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RESUMEN 

 

La cisticercosis es una parasitosis de humanos y cerdos causada por la larva del 

cestodo de Taenia solium. Se ha demostrado bioquímicamente la presencia de 

varios enzimas que proporcionan protección contra las especies reactivas de 

oxígeno en cestodos incluyendo a la Superóxido dismutasa (SOD), una 

metaloenzima eficiente en contrarrestar el radical O2•− producido por células del 

sistema inmune y el metabolismo aerobio tanto del hospedero como del parásito, 

mediante la dismutación del O2•−  a H2O2. 

En este trabajo se llevó a cabo la expresión y purificación de la superóxido 

dismutasa de Cu/Zn recombinante del parásito T. solium (TsSODCu/Znr) mediante 

dos cromatografías de intercambio iónico a diferentes pHs (7.5 y 8.9). Por medio del 

análisis en gel de poliacrilamida con SDS, se determinó la pureza de la enzima, 

además de su peso molecular aproximado de 16kDa, y mediante ensayos de 

actividad con el método de la xantina-xantina oxidasa se obtuvo la actividad 

específica de 2777 U/mg. También se obtuvo una concentración de 1164 µg/mL y 

un rendimiento de 5.8 mg a partir de un cultivo de 500 mL.   

Se identificó el tipo de SOD mediante ensayos con inhibidores específicos 

(KCN y NaN3), los cuales indicaron que la SOD es del tipo Cu/Zn. Posteriormente 

se llevaron a cabo ensayos de inhibición con el compuesto 4, el cual no fue capaz 

de inhibir la enzima. Sin embargo si se observó que disminuye la movilidad de los 

cisticercos lo cual conlleva a la sugerencia y posibilidad de realizar modificaciones 

para el mejoramiento del compuesto 4 para que pueda inhibir a la enzima y matar a 

los cisticercos. 
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INTRODUCCIÓN 

La cisticercosis es una parasitosis de humanos y cerdos causada por la larva del 

cestodo Taenia solium. La infección se desarrolla en los seres humanos después 

de la ingestión de huevos producidos por el estadio adulto del parásito y que vienen 

en las heces de un portador del estadio adulto (contaminación fecal-oral) (Kimura., 

2010; Del Brutto., 2005; Saavedra., 2010). La infección puede afectar cualquier 

órgano y tejido, pero los más comprometidos son el sistema nervioso central 

(parénquima, espacios subaracnoideos, ventrículos y la médula espinal), los ojos, 

corazón y los músculos (Estrada., 2013). La cisticercosis se presenta en 

prácticamente todos los países en vías de desarrollo (Latinoamérica, Asia y África) 

con excepción de los países musulmanes, que no consumen cerdo. Sin embargo, 

en los últimos años la incidencia de esta infección ha aumentado en los países 

desarrollados debido a la inmigración proveniente de las áreas endémicas (Del 

Brutto., 2005; Saavedra., 2010). En la actualidad hay muchas enfermedades 

parasitarias sin un tratamiento efectivo, por lo tanto, es imperativo encontrar nuevos 

blancos y desarrollar nuevos fármacos para contrarrestarlas o desarrollar una buena 

infraestructura en cuanto a los centros de salud (Sanabria., 2013). 

Se ha demostrado bioquímicamente la presencia de varios enzimas que 

proporcionan protección contra las especies reactivas de oxígeno (ERO) en 

cestodos incluyendo a la Superóxido dismutasa (SOD). Se han reportado tres tipos 

de SOD de acuerdo al cofactor que utilizan en la catálisis enzimática: mitocondrial 

SODMn, citológica SODCu/Zn y extracelular SODCu/Zn. Entre las isoformas de las 

SODs, las SODsCu/Zn son las más eficientes en contrarrestar al radical superóxido 

(O2•−)  (Wipaphorn et al., 2016). La enzima participa en la homeostasis de óxido-

reducción y está involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular al 

proporcionar una eficaz protección contra el O2•− producido por las células inmunes, 

y del metabolismo aerobio tanto del hospedero como del parásito mediante la 

dismutación del O2•−  a oxigeno molecular (O2 ) y peróxido de hidrógeno (H2O2), este 

último es catalizado a H2O por la Catalasa y Glutatión peroxidasa, y de este modo 

logra contrarrestar los daños causados por el O2•− (Castellanos et al., 2002). Debido 

a lo anterior se ha propuesto a la SODCu/Zn como un blanco para la elaboración de 
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drogas para inhibir su actividad, utilizando ensayos de inhibición enzimática. El 

disponer de una SODCu/Zn recombinante de T. solium (TsSODCu/Znr) pura es de 

gran importancia para el estudio de su dinámica en su relación huésped-parásito en 

sus diferentes etapas del ciclo biológico, y poder combatirlo de manera eficaz.
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JUSTIFICACIÓN 
 

Actualmente la (NCC) y la teniasis siguen siendo un problema de salud así como 

económico en los países en vías de desarrollo, además solo se dispone del 

albendazol y el prazicuantel como fármacos para tratar a este parásito en donde la 

dosis de ingestión de estos fármacos tiende a ser muy cuidadosa respecto al estado 

de salud del hospedero entre otros factores, sin embargo puesto que Taenia solium 

y otros helmintos han presentado resistencia frente a estos fármacos antihelmínticos 

y síntomas secundarios en pacientes que han ingerido estos fármacos, así como a 

la insuficiente infraestructura en higiene en las zonas rurales del país, es de suma 

importancia buscar alternativas para combatir al parásito T. solium tanto en su 

estado larvario como en su forma adulta, puesto que las dosis y el tipo de fármaco 

para tratar la parasitosis varían ampliamente dependiendo de varios factores como 

lo son su estadio y localización en el hospedero.  

La búsqueda de moléculas que alteren la homeostasis redox de T. solium 

mediante la inhibición de enzimas en especial de TsSODCu/Znr ayudará a combatir 

al parásito tanto en su forma larvaria como adulta. 
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HIPÓTESIS 
 

Al incubar a la Superóxido dismutasa de Cu/Zn recombinante de Taenia solium con 

el compuesto 4 sintetizado, su actividad enzimática será inhibida. Esta inhibición 

podrá conducir a la muerte del parásito.
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CAPITULO 1 

MARCO TEÓRICO 
 

1.1. Generalidades de los Céstodos 
 

Es una clase de endoparásitos que en la mayoría de los casos la tienen como 

hospedero intermediario a organismos vertebrados. El cuerpo de los cestodos 

adultos es plano y con aspecto de cinta y presentan un estadio larvario. Los 

céstodos son divididos en dos subclases:  

Cestodaria los cuales carecen de escólex y proglótidos por lo que incluye 

formas con el cuerpo liso, algunos presentan ventosas de fijación en la parte 

anterior, su larva suele presentar diez ganchos. Por otro lado, la subclase de los 

eucéstodos cuya larva presenta seis ganchos (Buchsbaum y Lorus., 1961), que a 

comparación de los cestodarios todos los parásitos en estado adulto se identifican 

por la presencia de un escólex, cuello y estróbilo (Brusca y Brusca., 2003), como se 

puede observar en la figura 1. 

 

1.2. Morfología del parásito eucéstodo 
 

El parásito adulto consta de un escólex, con órganos de fijación, los cuales pueden 

ser ventosas o una corona de ganchos (llamados también uncinos) que conforman 

al róstelo, excepto para Diphyllobothrium, que posee un par de largos surcos 

musculares laterales y carece de ganchos (Scholz et al., 2009). A continuación del 

escólex, por debajo presenta una zona proliferativa, llamada cuello que no presenta 

segmentación y es la región dotada de células neoblasto, donde se van originando 

los nuevos segmentos llamados proglótidos que constituyen el cuerpo o estróbilo, 

formado por un número variable de estos segmentos. Conforme se desarrollan los 

nuevos proglótidos, los más antiguos van haciéndose más distales y maduros 

conocidos como proglótidos maduros aquellos que se encuentran en la parte media 

del estróbilo con su sistema reproductivo listo para la fecundación, ya que es a partir 
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de esta posición en la cual se presentan tanto los órganos masculinos y femeninos. 

Los proglótidos grávidos son aquellos que se encuentran en la parte más distal del 

cuerpo, los cuales contienen a los huevos fecundados (Ruppert y Barnes., 1996). 

En los primeros proglótidos próximos al escólex son inmaduros ya que no se han 

desarrollo de órganos reproductivos; y es aproximadamente en la zona media de 

estróbilo donde se encuentran los proglótidos maduros por donde comienza a 

aparecer el primer proglótido con únicamente órganos masculinos; luego en los 

proglótidos sucesivos, aproximándose a la zona posterior, los órganos femeninos 

empiezan a manifestarse desarrollados (Marshall., 1985). La fecundación se 

produce entre anillos adyacentes produciendo huevos que no son operculados y 

que contienen un embrión hexacanto (oncosfera con seis ganchos).  

 

Figura. 1, Tres Tenías que parasitan al humano. Se muestran las características 
morfológicas (Flisser et al., 2004). 
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Los céstodos carecen de tracto digestivo, por lo que absorben su alimento 

directamente desde el intestino del huésped a través de la pared blanda del gusano 

(Murray., 2009). 

