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ABREVIATURAS.

Ac Anticuerpo.

AE Actividad enzimatica.

Ag Antigeno.

BP Bandas protéicas.

°C Grados celsius.

g Gravedad (es).

GR Glutation reductasa.

GSH Glutation reducido.
GSH-Px Glutatién peroxidasa.
GS5SG Glutation oxidado.

GST Glutation s-transferasa.

IET inmunoelectrotransferencia.
kDa Kiledalton.

M Molaridad.

mA Miliamperes.

1g Microgramos.

pl Microlitros.

1M Micromolar,

ME Mezcla de ensayo.

mi Mililitros.

mi Milimolaridad.

nm Nandmetros, ]
PAGE Electrofaresis en geles de poliacrilamida.
PHGSH-Px Glutation peroxidasa fosfolipido hidroperoxidasa.
PM Peso molecular.

s Siemens

SNC Sistema Nervioso Central.
Sn Sobrenadante.

30D Superéxido dismutasa.

9] Unidades enzimaticas.

V4 Volts.
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RESUMEN.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como anidn superdxido, radical
perhidroxilo, perdxido de hidrogeno y sadical hidroxilo se forman durante el
metabolismo celular y en fagocitos activados. Las ERO son altamente reactivas con las
moléculas bioldgicas porque les extraen con facilidad electrones, alterando su
estructura y funcién ademds de provocar en el sitio inicial de interaccion una reaccion
en cadena oxidoreductiva. Aunque todas las biomoléculas (lipidos, carbohidratos,acidos
nucleicos y proteinas) son capaces de reaccionar con los radicales de oxigeno, parece
que los lipidos son los mas susceptibles, por o que {as membranas son las mas
expuestas a sufrir dafios.

£n respuesta probablemente a la gran reactividad de Jas ERO, los seres vivos
cuentan con una serie de enzimas antioxidantes. Dentro de los parasitos se ha
observado que tanic en helmintos como en protozoarios existen aigunas de estas
enzimas tales como Superéxido dismutasa, Glutatién-S-lransferasa, Catalasa y
Glutatién peroxidasa e incluso éstas moléculas se han relacionado con mecanismes a
través de los cuales los parasitos logran evadir &l sistema inmune de! hospedero.

En el presente trabajo se purificé parcialmente a GSH-Px de cisticercos de
Taenia solium extraidos de carne de cerdo infectada, para ello se estandarizé un
procedimiento de purificacidn bioquimico. Las proteinas de los cisficercos fueron
solubilizadas en sales y después de centrifugaciones vy didlisis subsecuentes, el
sobrenadante se hize pasar por diversas columnas cromatograficas liquidas, con

resinas de QAE-Cellex, Fenilsefarosa CL-4B y Sefadex G-200; el analisis de las



fracciones por PAGE- SDS mostré que las columnas fueron concentrando fa actividad
enzimatica para GSH-Px hasta una fraccion compuesta de aproximadamente 6
diferentes bandas protéicas con pesos moleculares de 30-70 kDa (Sn5y; dicha actividad
fue determinada realizando e! ensayo de Pagiia y Valentine (1967) en las diferentes
fracciones de las columnas cromatogréaficas.

El Sn5 fue sometido 2 electroforesis en geles nativos para visualizar la
aclividad enzimatica especifica, con la banda con actividad se obtuvieron anticuerpos
de conejo que revelaron el reconocimiento hacia bandas correspondientes a albdmina
de cerdo y hacia una proteina de ~30 kDa.

Las bandas con actividad de 4 geles nativos fue sometida a electroelucion y
después analizada por PAGE-SDS, revelando una proteina de ~30 kDa.

Por otro lado, fue necesario eliminar la posibilidad de estar detectando Catalasa
en lugar de GSH-Px, por lo que se realizé el ensayo de Paglia y Valentine (1967), pero
con Catalasa de A. niger, sin embargo no se detecto aclividad, este resultado fue
corroborado con anticuerpos anti GSH-Px de cisticercos de T. solium, que no
reconocieron a Catalasa,

La capacidad protectora de esta fraccién se evalud utilizando el modelo Taenia
taeniaeformis—rata, obteniéndose 65 y 72% de proteccién. Esto permite concluir que
GSH-Px esta presente en los ¢isticercos de Taenia solium y es una buena candidata

como probable vacuna.




1.  INTRODUCCION.

Taenia solium es un cestodo parasito del hombre y del cerdo, sus larvas o
cisticercos se desarrollan en sus tejidos produciéndoles la cisticercosis. Parficularmente
en el hombre la enfermedad es grave cuando los parasitos se sitian en su tejido
nervioso central y le ocasionan neurocisticercosis (NC} { Dixon y col. 1961, Raviela y
cols. 1979). En el cerdo con cisticercosis los problemas se presentan por un lado, al
decomisar la carne infectada con las consecuentes pérdidas econémicas para el
porcicultor, y por el oiro al ser este huésped el reservorio natural del gusano es por lo
tanto un eslabdn para mantener su ciclo bioldgico { Flisser y cols. 1993 y 1997),

El otro estabon de T. sofium es el hombre tenidsico, que desarroiia la fase aduita
en su intestino por comer carne de cerdo mal cocida e infectada con cisticercos, este
individuo diariamente libera con sus heces un promedic de 50,000 huevos de T. sofium,
contaminando el medio ambiente; de esta forma, los huevos del parasito que sean
ingeridos por nuevos huéspedes se desarrollardan en cisticercos (Fiisser, 1990, Sarti,
1997 B).

La NC es una enfermedad comin en paises en vias de desarrollo como Asia,
Africa y América Latina (Fliser y cols. 1991, 1897) pero también es cada vez mas
frecuente en algunos paises desarrcllados, tan solo en los Estados Unidos se
diagnostican mas de 1000 nuevos casos al afo (Schantz y cols. 1992; White, 1997), no
obstante, es dificil establecer ta verdadera morbilidad de este padecimiento ya que tiene
como caracteristicas el pasar desapercibida y ser cronica. Solo el 50 % de los casos de

autopsias del Hospital General de fa ciudad de México, con cisticercosis cerebral



correlacionaron con algun sintoma clinico neuroldgico agsociado con €l parasito
{Rabiela y cols. 1979). Por otro lado se sabe que soldados ingleses transferidos a la
India adquirieron la cisticercosis y que el tiempo promedio transcurrido para gue
presentaran sintomas neurolégicos fue de 4.8 afios en un rango desde pocos meses
hasta 30 afios (Dixon y col. 1961). Evclutivamente, esto refleja una gran adaptacion
tanto por el huésped como por el parasito, en donde este Gltimo debe de desarroilar
mecanismos de evasidn inmune para poder scbrevivir  en huéspedes
inmunolégicamente competentes. Dentro de la diversidad de estos mecanismos se
tienen aquellos donde por ejemplo, las larvas de Schistesoma mansoni se mimetizan al
recubrir sus membranas con antigenos de los grupos sanguineos y de
histocompatibilidad dej hombre (Smithers y col. 1976), también se sabe del uso de
proteasas parasitarias producidas por algunos cestodos que hidrolizan anticuerpos y
otras moléculas citotéxicas producidas por los leucocitos de los huéspedes
(Eckert, 1991). La produccién de celulas supresoras estadio especificas en
esquistosomiasis y filariasis permite abatir 1a respuesta inmune contra ellos (Piessens y
cols. 1980), ia existencia de inhibidores de tripsina y quimotripsina sintetizados por
diversos parasitos tienen amplios efectos sobre la funcionalidad celular inflamatoria
(Nemeth y col. 1981). Otra forma de evadir la respuesta del huésped por parte de los
parasitos, es inactivando diversas moléculas involucradas en los mecanismos de
proteccion en los primeros dias después de la infeccién, por ejemplo, T. faeniaeformis
presenta factores anticomplementarios en su superficie los cuales consumen al
componente C3 del complemento (Hammemberg y col. 1978), asi mismo este parasito

produce una molécula denominada teniastatina que inhibe al C3 y al factor D de la



cascada alterna del complemento (Suquet y cols. 1984}). Ademas, cisticercos de T,
solium producen el antigeno B que se une al C1g e inhibe la via ciasica del
compltemento (Laclette y cols. 1992) . Estos mismos cisticercos sintetizan también un
factor inespecifico que anula la produccion de diversas citocinas linfocitarias
(Arechavaleta y cols. 1998).

