada inhibidor (ligando),
cada ensayo consistio en mezclar una cantidad conocida de GST en el amortiguador de ensayo
K;HPO4 100 mM, EDTA 1 mM, (pH 6.5), al cual posteriormente se le agregaron el GSH y el
inhibidor (ligando). La mezcla se agitd y se dejé equilibrar por unos segundos. La reaccion se inicid
al agregar el CDNB, se agitd la mezcla, y se leyd su absorbancia.

El volumen final de la reaccién fue de 1 ml, el cambio de absorbancia se registré a 340 nm, las
concentraciones finales de GSH y CDNB fueron de 1 mM para ambos, mientras que los ligandos se
fueron aumentando de forma creciente en cada ensayo de la serie.

Los datos de cada inhibidor (ligando) se graficaron como el porcentaje de la actividad residual
frente al logaritmo de la concentracién del inhibidor. El valor de la Iso se determind al interpolar
del punto de la grafica que definié el 50% de actividad al de la concentracidn del inhibidor.

3.8.2. Tipo de inhibicion

El tipo de inhibicion se determind por medio de sistemas de inhibicion simple (Tahir y
Mannervik 1986). El procedimiento consistié en obtener los datos de las velocidades iniciales en
diferentes series de ensayos, en las que la concentracién de la GST y del GSH se mantuvo
constante mientras la concentracion del CDNB se iba variando de forma creciente. Cada serie de
ensayos se realizd con una concentracion fija y diferente del inhibidor. El volumen total de la
reaccion fue de 1 ml y el cambio de absorbancia se registré a 340 nm. Con los datos que se
obtuvieron, se elabord una grafica del inverso de la velocidad inicial (Vo) frente al inverso de la
concentracion del CDNB. 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/[CDNB]), definio el tipo de inhibicion.

3.8.3. Constante de inhibicion
A partir de los datos que arrojaron las graficas del tipo de inhibicién, se calculé la Ki.

Brevemente, se graficaron los valores de las pendientes o de los interceptos (dependiendo el tipo
de inhibicién) de cada una de las series de ensayos frente a la concentracidn del inhibidor, el valor
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de interseccién de las rectas en el eje de las abscisas determind la Ki de cada uno de los ligandos
sobre las GSTs.

Con la finalidad de corroborar los valores de KiI obtenidos por métodos lineales (gréaficas de
Lineweaver-Burk), la KI también se calculé por métodos no lineales utilizando las ecuaciones del
modelo de Michaelis-Menten para cada tipo de inhibicion. Para llevar a cabo lo anterior se
elaboraron graficas de Vo frente a la concentracién del CDNB ajustando de forma global todos los
datos a un modelo determinado por la ecuacidn del tipo de inhibiciéon, lo que nos permitié calcular
la KI, esto se realizd con el programa Origin Pro.

Las ecuaciones que se utilizaron para calcular la KI por métodos no lineales fueron las
siguientes:

v V.o I [5] I Ecuacidn 8 (Inhibicién No competitiva)
max Km(1+ [j + [S](1+ []j
Ki Ki
Y V. _ 5] I Ecuacion 9 (Inhibicién Acompetitiva)
M km+ [5](1+ [K]j
i

3.9. Competencia entre hematina y 8-anilino-1-naftalen sulfonato

Con la finalidad de caracterizar el sitio de unién de las enzimas para la hematina, se realizaron
ensayos de competencia entre el ANS y el ligando; sin embargo, antes de llevar a cabo lo anterior,
primero se determind el punto isoemisivo de la unién entre el ANS y la Ts26GST. Este punto es
indicativo de que el rendimiento cuantico fluorescente de las moléculas unidas es igual en el rango
de valores utilizados.

El método para determinar el punto isoemisivo fue el siguiente, en una celda de cuarzo se
colocé una concentracién fija de GST en PBS, esta solucién se fue titulando con cantidades
crecientes de ANS, con cada adicion de ANS se tomaron lecturas de emision de la fluorescencia de
300 a 540 nm excitando la solucién a 280 nm con un espectrofluorémetro. Los datos se analizaron
graficando la intensidad de la fluorescencia contra la longitud de onda con cada una de las
diferentes concentraciones de ANS, a partir de esta grafica se determind la presencia del punto
isoemisivo.

Los ensayos de competencia se realizaron de la siguiente manera, en un volumen
determinado de PBS se adiciond GST y ANS a una cierta concentracion, ésta solucién se excito a
400 nm y se leyd su emisién de fluorescencia de 300 a 500 nm con un espectrofluorémetro.
Posteriormente, se adiciond de forma creciente la hematina, con cada adicién de hematina la
mezcla se excitd y se leyd su emision de fluorescencia.

Los datos se analizaron graficando la intensidad de la fluorescencia contra la longitud de onda
con cada una de las diferentes concentraciones de hematina.
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3.10. Solubilizacion de los compuestos

Todos los compuestos quimicos (ligandos) utilizados en este trabajo se adquirieron
comercialmente y para utilizarlos en los ensayos, se prepararon en soluciones stock concentradas
50 a 100 veces en relacion a la concentracién de ensayo.

La mayoria de los compuestos utilizados son hidrofébicos; por lo tanto, se disolvieron en
etanol al 100%, las soluciones stock se protegieron de la luz y se conservaron a 4° C hasta su uso.
El GSH se disolvié en el amortiguador de ensayo y siempre se prepard al momento de utilizarse,
mientras que el CDNB se disolvid en etanol 100% y se conservé a temperatura ambiente protegido
de la luz.

En la Tabla 2 se muestran los diferentes compuestos que se utilizaron en este trabajo, con sus
respectivas férmulas, en que se disolvieron y su masa molecular.

Tabla 2. Compuestos que se utilizaron en esta investigacion.
MM

Compuesto Disolvente Férmula
g/mol
; o o SHoo
Glutation reducido (GSH) 307.32 ~ Amortiguador P
de ensayo* HO™ ™ N OH
- H
NH, o}
cl
NO;
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 202.55 Etanol 100%
NO2
i 0
Acido araquidico 312.53 Etanol 100%
CHg(CHz)17CHz~ ~OH
0O
Acido palmitico 256. 42 Etanol 100%
CH3(CHz)13CHg~ ~OH
o}
ethyl-trans-2-octenoate 170.25 Etanol 100% y CN/MOACH3
3 H
H
- - I 0,
trans,trans-2,4-hexadienal 96.13 Etanol 100% HSGWO
H H O
trans,trans-2,4-nonadienal 138.21 Etanol 100% HEC\/\/R]/K\(MH
H H
HaC ~_0
trans,trans-2,4-decadienal 152.23 Etanol 100% ’ \/\/\/\/\f
OH
(E)-4-Hydroxynonenal-dimethylacetal 202.29 HCl 1mM HGC/\/\)\/YOCHS
OCH3
.. @\ QH
8-anilino-1-naftalensulfonato 299.3 Etanol 100% HN 0=5=0
. . NH,OH o Ol
Hematina porcina .
ina porci 633.5 01M o

MM: masa molecular
*\/er seccion 3.6.2.
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4. Resultados
4.1. Obtencioén de las glutation transferasas

Las Figuras 8 y 9 muestran los resultados de la purificacidn de las tres isoformas de GSTs de T.
solium y una de T. crassiceps respectivamente por medio de una cromatografia de afinidad Sef-
GSH. Los valores mas altos de Vo de la reaccidn catalitica de las GSTs coincide con un incremento
en la presencia de proteina en algunas de las fracciones eluidas en contraste con la fraccion
excluida donde la mayoria de las fracciones presentd poca Vo y mayor presencia de proteina.

La Fig. 10 muestra un ejemplo de un cromatoenfoque con la resina PBE-94 de las fracciones
obtenidas con actividad de GST de una cromatografia de afinidad Sef-GSH de cisticercos de T.
solium. Se observa que en el rango de pH 7.6 - 7.8 se purificd la Ts26GST.

304 ©00000 73
254 @ ¢ * 430
S o g {2
~ E - i C<)
E o154 ) . 1° =
2 : i e &
AN H - 415 2
c 0124 ) 3
e - ': [ 1 =
S - - Y . 410 "
?, 0094 _ ®- 3
. _ 45 &
3 - o o *
< 0.06 - i ° =
- /*.* - GSH 5 mM | 40
; \ -
0.03 - * *-k N e )
~ - Ry | . * ! -1 '5
Xk ',.* * L BRI o
0.00 "aa, T . T . .IW T . T —ama 10
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Fraccion (2ml c/u)

Figura 8. Cromatografia de afinidad Sef-GSH del extracto crudo de cisticercos de T. solium. La grafica
muestra la absorbancia a 280 nm (@) y la actividad de GST (Vo %). Se puede observar claramente las
fracciones excluidas (0-48) y las eluidas (49-83). La elucidn se realizé con 5 mM de GSH. El ensayo de
actividad de GST se realizé con 20 pul de cada fraccion.
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Figura 9. Cromatografia de afinidad Sef-GSH del extracto crudo de cisticercos de T. crassiceps. La
grafica muestra la absorbancia a 280 nm (®) y la actividad de GST (Vo *). Se puede observar
claramente las fracciones excluidas (0-43) y las eluidas (44-92). La elucidn se realizé con 5 mM de GSH.

El ensayo de actividad de GST se realizé con 20 pl de cada fraccion.
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Figura 10. Cromatoenfoque con la resina PBE-94 de las fracciones con actividad de GST que se
obtuvieron en la cromatografia de afinidad (Sef-GSH) de T. solium. La grafica muestra la absorbancia a
280 nm (@),la actividad de GST (Vo %) y el pH (®) de las fracciones. Esta grafica indica que en el
rango de pH entre 7.6 y 7.8 se purificé la Ts26GST. El ensayo de actividad de GST se realizé con 20 pl

de cada fraccion.
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Las graficas 8, 9 y 10 son un ejemplo de las 55 cromatografias que se hicieron a lo largo de
este estudio para obtener las GSTs de ambos parasitos. De forma general, se puede decir que en
los dos tipos de cromatografias los valores mds altos de Vo de las GSTs se encontraron en las
fracciones eluidas que coinciden con un incremento en la presencia de proteina.

Al relacionar las actividades cataliticas de la enzima con el volumen y la masa obtenidos en los
diversos pasos de purificacion se construyé la tabla de purificacién para la Ts26GST (Tabla 3). Esta
tabla, nos muestra un aumento en la actividad especifica y en el nimero de purificaciones,
mientras disminuye la actividad total y el porcentaje de rendimiento conforme se va purificando la
enzima.

Tabla 3. Resumen de la purificacion de Ts26GST

Etapa Vol Total Prot. Total  Act. ESP Act. Total % de #de
(ml) (mg) (Umg™) (mU) rendimiento purificaciones
E.C. 124 443.17 6.5 2883.82 100 1
Sef-GSH 12 12.55 191.43 2402.45 83 29.45
PBE 2 0.6 236.40 141.84 4.7 36.36

E.C.: extracto crudo; Sef-GSH: resina Sefarosa-Glutation; PBE:resina Polybuffer Exchanger 94.

Las fracciones con actividad de Ts26GST (57-61 Fig. 8) y T. crassiceps (54-59 Fig. 9) obtenidas
en las cromatografias Sef-GSH, asi como las fracciones de T. solium obtenidas en el
cromatoenfoque (50-55 Fig. 10) se analizaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 15%.
Previamente, las muestras se concentraron con nitrogeno gaseoso en el sistema Amicon y se
dializaron en PBS (pH 7.3). El resultado de estos analisis se observa en las Figuras 11y 12.