En estos organismos, la epidermis está remplazada por un tegumento que 

es un sincicio formado por las extensiones citoplasmáticas de células del 

parénquima. En la base del tegumento se encuentra una membrana basal que lo 

delimita del parénquima celular. La superficie externa del tegumento presenta 

proyecciones citoplasmáticas llamadas microtricas que son un aumento en la 

superficie celular que hacen eficiente la obtención de nutrientes mediante ósmosis 

y pinocitosis (Smyth y Mc Manus., 1989). El parénquima puede variar de células 

mesenquimatosas empacadas densamente hasta redes sincitiales y fibrosas con 

espacios llenos de fluidos (Brusca y Brusca, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 2. Sección vertical de la pared de tres cestodos (Eubothrium y Diphyllobolhrium, y 
un cestodo de la familia Caryophyllidae) mostrando características de la estructura interna 

(Tomado de Kuperman y Davydov., 1981). 
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1.3. Morfología y ciclo de vida de T. solium 
 

Taenia solium pertenece a la clase Cestoda, uno de los grupos más grandes de las 

tenias parásitas, que comprende aproximadamente 5000 especies. La familia 

Taeniidae se divide en tres géneros: Versteria y Taenia (Nakao et al., 2013) al cual 

pertenece la especie T. solium., y el género Echinococcus (Bobes et al., 2014). 

Desde el punto de vista de la biología del desarrollo, éstos habían sido agrupados 

como Spiralia, debido a que muestran una segmentación de tipo espiral durante su 

desarrollo biológico, por lo cual presentan una simetría bilateral.  

El ciclo de vida de T. solium (figura 4) es complejo y puede resultar en una 

amplia gama de patologías, que afectan a cerdos y seres humanos. Los seres 

humanos son los únicos hospedadores definitivos del adulto, en donde el parásito 

puede completar su ciclo de vida causando la teniasis, sin embargo, los seres 

humanos y cerdos han sido documentados como hospederos intermediarios, que 

pueden desarrollar los huevos de la solitaria hasta la etapa larvaria o metacéstodo 

(Coral et al., 2015), causando la cisticercosis. La infección se desarrolla en los seres 

humanos después de la ingestión de huevos procedentes de las heces de un 

portador del estadio adulto (Ito et al., 2002). 

 

1.4. Clasificación taxonómica para T. solium (Según Pechenick., 2000):  

   

Phyllum: Platyhelminthes. 

   Clase: Cestoda. 

   Subclase: Eucestoda 

   Orden: Cyclophyllidea. 

   Familia: Taeniidae. 

   Género: Taenia. 

   Especie: solium 
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La infección puede afectar cualquier órgano o tejido, pero los más 

comprometidos son el sistema nervioso central (parénquima, espacios 

subaracnoideos, ventrículos y la médula espinal), dando lugar a la 

neurocisticercosis (NCC), además los ojos y los músculos también suelen ser 

lugares de alojamiento para el parásito (Estrada., 2013). La NCC humana y porcina 

se debe principalmente al contacto directo con las heces humanas. Los seres 

humanos la contraen comúnmente a través de la ingestión de alimentos o agua 

contaminada con huevos. Los huevos provienen de una tenia adulta que ha 

alcanzado la madurez en el intestino de un huésped humano, donde los huevos son 

expulsados junto con las heces al medio ambiente; una tenia adulta puede expulsar 

hasta 100,000 huevos por día. Los huevos están provistos de envolturas que 

protegen a la larva; una de ellas, el embrióforo (ver figura 3), que constituye la 

principal capa protectora de los embriones para sobrevivir en el medio. El 

embrióforo, formado por bloques de una proteína similar a la queratina, se 

caracteriza por una serie de propiedades contrastantes. Por un lado, es 

impermeable y muy resistente, lo que posibilita la supervivencia en un ambiente 

desfavorable; por otro, los bloques proteicos están unidos entre sí por una sustancia 

cementante sensible a la digestión enzimática (Flisser et al., 2006). 

 Estudios serológicos en áreas endémicas han demostrado que los huevos 

pueden distribuirse en el medio ambiente a grandes distancias desde el individuo 

infectado (Lescano et al., 2009). También se ha sugerido que los seres humanos 

pueden ser capaces de autoinfectarse (Kobayashi et al., 2013). 

En el tracto intestinal del hospedero, los huevos llegan a liberar a las larvas 

sin recubrimiento, conocidas como oncosferas dotadas de una corona con tres 

pares de ganchos. Estas penetran la pared intestinal y son transportadas en el 

torrente sanguíneo a varios tejidos del cuerpo, incluyendo el cerebro, ojos, piel y 

músculos, donde son depositadas (Del Brutto., 2012). Dentro de estos tejidos, las 

oncosferas se convierten en metacéstodos (cisticerco), que llegan a sufrir varias 

etapas de desarrollo hasta llegar a un cisticerco calcificado no viable. El cisticerco, 

como se observa en la figura 3, es una vesícula translúcida de 5 a 20 mm de 

diámetro llena de líquido, contiene un escólex invaginado similar al del gusano 
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adulto (Delpy et al., 2005). Esta larva puede vivir así durante varios años antes de 

degenerar y calcificarse. 

La primera etapa es conocida como la “etapa vesicular” o “viable” en el que 

se desarrolla una membrana alrededor de cada oncosfera, formando una vesícula 

que contiene un líquido transparente que rodea al escólex del parásito. Según el 

entorno y la naturaleza de la respuesta inmune que pueda provocar, los quistes 

pueden permanecer en esta etapa durante meses o incluso años, antes de que 

empiecen a degenerar. La “etapa coloidal” marca esta transición, por la cual el 

escólex muestra signos de deterioro y el líquido vesicular comienza a aparecer 

turbio, gradualmente el líquido vesicular llega a ser más opaco y el quiste comienza 

a calcificarse, finalmente terminando su metamorfosis como nódulo calcificado no 

viable (Coral et al., 2015).  
 

 

a)                                                    b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Observación de 2 estadios de T. solium. A) Huevo que contiene un embrión hexacanto 
cubierto por el embrióforo. B). Observación de un cisticerco viable donde se observa el escólex 
evaginado e invaginado. El cisticerco mide unos 5- 10 mm de longitud, están formados por un 
compartimiento interno, que engloba al escólex y el canal espiral y uno externo, que contiene el 
líquido vesicular (0.5 ml) y una cubierta externa. Se aprecian como vesículas blanco-amarillentas, de 
forma ovalada, con el escólex visible en su interior, con apariencia de un pequeño gránulo 
blanquecino (Tomado de http://fundacionio.org/viajar/enfermedades/taenia%20solium.html). 
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El ciclo de vida se completa cuando los humanos ingieren carne de cerdo mal 

cocida que contiene cisticercos viables. Las enzimas digestivas en el intestino 

causan la activación del cisticerco, el cual evagina su pequeño escólex de su 

vesícula para fijarse a la pared del intestino mediante una doble corona de 

aproximadamente 28 ganchos curvados y puntiagudos (de 11 a 14 ganchos por 

hilera) y 4 ventosas. El róstelo es protráctil, variando la posición de los ganchos. 

Cuando el róstelo está completamente contraído, las puntas de los ganchos están 

dirigidos hacia adelante, pudiendo incluso contraerse en el centro; cuando el róstelo 

está en extensión, los ganchos giran hasta que sus ápices quedan dirigidos hacia 

atrás, como un mecanismo para poder fijarse al tejido (Marshal., 1985). Aquí, la 

solitaria madura a la edad adulta en 6 o 7 meses o inclusive de 2 a 4 meses (Delpy 

et al., 2005; Marshal., 1985), momento en el que las secciones que contiene los 

huevos en el cuerpo, llamados “proglótidos grávidos”, son liberadas en las heces 

del hospedador (Del Brutto., 2012). Los primeros huevos completos se encuentran 

en el útero de los proglótidos maduros. Esta parte del ciclo de vida representa la 

teniasis (Marshall., 1985). 
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Figura 4. Ciclo de vida de Taenia solium. En su estadio adulto la tenía habita el intestino humano, 
causando la teniasis. La tenia produce miles de huevos, que se expulsan en la materia fecal. El cerdo 
se infecta al ingerir heces con proglótidos grávidos o huevos del parásito adulto. Cada huevo puede 
convertirse en un cisticerco, ocasionando la cisticercosis porcina. El ciclo se completa cuando el 
hombre consume carne de cerdo insuficientemente cocida infectada con cisticercos. Estos últimos 
se fijan en las paredes del intestino humano donde maduran hasta convertirse en gusanos adultos 
(Tomado de http://animalandia.educa.madrid.org/ficha.php?id=88). 

 

1.5. Características clínicas de la NCC 

  
Los mecanismos patogénicos de la NCC varían de acuerdo a la localización y 

número de los parásitos, estadios, su volumen de localización (intraparenquimatosa 

o extraparenquimatosa) así como el grado de respuesta inflamatoria del huésped, 

además la presentación clínica suele ser no específica (Del Brutto., 2002; Fleury et 

al., 2016). Las características de los hallazgos dependen en gran medida del estado 

de la degeneración de los cisticercos. El cisticerco viable es un estadio vesicular el 

cual presenta una pared translúcida, donde la reacción inflamatoria es escasa, y se 
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pueden encontrar linfocitos, células plasmáticas y eosinófilos. Este estadio puede 

causar una infección asintomática mediante la evasión y supresión de la respuesta 

inmune en el hospedero (Álvarez et al., 2008; Fleury et al., 2016), lo que le permite 

al parásito poder sobrevivir y no ser detectado en el cuerpo. Esto puede persistir 

durante un período prolongado de tiempo, con síntomas ligeros mediados por el 

parásito en este estadio puede vivir hasta por más de 10 años (Kimura et al., 2010; 

Yanagida et al., 2010). 