Por otro lado, los macréfagos polimorfonucleares, eosindfifos y plaquetas tienen
la capacidad de responder contra los parasitos produciendo diversas especies reactivas
de oxigeno (ERQ) durante la explosion respiratoria (ER), por medio de reducciones
secuenciales de estas moléculas hasta formar agua. En esta reaccién en cadena se
generan las ERO primarias como los perdxidos de hidrdgeno (H20z2), los radicales
superoxido {Oz¢ ) @ hidroxilo (HO_) que al interaccionar con los lipidos, proteinas y
4cidos nucleicos dan lugar 2 las ERO secundarias y terciarias como hidroperdxidos
alguilados y perdxidos lipidicos, mas dafinos sobre las biomoléculas que los anterioras
(Fantone y col. 1982, Bimboin y col, 1985, Hyslop y cols, 1988, Sacks y cols. 1978),
Sin embargo, este evento no es capaz de eliminar a los parasitos como cabria de
esperarse (Adams y col. 1984), se sabe que al menos siete diferentes especies de
prolozooarios y once de helmintos escapan del dafio producido por las ERO; inclusive,
la ausencia de enzimas antioxidanies, como la catalasa, se ha ascciada a dafio
{Callahan y cols. 1988).

Por diversas razones no esclarecidas los ténidos logran superar el efecto de las
ERO durante e! proceso de infeccidn que dura horas, permitiendo & las oncosferas
fijarse en alguna parie de! cuerpo y continuar su crecimiento hasta desarrollarse en

cisticercos y no desplazarse mas.



En la mayoria de los casos de cisticercosis humanas, porcinas y murinas con
periodos de varios meses o afios de convivencia huésped-parésito, se han encontrado
células mononucleares, polimorfonucleares y eosindfilos ademas de linfocitos, alrededor
de los parasitos (Aluja y cols. 1989, Gonzalez y cols. 1867, Ansari y col. 19786). Estas
células probablemente estan produciendo activamente diversas moléculas, entre elias
las ERO y el hecho de que los parasitos puedan scbrevivir por tanto tiempo tal vez sea
debido a que contienen enzimas antioxidantes.

E! propbsito del presente trabajo fue purificar parciaimente la enzima Glutation
peroxidasa de cisticercos de Taenia solium y evaluar su capacidag prolectora en el

modelo Taenia taeniaeformis-rata.



2, FUNDAMENTACION TEORICA.

2.1. Ciclo biolégico.

El ciclo de vida de Taenia solium se lleva a cabo en dos huéspedes: el cerdo o
huesped intermediario por presentar cisticercos en sus tejidos y el hombre o huésped
definitivo por alojar en su intestino a la forma adulta del parasito; sin embargo, el
hombre puede convertirse también en huésped intermediario sin gran sentido biolégico.
La cislicercosis se ve favorecida por la convivencia con personas portadoras de
Taenia solium, aunque también puede ser factor de riesgo el consumo de alimentos o
agua contaminados con huevos de este parasito

Ef humano adquiere la teniosis cuando consume came de cerdo mal cocida y
parasitada con cisticercos. Aproximadamente cuatro meses después, comienza a
liberar segmentos del parasito o proglétidos junto con su excremento. Cada proglétido
puede contener de 50,000 a 60,000 huevos. Cuando el cerdo consume las heces de

una persona con teniosis, desarrolla fa cisticercosis (Romero,1993; Sarti 1997 B)(fig. 1).



Figura 1. Ciclo biolégico de Taenia sofium 1) Huésped definitivo, 2} Huésped intermediario,
3) Huésped incidental. {Flisser y cols. 1997).

2.2, Morfologia del pardsito.

En el estadio adulto, T, solium es un gusano plano, formado por escolex, cuello y
estrobilo, el escdlex estd constituido por cuatro ventosas y un rostelo que posee una
doble corona de ganchos, la interna esta compuesta de 11 a 14 ganchos largos ( 0.13 -
0.16 mm), y la externa de igual nimero pero mas pequefios ( 0.1- 0.12 mm) (fig. 2)
(Yoshino, 1933). E! estrobiio mide de 2 a 7 m de longitud y esta dividido en segmentos
llamados proglotidos, estos se clasifican de acuerdo al grado de madurez, asi, los mas
cercanos al cuello son pequefios e inmaduros y todavia no tienen desarroliados los
organos sexuales; unidos a estos se encuentran los maduros, con drganos sexuales

desarrollados y finalmente los gravidos, portadores de los huevos del parasito {fig. 3}.



Los huevos (fig. 4) poseen varias envolturas que posibilitan la sobrevivencia
de la oncosfera en el medio; la envoltura mas externa es el vitelo o capsula, la siguiente
envoltura es el embriéforo, formado por pequefios bloques protéicos unidos entre si por
un material cementante, esta envoltura ademas de ser ia mas importante en la
proteccibn de la oncosfera confiere a los huevecillos su apariencia estriada
caracteristica. E! embriéforo a su vez es producido por una envollura celular mas
profunda llamada célula embrioforal; finaimenie la membrana oncosferal rodea
directamente a la oncosfera o embrion hexacanto que posee tres pares de ganchos,

Por sus caracleristicas hermafroditas cada proglétido cuenta con drganos
sexuales tanto masculinos como femeninos; el aparato reproductor masculino esta
formado por numerosos testiculos, conectados a través de tdbulos finos a un
espermoducto enroliado, que finaliza en una estructura muscular copulatoria llamada
cirro. En el poro genital desembocan el espermoducto y la vaging, ta cual recibe y
conduce a los espermatozoides al receptaculo seminal, gue a su vez se conecta con el
oviducto. Hacia éste dltimo son liberados ios dvulos producidos por el ovario, que esta
formado por dos [ébulos grandes y uno pequefio, llevandose a cabo fa autofertilizacion
{fig. 5). Posteriormente, el huevo vigja a {ravés de la aperiura del conducto vitelino
donde se recubre de células vitelinas y entra at ootipo que es una region bulbosa del
oviducto que contiene glandulas, cuyas secreciones mucosas probablemente sirvan
como sustratos para el embridforo (Fiisser y cols. 1997).

.Los huevos se acumulan en el Utero, donde maduran y se vuelven infectivos;
cabe mencionar que el Gtero ocupa una regién central dentro del progidlido y de él
salen ramas, cuyo niimero es caracteristico de cada especie, siendo para 7. solium 12

o menos y para Taenia saginata mas de 12 (Romero, 1993).



El cisticerco o forma larvaria det parasito, es una estructura esférica u ovalada
con una envoltura formada por una delgada membrana blanca nacarada u opalescente
flena de liquido, conteniendo principalmente porfirinas; el escolex es facilmente
observable como un granulo excéntrico a través de fa membrana translicida.

En la neurocisticercosis, es decir, cuando el parasito se aloja en el cerebro, los
cisticercos de T, solium puede ser celulosos, racemosos o tener una forma intermedia
entre ambos, el celuloso puede medir entre 0.5 a 2 cm y es semejante al encontrado en
el cerdo, mientras que el racemoso es un parasito grande gue puede flegar a medir mas
de 10 cm (Rabiela y cols. 1982), su membrana es muitilobulada y su escolex se

encuentra degenerado o no existe (fig. 6).

Figura 2, Escélex de un clsticerco de T. solium observado con microscopio electrénico de
barrido (A) (Cafedo y cols. 1982) y con microscopia de 1uz (B), en donde se ohservan claramente
la doble corona de ganchos y las 4 ventosas.
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Figura 3. Representacién esquematica de los tres diferentes tipos de proglétidos de T, solium;
A: escélex, B: proglétide inmaduro, C: progtétido maduro, D: progldtide gravido,
{Goldsmith y col. 1995).

Flgura 4. Huevos de Taenia sp. observados medlante
microscopia de luz (Flisser y cols, 1997).

Figura 5. Representacién esquematica de un progi6tido maduro de T. sofium donde es posible
observar abundantes testiculos pequedios {T), espermoducto enroftado (Ed), poro genltal (PG),
clrro {C), vagina {V), ovario trilobulade [Ov) y glandula viteldgena (GV), (U) utero,
{Goldsmith y col. 1995).
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Figura 6. Cisticercos de tipo celuloso {A) y de tipo racemoso (B)
{Flisser y cols. 1997).

2.3. Epidemiologia.

2.3.1. Teniosis.

La teniosis es cosmopolita, generalmente benigna por presentar escasos
sinfomas tales como constipacion, diarrea, falta de apetito y en algunas ocasiones
dolores estomacales leves.