A Taenia crassiceps B Taenia solium
PM Sn S-G PM Sn S-G
97 : 97
66 66 3
45
45
30 30
20.1 20.1
144 14.4 -—

Figura 11. Analisis por geles de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) de las fracciones con actividad de
GST eluidas de la cromatografia de Sef-GSH (S-G) para T. crassiceps (A) y T. solium (B), contrastando
con el sobrenadante obtenido de la homogenizacion y centrifugacion de los cisticercos (Sn). En A
podemos ver una sola banda =26 kDa, mientras que en B ademas de la banda de =26 kDa hay dos
bandas por debajo, indicando la presencia de otras dos isoformas de GST. PM: peso molecular.
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Figura 12. Andlisis por gel de poliacrilamida al 15% de las fracciones de T. solium con actividad de GST,
eluidas en el cromatoenfoque (PBE), contrastando con la fraccion obtenida en la cromatografia de
afinidad Sef-GSH (S-G). PM: peso molecular.

Como se ve en los geles de la Figura 11, con sdélo un paso de centrifugacion y una
cromatografia de afinidad Sef-GSH Figuras 8 y 9, es posible obtener la TcGST pura y las tres
isoformas de GST de T. solium que se han reportado (Nguyen HA et al., 2010; Plancarte et al.,
2004; Vibanco-Pérez N et al., 2020). Para obtener a la Ts26GST pura fue necesario realizar un
cromatoenfoque Figura 10, cuyo resultado muestra una sola banda =26 kDa Figura 12. El
porcentaje de rendimiento de la purificacidon de Ts26GST fue bajo 4.7%, ver Tabla 3.

4.2. Analisis de péptidos

Como se dijo anteriormente, hasta el momento, se conocen tres isoformas de GST en los
tejidos de T. solium. En relacién a T. crassiceps, la Unica evidencia de la existencia de alguna GST es
una sola banda proteica de =26 kDa con actividad de GST observada en geles desnaturalizantes de
acrilamida de la fraccién obtenida por cromatografia de afinidad. Para confirmar que la proteina
de =26 kDa corresponde con una GST, ésta se analizd por espectrometria de masas.

El resultado de este analisis mostré que los péptidos APTLAYWDIR, LTQSGAILEYIADR,
RAVLHMLQCEVLDLR y LPNFETYLGDKEWLTGEK, coincidieron en el orden de 2-11, 70-83, 94-108 y 135-
152 con la secuencia de aminoacidos reportada para la Ts26GST, mientras que los péptidos
APTLAYWDIR, FSLGLDFPNLPYYIDGDFK y AVLHMLQCEVVDLR, coincidieron en el orden de 2-11, 51-69 y
95-108 con la secuencia de aminodcidos reportada para la GST de E. multilocularis como se ve en
la Tabla 4.
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Tabla 4. Analisis de péptidos de la banda de =26 kDa que se obtuvo en la purificaciéon de T. crasssiceps.
En la tabla por medio del alineamiento de las secuencias, se indican los péptidos de la muestra que
coinciden con cada una de las referencias y las caracteristicas de este analisis.

T.s. ©001-MAPTLAYWDIRGLAEQSRLLLKYLGVEYHDKRYHVGPAPNFDRSEWLSEKFTLGLDFPNLPYYMDGDLKLTQSGAILEYI-80
E.m. ©01-MAPTLAYWDIRGLAEQSRLLLKYLEVEYDDKRYKIGSAPTFDRSAWLSEKFSLGLDFPNLPYYIDGDFKLTQSGAILEYI-80
T.c. APTLAYWDIR FSLGLDFPNLPYYIDGDFKLTQSGAILEYI

T.s. ©081-ADRHGMIPDCKKRRAVLHMLQCEVLDLRQAFTRICYSPDFEELKPGFFETLAQKLPNFETYLGDKEWLTGEKINYPDFAL-160
E.m. ©81-ADRHGMIPDCKKRRAVLHMLQCEVVDLRMAFTRTCYSPDFEKLKPGLFETLAQKLPNFEAYLGEKEWLTGDKINYPDFSL-160
T.c. ADR RAVLHMLQCEVLDLR LPNFETYLGDKEWLTGEK

T.s. 161-CELLSQLTKFEPTCLKKYPKLQAYLERFENLPQLSGYMSSKEFKTCPCNGVSAKWRGDC-219
E.m. 161-CELLNQLMKFEPTCLEKYPRLKAYLSRFENLPALRDYMASKEFKTCPCNGASAKWRGDC-219

T.c.

T. s.: Taenia solium; E.m.: Echinococcus multilocularis; T.c.: Taenia crassiceps.

Coincide con Taenia solium: ABC; Coincide con Taenia crassiceps: ABC; Coincide con ambas especies: ABC.

Especie Referencia Base de datos Masa nominal pl calculado Cobertura
Taenia solium gi|21591409 NCBInr 25480 6.12 26%
Echinococcus multilocularis gi|1004227 NCBInr 25454 6.74 19%

En la Tabla 4 podemos observar un alineamiento de las secuencias de péptidos de las GSTs de
T. solium y Echinococcus multilocularis, asi como, los péptidos obtenidos de la banda de =26 kDa
del gel A (T. crassiceps) de la Figura 11 que coinciden con estas secuencias. El analisis de estos
datos, muestra que los péptidos obtenidos de dicha banda tienen un porcentaje de cobertura de
26% para la secuencia de péptidos de T. solium y de 19% para la de E. multilocularis. Lo anterior
nos indica, que en la banda de =26 kDa del gel A de la Figura 11 se encuentra una GST y que ésta
se parece mas a la GST de T. solium que a la de E. multilocularis.

4.3. Analisis de fluorescencia (constante de disociacion)

Con la finalidad de determinar las constantes de asociacion de los complejos formados por las
GSTs vy los ligandos, las GSTs purificadas de T. solium y T. crassiceps se utilizaron en ensayos de
fluorescencia. Para este fin, se cuantificd el apagamiento de la fluorescencia intrinseca
(aminoacidos aromaticos) de las enzimas al unirse los ligandos a ellas y formar complejos. Con los
datos de los ensayos se construyeron graficas de la intensidad de la fluorescencia frente a la
longitud de onda. El andlisis de estos datos por programas estadisticos (Origin Pro 7) permitio
calcular la Kb de la unidn de la GST con los ligandos. En las Figuras 13 a la 19 se muestran las
graficas de apagamiento de la fluorescencia intrinseca y de proporcién de la fluorescencia (Y)
frente a la concentracién del ligando para: el trans,trans-2,4-hexadienal (tt-HDE), tt-NDE, tt-DDE,
et-ONE, 4cido araquidico y el acido palmitico con la TcGST.
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Figura 13. Grafica de intensidad de fluorescencia frente a la longitud de onda (nm) del tt-HDE con la
TcGST. En la grafica se puede observar que la fluorescencia intrinseca de la Tc6ST disminuye conforme
se adicionan cantidades crecientes de tt-HDE, las concentraciones de dicho ligando que corresponden
para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
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Figura 14. Gréfica de proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion de tt-HDE, utilizada
para determinar el valor de la Kb de la union del tt-HDE con la TcGST. Esta grafica se construyo a
partir de los datos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca que se obtuvieron en la grafica de la

Figura 13.
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Figura 15. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del tt-NDE con la TcGST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del tt-NDE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del tt-HDE, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la unién del tt-NDE con la TcGST. La grafica inferior se construyo a
partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 16. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del tt-DDE con la TcGST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del tt-DDE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcién de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del tt-DDE, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la unién del tt-DDE con la TcGST. La grafica inferior se construyé a
partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 17. Graficas que se utilizaron para determinar la Kp del et-ONE con la TcGST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del et-ONE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del ethyl trans-2-
octenoate, utilizada para determinar el valor de la Kb de la union del ethyl, trans-2-octenoate con la
TcGST. La grafica inferior se construyé a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 18. Gréficas que se utilizaron para determinar la Kb del acido araquidico con la TcGST. Gréfica
superior, apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del acido araquidico que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de
la derecha. Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del acido
araquidico, utilizada para determinar el valor de la Kb de la unién del acido araquidico con la TcGST.
La grafica inferior se construyo a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 19. Graficas que se utilizaron para determinar la Kp del acido palmitico con la TcGST. Gréfica
superior, apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del acido palmitico que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la
derecha. Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del acido
palmitico, utilizada para determinar el valor de la Kb de la union del acido palmitico con la TcGST. La
grafica inferior se construyo a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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En las figuras (20 a la 26) se muestran las graficas de apagamiento de la fluorescencia
intrinseca y de proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentraciéon del ligando para: el tt-
HDE, tt-NDE, tt-DDE, et-ONE, &cido araquidico, acido palmitico y el (E)-4-Hydroxynonenal-
dimethylacetal (HNE-D) con la Ts26GST.
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Figura 20. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del tt-HDE con la Ts26GST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del tt-HDE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracién del tt-HDE, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la unidon del tt-HDE con la Ts26GST. La grafica inferior se construyé a
partir de los datos que se obtuvieron con los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 21. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del tt-NDE con la Ts26GST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del tt-NDE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del tt-HDE, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la unidn del tt-NDE con la Ts26GST. La grafica inferior se construyd a
partir de los datos que se obtuvieron con los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 22. Graficas que se utilizaron para determinar la Kp del tt-DDE con la Ts26GST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del tt-DDE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del tt-DDE, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la union del tt-DDE con la Ts26GST. La grafica inferior se construyd a
partir de los datos que se obtuvieron a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior
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Figura 23. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del et-ONE con la Ts26GST. Grafica
superior, apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm),
las concentraciones del et-ONE que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la
derecha. Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion del et-ONE,
utilizada para determinar el valor de la Kp de la union del et-ONE con la Ts26GST. La grafica inferior se
construyo a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 24. Graficas que se utilizaron para determinar la Kp del acido araquidico con la Ts26GST.
Grafica superior, apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de
onda (nm), las concentraciones del acido araquidico que corresponden para cada linea se indican en el
recuadro de la derecha. Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracion
del acido araquidico, utilizada para determinar el valor de la Kb de la uniéon del acido araquidico con la
Ts26GST. La grafica inferior se construyé a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica
superior.
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Figura 25. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del acido palmitico con la Ts26GST. Grafica
superior, apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm),
las concentraciones del acido palmitico que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de
la derecha. Grafica inferior, proporcidon de la fluorescencia (Y) frente a la concentraciéon del acido
palmitico, utilizada para determinar el valor de la Kb de la union del acido palmitico con la Ts26GST. La
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grafica inferior se construyo a partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Figura 26. Graficas que se utilizaron para determinar la Kb del HNE-D con la Ts26GST. Grafica superior,
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la Ts26GST frente a la longitud de onda (nm), las
concentraciones del HNE-D que corresponden para cada linea se indican en el recuadro de la derecha.
Grafica inferior, proporcion de la fluorescencia (Y) frente a la concentracién de HNE-D, utilizada para
determinar el valor de la Kp de la unién del HNE-D con la Ts26GST. La grafica inferior se construyd a
partir de los datos que se obtuvieron con la grafica superior.
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Como se puede apreciar en las graficas de las Figuras 13 a la 26, tanto el apagamiento de la
fluorescencia intrinseca como el valor de Kb son similares entre las dos GSTs como entre los
diferentes tipos de ligando. Siendo los dienaldehidos los que apagaron practicamente el 100% de
la fluorescencia intrinseca a diferencia de los dcidos grasos que solo apagaron entre el 9 y 25% la
fluorescencia intrinseca. Con respecto a la KD, fueron los acidos grasos los que presentaron un
valor de KD menor, lo que significa una mayor afinidad de los dcidos grasos con respecto al resto
de los ligandos, siendo el et-ONE el que presento una Kb mas alta, lo que significa una menor
afinidad de ambas GSTs por este compuesto.

En la Tabla 5 se muestran los datos del porcentaje de apagamiento de la fluorescencia y los
valores de KD de ambas GSTs para cada uno de los ligandos que se obtuvieron con las gréficas de
las Figuras 13 a la 26.

Tabla 5. Valores porcentuales del apagamiento de la fluorescencia intrinseca y las
KD’s de cada ligando, con la TcGST vy la Ts26GST.