El estadio coloidal del parásito en degeneración presenta una pared vesicular 

gruesa, y un fluido turbio (degeneración hialina); en este caso, la inflamación 

predomina con una respuesta de células (NK), macrófagos y células T, con 

formación de anticuerpos IgM, además se ha visto la respuesta inflamatoria Th1. En 

el caso posterior de degeneración granular, con escólex destruido, la mayor parte 

de la respuesta depende de las células plasmáticas, células B, linfocitos T, 

macrófagos y células cebadas. Las citocinas de tipo Th1 prevalecen sobre las de 

Th2. En el último estadio llamado cisticerco, se ha observado un nódulo calcificado 

y una proliferación de la microglia (Fleury et al., 2016). 

Finalmente, la localización y número son determinantes clave de la 

presentación clínica, con grupos de síntomas que muestran patrones de asociación 

con las zonas afectadas del (CNS). En general, la ubicación de quiste se clasifica 

ampliamente tanto como parénquima, dentro de tejidos funcionales del cerebro, o 

extra parenquimatosa, que comprende las ubicaciones restantes dentro del CNS 

(García et al., 2002), como lo son el espacio subaracnoideo e intraventriculares (Jing 

et al., 2015). De esta forma se pueden observar dos tipos de NCC de manera 

general: parenquimatosa y extra parenquimatosa. 

1.5.1. NCC parenquimatosa 
 
En la NCC el parénquima cerebral es más comúnmente infectado (Bansal et al., 

2014) con altas tasas de depósito de cisticercos en los sitios terminales de los vasos 

sanguíneos del parenquima. La NNC parenquimatosa generalmente tiene un 

pronóstico más favorable que la de tipo extra parenquimatosa, que presenta 

convulsiones y dolores de cabeza, las cuales tienden a ser resueltas de forma 
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independiente con el tiempo, siendo las manifestaciones más consistentemente 

reportadas (Singhi y Suthar., 2015). Los síntomas psiquiátricos se han divulgado en 

la ocasión, sin embargo, la mayoría de estudios han encontrado esto como una 

ocurrencia rara, que se presenta en aproximadamente el 5% de los casos de NCC 

(Carabin et al., 2011). El enlace entre la NCC y la epilepsia es una relación causal 

en la mayoría de los estudios. Definiciones sobre lo que distinguen las convulsiones 

a las de la epilepsia deben establecerse más claramente; por definición 'epilepsia' 

es la aparición de convulsiones recurrentes y no provocadas, por lo tanto, 

convulsiones relacionadas con cisticercos sería clasificadas como convulsiones 

sintomáticas agudas, que no son sinónimas de epilepsia (Carpio y Romo, 2014) 

1.5.2. NCC Subaracnoidea 
 
En la NCC extraparenquimatosa como en el caso de la subaracnoidea, el parásito 

alcanza por vía hematógena las cisternas basales, espacios subaracnoideos y 

meninges, desencadenando una intensa reacción inflamatoria perilesional. Esta 

reacción inflamatoria puede afectar las leptomeninges en la base del cráneo, 

produciendo una leptomeningitis basilar que engloba nervios y arterias craneales 

(Sarria et al., 2013). 

 

1.6. Diagnóstico 
  

El diagnóstico exacto de la NCC es notoriamente difícil; los métodos disponibles son 

problemáticos y la aplicación en las zonas endémicas por los recursos es desigual. 

Del Brutto et al. (2001) propone un conjunto de criterios de diagnóstico en un intento 

de combinar aspectos de historia clínica, neuroimagen y pruebas inmunológicas, 

así como factores epidemiológicos, para formar pautas definidas para el diagnóstico 

de NCC. Este enfoque multifacético permite un diagnóstico en la ausencia de 

criterios que puede ser inestable en ciertas situaciones.  

Utilizando la evidencia disponible, un diagnóstico positivo puede 

considerarse como “definitivo” o “probable” basado en el peso atribuido a los 

criterios que se han cumplido. Si bien no de forma sistemática validado, este 



Capítulo 1. Marco teórico 

24 

 

enfoque permite de otra manera inalcanzables diagnósticos en situaciones difíciles, 

con una tasa razonable de éxito (Fogang et al., 2012).  

Los métodos más utilizados para la diagnosis de la NCC son la neuroimagen, 

métodos serológicos, así como microscopia de heces.  

1.6.1. Neuroimagen 
 

La Neuroimagen es el método preferido para el diagnóstico de NCC, usando la 

tomografía computarizada (TC) y las exploraciones de imagenología de resonancia 

magnética (IRM) es posible visualizar a los cisticercos y evaluar su número y la 

ubicación dentro del CNS. Con experiencia, se puede definir el estado del cisticerco: 

los viables aparecen como pequeñas áreas redondas que se distinguen fácilmente 

en el parénquima del cerebro, con el escólex que aparece como un nódulo de alta 

densidad dentro del cisticerco; la degeneración de los cisticercos es mucho menos 

definidos y tienden a ser rodeados por un área de edema perilesional (Del Brutto., 

2012). Un típico patrón indicativo observado en la NCC es la aparición del llamado 

“cielo estrellado” formado por la presencia de múltiples cisticercos en diferentes 

etapas (Singhi y Suthar., 2015). El diagnostico por TC muestra una mayor 

sensibilidad para la detección de calcificaciones que ocurren en aproximadamente 

el 50% de los pacientes (Sinha y Sharma., 2009). La resolución más alta de las 

exploraciones de IRM, permiten mejor distinción de la fase degenerativa de los 

cisticercos y puede detectar parásitos en sitios que no pueden ser percibidos por un 

escaneo de TC, por ejemplo, aquellos que se encuentran situados en la fosa 

posterior, cisternas basales y ventrículos (Takayanagui y Odashima., 2006). Hay 

problemas con la sensibilidad, especialmente para las formas intraventriculares y 

subaracnoideas, donde el líquido del quiste y el fluido cerebroespinal (FCE, o líquido 

cefalorraquídeo LCR) tienen densidades similares en los contrastes que la 

visualización es improbable, aun cuando se estén usando exploraciones con el uso 

de contrastes mejorados mediante el escaneo de la IRM (Kimura et al., 2010; Singhi 

y Suthar., 2015). 
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1.6.2. Métodos serológicos 
 

La neuroimagen es costosa y requiere tanto personal capacitado como recursos 

tecnológicos que no están disponibles del todo en la mayoría de los países de bajos 

ingresos en los que la NCC es endémica, por lo que hay mayor dependencia del 

uso de pruebas serológicas para la detección de NCC. Las principales pruebas 

serológicas en el diagnóstico de la cisticercosis son el ensayo por inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA), la inmunoelectrotransferencia (EITB) o Western blot, que 

detectan anticuerpos en muestras de suero y líquido cefalorraquídeo (Pinilla et al., 

2003).  

Hasta la fecha, el ensayo de inmunoelectrotransferencia (EITB), que utiliza 

antígenos glicoproteínas dirigidos para detectar anticuerpos contra T. solium en 

suero de pacientes, ha proporcionado los resultados más consistentes (Fogang et 

al., 2015; Ito., 2015). Esta prueba diagnóstica tiene una especificidad reportada del 

100%, con una sensibilidad general de 98% (Garcia y Del Brutto., 2005); estas tasas 

disminuyen significativamente en los casos en los que sólo existe un solo cisticerco, 

ya que la baja carga parasitaria provoca una respuesta de anticuerpos mucho más 

débil, y la sensibilidad llega a bajar hasta el 50% (Fogang et al., 2015; Ito., 2015). 

Los anticuerpos pueden persistir en el suero durante largos períodos después de 

que el parásito se ha eliminado del cuerpo y pueden ser estimulada por una 

siguiente exposición al parásito en la ausencia de una infección establecida (Gilman 

et al., 2012). Además, la presencia de anticuerpos en el suero no informa sobre la 

ubicación de un quiste; ya que los resultados positivos para la infección del 

cisticerco no son sinónimo de la implicación con el CNS (Fogang et al., 2015; Ito., 

2015).  

1.6.3. Métodos coproparasitoscópicos 
 

Métodos tradicionales tales como la microscopia se han utilizado para evaluar 

visualmente la presencia de huevos de T. solium en las heces de un portador 

potencial. Mientras que esto no necesariamente indica una infección de la NCC, 

ayuda en la detección de portadores de la solitaria y la consiguiente interrupción del 
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ciclo de transmisión. Mientras que este método puede tener alta especificidad 

dependiendo de la experiencia del examinador, tiene muy baja sensibilidad debido 

a la necesidad de una cierta cantidad de huevos para poder ser visibles bajo el 

microscopio (Gilman et al., 2012). Métodos moleculares aplicados a muestras de 

heces, tales como PCR y ELISA, puede mejorar las tasas de detección, pero como 

tantas otras pruebas disponibles, el equipo y la necesidad de los operadores 

entrenados es impráctico en muchos lugares endémicos (Mahanty y García., 2010).  