En estudios epidemioldgicos realizados en algunos paises de América Latina se
ha encontrado que en los Ultimos treinta afios Colombia y Haiti son los paises con
frecuencias mas altas de teniosis por afio, mientras que Costa Rica es lo opuesto. En
cuatro comunidades de Guatemala (Quesada, El tule, El Jocote y Santa Gertrudis), se
analizaron muestras colectadas entre los afios de 1991 y 1994 y se encontraron 92
casos posilivos de 3399 muestras estudiadas, lo cual representa el 2.7% y el 98% de
fos parasitos recuperados fueron T. sofium, también se encontré una frecuencia de 5%

en nifios cuyas edades fluctuaban entre meses y 4 afios de edad.
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En México prevalecen frecuencias de teniasis de 0.2 a 1.1% en el periodo de
1970 a 1971, en 1984 el 1.0% y en 1989 de 3.4%, detectandose que para T. solium
correspondia e} 1.1% (Sarti, 1997 B). Estadisticas oficiales han reportado que de 19886
a 1990 existian 13 000 casos anuales y a partir de 1991 esta cifra ha disminuido a cerca

de 800 casos de Taenia sp en el mismo periodo (Sarti, 1997 A).

2.3.2. Cisticercosis.

La cisticercosis humana puede llegar a ser una enfermedad severa, incapacitante
y en ocasiones fatal. Aunque los cisticercos pueden ubicarse en cualquier tejido se ha
observado que existen ciertos lugares preferenciales, como musculo esquelético, ojoy
sistema nervioso central (SNC), siendo este titimo el de mayor importancia en salud.
En América Latina es mds frecuente encontrar en SNC, mientras que en paises
asiaticos se localizan tanto en SNC como en musculo (Flisser, 1990; Flisser y cols.
1991; Rabiela y cols. 1982). Estadisticas oficiales actuales establecen que existe un
promedio anual de 500 casos de cisticercosis, con una tasa nacional cruda de 0.6 por
100 000 habitantes, no existiendo diferencias en cuante a sexo y el grupo que aparece
como el mas afectado es el de 15 a 44 afios de edad, es decir, personas
econdrnicamente productivas (Sarti, 1997 A}.

En algunos paises donde ia cisticercosis no era endémica, se han presentado
nimeros crecientes de casos, esto ocasionado por la migracién de personas de los
lugares donde la enfermedad esta ampliamente distribuida, siendo considerada como

una enfermedad emergente (OPS, 1997; Schantz y cols. 1992; White, 1997).
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Esta zoonosis esta intimamente relacionada con ta poca o nula educacion en
cuestiones de salud, ya que los individuos afectados desconocen de que manera se
ileva a cabo la transmisién de esta enfermedad, aunado a esto, las bajas condiciones
higiénicas, como el no contar con tetrinas o bafios bien establecidos ni con agua
corriente, asi como ia practica de fecalismo al aire libre y ef riego de hortalizas con
aguas negras favorecen la adquisicion de fa enfermedad (Flisser, 1990; Sarti, 1997 B).

En nuestro pais incluso se han creado normas para tratar de lograr un control
eficiente de la enfermedad (NOM, 1994).

Los cisticercos de Taenia solium son capaces de sobrevivir en el tejido de su
hospedero ya sea el intermediario o el definitivo por periodos largos de tiempo e incluso
el individuo permanecer asintomatico o presentar sintomas muchos afos después de
haber adquirido la enfermedad (Dixon y col. 1961, Laclette y cols. 1992, Fliser y cols.
1993), esto ha hecho pensar que las larvas cuentan con sistemas que les ayuden a

evadir la respuesta inmune del hospedero como se ha visto en otros parasitos.
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2.4, Céstodos y evasidn inmune.

Diversos cestodos han desarrollado mecanismos para evadir la respuesta
inmune de sus huéspedes. Esto les ha permitido sobrevivir en ellos por periodos largos
inclusive en individuos inmunoldgicamente competentes. En 7. solium se tienen
algunas evidencias que sugieren que los cisticercos pudieran estar evadiendo la

respuesta inmune tanto del cerdo como del hombre:

a) Moléculas del huésped en la superficie del parasito. En cisticercos estraidos de
pacientes enfermos se ha observado gue en su superficie se encuentran
inmunoglobulinas de la clase IgG, IgM e IgA, debido & que el parasito cuenta con
receptores para F¢. Sin embargo no se observa un 100% de correlacion entre los
anticuerpos encontrados en los sueros de los pacientes a los cuales se les
extrajeron los cisticercos y las inmunoglobulinas adheridas al mismo. También se ha
detectado C3b en el tegumento parasitario aparentemente sin producirle dafo.

{Correa y cols. 1985; Flisser y cols. 1986).

b} Sitios inmunoclégicamente privilegiados. En diversos cerdos infectados
experimentalmente con huevos de 7. solium se ha cbservado que los cisticercos del
sisterna nervioso central se encuentran sin dafio, y practicamente sin ninguna célula
de la respuesta inflamatoria que los rodee en comparacidn con cisticercas del

mismo cerdo pero de tejido muscular (Aluja y cols. 1989),
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c) Antigenos inmunodominantes iNOCUOS. El antigeno B de cisticercos de T. sofium
por ser un antigeno de secrecion e inmunodominante podria "distraer” a los

anticuerpos del huésped fijandolos lejos de él, volviéndolos ineficientes, (Correa y

cols. 1989} .

d) Factores anticomplementarios. La teniastatina es una glicoproteina de Taenia
taeniaeformis que inhibe la activacién del complemento por sus dos vias, asi como
un glucosaminoglicano polisulfatado que interfiere con la actividad litica del

complemento (Clinton y cols. 1997;Suquet, 1984).

e) Produccion de prostaglandinas. La prostaglandina E2 inhibe ta generacion de
citocinas por las células T cooperadoras, estas moléculas han sido aisladas de

fiuidos de excrecion / secrecion de cisticercos de T. taeniaeformis (Clinton y cols.

1997).

f) Presencia de enzimas gue inactivan especies reactivas y radicales libres de oxigeno.
Superéxido dismutasa, Glutatién-S-transferasa, Glutation peroxidasa y Catalasa son
algunas enzimas que participan en la hidrélisis de diversos compuestos téxicos
derivados del oxigeno que se generan durante la estimulacién inmunogénica de

células de la respuesta inflamatoria (Callahan y cols. 1988).
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2.5. Radicales libres de oxigeno y especies reactivas de oxigeno.

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un eleciron desapareado,
pueden ser considerados como fragmentos de moléculas, las cuales son generalmente
muy reactivas. El reactivo mas importante en la bicquimica de los radicales libres es e
oxigeno y sus radicales derivados (radicales superoxido e hidroxilo) y peréxido de
hidrégenoc (Cheeseman y cols. 1993),

El radical superdxido aunque es un radical libre de oxigeno, no es
particularmente dafiino, su importancia estriba en que puede ser fuente de H.0,
{reaccion 1) y como agente reductor de iones de metales de transicion; a valores bajos
de pH, puede protonarse para formar el radical perhidroxilo (HO.*) que es mas reactivo,

pero a pH fisiolégico no més del 1% se encuentra en forma protonada.

20, + 2H+ - H,0, + O, Reatcién 1.

El perdxide de hidrégeno (H;O.) se encuentra dentro de la categoria de
“Especies Reactivas de Oxigeno® (ERQ), aungue no es un radical libre, es un
compuesto muy importante en la bioguimica de los radicales libres porque puede
descomponerse faciimente en presencia de iones metélicos de transicién, para producir
el mas reactivo y dafiinc de los radicales libres de oxigeno: el radical hidroxilo ~OH

(Reaccién de Fenton, reaccion 2},

H,O, + Fe+ BEP .OH .OH +Fe'+ Reaccion?.
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2.6. Produccién biolégica de las Especies Reactivas de Oxigeno.

Las especies de oxigeno altamente reaclivas son producidas durante el
metabolismo celular normal, por algunos medicamentos antiparasitarios y
especialmente por fagocitos activados (fig. 7).

L a produccion de ERO en los fagocitos se lleva a cabo de la siguiente manera:
Anion superéxido: ta fuente mas importante de produccion de este ERO in vivo es
cuando ocurre un aumento subito en el consumo de oxigeno de las células fagocitarias
que son activadas a! entrar en contacto con particulas exiraiias (Zagoya y cols. 1995).
Estas células tienen en la membrana citoptésmica un complejo enzimatico denominado

NADPH oxidasa, que cataliza la reaccién de formacién del ion superoxido {reaccion 3).

NADPH oxidasa.
20, + NADPH + H+ mmmmsmmp> 20, + NADP+ + 2H+  Reaccion3.

El fagocito en su citoplasma cuenta con la enzima superdxido dismutasa,que

calaliza la reaccién de formacion de H,O, (reaccién 4).

Superdxido dismutasa.
20, + 2H+ =ssssssswl O, + HO, Reaccion 4.
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La enzima mieloperoxidasa de los fagocitos utiliza al perdxido de hidrégeno para

transformar los halogenuros en hipohalogenuros (reaccion 5 y 6}):

Mieloperoxidasa,
H0. + CIF mmmmsml- OCI~ + H0 Reaccion 5.