. TcGST Ts26GST
Ligandos

% F KD (M) %F KD (1)
acido araquidico 15.25 3.07 24.74 15.73
acido palmitico 9.91 3.76 22.41 4.15
trans,trans-2,4-hexadienal 100 20.34 99.76 19.6
trans,trans-2,4-nonadienal 100 17.76 99.5 15.53
trans,trans-2,4-decadienal 100 14.42 99.71 11.64
ethyl-trans-2-octenoate 44.28 632.19 73.18 418.97
(E)-4-Hydroxynonenal-dimethylacetal ND ND 21.7 64.57

% F: porcentaje de apagamiento de la fluorescencia, ND: No determinada.

4.4. Estequiometria

Adicionalmente, se buscé determinar el nimero de sitios de unién que las GSTs tienen para
cada uno de los ligandos analizados. Con este fin se utilizd una metodologia descrita por Caccuri et
al., 1990, basada en los datos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca de las GSTs y que se
describié anteriormente en la seccién 3.7.

La figura 27 muestra el decaimiento de la fluorescencia intrinseca de la TcGST en funcién del
incremento del tt-HDE. En el recuadro se puede apreciar el valor de Q = 0.0130 (Ecuacién 4),
equivalente al valor de E en la Ecuacién 5, con la que se ajustaron los datos de ésta grafica. La
confiabilidad de la prueba resulto ser de r?= 0.9988.
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Figura 27. Grafica de la Fluorescencia fraccional frente a la concentracion de tt-HDE utilizando a la
TcGST, con la cual se obtuvo Q (0.0130 de Fluorescencia fraccional).

Con el valor de Q se procedio a usar las Ecuaciones 4 y 6 para calcular tanto el ligando libre (L)
como el unido a la TcGST (V) y con estos valores construir la gréfica de la Figura 28. Dicha grafica
nos indica el nUmero de sitios de unién asi como la afinidad de cada uno de estos sitios.
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Figura 28. Grafica de Scatchard del tt-HDE unido a la TcGST. V y L se obtuvieron con las Ecuaciones 5y
7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de baja afinidad (——) de 0 a
36.91 uM y otro de alta afinidad (=) de 40 a 97.74 uM de tt-HDE.
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De las Figuras 29 a la 40 se muestran las graficas que se utilizaron para determinar el nimero
de sitios de unidn presentes en la TcGST y la Ts26GST para los otros ligandos.
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Figura 29. Grafica de Scatchard del ac. araquidico unido a la TcGST. V y L se obtuvieron con las
Ecuaciones 5 y 7. En la grafica se pueden observar una sola pendiente que tiende hacia el 0.95 en el
eje de las abscisas, lo que nos indica un solo sitio de unidn para el ac. araquidico.
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Figura 30. Grafica de Scatchard del ac. palmitico unido a la TcGST. V y L se obtuvieron con las
Ecuaciones 5 y 7. En la grafica se pueden observar una sola pendiente que tiende hacia el 0.7 en el eje
de las abscisas, lo que nos indica un solo sitio de union para el ac. palmitico.
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Figura 31. Grafica de Scatchard del tt-NDE unido a la TcGST. V y L se obtuvieron con las Ecuaciones 5y
7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de baja afinidad (——) de 0 a
26.81 uM y otro de alta afinidad (=) de 42.53 a 149.89 uM de tt-NDE.
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Figura 32. Grafica de Scatchard del tt-DDE unido a la TcGST. V y L se obtuvieron con las Ecuaciones 5 y
7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de baja afinidad (——) de 0 a
8.19 UMy otro de alta afinidad (=) de 9.8 a 45.45 uM de tt-DDE.
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Figura 33. Grafica de Scatchard del et-ONE unido a la TcGST. Vy L se obtuvieron con las Ecuaciones 5y
7. En la grafica se pueden observar una sola pendiente que tiende hacia el 0.65 en el eje de las
abscisas, lo que nos indica un solo sitio de unién para el ac. et-ONE.
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Figura 34. Grafica de Scatchard del ac. araquidico unido a la Ts26GST. V y L se obtuvieron con las
Ecuaciones 5 y 7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de alta
afinidad (——) de 0 a 26.12 uM y otro de baja afinidad (——) de 32.55 a 212.59 uM de ac. araquidico.
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Figura 35. Grafica de Scatchard del ac. palmitico unido a la Ts26GST. V y L se obtuvieron con las

Ecuaciones 5 y 7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de alta

afinidad (=) de 0 a 26.12 uM y otro de baja afinidad (=) de 32.55 a 212.59 uM de ac. palmitico.
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Figura 36. Grafica de Scatchard del tt-HDE unido a la Ts26GST. Vy L se obtuvieron con las Ecuaciones 5
y 7. En la grafica se pueden observar una sola pendiente que tiende hacia el 1.07 en el eje de las
abscisas, lo que nos indica un solo sitio de unién para el tt-HDE.
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Figura 37. Grafica de Scatchard del tt-NDE unido a la Ts26GST. Vy L se obtuvieron con las Ecuaciones 5
y 7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de baja afinidad (——) de 0
a43.12 uM y otro de alta afinidad (=) de 49.41 a 175.08 uM de tt-NDE.
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Figura 38. Grafica de Scatchard del tt-DDE unido a la Ts26GST. Vy L se obtuvieron con las Ecuaciones 5
y 7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de baja afinidad (——) de 0
a 22.29 uM y otro de alta afinidad (=) de 28.64 a 127.44 uM de tt-DDE.
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Figura 39. Grafica de Scatchard del et-ONE unido a la Ts26GST. Vy L se obtuvieron con las Ecuaciones
5y 7. En la grafica se pueden observar dos sitios de union (pendientes), uno de alta afinidad (——) de
0 a 196.07 uM y otro de baja afinidad (=) de 228.01 a 2738.28 uM de et-ONE.
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Figura 40. Grafica de Scatchard del HNE-D unido a la Ts26GST. V y L se obtuvieron con las Ecuaciones 5
y 7. En la grafica se pueden observar una sola pendiente que tiende hacia el 1.1 en el eje de las
abscisas, lo que nos indica un solo sitio de union para el HNE-D.
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Con las graficas de las Figuras 28 a la 40 se determind que todos los ligandos que utilizamos a
excepcion del HNE-D, presentan de uno a dos sitios de unién en ambas GSTs. El HNE-D presentd
so6lo un sitio de unidn para la Ts26GST siendo la Unica GST con la que se pudo hacer el analisis
estequiométrico de este ligando. Una ventaja de estos analisis, es que las pendientes de las
graficas nos indicaron diferencias de afinidad entre los sitios de unidn presentes en una misma
GST.

Los resultados obtenidos por este método son similares a lo reportados por Sluis-Cremer et
al., 1996, quienes indican que las GSTs poseen un sélo sitio de alta afinidad para la unién de
ligandos anidnicos hidrofébicos, que se encuentra en la hendidura formada por las dos
subunidades. Es importante comentar que las graficas de las Figuras 29, 31, 34, 36 y 40, presentan
mucha dispersién y/o una falta de puntos (mediciones); sin embargo, creemos que en general los
datos obtenidos son confiables.

Una de las causas posibles de la dispersion observada en las graficas pudo ser, el uso de
soluciones con diferentes concentraciones de ligando en los ensayos de inhibiciéon de la
fluorescencia intrinseca, por lo tanto, la dispersién observada podria reducirse con algunas
repeticiones de los ensayos, el uso de menos saltos de concentracion de ligando en los mismos y
aumentando el nimero de mediciones en los ensayos que asi lo requieran.

En la Tabla 6 se indica el nimero de sitios de unién que tiene cada una de las GSTs para cada
ligando, estos datos se determinaron con ayuda de las graficas de las Figuras 28 a la 40, las cuales
se construyeron con los datos que se obtuvieron de graficas como la de la Figura 27 que se
llevaron a cabo para cada uno de los ligandos y con cada una de las GSTs.

Tabla 6. NUmero de sitios de unién para cada ligando en la TcGST y
la Ts26GST.

Ligandos TcGST Ts26GST

acido araquidico 1 2
acido palmitico
trans,trans-2,4-hexadienal
trans,trans-2,4-nonadienal
trans,trans-2,4-decadienal
ethyl-trans-2-octenoate
(E)-4-Hydroxynonenal-dimethylacetal ND

ND: No determinada.

R NDNDN
P NDNDNEDN
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4.5. Anilisis cinéticos (inhibicién)

Una forma adicional de corroborar que cada uno de los ligandos utilizados en este trabajo se
estan uniendo a cada una de las dos GSTs, es a través de su efecto inhibitorio sobre la funcidn
catalitica de ambas enzimas parasitarias. De la figura 41 a la 49 se observan las gréficas del
porciento de la actividad residual versus el logaritmo de la concentracién de los ligandos asi como
las graficas de doble inversa (Linweaver-Burk), utilizadas para determinar tanto el tipo de
inhibicién como los valores de la Ki para ambas enzimas parasitarias.
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Figura 41. Grafica del porcentaje de actividad residual de la TcGST frente a la concentracién del tt-HDE
para calcular el valor de Iso de la enzima hacia este compuesto.
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Figura 42. Tipo de inhibicion (grafica superior) y Ki (grafica inferior) del tt-HDE sobre la actividad de la
TcGST. Grafica superior muestra el inverso de la Vo frente al inverso de la concentracion del CDNB en
ausencia (M) y presencia de tt-HDE 1.2 mM (@) y 3 mM (A) respectivamente. Grafica inferior, grafica
secundaria derivada de la doble inversa que se utilizo para determinar el valor de la Ki, en esta ultima
se grafico el valor de la pendiente de cada una de las series de la grafica superior frente a la
concentracion del tt-HDE. El valor de la Ki=2.23 mM lo indica el punto de interseccion de la recta
(regresion lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 43. Gréfica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del tt-NDE con
la TcGST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion del
tt-NDE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (H) y presencia de tt-NDE 0.06 mM (@) y 0.4 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se graficé el valor de la pendiente de cada una de las series
de la grafica (B) frente a la concentracion del tt-NDE. El valor de la Ki=0.31 mM lo indica el punto de
interseccion de la recta (regresidn lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 44. Grafica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del tt-DDE con
la TcGST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion del
tt-DDE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (H) y presencia de tt-DDE 0.02 mM (@®) y 0.3 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se graficé el valor de la pendiente de cada una de las series
de la grafica (B) frente a la concentracion del tt-DDE. El valor de la Ki=0.166 mM lo indica el punto de
interseccion de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas.