1.7. Tratamiento 
 

1.7.1. Taeniasis 
 

En taeniasis el tratamiento adecuado de los hospederos de cestodos es crucial para 

interrumpir la transmisión de cisticercosis. La taeniasis puede ser combatida con 

una dosis única de niclosamida (2 g) o praziquantel (5 mg/kg). La niclosamida es el 

medicamento de elección porque no es absorbido en el intestino, evitando así el 

riesgo de desarrollar síntomas neurológicos si el paciente además tiene NCC. El 

tratamiento con niclosamida o praziquantel es supuestamente efectivo en un 95% o 

más (García y Del Brutto., 2005). Desafortunadamente la niclosamida ya no se 

produce. 
 

1.7.2. NCC 
 

La heterogeneidad de las presentaciones clínicas de la NCC y el procedimiento de 

diagnóstico no sólo es complicada, sino que también afecta el plan de manejo de la 

enfermedad; no puede haber ningún enfoque terapéutico único y estándar cuando 

deben considerarse muchos factores interconectados. Antes de comenzar el 

tratamiento, se debe determinar el perfil de la enfermedad completa, incluyendo 

pruebas de la implicación del CNS, caracterización de la respuesta inmune 

existente, y el número, localización y viabilidad de quistes que presentan los 

pacientes. Una vez que estos factores han sido comprobados se puede determinar 

un plan de tratamiento que se adapte a la persona (Lucy y Susan., 2017). 
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Albendazol (ALB) 

El albendazol es una droga del grupo de los benzanidazoles los cuales presentan 

una rápida absorción después de su ingestión y es rápidamente convertido a su 

forma activa el albendazol sulfóxido el cual es efectivo contra varias especies de 

cestodos y nematodos que infectan a los humanos (Horton., 2000), ya que impide 

la inhibición de la polimerización de la β-tubulina interrumpiendo la formación de los 

microtúbulos e inhibiendo la captura de la glucosa, haciendo de este modo que los 

niveles de energía intracelulares sean inadecuados e impidiendo la supervivencia 

del parasito mediante la inmovilización, llegando a la muerte debido a la insuficiencia 

de la producción de energía (Horton., 2000; Palomares et al., 2006). 

Los esquemas de tratamiento han tenido un desarrollo empírico y, en su 

mayoría, consideran un ciclo de 15 mg/kg/día por 7-28 días (Kalra et al., 2003.), que 

han mostrado similar efectividad, independientemente de su duración (Pérez et al., 

2003). En algunas formas, en especial en los quistes subaracnoideos gigantes (>5 

cm de diámetro), se han repetido hasta cuatro ciclos (Proaño et al., 2001). 

 
Prazicuantel (PZQ) 

Generalmente permanece por 4 horas, aproximadamente, en el plasma, y es 

representado principalmente por prazicuantel hidroxilatado, con el 4-

hidroxiciclohecil-carbinol como el principal metabolito. El prazicuantel causa 

contracción muscular y daño en el tegumento alterando la redistribución de los iones 

de Ca2+ en los tejidos del parásito (Fraga et al., 2012). 

La mayoría de los estudios que han empleado PZQ han usado esquemas de 

tratamiento de dos semanas con dosis entre 50 a 75 mg/kg, con similar efectividad 

y seguridad (Nash., 2003; Garg., 2001; Pérez et al., 2003.) En los últimos años se 

han publicado (quistes celulosos hemisféricos), con aparente eficacia, de un día de 

tratamiento con dosis total de 75 mg/kg dividida en tres dosis 25 mg/kg, asociando 

cimetidina y dieta hiperproteica para aumentar la absorción y el nivel plasmático del 

cestocida. El PZQ es, por lo general, bien tolerado y sus efectos adversos incluyen 

cefalea y molestias digestivas. 
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Los efectos adversos de la ingesta de estos compuestos son escasos. Sin 

embargo, tanto PZQ como ALB, al provocar degeneración y muerte del parásito, 

generan una reacción inflamatoria local, la que alcanza su mayor expresión entre el 

quinto y séptimo día de tratamiento. Dependiendo del efecto sumatorio de encefalitis 

focales y reacciones meningíticas, esto puede llegar a determinar hipertensión 

endocraneana, en magnitudes muy diversas, incluyendo eventuales formas graves 

y fatales (Nogales et al., 2006). Además, se ha reportado que en el caso de Taenia 

crassiceps, los cestodos pueden utilizar otras vías alternas para la producción y 

utilización de energía cuando la absorción de glucosa es interrumpida mediante la 

administración tanto de albendazol como del prazicuantel (Fraga et al., 2012), como 

mecanismo de resistencia.  

De esta manera los helmintos han empezado a desarrollar resistencia a estos 

antihelmínticos, aunque por otro lado la niclosamida ha sido muy eficaz, 

desafortunadamente ya no se encuentra a la venta, lo que ha generado la necesidad 

del desarrollo de nuevas moléculas con potencial farmacéutico para su posible uso 

(García y Del Brutto., 2005; Sanabria., 2013)  

 

a)                                                                                b) 
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Figura 5. Estructura química de a). Albendazol, metil-5-(propiltio)-2-bencimidazol carbamato.b). 
Prazicuantel, 4H piyrazin (2,1 – a) Isoquinolin – 4 – 1,2 (ciclohexilcarbonil) - 1, 2, 3, 6, 7,11 b – 

hexahidro (García Gutiérrez et al., 2011). 
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1.8. Especies reactivas de oxígeno 
 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son formadas y degradadas por todos los 

organismos aerobios, también son requeridas para el funcionamiento normal de la 

célula, por lo que las concentraciones fisiológicas deben ser reguladas, ya que 

pueden entrar en un estado de estrés oxidativo cuando las cantidades de las ERO 

son excesivas, esta producción excesiva de ERO y sus intermediarios pueden 

perjudicar la integridad de varias moléculas como proteínas, lípidos y ADN 

(Stadtman y Levine., 2000). 

Las ERO incluyen un gran número de moléculas químicamente muy 

reactivas, como el radical hidroxilo, mientras que otros son menos inestables como 

el superóxido y el peróxido de hidrógeno. Los radicales libres con un electrón 

desapareado pueden formar fácilmente ERO (Arner y Nordberg., 2001). 

La formación del anión superóxido (O2•−) se realiza por la adición de un 

electrón al oxigeno molecular. Esta formación tiene lugar en las proximidades del 

interior de la membrana mitocondrial en la cadena respiratoria (Martin., 2010); 

además el superóxido es producido también por las flavoenzimas (Nicholas., 2010). 

Para contrarrestar la producción excesiva de superóxido, dos moléculas de 

superóxido son dismutadas rápidamente a peróxido de hidrogeno y oxígeno 

molecular donde la reacción es acelerada por la superóxido dismutasa (SOD) 

(Lehninger., 2004). 

El peróxido de hidrogeno (H2O2) no es considerado radical libre con gran 

poder oxidante, sin embargo, es de gran importancia debido a su habilidad para 

penetrar membranas biológicas (Murphy., 2009). Éste tiene un rol importante en la 

formación de más ERO incluyendo al ácido hipocloroso (HOCl) por la acción de la 

mieloperoxidasa, una enzima presente en los fagosomas de neutrófilos 

(Winterbourn et al., 2000), además también puede formar al anión hidroxilo (•OH) 

vía oxidación de metales de transición (Arner y Nordberg., 2001). 

 

H+ + Cl- + H2O2   → HOCl +  H2O 
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Una vez producido el H2O2 por el mecanismo de la SOD, este es removido 

por al menos tres sistemas enzimáticos antioxidantes, las catalasas (Cats), la 

glutatión peroxidasa (GPxs) y las peroxirredoxinas (Prxs). 

En el caso del radical hidroxilo (•OH) debido a que este es fuertemente 

reactivo con biomoléculas, el •OH es probablemente capaz de hacer más daño al 

sistema biológico que algunas otras ERO. Este radical es formado por el H2O2 en 

una reacción catalizada por iones metálicos (Fe2+ o por Cu+), frecuentemente ligado 

a un complejo con diferentes proteínas u otras moléculas. Esto es conocido como 

reacción de Fenton (Cárdenas y Pedraza., 2005): 

 

H2O2 + Fe2+ / Cu+   →  •OH + OH-  + Fe3+ / Cu2+   

Todos los seres vivos que utilizan el oxígeno para obtener energía, liberan 

radicales libres, lo cual es incompatible con la vida a menos que existan 

mecanismos celulares de defensa que los neutralicen. De esta manera se ha 

demostrado bioquímicamente la presencia de varios mecanismos enzimáticos y no 

enzimáticos que proporcionan protección contra las especies reactivas de oxígeno. 