OCI + H,0, M- - , |0 + 'O, Reacciéns.

19



Endotoxinas. i & »

H:0 (—I Catalasa [ H.0; G6SH-Px ._9 H,O

Fe'+
GSH 6556

l O;"+, Vit.C, 65H

NI RNC

-OH
Daffe a
lipidos y
proteinas.
He0 Toxicidad
celular,

Figura 7. Formacién y destoxificacion de especies reactivas de oxigeno en sistemas bioldgicos.
Oz -, superéxido; SOD, Superédxido dismutasa; GSH, Glutation reducido; GSSG, Glutattén
oxidado; GSH-Px, Glutation peroxidasa; GR, Glutatién reductasa; *OH, Radical hidroxilo;

R+, Radical secundario {Clarck y cols. 1986).



2.7. Las Especies Reactivas de Oxigeno y los pardsitos.

Los radicales libres son muy reactives con las moléculas biolbgicas, al
removerles un electrén en forma de atomos de hidrégeno. Esto altera la estructura y la
funcion de fas moléculas adyacentes, convirtiéndose en radicales libres que destruyen
su entorno. Este proceso afecta a lipidos, proteinas y carbohidratos, la reaccién en
cadena finaliza al aparecer una molécula, que al haber perdido un electrén, la energfé
del electron remanente es distribuida en varios silios dandole estabilidad por
resonancia.

Aunque todas las biomoléculas pueden ser atacadas por los radicales libres, los
lipidos son probablemente los mas susceptibles, las membranas celulares son ricas en
acidos grasos poliinsaturados (AGPs) que son los més atacados por estas especies,
ocurriendo una peroxidacion lipidica. La oxidacidén de los AGPs genera un radical de
acido graso (L*), que rapidamente capta oxigeno para formar el radical peroxilo del
acido graso (LOO»), éste radical puede oxidar a otros 4cidos grasos y comenzar una
reaccidon en cadena, produciendo perdxidos lipidicos que pueden romperse y producir
aiin mas radicales y otros compuestos, principalmente aldehidos bioldgicamente activos
(fig. 8) (Cheeseman y col. 1993), éstos son mucho mas estables y pueden causar dafio

aun a cierta distancia del sitio de generzacion del radical (Clarck y cols. 1986).
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LH + R* sl L+ + RH
L + O2 W | 00-

LOO+ + L'H mmmmp LOOH +L'+

LOOH mwsmp O+, LOO:, aldehidos.

Figura 8. Reaccién en cadena de la oxidacién de lipidos por radicales libres.

Por esta razén los radicales libres pueden interaccionar con los lipidos de las
membranas del parasito, iniciando la peroxidacion lipidica y causando la descarga de
hidroperéxidos lipidicos y carbonilos citotdxicos en las células del parasito, sin embargo
este responde con la produccion de enzimas para inactivar las especies reactivas de

oxigeno ({fig. 9) (Brophy y cols. 1992).

2.8. Enzimas inactivadoras de Especies Reactivas de Oxigeno.

Las enzimas son catalizadores proteinicos para las reacciones bioguimicas, cada
enzima cataliza un pequefio nimero de reacciones y frecuentemente sdlo una. Las
enzimas son asi catalizadoras altamente especificos de las reacciones (Murray,1988).
La eficacia catalitica de las enzimas es de 10° a 10" mayor que la de reacciones no
catalizadas; aceleran sus reacciones a temperaturas menores a 100 °C y a pH cercanos
a Ja neutralidad, mientras que los catlizadores quimicos frecuentemente requieren aitas

temperaturas y presiones, asi como pH's extremos (Diaz, 1995).
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De acuerdo a las reacciones que catalizan pueden clasificarse en
oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas.

Se ha observado gue ciertos parasitos cuentan con mas de una enzima anti-
oxidante {Tabla I}, pudiendo tener gran importancia en la proteccién de éstos frente a la
raspuesta inmune del hospedero {Callahan y cols. 1988), tales enzimas son:

a) Superoxido dismutasa: esta es una metaloenzima que puede contener cobre o zine.

b) Ghuation- S-transferasa: cataliza la conjugacion de glutatién a compuestos
hidrofébicos con centros electrofilicos.

c} Glutation peroxidasa: esta enzima actiia sobre peréxido de hidrégeno, el cual es
producido por neulréfilos, eosinéfilos, macréfagos y plaquetas, cuando ocurre el
estallido respiratorio.

d) Catalasa: su actividad también esta enfocada a la eliminacién de Hz0z.

e) Peroxidoxinas: a diferencia de las anteriores éstas no cuentan con jones
metalicos en su sitio activo, pero en su mecanismo cataiitico se encuentra
involucrada una cisteina en posicion 47 que esta altamente conservada

{McGonigle y cols. 1998).
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SOD GSH-Px
HELMINTOS. (Uimg). CATALASA (U/mg). | (mU/mg).
Trichinefla spiralis.
Larva recién nacda 6.8 0 0
Adullo 19.2 0 16
Larva muscular. 308 6150 0 36
Taenia taeniaeformis. 34,29 ND ND
Hymenolepis diminuta.
Adullo, 79 0 0
Nippostrongylus brasiliensis.
Adulto

15.34 1.13 29
Dirofilaria immitis
Adulto 37.0 0.00001 76
Microfilana 352 0.0004 13
PROTOZOARIOS.
Tripanasoma brucei.
Exiracelular. 483 ND ND
Leishmania donovani.
Promastigotes. 41 0.0009 1
Amasligotes. 121 0.0025 17600
Leishmania tropfca.
Promastigotes 6.4 0.00054 0.4
Piasmodium berghei.
inlracelular Derivada del huésped. 0 41

ND: No se cuenta con el dato.
0. Baja sensibilidad.

Tablal. Enzimas antioxidantes de algunos helmintos y protozoarios {Callahan y ceols. 1988).

£n la tabla 1 no se muestran datos acerca de Schistosoma mansoni, sin embargo

se ha observado que hay cierta resistencia a fas ERO, de acuerdo al estadio del

parasito, las actividades especificas de ciertas enzimas como Glutation peroxidasa

(GSH-Px), Glutation transferasa (GST), Glutatién reductasa (GR) y Superoxido

dismutasa (SOD), se ha observado que aparecen en el siguiente orden: Schistosomula

< Estadio pulmonar < 2 semanas < 4 semanas < 8 semanas (Nare y cols. 1990).
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Figura 9. Sistemna bioquimico hipotético de la proteccidén que los parésitos helmintos desarrollan
en contra la respuesta inmune del huésped (Flechas continuas), mecanismo de defensa dej
parasito {flechas discontinuas) {Brophy y col. 1992}




2.9, Glutatién peroxidasa: una selenoenzima.

La enzima Giutatién peroxidasa fue descrita por primera vez por Mills en 1957
(Mills, 1959) en eritrocilos bovinos; la define como una enzima que evila la oxidacion de
la hemoglobina por H20z Demostrd que preparaciones parcialmente purificadas de la
enzima inhibian la formacién de metahemoglobina en hemolisados incubados
aerobicamente con ascorbato y atribuye este efecto a ia eliminacién catalitica del H202
en presencia de GSH {Fiché, 1988 A).

Existen cuatro tipos de GSH-Px en el hombre, la GSH-Px cldsica (E.C. 1.11.1.9)
se encuenira en el citosol de varios tejidos y células sanguineas, reduce peroxido de
hidrégeno e hidroperdxidos organicos, pero no reduce hidroperoxidos fosfolipidicos;
GSH-Px plasmatica, ahora llamada extracelular, reduce peroxido de hidrogeno e
hidroperdxidos fosfolipidicos, (Saito, 1999), GSH-Px gastrointestinal, es altamente
expresada en el epitelio mucoso del tracto gastrointestinal y por uitimo la GSH-Px
fosfolipido hidroperoxidasa (PHGSH-Px) (E.C. 1.11.1.12), ésta fue descrita por primera
vez por Ursini en 1982, se encuentra mayormente en el citosol y parcialmente unida a la
membrana, es capaz de reducir hidroperdxidos fosfolipidicos ademas de peréxido de

hidrégeno, (Spallholz, 1980; Ursini, 1995).

26



2.9.1. Propiedades bioquimicas de 6SH-Px,

Los primeros tres lipos de GSH-Px  tienen un peso molecular de
aproximadamente 80 kDa, estan formadas por cuatro subunidades idénticas de 182
aminoécidos cada una, los mondmeros tienen un radio de 19 A. (Chaudiere y cols.
1983, Tappel,1978; Wendel, 1981). Cada subunidad esta construida por una estructura
central de 2 cadenas paralelas y 2 antiparalelas de hojas plegadas, rodeada por 4 -
helices, una de las hélices corre antiparalela a la cadena B vecina (Wendel, 1981).