64



A |135 -

120—: I - _
I

105

90

75

60
Equation: y = A2 + (A1-A2)/(1 + (X/x0)"p)

454 | R"2 = 0.98271

304 |Al  110.6563  +3.05871
A2  3.91061  6.04101
15 |1s0 49355  :0.277

p 427329  :1.25454

Porcentaje de actividad residual

0 — : : — .
10
Log[ethyl-trans-2-octenoate] mM
B C 0.0250
0.090 ~ :
0.0225
= Control 1 1
- 00754 | ® Octenoate 3mM 0.0200
= Octenoate 4.5 mM 1
= 0 0.0175
- ] 4
: 0.060 ~ 5
£ @ 0.0150
£ o ]
S L 0.0125 - —AvE"
£ 0.045 ~ c Y=A+B*X
=
;’ Parameter  Value Error
5 0.030 A 0.00826  0.00205
B 0.00305  6.55375E-4
701 R SD N P
/ 097768 000212 3 0.13477
00006
= 0-00 —————TT— 4 . —— :
10 05 00 05 10 15 20 25 30 35 3 2 1 0 1 2 3 4

1/CDNB mM Ki=2.69 Ethyl-trans-2-Octenoate mM

Figura 45. Grafica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del et-ONE con
la TcGST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion del
et-ONE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (M) y presencia de et-ONE 3 mM (@) y 4.5 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se grafico el valor de los interceptos en el eje de las
ordenadas de cada una de las series de la grafica (B) frente a la concentracion del et-ONE. El valor de
la Ki=2.69 mM lo indica el punto de interseccion de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 46. Grafica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del tt-HDE con
la Ts26GST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion
del tt-HDE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (M) y presencia de tt-HDE 1.5 mM (@) y 3 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se grafico el valor de la pendiente de cada una de las series
de la grafica (B) frente a la concentracion del tt-HDE. El valor de la Ki=1.82 mM lo indica el punto de
interseccion de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 47. Gréfica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del tt-NDE con
la Ts26GST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion
del tt-NDE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (M) y presencia de tt-NDE 1.5 mM (@) y 3 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se graficé el valor de la pendiente de cada una de las series
de la grafica (B) frente a la concentracion del tt-NDE. El valor de la Ki=0.37 mM lo indica el punto de
interseccion de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 48. Grafica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicion (B) y Ki (C) del tt-DDE con
la Ts26GST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion
del tt-DDE para calcular el valor de I50. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (M) y presencia de tt-DDE 1.5 mM (®) y 3 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se grafico el valor de los interceptos en el eje de las
ordenadas de cada una de las series de la grafica (B) frente a la concentracién del tt-DDE. El valor de la
Ki=0.043 mM lo indica el punto de interseccidn de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas.
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Figura 49. Grafica del porcentaje de actividad residual (A), tipo de inhibicién (B) y Ki (C) del et-ONE con
la Ts26GST. La grafica (A) nos muestra el porcentaje de actividad residual frente a la concentracion
del et-ONE para calcular el valor de Is0. Grafica (B) presenta el inverso de la Vo frente al inverso de la
concentracién del CDNB en ausencia (M) y presencia de et-ONE 1.5 mM (@®) y 3 mM (A)
respectivamente. Grafica (C), grafica secundaria derivada de la grafica (B), que se utilizé para
determinar el valor de la Ki, en ésta ultima se grafico el valor de la pendiente de cada una de las series
de la grafica (B) frente a la concentracion del et-ONE. El valor de la Ki=3.51 mM lo indica el punto de
interseccion de la recta (regresion lineal) en el eje de las abscisas
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Con el acido araquidico y el acido palmitico no fue posible determinar la I50, el tipo de
inhibicién, ni la Ki, debido a que, dichos ligandos no se pudieron disolver en las concentraciones a
las que se necesitaban en los ensayos para determinar la 150. En las Figuras 50 y 51 se pueden ver
las graficas que indican hasta que valor se pudo determinar el porcentaje de actividad residual del
acido araquidico y el acido palmitico con las dos GSTs.
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Figura 50. Graficas del porcentaje de actividad residual de la TcGST frente a la concentracion de acido
araquidico (grafica superior) y de acido palmitico (grafica inferior), como se puede observar solo se
pudo inhibir el 52% con el acido araquidico y el 30% con el acido palmitico, de la actividad de la TcGST
debido a problemas de solubilidad de los ligandos.
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Figura 51. Graficas del porcentaje de actividad residual frente a la concentracion de ligando de la
Ts26GST frente a la concentracion de acido araquidico (grafica superior) y de acido palmitico (grafica
inferior), de la misma forma que en las graficas de la Figura 50 se observa que solo se pudo inhibir el
35% con el acido araquidico y el 28% con el acido palmitico, de la actividad de la Ts26GST debido a
problemas de solubilidad de los ligandos.



Usando las graficas de las Figuras 41 a la 49 se logré determinar la 150 de cada uno de los
ligandos, a partir de este dato se pudo determinar por graficas de doble inversa el tipo de
inhibicidn y con una regresion lineal la Ki de los ligandos. En la Tabla 7 se reunieron los valores de
I50, asi como los de la KI y el tipo de inhibicién obtenidos en las graficas mencionadas, los dos
ultimos valores se obtuvieron en ambos casos por métodos de andlisis lineal.

Tabla 7. Datos de inhibicidn de los diferentes ligandos con la TcGST y la Ts26GST
TcGST Ts26GST
Tipo de Iso Ki * Tipo de Iso Ki *
inhibicion mM mM inhibicion mM mM
trans,trans-2,4-hexadienal NC 2.43 2.23 NC 2.51 1.82

trans,trans-2,4-nonadienal NC 0.21 0.31 NC 0.75 0.37
trans,trans-2,4-decadienal NC 0.13 0.16 AC 0.077 0.043
ethyl-trans-2-octenoate AC 493 2.69 NC 3.59 3.51
acido araquidico ND ND ND ND ND ND
acido palmitico ND ND ND ND ND ND

*: Ajuste lineal, NC: No competitiva, AC: Acompetitiva, ND: No determinada.

Con la finalidad de corroborar los valores obtenidos de las variables inhibitorias calculadas a
partir de métodos lineales (graficas de Lineweaver-Burk y regresion lineal), los mismos datos se
analizaron también por métodos no lineales (ecuaciones para cada tipo de inhibicién del modelo
de Michaelis-Menten). Con este fin se elaboraron gréficas de Vo frente a [CDNB] ajustando de
forma global todos los datos a las ecuaciones de inhibicion del modelo de Michaelis-Menten para
calcular la Ki de el tt-HDE, tt-NDE, tt-DDE y del et-ONE para cada una de las GSTs, en las figuras 52
ala 58 se pueden ver las graficas con las que se llevd a cabo este tipo de analisis.
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Figura 52. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del tt-HDE sobre la actividad de la
TcGST en ausencia (M) y presencia del tt-HDE 1.2 mM (®) y 3 mM (4 ). En esta grafica todos los datos
se ajustaron a la ecuacion de la inhibicion no competitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 53. Graficas de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del tt-NDE (Grafica superior) y del
tt-DDE sobre la actividad de la TcGST. En la Grafica superior las concentraciones del tt-NDE son:
ausencia (H), 0.06 mM (®) y 0.4 mM (4 ).En la Grafica inferior las concentraciones del tt-DDE son:
ausencia (H), 0.02 mM (®) y 0.3 mM (4 ). En ambas graficas todos los datos se ajustaron a la ecuacién
de la inhibicion no competitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 54. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del et-ONE sobre la actividad de la

TcGST en ausencia

(M) y presencia del et-ONE 3 mM (®) y 4.5 mM (4 ). En esta grafica todos los datos

se ajustaron a la ecuacion de la inhibicion acompetitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 55. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del tt-HDE sobre la actividad de la
Ts26GST en ausencia (M) y presencia del tt-HDE 1.5 mM (®) y 3 mM (4 ). En esta grafica todos los

datos se ajustaron

a la ecuacién de la inhibicién no competitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 56. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del tt-NDE sobre la actividad de la
Ts26GST en ausencia (H) y presencia del tt-NDE 0.45 mM (®) y 0.9 mM (4 ). En esta grafica todos los
datos se ajustaron a la ecuacidn de la inhibicion no competitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 57. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del tt-DDE sobre la actividad de la
Ts26GST en ausencia (M) y presencia del tt-DDE 0.01 mM (®) y 1 mM (4). En esta grafica todos los
datos se ajustaron a la ecuacion de la inhibicion acompetitiva del modelo de Michaelis—Menten.
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Figura 58. Grafica de la Vo frente a la [CDNB] para determinar la Ki del et-ONE sobre la actividad de la
Ts26GST en ausencia (H) y presencia del et-ONE 1.5 mM (®) y 3 mM (4 ). En esta grafica todos los
datos se ajustaron a la ecuacidn de la inhibicion no competitiva del modelo de Michaelis—Menten.

Como se menciond, en las graficas de las Figuras 52 a la 58 los puntos se ajustaron a las
Ecuaciones 8 y 9 que son respectivamente las de inhibicion no competitiva y acompetitiva del
modelo de Michaelis-Menten, ademas, los analisis realizados en estas graficas que son del tipo no
lineal se hicieron para comparar los resultados obtenidos por métodos lineales Figuras 41 ala49y
Tabla7.

En la Tabla 8, se muestran los resultados comparativos de los métodos que se utilizaron para
determinar la Ki y se observa que no hay una gran diferencia entre ambos métodos. Sin embargo,
se prefirié utilizar los datos del método no lineal debido a que el analisis por Lineweaver-Burk es
propenso al error a altas concentraciones de sustrato y a exagerar la importancia de los puntos en
bajas concentraciones (Fersht A,1980).

Tabla 8. Comparacién de valores de Ki obtenidos por métodos
lineales y no lineales

TcGST Ts26GST
Ki * Ki ** Ki * Ki **
mM mM mM mM
trans,trans-2,4-hexadienal 2.23 2.64 1.82 1.17
trans,trans-2,4-nonadienal 0.31 0.22 0.37 0.72
trans,trans-2,4-decadienal 0.16 0.19 0.043 0.047
ethyl-trans-2-octenoate 2.69 2.36 3.51 3.53

*: Ajuste lineal, **: Ajuste no lineal, NC: No competitiva, AC: Acompetitiva.
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En la Tabla 9, se indican los valores de Isq, tipo de inhibicidn y Ki, para cada uno de los
ligandos, con las TcGST y la Ts26GST. En esta tabla, a diferencia de la Tabla 7, los valores de KI son
los que se obtuvieron por métodos no lineales, es decir, de las graficas de las Figuras 52 a la 58.

Tabla 9. Datos de inhibicidn de los diferentes ligandos con la TcGST y la Ts26GST
TcGST Ts26GST

Tipo de Iso Ki * Tipo de Iso Ki *
inhibicion mM mM inhibicion mM mM

trans,trans-2,4-hexadienal NC 243 2.64 NC 251 1.17
trans,trans-2,4-nonadienal NC 0.21 0.22 NC 0.75 0.72
trans,trans-2,4-decadienal NC 0.13 0.19 AC 0.077 0.047
ethyl-trans-2-octenoate AC 493 2.36 NC 359 353
Ac. Araquidico ND ND ND ND ND ND
Ac. Palmitico ND ND ND ND ND ND

*: Ajuste no lineal, NC: No competitiva, AC: Acompetitiva, ND: No determinada.

Como puede verse en la Tabla 9 los valores de 150 y KI de cada uno de los ligandos son
similares entre las dos enzimas. En cuanto al tipo de inhibicién, en la mayoria de los casos fue del
tipo no competitivo, aunque se presentaron dos casos con inhibicién acompetitiva el et-ONE con
la TcGST y el tt-DDE con la Ts26GST.

Los inhibidores no competitivos, se unen a la enzima en un sitio diferente al sitio activo pero
al hacerlo bloquean la interaccién del sustrato con el sitio activo. El mecanismo de inhibicidn no
competitivo implica que la velocidad de la reaccién debe disminuir, pero el valor de la constante
de Michaelis-Menten (K;,) no (Pefia A, 2004), lo anterior se puede visualizar en las graficas de
doble inversa por la interseccidon de las rectas en el eje de las ordenadas para la velocidad de
reaccion y en el eje de las abscisas para la K. De esta forma se identificé este tipo de inhibicion en
las graficas de doble inversa de las Figuras 42, 43, 44, 46, 47 y 49.

En la inhibicidn acompetitiva, el inhibidor se une al complejo enzima sustrato, pero no a la
enzima libre. El inhibidor acompetitivo, no siempre se asemeja al sustrato y al parecer distorsiona
el sitio activo. Las graficas de doble inversa de la inhibicién acompetitiva, presentan una serie de
lineas paralelas (Voet D, 2006), indicativas de que se modifica la velocidad de reaccién y la K. Este
tipo de inhibicidn se identificd en las graficas de doble inversa de las Figuras 45 y 48.