Dentro de los mecanismos enzimáticos se han encontrado a las SODs, GPxs, Cats, 

y las Prxs (Tutkun et al., 1997). Los mecanismos no enzimáticos constan de algunas 

vitaminas como la vitamina E y C, además de carotenoides y del glutatión (GSH) 

(Koyro et al., 2012). 
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Figura 6. Papel del anión superóxido en la generación de otras especies reactivas (Ighodaro, y 
Akinloye., 2017) 

 

1.9. Mecanismos enzimáticos antioxidantes 

Las SODs son un grupo de metaloenzimas esenciales para contrarrestar el daño 

por estrés oxidativo ya que catalizan la dismutación del O2•−  a H2O2 (Castellanos et 

al., 2002). Se han reportado tres tipos de SODs de acuerdo al cofactor que utilizan: 

mitocondrial SOD-Mn, citológica SODCu/Zn y extracelular SOD-Cu/Zn. Entre las 

isoformas de las SODs, las SODsCu/Zn son las más eficientes (Wipaphorn et al., 

2016). La isoforma SODMn es una proteína tetramérica de 22 kDa. La isoforma 

SODCu/Zn es una proteína dimérica de 16 kDa por subunidad, mientras que la 

isoforma extracelular es una glicoproteína tetramérica compuesta de cuatro 

subunidades de 30 kDa. (Castellanos et al., 2002). 

La catalasa (Cat) es una hemoproteína que generalmente se encuentra como 

homotetrámero con una masa molecular de 240 kDa. Esta enzima cataliza la 

reacción para producir dos moléculas de H2O y una de O2 a partir de dos moléculas 

de H2O2 las cuales son formadas por la dismutación del O2•−   a H2O2 por la SOD 
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(Arnér y Nordberg., 2001), por lo que es un enzima regulador de la producción del 

peróxido de hidrógeno que se lleva a cabo dentro de los peroxisomas (Lehninger., 

2004) en los eritrocitos y otros tejidos, tales como los del páncreas y corazón 

(Glorieuxa et al., 2016). 

La glutatión peroxidasa (GPx) al igual que la SOD son metaloenzimas, lo que 

significa que dependen de la presencia de algunos metales para llevar a cabo su 

catálisis enzimática (Rotruck et al., 1976). Esta enzima ha sido desarrollada por la 

célula como otro sistema de protección de la peroxidación de lípidos, ya que cataliza 

la degradación de peróxidos de hidrógeno a moléculas de alcohol usando a la GSH 

reducida, como donador especifico de hidrógeno (Lemaitre et al., 1997). Existen al 

menos cuatro tipos diferentes de GPx en mamíferos (GPx1–4), todas ellas contienen 

selenocisteina (Ursini et al., 1995). Las isoformas GPx1 y GPx4 son citosólicas, las 

cuales son abundantes en varios tejidos (De Haan et al., 1998; Mates et al., 1999). 

Las Prxs Son una familia de enzimas antioxidantes encontradas ubicuamente 

en diferentes compartimentos celulares, como el citosol, núcleo, mitocondrias y 

retículo endoplásmico (Wood et al., 2003). Basado en la ubicación y el número de 

residuos de cisteína conservados en catálisis se dividen en tres clases: la típica Prxs 

2-Cys, atipica Prxs 2-Cys las cuales contienen dos cisteínas y la que presenta solo 

una cisteina Prxs 1-Cys. En los seres humanos, hay seis isoformas de la Prxs (Prx1-

6): 4 Prx1 y Prx5 están categorizadas como 2-Cys típica y atípica? 2-Cys, 

respectivamente, mientras que Prx6 está catalogada como 1-Cys Prx (Kyung et al., 

2016). Todas ellas comparten el mismo mecanismo catalítico básico, en el cual la 

cisteína se encuentra en el sitio activo redox, la cual es oxidada a ácido sulfénico 

por el sustrato peróxido (Manevich et al., 2004). 

La Tiorredoxina (Trx) es una proteína ubicua ya que está ampliamente 

distribuida desde las archeas, bacterias hasta la especie humana (Holmgren y Lu., 

2014). Así la familia de la Trx incluye a la Trx citosolica (Trx-1), mitocondrial (Trx-2) 

y a la isoforma específica de espermatozoides (Sp-Trx-3) (Mahmood et al., 2013; 

Hanschmann et al., 2013). Todas estas enzimas han sido reportadas en 

Echinococus granulosus, T. crassiceps y en T. solium, donde se ha encontrado una 

mayor transcripción de las enzimas es en el estadio larvario (Jiménez et al., 2014). 
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Figura 7. Esquema simplificado de sistemas oxidantes y antioxidantes dentro de la célula (Tomado 
de Arnér y Nordberg., 2001). 

 
 
 

Cabe mencionar que estos helmintos tienen un único y simplificado sistema redox, 

el cual consta de la selenoproteina Tiorredoxina-glutatión reductasa (TGR), una 

fusión de un dominio Grx con un dominio de TrxR. Esta enzima TGR puede ceder 

electrones desde la NADPH a la forma oxidada tanto de la glutatión (GSSG) como 

de la Trx (Trx-S2) así este complejo de flavoenzima cumple funciones tanto de GR 

como de TrxR (Bonilla et al., 2011). 

 

 

Tabla 1. Reacciones catalizadas por algunas principales enzimas antioxidantes. 

  Enzima                                                        Reacción  

  SOD                                         2O2 +2 H+       H2O2+ O2 

  CAT                                            2 H2O2       2 H2O + O2 

  GPx                                  ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H2O 

  Prx                             Trx- (SH)2 + H2O2                             Trx- S2 + 2H2O 
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1.10. Mecanismos no enzimáticos antioxidantes 

Otro nivel de defensa antioxidante consiste de la vitamina E, coenzima Q (CoQ), 

carotenoides, vitamina A, ácido ascórbico, ácido úrico y algunos otros antioxidantes. 

El sistema de glutatión (GSH), también tienen un papel importante en el segundo 

nivel de defensa antioxidante el cual interacciona con el sistema tiorredoxina (Peter 

et al., 2016). La GSH es el antioxidante intracelular más abundante, se encuentra 

en concentraciones milimolares en células aerobias. Su función es mantener el 

medio intracelular reductor mediante su grupo sulfhidrilo, aunque también puede 

reaccionar con la GPx y la glutatión transferasa para desintoxicar compuestos 

nocivos o xenobióticos (Van., 2000). 

 

Vitamina A 

 

 

Vitamina E 

 

 

                                                                                  

Coenzima Q 

 

 

Figura 8. Algunos antioxidantes importantes en el segundo nivel de defensa. (Lehninger., 2005). 
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1.11. SOD en helmintos 
 

Hay tres tipos de enzimas SOD en helmintos: SODMn mitocondrial, la SODCu/Zn 

citosólico y la SODCu/Zn extracelular (EC-SODCu/Zn) (González et al., 2002; 

Piacenza et al., 1998; Lalrinkima et al., 2015; Farankima et al., 2013; Loverde, 

1998), las cuales son codificadas por genes distintos (Piacenza et al., 1998). Cada 

subunidad de SODCu/Zn contiene un ion de Cu (II) y un ion de Zn (II) asociados no 

covalentemente a la apoproteína (Fridovich, 1989, 1995). 

 

1.12. SODCu/Zn de T. solium 

 

La SODCu/Zn de T. solium es una proteína de aproximadamente 16 kDa por 

monómero (Castellanos et al., 2002) como se observa en la figura 5. Cada 

monómero adopta plegamiento de barril β tipo sándwich formado por ocho hebras 

β (β1–β8) dispuestas antiparalelamente y conectadas por siete lazos (L1–L7). 

Cada monómero tiene residuos altamente conservados involucrados en la 

interacción con el cofactor metálico (His-43, His-45, His-60, His-68, His-77 y H-80, 

His-117). 

El ión Cu (II) está coordinado a cuatro residuos de histidina (H43, 45, 60 y 

117) en una geometría de tetraedro distorsionado. La H60 hace un puente entre el 

ión cobre y el zinc. A su vez el Zn (II) está enlazado a otras dos histidinas (H68 y 

77). 

Dos lazos, el electrostático (L7) y el de unión del Zn (L4) junto con  algunos 

residuos del barril β, conforman las paredes de este canal activo que lleva al radical 

superóxido desde la superficie de la enzima hasta el sitio catalítico. Varios residuos 

cargados positivamente en el lazo electrostático crean un gradiente de carga que 

conducirá al sustrato hasta el Cu (II) (Getzoff et al., 1983). 
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a) 
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Figura 8. Estructura tridimensional de la enzima recombinante TsSODCuZn obtenida del 
archivo 3MND (PDB) mediante el visualizador molecular PyMOL. (a) Representación en 
cintas de la forma dimérica. (b) La estructura de cada monómero consta de un sitio 
catalítico, como se puede observar utilizando la función superficie and maps del PyMOL. 
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Figura 9. Representación del sitio catalítico. Se observa la coordinación de los metales Cu 
y Zn mediante histidinas obtenido del archivo 3MND (PDB) apreciado mediante el 
visualizador molecular PyMOL. El Zn se encuentra coordinado por las histidinas 60, 68 y 
77, mientras que para el Cu las histidinas implicadas son His 43, 45, 60 y 117. Se puede 
apreciar que la His. 60 participa como puente de coordinación para ambos metales.