Conlienen un atomo de selenio por cada subunidad, éste se encuentra unido a
una cisteina, es decir, que en lugar de azufre, éste aminoacido contiene un selenio, éste
residuo de selenocisteina se encuentra localizado dentro de una concavidad plana,
rodeada por residuos de aminoacidos aromaticos y representa el sitio active; asl, cada
molécula de GSH-Px contiene 4 selenccisteinas (Fiohé, 1988 B;Tappel y cols. 1982)
( fig. 10).

La secuencia primaria del sitio active es Val-Leu-Leu-lle-Glu-Asn-Val-Ala-Ser-
Leu-SeCys-Gly-Thr-Thr-Thr-Arg (determinada en Higado de rata) (Douglas, 1987).

El pH optimo es de 8.8 v la temperatura optima de 42°C (Wendel, 1981).

Figura 10. Selenocisteina, el Selenio sustituye al azufre de (a cistelna
{Lenninger,1987).
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La PHGSH-Px es monomérica, con peso molecular de 20 kDa, contiene un
atomo de selenio, difiere de las otras GSH-Px tetraméricas por un alto nivel de actividad
hacia fosfolipidos e hidroperéxidos de colesterol, incluso si estos estén integrados en
las biomembranas (Spallholz,1990; Roche,1996). En S. mansoni se ha encontrado una
PHGSH-Px de 20 kDa en extractos de hembras de parasitos adulios en ensayos de

Western blot (Roche, 1998).

2.9.2. La reaccidon enzimdtica de 6SH-Px.

La accién de la enzima es la proteccién y detoxificacién de biomembranas, evita

el dafio oxidativo y la acumulacion de radicales libres de oxigeno.

La reaccion que cataliza es la siguiente:

GSH-Px
2GSH + ROOH mmsmmmp- GSSG+ ROH +H20
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2.9.3. Mecanismo de accién de GSH-Px.

El mecanismo de accidn propuesto para la catélisis enzimatica es el siguiente

(Wendel, 1981):

E-Se” ROOH
JON SELENOLATO ROH
GSSG+HY E-Se-OH
GSH ACIDO SELENICO
GSH
H20O
E-Se-SG
SELENOSULFURO

Este mecanismo es llamado de tipo Ping-Pong, en él, la enzima reacciona con un
sustrato para dar una enzima covalentemente modificada y liberar un producto,

reaccionando después con un segundo sustrato (Fesht, 1985).
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2.9.4. Estabilidad de 6SH-Px.

La enzima es relativamente estable en un rango de pH de 7 a 10 en una
concentracién de 1 mg/ml, como un precipitado en 2.5 mM de fosfato de potasio a pH
7.0, o en estado cristalinc en 1.2 M de fosfato de potasio a pH 7.0. Tiende a sufrir
autooxidacién para dar lugar a formas de diferente estabilidad, pero puede ser

reactivada por incubacidn con GSH (Wendel, 1981).

2.9.5. Especificidad de 6SH-Px hacia 55H como donador de electrones.

La especificidad de GSH-Px para utilizar al GSH como donador de electrones es
muy alta, ya que con donadores de electrones tipicos para hemoperoxidasas tales
como o-toluidina, guayacol, pirogalol no presenta ninguna actividad y muy baja actividad
frente a tioles diferentes de GSH (Mills, 1959).

Un estudio realizado con 30 tioles y GSH-Px bovina sugiere que los dos grupos
carbonilo del GSH estan involucradas en la unién de} sustrato.

En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos de cémo varia la actividad de la

enzima en presencia de ciertos analogos de GSH.
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ANALOGO DE GSH. ACTIVIDAD CATALITICA (%).
Varaciones del residuo
y-giutamil.
v-Glu-Cys-Gly (GSH) 100
B-Asp-Cys-Gly. 7.6
Cys-Gly 6.8
N-Ac-Cys-Gly 2.7
Variaciones del residuo glicina.

y-Glu-Cys-Gly 100
¥-Glu-Cys-OMe 26
y-Giu-Cys-NHz 14

Tabla 2. Algunos ejemplos caracteristicos de oxidacién de RSH por H202 catalizada por GSH-Px
bovina {Flohé&,1988A).

2.9.6. Especificidad de 6SH-Px hacia su sustrato.

En estudios realizados sobre GSH-Px de pulmén de rata se ha encontrado que la
enzima presenta especificidad para hidroperéxidos con la estructura general ROOH y

su aclividad disminuye marcadamente cuando los hidroperdxidos tienen una estructura

ROOR.
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En la tabla 3 se muestran algunos datos de actividad relativa de la enzima con

diferentes sustralos.

SUSTRATO ACTIVIDAD RELATIVA.
Perdxido de hidrégeno. 100
Hidroperdxido de cumeno. 97
Hidroperdxido de tert-butilo. 84
Lauril-Hidroperdxido. 77
Perdxido de Cumeno. 5

Tabla 3. Algunos datos de actividad relativa de GSH-Px de Pulmén de rata frente a distintos

sustratos (Flohé,1288A).

2.10. Glutatién peroxidasa selenio independiente (Glutatidn-S-transferasa).

Existe una enzima que no contiene selenio en su sitio active Hamada

Glutation-S-transferasa, ésta es muy especifica para sus sustratos, ya que unicamente

utiliza hidroperéxidos organicos como tales pero no peréxido de hidroégeno, mientras

que la selenoenzima es menos especifica.

En cuanto a las sustancias inhibidoras, ambas enzimas presentan diferencias, ya

que la GSH-Px selenio independiente, no es inhibida por azida ni por incubacién con

&cido iodoacético 1mM por 10 minutos pero si por cianuro, mientras que GSH-Px

selenio dependiente no es inhibida por azida o cianuro, sin embargo es inhibida en mas

del 90% por incubacién con acido iodoacetico 1mM por 10 minutos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A través del tiempo, los parasitos han desarrollado mecanismos para evadir el
sistema inmune de su huésped. La presencia de factores anticomplementarios,
hidrélisis de inmunoglobulinas, mimetismo molecular y la existencia de enzimas
inactivadoras de radicales libres de oxigeno son algunos ejemplos. En la respuesta
inmune los fagocitos activados por efecto de la "exptosion” respiratoria producen anién
superoxido y peréxido de hidrégeno asociado a la destruccién de microorganismos
intracelulares. Sin embargo diversas bacterias sobreviven a estas moléculas por
presentar enzimas que las inactivan.

Se ha cbservado que ciertos parasitos, protozoarios y helmintos también cuentan
con Catalasa, Superdxido dismutasa y Glutatidn peroxidasa (GSH-Px) (Callahan y cols.
1988), que podrian actuar como parte de los mecanismos de evasién inmune (Mkoji y
cols. 1988; Nare y cols. 1990; Seth y cols. 1985).

La GSH-Px se ha identificado en los cisticercos de T. crassiceps y
T. taeniaeformis (Leid en prensa; Moyao, 1991, Rubio, 1987).

Esle irabajo tiene como propésito purificar parcialmente por procedimientos

bioquimicos la enzima GSH-Px en ios ¢isticercos de T. solium.
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4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Purificar en forma parcial a la GSH-Px de cisticercos de T.solium obtenidos de

cerdos parasitados.

4.2 Objetivos particulares.

a) Eslandarizar diversas cromatografias liquidas, QAE-Cellex, Fenilsefarosa y Sefadex
G-200.

b) Demostrar la presencia de la enzima en las diferentes etapas de purificacion por
medio del ensayo enzimatico especifico de Paglia y Valentine, (PV).

¢) Demostrar en geles nativos de poliacrilamida la banda especifica de la GSH-Px
empleando el ensayo de PV modificado.

d) Producir anticuerpos de conejo contra la GSH-Px inmunizando a los animales con la
banda reconocida enzimaticamente en los geles nativos, asi como con GSH-Px de
eritrocitos bovinos.

e) Demostrar por inmunoblot la especificidad de la reaccion entre los anticuerpos del
conejo frente a fracciones enriquecidas con la enzima.

fy Evaluar su capacidad protectora en el modelo T. taeniaeformis-rata.
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5. HIPOTESIS.

Los cisticercos de T. soliurm permanecen largos periodos de tiempo en sus
huéspedes sin causarles algun dafio aparentie, por lo que Glutation peroxidasa esta

participando en este mecanismo de evasidon inmune.

6. DISENO DE INVESTIGACION.

Poblacion: Cisticercos de Taenia sofium extirpados de carne de cerdo infectada de
forma natural.