4.6. Competencia entre hematina y 8-anilino-1-naftalen sulfonato

Como se mencioné en la seccidn 3.9, para caracterizar el sitio de unién de las enzimas para la
hematina se llevaron a cabo ensayos de competencia entre el ANS y dicho ligando, comprobando
primero la existencia de un punto isoemisivo, indicativo de que el rendimiento cuantico fluorescente
del ANS unido a la GST es igual en el rango de valores utilizados (concentraciones de GST y ANS). El
ANS es un fluoréforo que al unirse a sitios hidrofdbicos y ser excitado a cierta longitud de onda
(=400 nm) emite fluorescencia con un pico maximo entre los 480 y los 500 nm. En la Figura 59 se
muestran las gréafica con la que se determind el punto isoemisivo, mientras que en la Figura 60 se
puede ver la gréfica con los ensayos de competencia del ANS con la Hematina. En la Figura 61 se
observa la grafica con la que se determind la Kb de la Hematina al competir con el ANS.
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Figura 59. Grafica de intensidad de fluorescencia frente a la longitud de onda (A) con la que se
determind el punto isoemisivo (419 nm) de la Ts26GST con el ANS. Los nimeros en la grafica indican
la concentracion del ANS uM en cada uno de las mediciones (lineas), el ANS fue agregado a una
solucién que contenia 4.14 uM de Ts26GST.
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Figura 60. Ts26GST, grafica de intensidad de fluorescencia frente a la longitud de onda (nm), donde se
observa el apagamiento de la fluorescencia del ANS al ser desplazado de los sitios hidrofébicos por la
hematina. En el recuadro de la derecha se indican las concentraciones de ligandos y enzima, de esta
grafica se tomo el valor de mayor intensidad de la fluorescencia =480 nm de cada una de las curvas
para calcular la Kb con la grafica de la Figura 61.
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Figura 61. Ts26GST, Y frente a la concentracion de la hematina utilizada para determinar el valor de la
Kb de la hematina al competir con el ANS por los sitios hidrofobicos de la enzima. Los datos de Y que
se obtuvieron a partir de los valores de intensidad de fluorescencia de la grafica de la Figura 60, se
analizaron con la Ecuacion 1 para determinar la Kp.

Para poder utilizar el ANS y llevar a cabo los ensayos de competencia, primero fue necesario
determinar las concentraciones tanto del ANS, como de la enzima, a las cuales los valores de
fluorescencia son confiables. Lo anterior se determind con la grafica de la Figura 59 donde se
aprecia un punto isoemisivo a los 419 nm con concentraciones de 4.14 uM para la Ts26GST y de O
a 74.51 uM de ANS.

Con los datos aportados por la gréfica de la Figura 59 se llevaron a cabo los ensayos de
competencia con las siguientes condiciones Ts26GST 2 uM, ANS 70 uM vy adicionando de forma
creciente la hematina (0-3.47 mM). Posteriormente, se determind la KD de la hematina en los
ensayos de competencia utilizando los valores de apagamiento de la fluorescencia del ANS de la
forma en que se describe en la seccién 3.6.1.

El valor de KD en este caso fue de 0.82 uM que es similar al obtenido por Hernandez M, 2012,
que fue de 0.7 uM vy se obtuvo al analizar los datos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca
de la Ts26GST.
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5. Discusion

Las enzimas GSTs citosélicas son una familia de proteinas homodimeras y heterodimeras, que
catalizan la adicién nucleofilica del grupo tiol (SH) del glutation (y-glutamil-cisteina-glicina) a
centros electréfilos en una gran variedad de sustratos electréfilos e hidrofébicos, incluyendo
aluros de alkilo y arilo, epdxidos, quinonas y alquenos activados. Todas las GSTs comparten un
plegamiento proteico comun, cada una de sus dos subunidades tiene dos dominios estructurales.
El dominio 1, cercano al amino terminal, presenta una topologia de plegamiento BaBofBa, esta es
una estructura conservada que formar parte del sitio activo de estas enzimas. El dominio 2,
cercano al carboxilo terminal, tiene sélo el tipo de plegamiento a. Asi, las GSTs presentan dos
sitios activos diméricos, estructuralmente independientes y en cada uno de ellos se encuentra en
el dominio 1, el sitio G donde se une el GSH y en el dominio 2, el sitio H donde se unen los
sustratos electrofilicos-hidrofdbicos. El disefio de esta estructura permite realizar la funcion
catalitica en las GSTs.

Aunado a la funcion catalitica de las GSTs, estas enzimas también son consideradas
transportadores intracelulares de varios compuestos hidrofébicos no sustratos tales como
esteroides, bilirrubina, sales biliares, etc. Esta funcién de unir diversos ligandos en las GSTs se
denomina funcién de ligandina.

No obstante, que a nivel estructural se sabe que las GSTs poseen un solo sitio (sitio L) por
dimero de alta afinidad para la unién de ligandos anidnicos hidrofébicos y que esta presente en la
hendidura formada por las dos subunidades (Sluis-Cremer et al., 1996), la funcién de ligandina ha
sido poco estudiada en los organismos incluyendo los helmintos.

La observacién de Sluis-Cremer y col. resulta alentadora para realizar estudios con las GSTs de
los cestodos en busqueda de la funcién de ligandina en estas enzimas. Adicionalmente, estos
estudios se justifican debido a que esta funcién parece ser de gran importancia en diversos
procesos fisiolégicos como son el almacenamiento intracelular de una gran variedad de
compuestos no-sustratos incluyendo hormonas, metabolitos y farmacos. Asi, la unién de estos
ligandos a las GSTs prevendria la unién de estas moléculas apolares a sitios lipofilicos como las
membranas celulares y se podrian enviar a la via del acido mercapturico o a sus sitios blanco (Arias
et al., 1980; Bates et al., 2009; Li et al., 2004; Paumi et al., 2004; Boyer y Olsen, 1991).

En nuestro laboratorio inicialmente se demostré la funcién de ligandina en T. crassiceps y
posteriormente en Taenia solium, empleando diversos ligandos (Herndndez et al., 2009,
Hernandez M, 2012). Siguiendo con esta linea investigacion y para incrementar nuestro
conocimiento de los cestodos al respecto, en este trabajo evaluamos si ciertos derivados de la PL
funcionan como ligandos para las GSTs de T. solium y T. crassiceps. Con este fin, se utilizaron
diversas técnicas como: espectroscopia de fluorescencia, inhibicién cinética, ademas se utilizé al
ANS como un marcador de sitios hidrofébicos en ensayos de competencia. Los ligandos que se
usaron en este trabajo presentan la caracteristica de que pueden ser téxicos o no, dependiendo
de su concentracion en los organismos. Adicionalmente, se pudo comprobar en este trabajo que
ninguno de los ligandos utilizados a excepcidén del HNE-D son sustratos cataliticos de las GSTs; éste
ultimo fue el Unico ligando utilizado que demostré ser tanto un ligando como un sustrato para la
Ts26GST; sin embargo, fueron pocos los ensayos que se pudieron hacer con este ligando y sdlo se
obtuvo su KD.
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Los ensayos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca (quenching) de las GSTs mostraron
gue todos los ligandos que se utilizaron en esta investigacién fueron capaces de apagar en
diferentes proporciones la fluorescencia intrinseca de ambas GSTs, lo que implica que estos
ligandos se unen no cataliticamente a las GSTs. El porcentaje de apagamiento de la fluorescencia
intrinseca y la KD de los ligandos son similares en las dos GSTs. Un resultado interesante fue que
todos los dienaldehidos lograron, a diferencia de los otros ligandos, apagar practicamente el 100%
de la fluorescencia intrinseca sin que en este proceso se haya apreciado el corrimiento del pico
maximo de longitud de onda hacia la izquierda o a la derecha del espectro de fluorescencia, lo que
nos podria haber indicado, que la enzima se volvia mas hidrofébica o hidrofilica respectivamente.

Con los ensayos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca de las proteinas se
determinaron los valores de KD para cada uno de los ligandos, resultando en que la KD de los
dienaldehidos fue similar entre las GSTs. Por otro lado, los ensayos de inhibicién cinética usando al
CDNB como sustrato, nos confirmaron que los ligandos que utilizamos se unen a la enzima y que
es inhibida por los ligandos. Hay que tomar en cuenta que los 4cidos grasos no pudieron ser
evaluados con este tipo de ensayos debido a que las concentraciones que se requerian de estos
compuestos no se pudieron diluir en los ensayos de inhibicién.

Con respecto al tipo de inhibiciéon, sélo el tt-DDE para la Ts26GST y el et-ONE para la TcGST
presentaron un tipo de inhibicién acompetitiva, mientras que el resto de los ligandos presenté un
tipo de inhibicién no competitivo. Los valores de 150 y de Ki de los dienaldehidos y del octenoate
fueron similares aunque en menor grado que la KD entre las dos enzimas, estos resultados se
asemejan a los reportados de 150 y KI por Askéfold et al., 1975 con un enzima parasitaria utilizando
al S-alkylglutathione, un alquilo de cadena larga.

Los resultados anteriores confirmaron que las GSTs de T. solium y T. crassiceps se unen no
cataliticamente a los derivados de la PL y, por lo tanto, que la funcidn de ligandina se presenta en
las GSTs de ambos parasitos.

La funcion de ligandina puede estar involucrada en el transporte de diferentes sustancias, algo
gue esta apoyado por el descubrimiento de que las GSTs pueden funcionar como un medio de
transporte proteico o de proteinas que introduce a la célula moléculas exégenas como péptidos y
proteinas (Namiki et al.,, 2003) y esto es llevado a cabo por el motivo estructural de las GSTs
denominado “GST-Fold” (Morris et al., 2009). Por lo tanto si las GSTs tienen la capacidad de unir
sustancias y transportarlas, es muy probable que dichas enzimas estén involucradas en procesos
de desintoxicacién de las células, lo que incluiria el transporte de sustancias téxicas como los PPL
lipidica los cuales, como se demuestra en este trabajo, son unidos no cataliticamente a estas
enzimas.

A diferencia de otras GSTs de helmintos (Bropphy and Barret, 1990), en el que se ha
demostrado que las GSTs presentan actividad catalitica con algunos dienaldehidos, las GSTs de T.
solium y T. crassiceps no presentaron actividad catalitica frente a los diferentes dienaldehidos PPL
gue se usaron en este trabajo. Sin embargo, fueron estos ligandos los Unicos capaces de apagar la
fluorescencia intrinseca de las GSTs en un 100% en ambas GSTs. Con respecto a lo anterior, sélo
con el HNE-D se encontré que puede funcionar como sustrato y como ligando, lo que concuerda
con Alin et al., 1985 donde se demuestra que los 4-Hydroxynonenal-2-enales son sustratos para
las GSTs.

Con respecto al nimero de sitios de unién de los diferentes ligandos que se utilizaron en este
trabajo, ambas GSTs presentaron como maximo dos sitios de unién para el tt-HDE, tt-NDE y tt-
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DDE con la TcGST y para el acido araquidico, acido palmitico, tt-NDE, tt-DDE y et-ONE con la
Ts26GST; mientras que sélo presentaron un sitio de unidn el acido araquidico, acido palmitico y et-
ONE con la TcGST y el tt-HDE y HNE-D con la Ts26GST. Lo anterior se determind con la
metodologia empleada por Caccuri et al., 1990, un método que sélo utiliza las mediciones de
apagamiento de la fluorescencia intrinseca de las enzimas que se usaron para determinar la KD.
Por lo tanto, para confirmar de que los resultados obtenidos siguiendo el método de Caccuriy col.
son correctos, seria cotejdndolos con procedimientos de Calorimetria de titulacidén isotérmica. De
ser similares ambos procedimientos nos demostraria que se puede determinar el numero de sitios
de unidn de los ligandos con una metodologia sencilla y que emplea menor cantidad de muestra.

La NC estd asociada con la induccién de la PL por las células inflamatorias, los pacientes con
cisticercos vesiculares y coloidales asi como respuestas inflamatorias severas son particularmente
propensos a mostrar grandes cantidades de PLs en el liquido cefalorraquideo (Rodriguez et al.,
2008); sin embargo, hasta ahora no se ha llevado a cabo una caracterizacion de los PLs
encontrados en el liquido cefalorraquideo de los pacientes con NC.