Zn Cu 

His-117 
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CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

 

Actualmente no se han reportado estudios sobre la inhibición de SODCu/Zn de T. 

solium, Sin embargo, García, et al., (2011) logró identificar seis inhibidores 

específicos de TsSODCuZn mediante simulación de acoplamiento molecular 

proteína-ligando. Cinco de los inhibidores encontrados (1 a 5) además de mostrar 

diferentes porcentajes de inhibición de la SODCu/Zn de T. solium también lograron 

inhibir a la SODCu/Zn de humano. En dicho estudio se identificó que el compuesto 

4 comercial logró una inhibición del 96% para la TsSODCu/Zn, sin afectar a la 

SODCu/Zn de humano. Por lo que se decidió llevar a cabo más experimentos con 

este compuesto. Sin embargo, debido a la limitante de obtener el compuesto 4 

comercial (por la quiebra de la compañía), se llevó a cabo la síntesis del compuesto 

4 en el laboratorio de química orgánica de la Facultad de Química UNAM (Tesis. 

Miranda-Malagón. Síntesis y evaluación del efecto del compuesto 4 y su clorhidrato 

en cisticercos de T. crassiceps. En proceso). Una vez obtenido el compuesto 4 

mediante síntesis, esta tesis tuvo la meta de comprobar el potencial de éste para 

inhibir a la TsSODCu/Zn y observar sus efectos en los cisticercos en cultivo junto 

con el compuesto. 

N
N

N N

N+

OH O

NH

N

O

O

 

 Formula química: C24H33N7O4 
Peso molecular: 483.26 

 

4-{6-[4-(3,4-Dimetil-fenil)- piperazin-1-il]-5-nitropirimidin-4-ilamino}- piperidin-1-carboxil ácido etíl 
éster 

 
Figura 10. Se muestra la estructura química del compuesto 4 que fue utilizado para los ensayos de 

inhibición enzimática. 
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CAPITULO 3  

OBJETIVOS 
 

 

Objetivo general. 

• Producir una SODCuZn recombinante de Taenia solium y lograr la inhibición 

de su actividad enzimática con el compuesto 4 sintetizado.  

Objetivos particulares 

• Expresar y purificar la enzima en forma recombinante. 

• Determinación del rendimiento y pureza proteica 

• Determinar su actividad e inhibición enzimática 
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CAPITULO 4 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1. Expresión y purificación de la TsSODCuZn  

Se utilizó un stock de bacterias E. coli competentes previamente transformadas con 

el vector pRSET el cual contiene el ADNc que codifica para TsSODCuZn, las cuales 

fueron crecidas a 37°C en agitación a 250 rpm por una noche en 50 mL de medio 

de cultivo Luria-Bertani (LB) y suplementado con ampicilina a una concentración de 

10 ug/mL. Este cultivo fue diluido a un volumen 500 mL mayor de medio LB con 

ampicilina en concentración igual a la del primer cultivo. Este nuevo cultivo fue 

sometido bajo las mismas condiciones de temperatura y agitación descritas 

anteriormente hasta alcanzar una densidad óptica igual a DO600nm= 0.6. En este 

momento se adicionó sulfato de cobre (CuSO4), sulfato de zinc (ZnSO4) e isopropil-

β-D-tiogalactósido (IPTG) hasta una concentración final de 0.17 mM, 0.20 mM y 1 

mM, respectivamente. El medio resultante fue incubado durante 6 horas más, el 

cual fue centrifugado a 15°C por 4000 rpm durante 15 minutos y el precipitado 

obtenido se resuspendió en amortiguador salino de fosfatos (PBS) y fue 

centrifugado con las condiciones anteriores. El nuevo precipitado obtenido fue 

lisado seis veces durante un minuto, con intervalos de un minuto entre cada una, 

mediante sonicación en 15 mL de amortiguador de Tris-HCl 50 mM y pH 7.5 en baño 

maría-hielo para luego centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos. 

El sobrenadante se dializó con solución amortiguadora de Tris-HCl 50 mM y 

pH 7.5 (amortiguador A) y fue concentrado hasta un volumen de 5 mL empleando 

un equipo Amicon® equipado con una membrana de corte molecular de 10,000 Da 

(NMWL= 10,000 Da, Millipore). Este concentrado fue inyectado en una columna 

DEAE-Shepadex de intercambio aniónico (HiPrep 16/10 DEAEFF), previamente 

equilibrada con el mismo amortiguador del concentrado (amortiguador A). 

Para llevar a cabo la obtención de la proteína, se utilizó un gradiente de 50 mM a 

200 mM de NaCl, más el amortiguador A. 
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Los volúmenes del eluyente fueron colectados y concentrados a 2 mL en un 

equipo Amicon®. Las fracciones de elución que presentaron SOD y otras proteínas, 

fueron sometidas a una segunda cromatografía empleando la misma columna de 

intercambio iónico, pero utilizando un pH de 8.9 Tris-HCl 50 mM, (amortiguador B). 

Obtenidas las fracciones con la SOD se concentraron y se realizó la cuantificación 

de la proteína por el método del ácido bicinconínico (BCA-PIERCE) de acuerdo al 

manual del fabricante. Las muestras obtenidas de ambas cromatografías fueron 

sometidas a electroforesis PAGE-SDS de acrilamida al 12% a 110 volts, para 

determinar la pureza de la enzima purificada. 

 

4.2. Determinación de actividad específica y ensayos de Inhibición enzimática 

Para la determinación de la actividad enzimática se utilizó el método de xantina-

xantina oxidasa (XOD) para formar el radical O2•− , el cual reduce al citocromo C, 

mostrando un espectro de absorbancia que puede ser detectado a 550 nm. Este 

método se basa en registrar la disminución en la absorbancia debido a la 

dismutación del O2•−  a H2O2 por la presencia de la actividad enzimática de la SOD. 

Por el contrario en el caso de la inhibición de la SOD se presenta un aumento en el 

espectro de absorbancia debido a la reducción del citocromo por O2•−  (ver figura 

11). Los ensayos fueron realizados en un volumen de 1mL. Se utilizó solución 

amortiguadora de fosfato (KH2PO4) con un pH de 7.8 a 50 mM, xantina a 0.4 mM y 

0.8 mM de citocromo C. En esta mezcla se agregó suficiente xantina oxidasa hasta 

obtener una absorbancia de 0.1 en la reducción de citocromo, el cual fue tomado 

como un valor de 100% de reducción. La actividad fue determinada como unidades 

por miligramos (U/mg) donde una unidad (1U) corresponde a la cantidad de 

TsSODCuZn la cual reduce la absorbancia en un 50% después de 2 minutos de 

haber iniciado la reacción.  

Para los ensayos de inhibición see incubó el compuesto 4 (0.03, 0.05, y 0.1 

mM) en solución amortiguadora KH2PO4 junto con 10U de TsSODCuZn a 37°C 

durante 30 minutos para luego determinar la actividad por el método antes 

mencionado. Como control negativo se realizó un ensayo en ausencia y presencia 

de dimetil sulfóxido (DMSO), reactivo en el cual fueron disueltos los compuestos.  
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Para determinar que nuestra enzima corresponde a la de tipo Cu/Zn, se 

realizó un ensayo con los inhibidores específicos cianuro de potasio (KCN) y azida 

de sodio (NaN3). 

 
 

 
Figura 11. Determinación de la 
actividad de la SOD mediante la 
reacción de reducción del citocromo 
c (III) por el radical superóxido 
producido por el sistema xantina–
xantina-oxidasa. Esta reacción 
puede ser inhibida por la presencia 
de la enzima SOD la cual lleva a cabo 
la reacción de dismutación del 
radical superóxido a peróxido de 
hidrógeno y oxígeno.   

 
 

 

 

 

 

4.3. Efecto in vitro en cisticercos del compuesto 4 sintetizado  

Se obtuvieron cisticercos a partir del peritoneo de una cepa de ratones WFC con 

cuatro meses de infección. Se incubaron 15 cisticercos en medio RPMI 1640 

suplementado con piruvato de sodio (1 mM), aminoácidos no esenciales (0.1 mM), 

penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (110 mg/ml) en placas de cultivo de 24 pozos 

a 37 °C y 98% de humedad relativa durante 2 horas para su acondicionamiento. 

Luego de las 2 horas transcurridas, los parásitos fueron tratados con 3 diferentes 

concentraciones del compuesto 4 (100, 200 y 300 µM) utilizando como controles 

negativos a cisticercos tratados con el disolvente del compuesto 4 (DMSO) y a 

cisticercos solo con el medio de cultivo. El albendazol (300 µM) fue utilizado como 

control positivo en daño. Cada tratamiento y control fue monitoreado a diferentes 

tiempos: 3, 6, 12 hrs y con un tiempo máximo de 24 hrs. Para la determinación de 

la viabilidad se realizó una observación de movilidad, evaginación de escólex, así 

como daño a la membrana, mediante microscopia óptica. 
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La movilidad fue determinada como alta (++++), media (+++), moderada (++), 

baja (+) o nula (-). La integridad morfológica de la membrana, fue establecida por 

pérdida de líquido vesicular, daño en la pared y fue clasificada como integridad 

completa (C) en el caso de no presentar daño alguno, y media (M) o nula (N) en el 

caso de presentar alguna alteración o daño en la morfología de la membrana (ver 

tabla 5.1 de resultados). 
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CAPITULO 5 

 RESULTADOS 
 

5.1. Expresión y purificación de SODCu/Znr  

La Fig. 5.1 muestra un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de la purificación 

de la TsSODCuZnr mediante una columna DEAE-Sefadex. En el carril 3 se observa 

el lisado de E. coli que expresa abundantemente una proteína de ~16 kDa luego de 

la inducción con IPTG, y donde además se puede observar una gran cantidad de 

bandas proteicas en un rango de 10-200 kDa. En contraste, en el carril 2 se muestra 

el lisado de bacterias no inducidas, que presenta las mismas bandas proteicas que 

el carril 3. En el carril 4 se muestra el sobrenadante obtenido tras la centrifugación 

del lisado bacteriano del carril 3, este también presenta las mismas bandas 

proteicas observadas en las bacterias en un rango de 10-200 kDa. Este lisado fue 

pasado por la columna DEAE-Sefadex previamente equilibrada a pH 7.5 y cargado 

en el carril 5. En el carril 6 se observa una fracción del lavado de la columna, donde 

se pueden apreciar bandas proteicas que no son retenidas por la primera columna. 