Criterios de inclusidén y exclusién: Los cislicercos utilizados fueron aquellos en los
cuales era posible observar el escdlex invaginado dentro de la membrana
vesicutar, no se utilizaron cisticercos calcificados.

Tipo de estudio: Experimental prospectivo.

Variable independiente: Presencia de la enzima Glutatién peroxidasa en los
cisticercos de Taenia solium.

Variable dependiente: Extraccion, purificacion, e identificacidn de Glutatién peroxidasa

de los cisticercos de Taenia solium.
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5. HIPOTESIS.

Los cisticercos de T. soliurn permanecen largos periodos de tiempo en sus
huéspedes sin causarles alglin dafdo aparente, por lo que Glutaiién peroxidasa esta

participando en este mecanismo de evasidn inmune.

6. DISENO DE INVESTIGACION.

Poblacién: Cisticercos de Taenia sofium extirpados de carne de cerdo infectada de
forma natural.

Criterios de inclusion y exclusién: Los cisticercos utilizados fueron aquellos en los
cuales era posible observar el escélex invaginado dentro de la membrana
vesicular, no se utilizaron cisticercos calcificados.

Tipo de estudio: Experimental prospectivo.

Variable independiente: Presencia de la enzima Glutation peroxidasa en los
cisticercos de Taenia solium.

Variable dependiente: Extraccion, purificacion, e identificacién de Glutation peroxidasa

de los cisticercos de Taenia solium.
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7. METODOLOGIA.
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7.1. Obtencién de cisticercos.

Los cisticercos se diseccionaron del musculo esquelético de un cerdo infectado en
forma natural con Taenia solium. Se eliminé el liquido vesicular y se almacenaron a

-70°C hasta su uso.

7.2, Solubilizacion de las proteinas de los cisticercos.

Todo el procedimiento de purificacion se realizé en dos ocasiones, la diferencia
entre ellas fue la cantidad de parasitos utilizada 45 g (lofe A) y 161.5g de cisticercos
{lote B).

La enzima fue purificada por el método de Leid y col. {en prensa) con algunas
modificaciones, 45 g de cisticercos se homogeneizaron en 135 ml o0 1619 en 483 mi de
KCl 3M en TRIS-HC! 0.01M pH 8 (1:3 m/v) empleando un polytron (kinematica Gmbh,
Brinkmann Instruments). Los homogenados se mantuvieron en agitacion lenta toda la
noche a 4°C, posteriormente se centrifugaron a 48,000 x g, 1 h a 4°C (Beckman J2-
21), los precipitados se desecharon y los sobrenadantes (Sn1) se dializaron
exhaustivamente contra TRIS-HCI 0.01 M, pH 8.0. Los Sn1 se ultracentrifugaron a 81
000 x g por 1 h a 4°C (Beckman 18-60 M), se descartaron los precipitados y se
recuperaron los sobrenadantes (Sn2),determinando su concentracion de proteinas por

el método de Lowry (Lowry y cols. 1951).
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7.3. Purificacién de 6SH-Px a través de columnas cromatogrdficas.

7.3.1. Columna de QAE-Cellex.

Un gramo de proteinas en 100 mililitros del Sn2 (iote A) se fraccionaron en una
cromatografia liquida de intercambio aniénico de QAE-Cellex, para tal fin se empied una
columna de vidrio de 40 cm de altura x 3 cm de didmetro y 200 mi de resing, equilibrada
con TRIS-HCI 0.01M, pH 8.0; las fracciones colectadas fueron de 3 ml.

Las proteinas del Sn2 gue no fueron retenidas por la resina se excluyeron en las
primeras fracciones de la cromatografia y cuando sus valores de absorcion a 280 nm
liegaron a cero se empled un gradiente de TRIS-NaCl (NaCl 0.5M/ TRIS 0.01M) para
eluir a la GSH-Px Ts. A cada tercer fraccién eluida se le determind su conductancia
eléctrica (YSI 13200) y su actividad enzimatica por la técnica de Paglia y Valentine
(1967); las muestras posilivas para la enzima se concentraron en un sistema de
ultrafiltracion Amicon, con presién positiva producida con nifrgeno gaseoso, las
proteinas fueron retenidas en una membrana YM-5 (punto de corte de >5000), Las
fracciones concentradas se dializaron exhaustivamente con fosfato de potasio dibasico
0.7M pH 8.0 4°C, y se determiné su concentracién de proteinas (Sn3) (Lowry y cols.

1951). Esta cromatografia fue realizada 1 vez para el lote Ay 4 para el lote B.
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7.3.2. Columna de Fenilseferosa CL-4B.

La siguiente cromatografia que se empled separé las moléculas por medio de
interacciones hidrofébicas. En una columna de vidric de 11 cm de altura x 3 cm de
diametro conteniendo 50 ml de resina Fenilsefarosa CL-4B (Pharmacia, Biotech)
equilibrada con fosfato de potasio dibasico 0.7M pH 8.0, se fraccionaron 330 mg en 10
ml del Sn3 provenientes de la columna de QAE (lote A), colectandose fracciones de 3
mi. Cuando los valores de absorbancia a 280 nm decrecieron hasta 0.3 se cambio la
concentracién del amortiguador a 0.1M con la finalidad de eluir las fracciones mas
hidrofdbicas y recuperar a la enzima. De las fracciones con actividad enzimatica salidas
de esta columna y siguiendo el mismo protocolo para obtener al Sn3, se obtuvo ef Snd.

Esta cromatografia fue repetida 1 vez para ei lote Ay 4 para el lote B.

7.3.3. Columna de Sefadex 6-200.

Los componentes moleculares del Snd, se separaron por Su peso molecular en
una columna de vidrio de 45 cm de altura x 1.5 cm de diametro con 40 ml de resina
Sefadex G-200 para el lote A y para e lote B en una columna de 150 cm de altura x
1.5 ¢m de diametro con 148 mi! de resina, en fosfato de potasio dibasico 0.1M pH 8.0.
Ef volumen de las fracciones colectadas también fue de 3 ml, aquellas en donde se
detectd ta mayor actividad enzimdtica se concentraron individualmente de la forma
previamente mencionada, obteniéndose el SnS, se determindé su concentracion de
proteinas (Lowry y cols. 1951) y se contintto ta purificacion y andlisis de la enzima
empleando geles de poliacrilamida (Tsang y cols. 1985). Esta cromatografia fue

repetida 1 vez para el lote A y 2 para el lote B,
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7.4, Determinacién de la actividad enzimatica.

Empleando (a técnica de Paglia y Valentine (1967), se determind la actividad
enzimatica de GSH-Px en las diversas fracciones obtenidas de las tres diferentes clases
de cromatografias empleadas.

En cada tubo de ensayo, correspondiente a las muestras experimentales se
colocaron 200 pl de cada fraccién elegida para evaluar y se le adicionaron 400 pl de la
mezcla de ensayo (ME) {anexo 3). Al tubo control positivo se le adicions 1U de
Glutation peroxidasa {Sigma) en 500 pl de amortiguador de fosfatos con DTT méas 400
ul de ME y al control negativo, 400 pi de ME y 500 pi de amortiguador de fosfatos con
DTT; después de incubar todos los tubos a 37°C durante 15 minutos, se adicionaron
100p! de una solucién de hidroperéxido de cumeno (1.7pml) preparada antes de ser
utiizada, se mantuvieron a temperatura ambiente por 20 minutos e inmediatamente se
leyeron en un espectrofotometro (Spectronic 21D) a 366 nm, utilizando celdas de

cuarzo

El espectrofotémetro se calibré a 0.130 empleando el control, de esta forma el
valor de la absorbancia de) control positivo es de cero, de tal manera que las muestras
experimentales cuyos valores de absorbancia tendieron o fueron de cero se
consideraron con actividad enzimatica.

La especificidad de la técnica se demostrd realizando el mismo ensayo, pero

utilizando en lugar de Glutatién peroxidasa distintas unidades de Catalasa (0.009,

0.09,1.08 y 10.08 U).
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7.5. Anélisis de las muestras por PAGE-SDS.

Para este fin se empled el métedo de Laemili (1970) modificado por Tsang y cols.
(1985).