Uno de los efectos de la PL es la descomposicion de los lipidos de las membranas, lo que
provoca cambios en éstas que frecuentemente se han considerado como basicos en el dafio
celular (Recknagel and Ghoshal, 1966). Los dienaldehidos son PPL y particularmente exhiben una
alta toxicidad (Carvalho et al., 2001; Loureiro et al., 2000). Aungue no se han caracterizado los PLs
presentes en el liquido cefalorraquideo de los paciente con NC, es muy probable que entre ellos se
encuentren los dienaldehidos; por lo tanto, la presencia de la GSTs capaces de atrapar y
probablemente transportar este tipo de compuestos daria a los pardsitos una herramienta
importante para su desintoxicacién. Lo anterior puede ser uno de los motivos por los que ciertos
pacientes sean asintomaticos pues exhiben una respuesta inmune muy baja tanto en el SNC como
en otros tejidos (Dixon and Lipscomb, 1961; Flisser et al., 1993).

Por otro lado, las GSTs de ambos parasitos mostraron diferentes afinidades hacia los distintos
tipos de compuestos. Lo anterior podria indicar que estas enzimas pueden ser selectivas y tener
una mayor afinidad hacia compuestos que pueden ser tdxicos, convirtiendo a la funcion de
ligandina en una parte importante para el metabolismo de ciertos compuestos (principalmente
téxicos) dentro de las células parasitarias.
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6. Conclusiones

La informacion obtenida en este trabajo nos indica que las GSTs son una parte importante
para el metabolismo de desintoxicacidn de estos parasitos, no sélo por su actividad catalitica que
las involucra en la Fase Il del metabolismo oxidativo de xenobidticos sino también como proteinas
involucradas en la unidn no catalitica y posterior transporte de compuestos toxicos dentro de las
células. Estas propiedades, particularmente de la Ts26GST, permiten sugerir a esta enzima como
un objetivo importante en el tratamiento contra T. solium.

Por otro lado, el mostrar que la TcGST es también una ligandina, vuelve a ésta un modelo
experimental importante para futuras investigaciones sobre la funciéon de desintoxicacion pasiva
en los cestodos.
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Taenia solium glutathione transferase isoform of 26.5 kDa (Ts26GST) was observed to bhind non-
catalytically to porphyrins, trans-trans-dienals, bile acids and fatty acids, as assessed by inhibition
kinetics, fluorescence spectroscopy and competitive fluorescence assays with 8-anilino-1-naphthalene
sulfonate (AMS). The quenching of Ts26GST intrinsic fluorescence allowed for the determination of the
dissociation constants (Kp) for all ligands. Obtained data indicate that Ts26GST binds to all ligands but
with different affinity. Porphyrins and lipid peroxide products inhibited Ts26GST catalytic activity up
to 100% in contrast with only 20-30% inhibition observed for bile acids and two saturated fatty acids.
Mon-competitive type inhibition was observed for all enzyme inhibitor ligands except for trans-
trans-2,4-decadienal, which exhibited uncompetitive type inhibition. The dissociation constant value
Kp=0.7 pM for the hematin ligand, determined by competitive fluorescence assays with ANS, was in
good agreement with its inhibition kinetic value Ki=03 pM and its intrinsic fluorescence quenching
Kp=0.7 pM. The remaining ligands did not displace ANS from the enzyme suggesting the existence of
different binding sites.
In addition to the catalytic activity of Ts26GST the results obtained suggest that the enzyme exhibits a
ligandin function with broad specificity towards nonsubstrate ligands
& 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Ligandin activity exhibited by glutathione transferase (GST)
isoforms was first suggested as a result of observed affinity for
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bilirubin, an azo dye carcinogen and a metabolite of cortisone ( Levi
et al,, 1969; Ketterer et al, 1967; Morey and Litwack, 1969). Fur-
ther studies proved the ability of G5Ts to catalyze, with overlap-
ping specifiaty, the nucleophilic attack by glutathione (GSH) on a
large number of compounds bearing a variety of functional groups
containing an electrophilic center { Ketterer et al., 1971; Pabstetal.,
1973; Habig et al, 1974). GST ligandin activity has been poorly
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investigated in comparison to its catalytic activity, a trend that ap-
pears to be exacerbated in the parasitic field, regardless of passive
detoxification activity assodated to the ligandin function in GSTs
(van Rossum et al, 2004). As opposed to active detoxification
which involves catalysis, passive detaxification as mentioned by
Brophy et al., 1989; Brophy and Barrett, 1990a; Kostaropoulos
et al., 2001, refers to a detoxification mechanism characterized
by an absence of catalytic function, such as the binding by GSTs
of potentially toxic nonsubstrate ligands such as porphyrins and
lipid peroxides.

Taenia solium is a parasitic cestode in humans and pigs. Its
tissue form or cysticerci causes neurocysticercosis (NC) when
parasites are located in the central nervous system (CNS) In
humans, NC isan important parasitic disease with a mortality rate
of 50,000 deaths per year (Mafojane et al, 2003) and a worldwide
morbidity of 20,000,000 individuals (Bem et al, 1999; Carpio,
2002; Ramirez-Zamora and Alarcén, 2010).

We have previously shown GST activity associated to a T. solium
microsomal fraction (Nava et al, 2007) and purified and character-
ized a 26.5 kDa cytoplasmic GST (Ts26GST) from the same parasite
(Plancarte et al., 2004). In fact, the recombinant enzyme form that
corresponds to the native Ts26GST has been obtained (Vibanco
et al., 2002). These results have shown that both the microsomal
and cytoplasmic GSTs conjugate GSH, which in turn catalyzes
several toxic substrates; results that are in good agreement with
the range of values reported for this catalytic function. Other
authors have also reported the enzymatic ability to conjugate
GSH with xenobiotics observed for T. solium GSTisoforms { Meguyen
et al., 2010; Vibanco et al, 1999; Torres-Rivera and Landa, 2008a b).
There is, however, scarce information regarding the ligandin func-
tion of T. solium GST isoforms. It is thus that we have performed
the current investigation. The results obtained may be useful from
a physiological perspective in that Ts26G5T may potentially bind
toxic non-substrate ligands, thus functioning as an intracellular
transporter with passive detoxification abilities, as has been
mentioned by Brophy et al. (1989) and Caccuri et al. (1990).

2. Material and methods
2.1. Chemicals

All chemical reagents were analytical grade and wused
without further purification. Glutathione (GSH, y-Glu-Cys-Gly),
1-chloro-2 4-dinitrobenzene (CDNB), porphyrins, fatty acids, bile
acids and trans, trans-2 4-dienals (dienaldehydes) were obtained
from Sigma-Aldrich Chemicals Co (St. Louis, MO, USA). The
8-anilino-1-naphthalene sulfonate (ANS) concentration was
measured spectrophotometrically at 350 nm using an extinction
coefficient of 4950M 'em !, Other chemicals were at least
biology reagent grade. All solutions were prepared with distilled
and deionized (Milli Q) water.

2.2, Parasites

T. solium cysticerci were dissected from skeletal muscle
obtained from naturally infected cysticercotic pigs from the states
of Morelos and Guerrero in Mexico.

2.3. Enzyme purification

Purification of the T. solium glutathione transferase isoform of
26.5kDa (Ts26GST) was performed as previously described
(Plancarte et al., 2004). We were careful to perform extensive
dialysis on Ts26G5T in order to avoid the presence of endogenous
ligands which could alter the results obtained.

24. Protein determination

Protein content was measured by the method of Lowry using
bovine serum albumin (B5A) as standard (Lowry et al.,, 1975). The
precise concentration of BSA in the stock solution was determined
by absorbance measurements at 280 nm. Concentration of the
stock solution of the purified enzyme was likewise determined
using 36900M 'em ! as molar extinction coefficient (web.exp-
asy.org/protparam/).

25. Electrophoresis

Enzyme samples were subjected to polyacrylamide gel electro-
phoresis [ PAGE) in the presence of sodium dodecy] sulfate (SDS) at
room temperature in 15% acrylamide slab gels (Laemmli, 1970).

26, Ts26G5T dissociation constant {Kd )

In order to work with the dimeric structure of Ts26GST, protein
concenftration assays that ensured that at the concentrations uti-
lized the enzyme existed as a dimer were carried out. Dilutions
from an 830 pg/ml enzyme stock were performed in an assay
buffer, and transferase activity was evaluated immediately as
described in the following section. Percent residual activity was
plotted against protein concentration allowing for the determina-
tion of Kd values as obtained from the protein concentration
reading at 50% residual activity.

27 Assay of GST activity

Glutathione transferase activity was determined as described
by Habig et al. (1974) using CDNB as a substrate. Initial rates
were obtained by monitoring changes in absorbance at 340 nm
(e=9600M 'cm™') in an Ulwospec 3100 Pro (Pharmacia-
Biochem, Uppsala, Sweden) for two minutes after initiation of the
enzyme assay. Assay mixture in the absence of enzyme was used
as control. Each enzyme assay was performed with 0.5 pg of
Ts26GST in PBS.

2.8 Preparation of ligand solutions

Twelve different nonsubstrate ligands were employed, which
may be grouped into four different categories: bile acids, porphy-
rins, fatty acids and trans, rans-2 4-dienals or secondary products
of lipid peroxidation {Table 1). Stock solutions of all ligands were
prepared with absolute ethanol except for porphyrins, which re-
quired 0.1 M aqueous NH4OH. All solutions were freshly prepared
and free of aggregates.

Table 1

Conditions for inhibiton Ts2B6GST catalytic activity and s pectrofluomometric assays.
Ligand Isg (mM] i (mM) %F (mM]
Mesoparphyrin D.0012-01 15, 30, 45 0.0003-0.014
Prothoporphyrin 0.002-0.064 12, 24, 36 0.0012-0.027
Coproporphyrin 0.0005-0.005 00015 00045 0.000-0.014
Hematin 0.0007-00012  0LDD2Z, 0,004 0.00012-0.003
trans frans-2 4-hexadienal  0,0001-10 15,3 0.003-19
trans frans-2 4-nonadienal  0.0001-10 0.45, 0.9 0.0016-0.35
trans trans-2 4-decadienal  0,0001-10 001, 0 0.0016-2.6
Arachidic acid 0.001-025 ND 0.0016-0.2
Palmitic acd 0.0001-1 ND 0.0016-0.27
Cholic add 0.0001-1 NI 0.003-0.045
Chenodeaxycholic acid 0.0001-0.2 NI 0.001-0.011
Lithocholic acid 0.0001-1 MD 002502

Izs. is a parameter giving the inhibitory concentration causing 50% inhibition; Ki, is
the inhibition catalytic constant value; %F, is the % of Ts26GST intrnsic Muorese-
cence quenching; ND, not determined.
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2.9, Inhibition studies (ICsq, simple inhibition system, Ki}

In order to gain insight into the Ts26GST ligandin binding
capacity, studies of inhibition exerted by the twelve different li-
gands on the enzyme were performed (Tahir and Mannervik,
1986). Inhibitory sy constant value for each ligand, used as inhib-
itor on Ts26GST was determined allowing for the calculation of its
inhibitory concentration rate. In experiments with hematin, vari-
able concentrations of this ligand (0.7-12 pM) were preincubated
in the assay buffer at constant concentrations of Ts26GST
(0.5 pg), G5H {1 mM) and CDNEB {1 mM]), in a 1.0 m] total volume.
Identical conditions were used in the evaluation of the remaining
ligands, but a different range of concentrations was used (Table 1).
All measurements were performed at least thrice, and the concen-
tration of ligand yielding 50% inhibition (ICsp) was obtained by
plotting the percent of residual activity against log of ligand con-
centration. Initial-velocity enzyme reactions in the presence of
the ligands were performed in order to ascertain which type of
reversible enzyme inhibition occurs for each of the twelve ligands
employed. Ts26GST was preincubated for a few seconds in the
assay buffer with 1 mM GSH and ligand at the corresponding
concentration (Table 1), The reaction was initiated by addition of
one of a range (0.1-5 mM) of different concentrations of CDNB. A
set of reactions under identical conditions but in the absence of
inhibitor was also performed. Results were measured spectropho-
tometrically at 340 nm and data were analyzed by Lineweaver-
Burk plots. Ki value for each ligand was determined by replotting
the slopes for the non-competitive type inhibition, and by the
ordinate-axis intercepts of the slopes, obtained from the double
redprocal plots as a function of ligand concentration for
uncompetitive type inhibition (Segel 1975)