En el carril 7 se muestran las fracciones de proteínas eluidas con las 

concentraciones de 100-150 mM de NaCl, se observa un enriquecimiento de la 

proteína de 16 kDa con 2 proteínas contaminantes de 25 y 35 kDa. Las muestras 

del carril 7 se juntaron y dializaron con solución amortiguadora de fosfatos a pH 8.9, 

y se pasaron por segunda vez en la misma columna de DEAE-Sephadex siguiendo 

el mismo protocolo, sólo cambiando el pH del amortiguador a pH 8.9. El carril 8 

muestra la fracción eluida de la segunda columna con el gradiente de NaCl 

(120mM), que contiene una proteína de 16 kDa muy abundante y con una alta 

pureza. 

Al final del proceso se obtuvo un rendimiento de 5.8 mg a partir de un 500 mL 

de cultivo bacteriano, el cual fue determinada por el método de ácido bicinconínico. 

La pureza de la enzima (95%) fue observada en un SDS-PAGE con 5 µg de 

proteína. 
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La TsSODCu/Znr fue analizada por espectrometría de masas MALDI-TOF. El 

correspondiente espectro de masas se aprecia en la Figura 5.2. En él se observan 

varias señales a diferente relación m/z (masa/carga) siendo las más importantes  

las de m/z= 5198.6, 31347.2 y 15668.8, correspondientes a aductos generados 

durante la ionización de la TsSOD en su forma dimérica. Específicamente m/z= 

5198.6 corresponde a la especie [TsSOD+6H+]6+ mientras que m/z= 31347.2 

corresponde a [TsSOD+2Zn+k+]+ y m/z=15668.8 a la especie [TsSOD+2K+]2+. En 

general la TsSODCu/Zn pierde los iones Cu y Zn por lo que no fue posible observar 

al dímero con los sitios catalíticos intactos. Los aductos inestables pueden 

degradarse antes de llegar al detector y no generar señal. Por otro lado, el resto de 

las señales observadas en el espectro de masas pueden corresponder a impurezas 

en la muestra proteica o á aductos complejos de la TsSODCu/Zn como la de la m/z 

7821.6. Finalmente, el pico m/z=15668.8 nos predice el peso molecular de 16 kDa. 

 

Figura 5. 1. SDS-PAGE mostrando la purificación de la Superóxido dismutasa de cobre/Zinc de 
Taenia solium (TsSODCuZn). 1-marcador de peso molecular. 2- E. coli sin inducir, 3- E. coli 
inducida con IPTG para producir la enzima recombinante, 4- Sobrenadante de lisis bacteriana de 
la E. coli inducida con IPTG, 5- Sobrenadante de lisis bacteriana de la E. coli inducida pasado por 
la columna HiTrappTMDEAE-FF. 6- lavado último de la columna con Tris-HCl 50 mM. 7- Fracciones 
de elución de la primera cromatografía (pH 7.5) con 100-150 mM de NaCl, y 8- Fracciones de 
elución de la segunda cromatografía (pH 8.9) con 120 mM de NaCl. 
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Figura 5. 2. Espectrometría de masas MALDI. Se observa el espectro de la proteína de 16 kDa. Se 
observan diferentes señales a diferente relación masa/carga (m/z) donde las m/z= 5198.6, 15668.8 
y 31347.2, corresponden a aductos generados durante la ionización de la TsSOD en su forma 
dimérica. Específicamente m/z= 5198.6 corresponde a la especie [TsSOD+6H+]6+ mientras que m/z= 
31347.2 a la especie [TsSOD+2Zn+k+]+. 

 

 

5.2. Determinación de la actividad específica enzimática y del cofactor 

enzimático Como se observa en la Figura 5.3, se determinó la actividad específica 

por el método de xantina-xantina oxidasa, de la proteína pura de 16 kDa, en donde 

se obtuvo un valor de 2,777 U/mg, y para la actividad total se obtuvo un valor de 

16106.6 U/mg. Donde una unidad (1U) corresponde a 0.36 µg de SOD, se utilizaron 

3.6 µg (10 U) de enzima para los ensayos de inhibición. En la Figura 5.4, se aprecia 

la disminución de actividad en un 82% y 96% utilizando 1 mM y 10 mM del inhibidor 

especifico KCN, mientras que al utilizar las mismas concentraciones de NaN3  la 

actividad no se ve afectada. 
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Figura 5. 3. Determinación de la 

actividad específica de 

SODCuZn. En la gráfica se 

muestra la determinación de 

una unidad enzimática, que se 

define como la cantidad de SOD 

necesaria para inhibir el 50% la 

reducción del citocromo C. Las 
lineas de intercepción indican 
que 0.36 µg de enzima 

equivalen a 1U de SODCuZn.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5. 4. Identificación del 
cofactor para la enzima SOD. En 
la gráfica se observa el efecto 
inhibidor de diferentes 
concentraciones de KCN y de 
NaN3 sobre la actividad 
enzimática de la proteína de 16 
kDa purificada. Las 
concentraciones de KCN inhiben 
la actividad enzimática en tanto 
que las mismas concentraciones 
de NaN3 no lo hacen. 

 

 

 

Para asegurarnos de la estructura del compuesto 4 sintetizado, se le realizó una 

espectrometria de masas. En la Figura 5.5, se observan varias señales a diferente 
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relación m/z (masa/carga), siendo la más intensa la de m/z = 484.2671 

correspondiente a la formula del compuesto 4 protonado [C24H33N7O4+H]+1H y un 

pico de mucho menor intensidad con un m/z de 745,3609, que corresponde a uno 

de los tantos aductos producidos durante el proceso de la espectrometría. 

 

 

Figura 5. 5. Espectrometría de masas ESI del compuesto 4 sintetizado en Facultad de Química. Se 
observa la señal de mayor intensidad con un m/z=484.26 generado por la ionización del compuesto 
4 (483.26g/mol) por un H+ 

 

5.3. Inhibición enzimática mediante el compuesto 4 sintetizado  

En la Figura 5.6, se muestra el efecto que tienen diferentes concentraciones del 

compuesto 4 sintetizado y del compuesto 4 comercial. Los controles de la 

TsSODCu/Zn con y sin DMSO mostraron una actividad del 100%, mientras que  la 

TsSODCu/Zn con el compuesto 4 comercial fue inhibida en un 50 y 95% a 30 y 

50 uM respectivamente, en presencia de DMSO. En el caso del compuesto 4 

sintetizado no se observó inhibición de la actividad enzimatica con las mismas 

concentraciones de 30 y 50 µM. 
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Figura 5.6. Inhibición de la actividad enzimática de TsSODCuZnr usando el compuesto 4 comercial 
y el compuesto 4 sintetizado determinada por el método xantina-xantina oxidasa. La gráfica 
muestra el porcentaje de actividad residual de la enzima luego de incubar 10 U de enzima en 
ausencia y presencia de 30, 50 y 100 µM del compuesto 4 sintetizado. Como control positivo se 
utilizó el compuesto 4 comercial, y como controles negativos, se incubo la enzima en ausencia de 
los compuestos sin o con DMSO al 1%. 

 

 

5.4. Efecto in vitro  en los cisticercos del compuesto 4 sintetizado  

En cuanto a la integridad de la morfología ovoide, todos los grupos conservaron su 

forma, además no se observaron daños sobre la pared vesicular del cisticerco 

durante todos los tiempos ensayados y con las diferentes concentraciones usadas 

del compuesto 4 sintetizado. 

Lo que si se observó fue una disminución en la movilidad de los cisticercos 

luego de ser incubados con diferentes concentraciones del compuesto 4 por 

diferentes tiempos. Con la concentración de 100 µM del compuesto, los cisticercos 

presentaron una disminución media de la movilidad al tiempo de 6 h, la cual se 

disminuyó a una movilidad moderada a las 24 horas. En cuanto a las 

concentraciones de 200µM y 300µM se observó un patrón de movilidad baja para 

todos los tiempos.  

En cuanto a los grupos control (RPMI y DMSO), los cisticercos mantuvieron 

su morfología y movilidad alta durante todos los tiempos, mientras que en los grupos 

tratados con ALBZ (Control positivo), los cisticercos presentaron una movilidad 

moderada en los tiempos de 3 y 6 horas, y una movilidad baja en los tiempos de 12 
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y 24hrs, respectivamente, sin presentar daño en la pared vesicular ni en la 

morfología del cisticerco. 