Los geles separadores se prepararon como se indica en al anexo 5. Antes de
utilizarlos, se construyé el gel concentrador con 10 carriles verticales, encima del gel
polimerizado (anexo 5). Posteriormente, se colocd el gel en la camara de electroforesis
y en 1a tina superior amortiguador de TRIS-HCI pH 8.6, acido bérico, SDS al 10% vy
amorliguador de TRIS-HCI pH 9.18 en la tina inferior. Las muestras a analizar al iguat
que los marcadores de peso molecular pretedidos (18-200kDa), se prepararon
mezclandolos en una proporcién de 1:2 con una solucion de Glicerol, EDTA, SDS,
TRIS-HC!, azul de bromofenol (Anexo 5) e hirvieron un minuto en bafio maria. Despueés
de enfriarse se colocaron dentro de los pozos del gel concentrador con la ayuda de una
jeringa Hammilton. Con una fuente de poder (HS! PS250 Hoefer) se indujo una
corriente de 10 mA por ge! durante 2h a temperatura ambiente. Al término de la
electroforesis el ge! se saco de la camara, se enjuago con agua destilada, se tifid con

azu! de Coomassie y destifié con acido acético al 10%.
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7.6. Visualizacién de 65H-Px en PAGE-nativa.

Una muestra de 9.68 mg contenida en 100ut det Sn 5 se mezclaron con glicerol
(1.1 volivol) y se colocaron con ayuda de una jeringa Hammilton en un gel nativo
preparativo de acrilamida al 7.5 % (anexo 8), la electroforesis se desarrolld con
amorliguador de TRIS base ( 20mM) y Glicina ( 0.15 M), pH 8.5 y una corriente de 10
mA por 4h a temperatura ambiente. Para evidenciar las bandas dentro del gel se
combinaron las técnicas de Paglia y Valentine, 1967 y Sun y cols. 1988, con algunas
modificaciones.

Después de la eleclroforesis el gel se incubd en metanol al 5% por 5 min,
posteriormente se lavo ligeramente con agua destifada y se sumergié en una mezcla de
GSH 12 mM, NADPH 800 pyM y GSSG-R 2.07U durante 5 min, se enjuagd con agua
destilada y se cambid a una solucién de peréxido de hidrégeno al 0.03 % por 15 min.
Nuevamente se lavé con agua destilada e incubd en una mezcla al 1% de cloruro férrico
y ferricianuro de potasio (CF/FP), ésta fue preparada inmediatamente antes de ser
utilizada, a partir de una solucién al 2% de cada una de Jas dos soluciones. La tincién se
Nevd a cabo hasta que el gel adquirié una coloracién azul obscura y las bandas con
actividad enzimatica aparecieron de color amarillo claro, para detener la reaccion el gel
se lavd con agua destilada. Como control positivo se utilizo GSH-Px de eritrocitos

bovines y como control negativo atbimina humana.
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7.7. Electroelucién y andlisis de 6SH-Px.

Para obtener en solucion a la GSH-Px de T. solium, 9.68 mg del Sn 5 se
corrieron en un gel de PAGE-nativo a 10 mA por 4h a temperatura ambiente (anexo 8).
Al término de ta misma se cortd aproximadamente 1 cm de los dos exiremos distales
del gel, los cuales se tifieron con cloruro férico-ferricianuro de potasio para detectar la
actividad de GSH-Px (Paglia y col. 1967 y Sun y cols.1988). Sobre un vidrio se volvié a
armar el gel y las porciones tefidas se utilizaron como indicadores de la migracion de la
enzima en el gel no tefiido, con esta ubicacién se cortd del fragmento del gef no tefiido
una tira horizontal donde debié de enconirarse a la GSH-Px, de la misma forma se
realizaron 3 geles mas. Los fragmentos de gel se trituraran haciéndolos pasar en forma
subsecuente por agujas de 11 y 18 mm. La electroelucién de fa enzima se realizd en un
sistema electroelutor de BIORAD (Mod. 422), uiilizando una solucién amortiguadora de
TRIS 25mi, Glicina 192 mM y SDS 0.1%, se aplicé una corriente de SmA y 184 V por 4
horas a 4°C; la GSH-Px obienida se colocd en una membrana para dialisis y se dializé
contra 250 ml de agua por 1 hora y posteriormente contra amortiguador de Tris-acido
bérico, pH 8.64. Se determiné la concentracién de proteinas por el método de Lowry

{1951} y se analizd por PAGE-SDS.
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7.8. Produccion de anticuerpos de conejo anti-6SH-Px.

Se inmunizd un conejo con GSH-Px de T. solium, obtenida de 8 geles (150 pg
de proteina por estimulo) que se realizaron en forma similar que en el apartado 5.7,
excepto que la enzima s& mantuvo en las tiras recortadas de la acrilamida. Estas se
trituraron a través de su paso subsecuente por agujas de distinto diametro (desde 21 x
32 mm hasta 18 x 22 mm}, y se mezclaron con Adyuvante Completo de Freund {ACF) en
una proporcion de 1:2 mfv, ia mezcla se inyectd al conejo via subcutanea en el musculo
triceps de la extremidad posterior izquierda. Otro conejo fue inmunizado similarmente al
anterior; en cada estimulo se emplearon 100 g de glutatién peroxidasa de eritrocitos de
borrego (Sigma, Co.) en 100 ul de PBS mezclados en 100 pl de ACF. Los sueros

obtenidos de estos animales se almacenaron en alicuotas a -20°C hasta su evaluacion.

1er. 12 2° Sangrado a
Sangrado. | inmunizacién. | Inmunizacion blanco.

Dia cero. Dia cero. Dia 15. Dia 21.
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7.9. Preparacién de la membrana para la evaluacién de anticuerpos
(Inmunoblot).

Se separaron por electroforesis en PAGE-SDS en gradiente (5-22%)
(anexo 5), 10 ug/ 8.6 ul det Sn 4, 10 ug/ 5 ul del S5 y 132 pg/ 4.4 pide Catalasa de
Aspergitlus niger y 300 ng/ Syl de suero de cerdo, posteriormente se transfirieron a
nitrocelulosa (NC) (POTRAN BA83, 0.2um) por el procedimiento de Towbin y cals.
(1984) (anexo 6). Posteriormente la NC se dejé secar a temperatura ambiente y se
marcé con tinta indeleble el limite entre el gel concentrador y e de separacion. Se
cortaron tiras verticales de 3 mm de ancho en las zonas donde se transfirieron las
proteinas. Las tiras se fijaron con cinta adhesiva a un soporte de acetato y |a cara
expuesta se protegio con papel celofan. La NC y sus cubiertas se embebieron de PBS y
se depositaron en el interior de una bolsa de hule con cierre hermético almacenandose

a -20°C hasta su ufilizacion.
7.10. Andlisis de los anticuerpos de conejo anti 6SH-Px.

Para ia evaluacion de los anticuerpos de conejo se descongelaron las tiras y se
realizd el ensayo con el suero del animal (anexo 7). Las diluciones del primer
anticuerpo que se probaron en las membranas de las fracciones con AE de
Fenilsefarosa (Sn4) y Sefadex G-200 (Sn5), fueron 1:50, 1:250 y 1:500; las de! 2° Ac
1:500 y 1:1000. Las diluciones para la membrana con Catalasa fueron ambos 1:1000;
para GSH-Px de eritrocitos bovinos se prabaron 1:500 1er Acy 1:1000 para el 2° Ac y

para albiimina de cerdo 1:1000y 1:5000 el 1er Acy 1:1000 &l 2° Ac.
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7.11. Purificacién de huevos de T. taeniaeformis.

Se colectaron los proglétidos de T. taeniaeformis de las heces de gatos
infectados experimentalmente. Se lavaron exhaustivamente con PBS y con la ayuda de
un pistifo se maceraron sabre una malla del nimero 100 (SANPO).

Los huevos se recuperaron en un vaso, se lavaron con PBS y se colocaron en
tubos de ensayo de 50 mi, se centrifugaron por 5 min. a 3000 rp.m. a 4°C, el
sobrenadante se desechd y el precipitado con los huevos se resuspendié en 15 ml de
PBS, se adicionaron 30 mi de Percoll, se homogeneizé y se volvié a centrifugar a 3000
r.p.m. a 4 °C por 60 min., se decanté el sobrenadante y los huevos se lavaron con 45
ml de PBS centrifugando por 5 min. Con las mismas condiciones, los lavados se
realizaron tres veces. Finalmente, se resuspendi el precipitado en 5 ml de PBS y se

procedi6 a conlabilizar los huevos mediante microscopia de luz a 10x.
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7.12. Ensayo de la capacidad protectora de GSH-Px de T.solium.

Para evaluar la capacidad protectora de GSH-Px de T.sofium en ratas de la cepa
Wistar, se formaron grupos controles y experimentales, cada uno conté con 7 ratas
hembras de 5 semanas de edad; todas las ratas fueron sangradas antes y después de
la inmunizacién por puncion cardiaca para obtener suero.