2,10 Ligand binding assays

Ligand binding to Ts26GST was determined by measuring
changes in intrinsic protein fluorescence. Removal of dust from
the solutions was attained by passage through a GS 0.22 mu
Millipore filter. Solutions were prepared in small cuvettes (5 mm
cross-section) containing 100 pl of (0.1 mg/ml) protein, 20 mM
potassium phosphate buffer {pH 7.2) and 100 mM sodium chloride,
to which were added increasing concentrations of each ligand
{aliguot range 1-50 pl) making a 600 pl final volume. The solution
was stirred with a Teflon rod after each addition. Because all
ligands had imited solubility in water, the final ethanol or NH,;OH
concentration in the assay was always less than 10%. Changes in
fluorescence were recorded with a Perkin Elmer spectrofluorome-
ter (LS 45) with excitation and emission wavelengths respectively
at 280nm and 340nm, for intrinsic protein fluorescence
(tryptophan, phenylalanine and tyrosine)

Y =1-(F/F) (1)

Graphs of Eq. (1) against ligand concentration were plotted with
these data; F is the overall flucrescence intensity after each addi-
tion of the inhibitor and F; is the fluorescence of free Ts26GST at
the corresponding concentration. The ligand dissociation constant
(Kp) was calculated by fitting the data obtained from plots to
non-linear regression calculations utilizing the equation:

(@)

where x is the total concentration of inhibitor in the cell and E
represents the concentration of binding sites; a (the asymptotic
value to which Y tends to at high x values) and K; are the fitting
parametrers.

(Ec+X+K) — /(B + X+ K))? —4an 2)

2.11. Fluorescence ANS-Ts26GST ligands competition assays

An altemative method to characterize the affinity of nonsub-
strate ligands for Ts26GST consists in performing competition
assays between ANS and ligands.

In order to determine the binding properties of Ts26GST on
ANS, spectrofluorometric titrations with the naphthalene dye were
performed by quenching of the intrinsic aromatic amino acids of
Ts26GST The excitation wavelength was 280 nm, and fluorescence
was monitored at 340 nm. The exdtation and emission band
passes were 10 nm in both cases.

A B5 pgfml solution of Ts26GST in a 1 ml quartz fluorescence
cell was stirred after each addition of ANS (1-45 pM). A similar
buffer to that employed in ligand binding assays was used. Compe-
tition assays between ANS and ligands for the binding site of
Ts26GST were carried out as follows. Fluorometric titrations of a
mixture of solutions, 30 pg Ts26GST and 11 pg ANS with hematin
(0-2 pg), were performed. Excitation and emission wavelengths
for ANS were measured at 400 and 490 nm, respectively. A set of
fluorometric titration reactions under identical conditions was
performed in the presence of each of the twelve different ligands.

The dissociation constant values, Kp, as determined by competi-
tion with ANS, were calculated by double-reciprocal plots of the
change in absorbance versus ligand concentration. Each instance
yielded a straight line, the slope of which is equal o - Kp
{1+ [ANS]{Kans) (Webb, 1963).

3. Results
3.1. Enzyme purification

Ts26GST was purified through a simple purification procedure
which involved a GSH-Sepharose affinity column followed by a
chromatofocusing PBE 94 system (Habig et al, 1974; Plancarte
etal, 2004). The finalenzyme preparation yielded a single band with
molecular weight of 26.5 kDa upon SDS-PAGE (data not shown).

Ts26GST stocks obtained for this work had purity, specific
activity and purification yield of the enzyme similar to that
described by Plancarte et al., {2004).

3.2, Ts2605T dissociation constant (Kd )

A dimeric quatemnary structure is required for the formation of a
fully functional active site and serves as quality control in ligand
binding studies in all glutathione transferases (Wilce and Parker,
1994; Ricci et al., 1995). A concentration value of Ts26GST equal
to or greater than the dissociation constant (Kd ) ensures that the
enzyme is in its dimeric form. Kd can be estimated from residual
spedfic activity measurements following incubation of the enzyme
at different concentrations. A plot of residual specific activity versus
enzyme concentration resulted in a sigmoid curve (not shown)
which shows that below 50% residual specific activity the dimer
undergoes dissociation. However, dimeric conformation is
observed at concentrations greater than 0.44 pgf/ml. All assays were
thus carried out at Ts26GST concentration of 0.5 pg/ml or higher.

3.3. Inhibition of enzymatic activity by ligands, ICsq Ki

Only eight of the twelve ligands tested inhibited Ts26GST
catalytic activity; 1Cso and Ki results were observed to depend on
the ligand used (Table 2). All the porphyrin ligands inhibited the
enzyme with a very high specifidty and significant differences
were observed between hematin and mesoporphyrin, with 1Csq
and Ki values for the latter some fifteen times those of the former.
A non-competitive inhibition pattern was observed for the four
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Table 2

Summary of catalytic inhibition studies and binding pammeters for ligands bound to Ts26GST.
Ligand Iz (mM]) Ki (mM ) Inhibition type Kp {pM] %F (mM])
Copmporphyrin 0.003 0.001 NC 258 69
Protoporphyrin 0.026 0.0M NC 274 4z
Mesoporphyrin 0.03 0.0005 NC 111 40
Hematin 0.02 00003 NC a7 43
trans, trans-2 4-Hexadie nal 2200 1.82 NC 19.6 aq
trans, frans-2 4-Monadienal 660 037 nC 15.6 99
trans, trans-2 4-Decadienal 52 D43 UnN 1.6 949
Lithocholic acid ND MND NI 45.58 10
Chenodeaxycholic acid ND MND ND 3B6 11
Cholic acid ND MO MDD 9.3 B84
Arachidic acid ND MND ND 15.8 24
Palmitic acid ND MND ND 415 10

lsg, 15 2 parameter giving the inhibitory concentration causing 505 inhibition; Ki, is the inhibition catalytic constant value; Kp, is the dissociation constant value; %F, is the Zof

Ts26GST intrinsic fluorescence quenching: ND, no-activity detected.

porphyrins used as inhibitors with CDNB as the variable substrate.
Fiz. 1A shows a typical plot of the 1jv (uM min ') axis intercept
against inhibitor concentration (inset of Fiz. 1A) which yielded a
Ki value of 0.3 uM (Table 2). Ligands other than porphyrins were
examined for Ts26GST transferase activity. Both aldehydic lipid
peroxXidation products showed a moderate inhibition effect on
enzyme catalysis; their values were in the millimolar units
range. Trans, trans-24-decadienal (tt-DDE) and Trans, trans-2,
4-nonadienal were stronger inhibitors than the lipids employed
(Table 2). An uncompetitive inhibition pattern for tt-DDE
(Fig. 1B) and non-competitive patterns for the other three lipids
were observed by the analytical procedure previously described
(Fig. 1A). Ki values for the lipid ligands were obtained as described
for porphyrins (Table 2).

34, Ligands binding to Ts26GST

Measurements of ligand binding affinity to Ts26GST were also
determined by intrinsic fluorescence quenching of Ts26GST
following titrations with the corresponding ligand as indicated in
Section 2.

3.4.1. Bile acids group

A typical result (Fig. 2A) shows quenching of intrinsic Ts26GST
fluorescence upon addition of lithocholic acid (LC) to 25-200 pM
solutions of the enzyme. As the LC concentration increased, a
decrease in quantum yield and non-shift of the wavelength of
maximal emission of Ts26GST was observed. Similar intrinsic fluo-
rescence spectra of TS26GST were obtained with chenodeoxycholic
acid and cholic acid as quenching ligands (data not shown). The
concentration range used of bile acids was in agreement with those
reported by other authors (Sugiyama et al., 1984). An approXimate
10% inhibition of intrinsic fluorescence of the enzyme was
obtained, with no significant effect observed at higher concentra-
tions (Table 2). Fluorescence quenching of Ts26GST data were
analyzed in order to obtain the bile acids dissociation constant
(Kp) values. Kp values were calculated by fitting the data to nonlin-
ear regression calculations with the equation previously described
in Materials and methods. Fig. 3 shows a typical plot of the
maximal intrinsic fluorescence intensity value of Ts26G5T against
concentration of lithocholic acid, where a curve shift toward higher
concentrations of the ligand is perceived. A high bile acid range
affinity was observed for Ts26GS5T. Whereas binding was tight for
primary bile acids, the opposite trend occurred with secondary bile
acids (Table 2).

A

1/ Vo (i mol min™)

r T T T T T T
-1.50 0.7 0.00 075 150 225 300 375 450
1/[CDNE] (1M}

T T T T T T T Y T T 1

-0.6  -0.3 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15 1.8 2.1
1/ [CDNB] (mM)
Fig. 1. Representative of the pophyrins group. (A) Shows a non-competitive type
inhibition where the 1/v versus 1[[CDNE] plot of initial velodties Ts26GST activity
in the absence (black dreles) and presence of 2 pM (triangles ) and 4 pM (squares) of
hematin with various concentrations of CONB (0.1-5 mM ). Inset shows secondary
plot of the 1] 4., values derived from the primary 1fv versus 1/CDNB plot versus
hematin concentration for the determination of Ki.{B) Represe ntative of the dienals
group where it describes the 1fv versus 1[CDNB] plot of typical uncompetitive
inhibition of initial velocities Ts26GST activity in the absence (black cirdes) and
presence of 0,01 mM (triangles) and 0.1 mM (squares) of 2 4-trans—trans decadienal
(tt-DDE) with variable concentrations of CDNB (0.1-5 mM). Inset shows secondary
plot of the 1 /snax values derived from the primary 1/v versus 1/ CONB plot versus -
DDE concentration for the determination of Ki. The hexa and nona dienals
developed 2 non-competitive inhibition ty pe.

34.2. Porphyirin ligands group
Hematin, protoporphyrin, mesoporphyrin and coproporphyrin
could bind Ts26GST as observed for bile acids. Ts26GST intrinsic
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Fig 2. Representative of the bile adds group. (A) Fluorescence emission spectra of Ts26GST by ttration with lithocholic acd. Ts26G5T was titrated with increasing amounts
of lithocholic acid until no further decrease of the peak was observed. The inset represents a zoom of the spectra high part. {B) Representative of the porphyrins group where it
describes the Muorescence emission spectra of Ts26GST by titration with coproporphyrin. Emission maximum of coproporphyrin shifted from 342 to323 nm with a deaeased
of fluorescence intensity after addition of this ligand (C) Representative of the trans, trans-2 4-dienals group where it describes the fluorescence spectra of Ts26GST, by
titration with increasing amounts of (-DDE (1661218 pM) until a complete protein fluorescence quenching was developed.
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Fig 3. Representative for all groups showing the fluorometric ttration of 1.17 pM
of Ts26GST with 9 different additions of lithocholic acid (LC). Symbols re present the
fraction of total Ts26GST fluorescence () that is quenched by the added LC; data
point was fitted to Eq. (2) (see text) by a nonlinear regression (solid line).

fluorescence inhibition percent was similar for all porphyrins
except for coproporphyrin which exhibited a higher value:
porphyrins proved to be better inhibitors than bile acids (Table 2).

Additionally, coproporphyrin showed an 18 nm blue-shift in the
maximum emission wavelength (Fig. 2B). Porphyirin Kp values
obtained fell in the range established by the lowest Kd value and
four times this value {Table 2}; hematinand mesoporphyrin showed
more affinity for the enzyme than protoporphyrin and copropor-
phyrin but all showed Kp values similar to those observed for ces-
todes (Ketley et al, 1975) and nematodes { van Rossum et al., 2004).