 

 
Tabla 5.1. Efecto in vitro en cisticercos, de diferentes concentraciones del compuesto 4 sintetizado. 

 
Grupo control 

 
Tiempo (h) 

3 6 12 24 

RPMI ++++ 
  C 

++++ 
C 

++++ 
C 

++++ 
C 
 

DMSO ++++ 
C 

++++ 
C 

++++ 
C 

++++ 
C 

ALBZ ++ 
C 

++ 
C 

+ 
C 

+ 
C 

 
Compuesto 4 

 
Tiempo (h) 

3 6 12 24 

100 µM +++ 
C 
 

+++ 
C 

++ 
C 

++ 
C 

200 µM ++ 
C 

++ 
C 

++ 
C 

++ 
C 

300 µM ++ 
C 

++ 
C 

++ 
C 

++ 
C 

Movilidad: ++++ Alta; +++ Media;  ++ Moderada; +Baja; -Nula.  

Integridad: C=Completa; M=Media; N=Nula.           
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CAPITULO 6 

DISCUSIÓN 
 

La proteína purificada mediante cromatografía de intercambio iónico, en un PAGE-

SDS presentó una pureza del 95% y un peso molecular aproximado de 16 kDa, 

como el determinado previamente (Castellanos et al., 2002 y García et al., 2011). 

Este peso fue confirmado por la espectrometría de masas, que reportó un valor de 

15668.87 Da. Es de notar que este valor, no tiene en cuenta los valores de los 

metales catalíticos (Cu y Zn). Por eso la diferencia obtenida puede ser explicada por 

la presencia de la especie [TsSOD+2K+]2+, el cual es un aducto generado durante 

la ionización por la adición de dos iones de K, en la espectrometría de masas. La 

actividad específica de SOD de esta proteína de 16 kDa fue determinada por el 

método de xantina–xantina-oxidasa, y fue de 2,777 U/mg (Figura 5. 6). Estos valores 

son congruentes con lo descrito en trabajos previos (Castellanos et al., 2002 y por 

García et al., 2011) para su peso molecular y la actividad específica de SOD de 

2,900 U/mg y 2,857 U/mg, respectivamente. Por otro lado, su actividad fue inhibida 

en 80% con 1 mM KCN, mientras que concentraciones elevadas de NaN3 (10 mM), 

no la afectaron. Éstos inhibidores son específicos para las SODCuZn y las SODMn, 

respectivamente. El KCN es inhibidor para las SODCuZn ya que ataca en el sitio 

redox Cu (ll), mientras que el NaN3 afecta la actividad enzimática de la SODMn 

atacando al Mn sin tener efecto alguno sobre el sitio catalítico de las SODCuZn, lo 

que concuerda con lo reportado por Castellanos et al., 2002. Estos resultados 

experimentales antes mencionados nos permiten concluir que la enzima de 16 kDa 

obtenida es la TsSODCuZn. 

El compuesto 4 sintetizado fue verificado por medio de espectrometría de 

masas, concluyendo que es el mismo que el compuesto 4 comercial. Sin embargo, 

el compuesto 4 sintetizado, no inhibió la actividad de la TsSODCu/Znr a las 

concentraciones usadas en esta tesis, lo que no concuerda con los valores de 

inhibición reportados por García et al., (2011) quien logro obtener un 95% de 
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inhibición a partir de 50 µM con el compuesto 4 comercial, el cual fue incoloro. 

Nuestro espectro de masas nos indica que estos compuestos 4 son iguales, aunque 

la síntesis se llevó a cabo en laboratorios distintos. Cabe mencionar que un 

inconveniente que limitó el poder determinar adecuadamente los ensayos de 

inhibición, fue que el compuesto 4 sintetizado fue de color amarillo y absorbe a la 

misma longitud de onda con la que se mide en el método de xantina-xantina-

oxidasa. Experimentos de cinética de tiempo y concentraciones con el compuesto 

4 sintetizado fueron realizados, pero no se observó inhibición alguna, concluyendo 

que no inhibe a la enzima.  

Podríamos pensar que la capacidad inhibitoria es consecuencia de las 

interacciones alcanzadas y la complementariedad geométrica que alcanza un 

inhibidor o sustrato en los sitios de unión de una enzima. De acuerdo con García 

Gutiérrez (et al., 2011) el compuesto 4 comercial, el cual presenta actividad 

inhibitoria para TsSODCu/Zn, forma una interacción tipo puente de hidrógeno entre 

el átomo de N en el anillo de pirimidina y el O del hidroxilo del residuo no conservado 

de serina 108 de la cadena B, y el N del mismo anillo que interacciona con la 

isoleucina 110 de la cadena B. Adicionalmente, está el que se  forma  entre  el  grupo  

CO  del  éster  en  el  ligando  y  el  NH  en la metionina de la cadena B,  también  

un  residuo  no conservado, por lo que el compuesto 4 comercial se une en un sitio 

de unión diferente del sitio catalítico de la TsSODCu/Zn. Para el caso del compuesto 

4 sintetizado, estos átomos de N, es probable que se estén oxidando, lo que pudiera 

estar generando el color amarillo, además de perder la interacción del átomo de N 

en el anillo de pirimidina con la serina 108 y la isoleucina 110 de la cadena B que 

forman los puentes de hidrógeno. 

Por otro lado, cabe mencionar que actualmente muchas empresas 

farmacéuticas que se encuentran en la búsqueda de nuevas formulaciones para el 

suministro de fármacos han utilizado excipientes que pueden agregar funcionalidad 

al compuesto, así como promover estabilidad física, química y biológica a los 

productos farmacéuticos, estas pueden ser las razones de las diferencias 

encontradas entre estos compuestos 4. 
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A pesar de la no inhibición presentada contra la TsSODCuZnr, este 

compuesto 4 se probó contra los cisticercos de Taenia crassiceps WFU. Y se 

observó que este compuesto disminuyó la movilidad de los parásitos en 50% a las 

concentraciones de 100, 200 y 300 µM, en comparación con el grupo control 

negativo con sólo RPMI en donde la movilidad fue del 100% y del grupo control 

positivo (ALBZ) en donde la movilidad disminuyo en un 30% a las 12 y 24 h. Como 

es sabido el ABZ se une a la tubulina y afecta la polimerización del citoesqueleto, lo 

que afecta la movilidad de los parásitos (Paredes., 2008).  

Finalmente, muchas preguntas quedan aún por resolver acerca de las 

diferencias sobre el efecto inhibitorio de actividad enzimática de la TsSODCu/Zn  

por el compuesto 4 sintetizado y comercial, si estos son iguales, de acuerdo a los 

datos obtenidos de la espectrometría de masas. Una posible explicación son las 

diferencias mencionadas como la adición de algun tipo de excipiente en el 

compuesto 4 comercial y que no fue agregado en el compuesto sintetizado, o la 

posible oxidación del atomo de N, lo cual podría conllevar a la inestabilidad en el 

grupo funcional piperazina. 

En cuanto al efecto de disminución de la movilidad de los parásitos in vitro, 

queda como una pregunta para responder, el mecanismo por el cual actúa este 

compuesto. 

Finalmente, dicho todo lo anterior queda, clara la idea acerca del riguroso 

estudio que se necesita realizar para poder desarrollar algún tipo de fármaco 

antihelmíntico. Por ejemplo, el estudio de la composición química y estructural tanto 

de la molécula blanco como la del fármaco en estudio, así como determinar las 

caracteristicas de interacción de ambos como complejo proteina-ligando y su 

mecanismo de acción sobre los parásitos. 
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CAPITULO 7 

CONCLUSIONES 

 

• Se logró purificar la SODCu/Zn recombinante de T. solium (TsSODCuZn). 

 

• El compuesto 4 sintetizado no inhibió a la TsSODCuZn. 

 

• El compuesto 4 sintetizado disminuye la movilidad (50%) en los cisticercos a 

una concentración de 100µM por 24 h. 

 

•  El estudio abre nuevas preguntas como: 

- ¿Por qué el compuesto 4 sintetizado no inhibió a la TsSODCu/Zn? 

- Determinar los mecanismos por los que el C4 sintetizado: 

No inhibe a la enzima, pero si disminuye la movilidad de los cisticercos. 
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ANEXOS DE SOLUCIONES 

 

AMORTIGUADOR DE ELECTROFORESIS PARA PROTEINAS SDS-PAGE 10X 

Tris base           30.30g 

Glicina         144.10g 

SDS 10%            10g 

Aforar a 1Lt 

 

AMORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS, pH 7.8 

K2PO4  50mM           6.80g 

 

AMORTIGUADOR TRIS-HCl 

Tris (hidroximetil) aminometano 50mM       6.057g 

Aforar a 1Lt 

 

AMORTIGUADOR TRIS-HCl, NaCl 1M 

Tris (hidroximetil) aminometano  50mM       6.057g 

NaCl        1M       58.4 g 

Aforar a 1Lt 

 

Solución Xantina, 1Lt 

C5H4N4O2    0.4mM            0.061g  
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