3.4.3. Trans, trans-2,4-dienals group

Hexa, nona and decadienal were the only three ligands for
which 100% inhibition of intrinsic fluorescence of the enzyme
was observed (Fig. 2C). Enzyme intrinsic quenching showed an
indirect relation with dienal chain-length, with an increase in
chain-length resulting in a decrease in Kp value (Table 2). A possi-
ble explanation is that the binding properties for these ligands are
more related to chain-length than to the aldehyde functional

group.

3.4.4 Farty acid ligands group

Palmitic and arachidonic acids (Table 2) poorly quenched
Ts26GST intrinsic fluorescence in companson to the above men-
tioned ligands. These results are in agreement with those obtained
for inhibition fluorescence percent and Kp (Table 2). Palmitic acid
was a more effective quenching agent than arachidonic acid.
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3.5. Binding of ANS to Ts26GST

The fluorescence spectra of ANS-Ts26GST complexes at an
excitation wavelength of 280 nm {at which both Ts26GST and
ANS absorb) are shown in Fig 4A. In this experiment all Ts26GST
concentrations were 65 pgfml so that practically all ANS added
was bound to the protein. Results show that as the number of mo-
les of ligand bound fmole of protein (i) increases, ANS fluorescence
(Amax 490 nm) increases and consequently protein fluorescence
(Amxe 343 nm) decreases. It should be noted that no change in
emission maximum or band width (+1 mm) was observed in ANS
spectra over the range of n values recorded (n = 0.3-2). The invari-
ance of the emission spectra of adsorbed ANS extended up to
values of n as large as 5 (within the same limits of error). The spec-
tra shown in Fig. 4A exhibit an isoemissive point ar 418 nm. As
described by Anderson and Weber (1965), this is proof that the
fluorescence quantum yield of the adsorbed molecules is invariant
over the range of values of n explored.

3.6. Fluorescence ANS-Ts26GST ligands competition assays

Hematin was the only ligand out of the twelve ligands explored
which could successfully be displaced from the enzyme by ANS

A‘ 628 4 45.12
32.85
500 - 1] 26.04
-g 2042
é 15.38
-
g 11,65
g ,.-"' 784
2 i
3.06
[
n T T T T 1
310 360 400 440 480 520
Wavelength (nm)

B @0 o

Fluorescense Intensity

Ts26GST
- — ———— = Y

T T
440 480 480 500 520 540 560 580
Wavelength (nm)

Fg. 4. (A) Fluorescenoe spedra of ANS-Ts26GST at various values of n (see
experimental conditions in the text under Section 2). The line in the direction of the
arrow corres ponds with different addition of ANS. An isoemissive point is observed
at 418 nm. The Ts26GST Kpvalue for ANS was 29 pM. (B) Competitive fluorescence
of Ts26GST with the fluorescence ligand ANS and hematin. Lines O and Ts26G5T
indicated the Muorescence of the enzyme with and without ANS respectively. The
rest of the lines indicate the pM amount of hematin added to the ANS-Ts26GST
omplex. The Ts26G5T K, value for hematin was 0.5 pM.

(Fig. 4B). The dissociation constant (Ki) value for hematin, deter-
mined by double-reciprocal plots, was in good agreement for both
methods employed, with an intrinsic fluorescence Kp value of
0.7 uM and an ANS competitive fluorescence value of 0.7 pM.

4. Discussion

Ligandin function in glutathione transferases has been recog-
nized recently not only as a passive detoxification mechanism,
different to that which involves catalytic activity performed by
the same protein, (Arias et al, 1980) but also as one with a strong
influence in the physiology and metabolism of certain organisms
(Bates et al, 2009; Li et al., 2004; Paumi et al., 2004; Boyer and
Olsen, 1991). Nonetheless, this aspect has been poorly analyzed
in helminthes. We have recently shown that Taenin crassiceps
exhibits ligandin functions towards certain hydrophobic ligands
(Hernandez et al, 2009). In order further to increase our knowl-
edge regarding cestodes, inhibition kinetics, fluorescence spectros-
copy and competitive fluorescence assays with the hydrophobic
binding site probe 8-anilino-1-naphthalene sulfonate (ANS) were
carried out to evaluate the binding of non-substrate ligands by a
GST isoform of T. solium (Ts26GST). These techniques were chosen
over long eguilibration times due to instability of agqueous
solutions of the ligands (Falk, 1964). The ligandin function of the
Ts26GST was investigated by using a set of ligands that bind to
GS5Ts which have in common that they may be either physiologi-
cally required or toxic depending on their concentration. The
ligands are also non-catalytic GST substrates, as may be concluded
from their reaction with mercaptans in the absence of enzyme.
Quenching of enzyme intrinsic fluorescence showed that all mem-
bers of the four groups of ligands studied were able to bind to
Ts26GST. Binding ability was similar within each ligand group
but different between groups. Ts26GST appears to have a high
affinity site for hematin. Its quenching of intrinsic fluorescence dis-
sociation constant (Kp) value of 0.7 pM is lower for hematin inter-
action with a number of mammalian liver tissue alpha class G5Ts.
Hence, different roles in heme detoxification and jor transport have
been proposed (Mannervik et al, 1985). The results are more in
agreement with the affinity values of thirteen human liver glutathi-
one transferases analyzed for unique heme-binding sites (Vander
Jagr et al, 1985) as well as analyses performed on nematodes
(Perally et al., 2008; van Rossumet al., 2004; 36 ). Enzyme inhibition
assays using CDNB as substrate confirmed that Ts26GST is strongly
inhibited by the iron tetrapyrrole with ICs = 0.002 pM, as has also
been observed for parasitic Nu-class GST. Inhibition was also
90 times lower than that obtained for Hoemoncus contortus (Van
Rossum et al, 2004). Analysis of Ts26G5T inhibition data by Linewe-
aver-Burk plots suggests that the binding of hematin is noncompet-
itive. Inhibition data fitted by linear regression analysis yield the
following estimates: Ki (hematin/CDNB) =0.3 uM, where Ki is the
inhibition constant at a fixed concentration of the second substrate.

In addition, hematin competed with the hydrophobic fluores-
cent probe ANS for the Ts26G5T hydrophobic sites with a Kp value
of 0.7 pM. However, taking these results into consideration
together with parasite enzyme noncompetitive inhibition for
hematin, it may also be reasonable to assume that hematin was
able t conceal the enzyme's hydrophobic site thus lowering
ANS fluorescence. This may be possible because the enzyme-
substrate-inhibitor complex (ESI [Ts26GST-GSH-hematin|)
formed in this type of inhibition is capable of modifying Ts26GST
structure conformation (Segel, 1975), consequently avoiding
enzyme-ANS interaction. Further investigation is currently under-
way aiming at gaining more insight into this particular aspect.

The presence of several porphyrins in the cyst fluid of T. solium
has been shown (Larralde et al, 1986, 1987) although there is no
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explanation from their source yet. Addition to this, a catalytically
active isoform of GST, has been demonstrated in the same parasite
location (Plancarte, 2004). The results obtained in this work sup-
port the idea that Ts26GST has a ligandin function. Thus, if cestodes
are unable to synthesize porphyrins as their mammalian hosts do,
Ts26GST could bind and carry these tetrapyrrolic compounds
through the parasite syncytium, delivering them into the parasite
cyst fluid. This idea is further supported by recent reports that G5Ts
may function as a protein transduction domain (PTD) delivering
exogenous molecules such as peptides, proteins, and synthesized
chemical compounds into living cells (Namiki et al., 2003), and that
this cellular uptake is developed by the “GST-fold" structural motif
(Morris et al., 2009).

Unlike other GSTs of helminthes (Bropphy and Barret, 1990b),
Ts2BGST exhibits no catalytic activity toward the different dienal-
dehyde products of lipid peroxidation used in this work. However,
these were the only ligands displaying 100% capability to quench
Ts26GST intrinsic fluorescence, A similar ability of the enzyme to-
wards dienaldehydes was observed, as suggested by the K values.
However, differences were observed upon examination of other
binding variables. The trans, trans-24-decadienal (tt-DDE), the
longest chain dienaldehyde analyzed, was the only ligand to devel-
op Ts26GST a competitive type inhibition, the type of inhibition
with the greatest affinity for inhibitors in comparison with
noncompeltitive and competitive types (Segel, 1975). This result
i5 in agreement with the parasite enzyme ICsp and Ki values and
with the longest alkyl chain of S-alkylglutathione, indicating the
important role played by hydrophobic interactions in binding
(Askeldf et al., 1975).

Peroxidative decomposition of membrane lipids and the associ-
ated changes in bulk membrane properties have frequently been
considered the basis of cell injury (Recknagel and Ghoshal, 1966).
Dienaldehydes are by-products of peroxidation of polyunsaturated
lipids, and tt-DDE exhibits high toxidty (Carvalho et al, 2001;
Loureiro et al., 2000). Neurocysticercosis (NC) is associated with
the induction of lipid peroxidation by inflammatory cells. In partic-
ular, those NC patients with vesicular and colloidal cysticerci and
severe inflammatory responses show high amounts of lipid perox-
ides in their cerebrospinal fluid (CSF) (Rodriguez et al., 2008). Up to
now, no characterization of the lipid peroxides found in CSF of NC
patients has been carried out. It is highly likely that tt-DDE may be
found present. Through its binding affinity for dienaldehydes,
Ts26GST may contribute as a detoxifying agent by reducing the
presence of the aforementioned secondary products of lipid perox-
idation which may potentially damage the parasite, thus function-
ing as an alternative detoxification mechanism which does not
involve catalysis.

This idea is further supported by asymptomatic patients who
exhibit either a low or a minimal immune response despite lodging
viable cysticerd in both tissue and central nervous system (Dixon
and Lipscomb, 1961; Flisser et al., 1993). As occurs with the bile
adds' ligandin function observed in mammalian hepatic GSTs,
Ts26GST could also bind lithocholic acid, chenodeoxycholic acid
and cholic acid with eleven-fold differences observed for their
enzyme dissociation constants, Kp. Chenodeoxycholic and chalic
add were the ligands that showed strongest inhibition of Ts26GST,
exhibiting higher values than the Y,Y, and Y,Y, GSTs from rat liver,
although an opposite trend was observed for lithocholic acid
(Takikawa et al., 1986). Binding affinities for bile acids have been
shown to occur at pM concentrations, as evidenced by several rat
liver G5Ts (Hayes and Mantle, 1986). Non-catalytic activity and
non-enzyme inhibition of Ts26GST observed for the bile acids
analyzed suggest a low interaction between these ligands and
the parasite protein. A possible explanation would be that the
parasite-bile acids interaction is location-dependent, with poor
interaction observed in brain and muscle as opposed to liver,

where bile acid transport is a major aspect of its function. It is also
known that the size of the liver bile acids pool can exert and
influence on GST binding capacity {Vessey and Zakim, 1981).

Ts26GST ligandin function was also evaluated with several fatty
acids. Palmitic acid, one of the most common fatty acids in
T. solium tissue (Kim et al, 2013), had a low protein intrinsic
quenching indicating few selective binding regions on the protein
surface. Palmitic and arachidic acids showed moderate Kp values
as compared to other ligands utilized, suggesting diverse affinities
of Ts26GST, as has been observed for many mammalian GSTs,

Because of its non-covalent binding properties, it has been
postulated that mammalian GST ligandin function is a major factor
involved in the net flux of its ligands from plasma to liver (Aras,
1972) and from liver to bile. For Ts26GST this parasite enzyme
may also be important in the regulation of the amounts of its
ligands which are available for intracellular metabolism or physio-
logical action.

Quantitative data related to the binding of small molecules has
been carried out in this work in order to assess the nature of the
ligandin function,
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