El protocole de inmunizacién consistié en inyectar en el cuello via subcutanea
350pg de GSH-Px de T.solium en ACF (1:2) en los animales experimentales o la misma
cantidad de BSA/ACF (1:2) en los controles; el desafic se realizd craimente con ayuda
de una sonda, cada rata recibid 240 huevos de Taenia taeniaeformis en 200 ul de PBS.
Al sacrificio se realizé un tercer sangrado y se diseccionaron los higados para

cuantificar los cisticercos presentes en ellos.

1er. 12 2° 2°
Sangrado | inmunizacion. | inmunizacién| sangrado.

Dia cero. Dia cero. Dia 15, Dia 186.
3er Conteo de
Dasafio. sangrado. Sacrificio. | cisticercos en
higado.
Dia 45. Dia 75. Dia 75. Dia 75.
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8. RESULTADOS.
8.1. Solubilizacién de las proteinas de los cisticercos.

En la purificacion de GSH-Px se implementaron algunas modificaciones al
procedimiento de Leid y cols. (en prensa), dicho procedimiento se realizé utilizando dos
fotes de cisticercos (A y B), en la tabla 4 se muestran los gramos de parasitos que se

emplearon, asi como la concentracion proteica y proteina total del Sn2.

MASA DE CONC. DE PROTEINAS | PROTEINA TOTAL
LOTE| CISTICERCOS DEL Sn2 DEL Sn2
(9) (mg/ml) (mg)
A 45 10.06 1006
8 161.5 15 4350

Tabia 4. Cantidad de cisticercos empleados durante et proceso de solubilizacién de las proteinas
y proteina total de los diferentes sobrenadantes {8n2).

8.2. Purificacidn de 65H-Px por cromatografias liquidas.

8.2.1. Purificacién de 6SH-Px de cisticercos del lote A.

Una vez obtenido el sobrenadante 2 se procedié a utilizar diversas columnas
cromatograficas para la purificacién de la enzima, la figura 11 muestra el resultado de la
cromatografia de QAE-Cellex corrida con 1,006 mg de proteina del Sn 2 del lote A.

El analisis a 280 nm indico que las diversas fracciones formaron solamente dos picos, el
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primero al salurarse la resina y otro debido a la elucién de la muestra por efecto del
gradiente salino; el comportamiento lineal del gradiente se comprobé al medir en mS la
conductancia de las fracciones de la 46 a la 115. La actividad enzimatica se detecté a
366 nm sélo en las fracciones 80-118 que corresponden af segundo pico (Sn3). En ésta
grafica se observan los dos picos de proteina muy cercanos entre si porque e} gradiente
salino comenzd a pasar cuando los valores de absorcién a 280 nm del ter pico no
habian alcanzado el cero; sin embargo las fracciones con actividad enzimatica se
enconlraron exclusivamente dentro del segundo pico de proteina. Como siempre se
usé la misma columna sin madificarla, es comin que su resina al paso de subsecuentes
cromatografias se siga empacando, por lo que para evitar una sobreposicién de los dos
picos de proteinas, en las siguientes corridas se decidié colocar el gradiente salino
hasla que los valores protéicos del primer pico fueran practicamente de cero.

La figura 12 presenta el resultado de la cromatografia en Fenilsefarosa de 330
mg def Sn3 de! fote A. Las fracciones de la 5 a la 45 leidas a 280 nm fluctuaron sus
valores de absorbancia de 0.2 a 1.0, posteriormente al cambio de molaridad del
amortiguador se formaron dos picos de tamafios diferentes, en el segundo y mas
grande se encontrd la aclividad enziméatica entre las fracciones 30 a 43 que se
concentraron para formar el Sn 4

La figura 13 corresponde al resultado det corrimiento crematografico de 120 mg
del Sn 4 en la columna de Sefadex G-200; en ella se observa una sola curva ancha
cuyo valor maximo de absorbancia fue de 0.9 a 280 nm en |a parte central de la misma

donde se situd la principal actividad enzimatica.
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Figura 12. Columna de Fenilsefarosa.
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Figura 13. Columna de Sefadex G-200.

8.2.2. Purificacién de 65H-Px de cisticercos del lote B.

Debido a que en este lote de cisticercos se obtuvieron 300 ml de Sn2 con 4.5g de
proteina fue necesario fraccionarlo en 4 partes, por lo que se corvieron 4 columnas de
QAE-Cellex, 4 de Fenilsefarosa y 2 de Sefadex G-200. En las figuras 14 a 17 se
muestran los datos de los corrimientos de 1.500, 1.050 y dos veces 900 mg del Sn 2 en
la misma columna de QAE-Cellex.

El comportamiento de las proteinas a lo largo de este tipo de cromatografia fue
en general similar entre si y con la equivalente para el lote A. Es decir, las fracciones
leidas a 280 nm formaron dos picos, el primero de saturacion y el segundo de elucion.

Las variaciones que se presentaron estuvieron dadas en parte por las diferencias en
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cantidad de proteina del Sn 2 empleado per columna, asi donde mayor cantidad de
muestra se uso se registraron los valores de absorbancia mas altos (fig 14); las demas
tuvieron vaiores muy cercanos entre si. En todas las cromatografias se conservé la
hnearidad de! gradiente; también fue constante encontrar la actividad enzimatica
solamente en el pico de elucidon, aungue en la cromatografia con mayor cantidad total
de proteina empleada (fig.14), la proporcién del nimero de fracciones con actividad
enzimatica no aumenté comparandola con las otras 3 cromatografias (fig 15-17). El
comportamiento del primer pico entre las 5 diferentes columnas de QAE indicd, que Ja
cantidad de proteina éptima para recuperar el mayor ndmero de fracciones con
actividad enzimatica fue 900 mg (fig.17) porque el valor maximo de absorbancia no
rebasd 0.8 (280 nm) y el del segundo fue entre 1.0 y 1.2, similar al resto de fas
cromatografias que usaron mas proteina.

En las cromatografias de Fenilsefarosa se corrieron de 250 a 330 mg del Sn 3
(figs. 18-21). En ellas se puede apreciar que las curvas de las proteinas resultaron
diferentes entre si, estas variaciones consistieron principaimente en presentar un
nimero diferente de picos, desde el inicic de la cromatografia hasta el cambio de
molandad del amortiguador; los valores de absorbancia en esta regién fluctuaron de 0.2
a 0.8, sin embargo, en las 4 cromatografias, al cambio de molaridad del amoertiguador
se obtuvo un sdlo pico que siempre fue el de mayor absorbancia y en el cual se
encontr 1a actividad enzimatica, coincidiendo entre si los valores mas altos tanto para
la enzima como para las proteinas. También es notorio que los picos con actividad
enzimatica que mejor se definieron correspondieron a las cromatografias que se
realizaron con menor cantidad de proteinas. Las fracciones con actividad enzimatica

que se colectaron de estas columnas se concentraron y formaron el Sn 4.
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La Ultima etapa cromatografica se desarrollé en columnas de Sefadex G-200,
con la finalidad de eliminar de la fraccion Sn 4 contaminantes protéicos con pesos
moleculares de 70 kDa o mayores. En las figuras 22 y 23 se muestran los datos de
estas cromatografias con 313 mg (fig. 20) y 300 mg (fig. 21) del Sn 4. La forma de las
curvas de estas dos graficas fueron muy similares a la fig. 13 (lote A), presentando
varios picos, uno principal al centro con valores méaximos de absorcion de 0.9, y otros
dos de menor tamaino a cada lado. La actividad enzimatica aparecid sdlo en el pico

central correlacionando a mayor actividad con la mayor cantidad de proteina.

280 nm. 366 nm. mS
25 12 T
(6 2. Muestra: 1500 mg, 4 1 1
u 4
E 15; 08
2 1068 T w0
1]
8 Gradiente. | 04
ﬁ 05. o2 5
04 L 0 Lo

5 & B 10 145 180 215 X0
No Fraccidn

+—¢ : Determinacién de Proteinas.,
— : Conductividad del gradiente salino.
=—= : Ensayo enzimatico,

Figura 14. Columna de QAE-Cellex |
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Figura 16, Columna de QAE-Cellex I},
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366 nm.

280 nm.
1 1
. Muestra: 249.7 mg.
® 08 +08
g
S 06 1 086
£
c 04 104
&\
< 02] 102
0 B e s - 0
2 2 4 a2 g 1 12 142
No Fraccion
+—# : Determinacion de Proteina
=& : Ensayo enziméatico.
Figura 21. Columna de Fenilsefarosa V.
280 nm. 366 nm.
09 - 018
08 Muestra:313.2 mg. - 0.16
07 4 014
056 - 4+ 012
05 101
04 ] + 008
0.3 0.06
02+ 004
81+ 1 002
0 L ' 0

2 T 1217227237 4247 5257626772

No. Fraccion

u_u: Ensayo enzimatico.
4'—a: Determinacidon de Proteinas.

Figura 22. Columna de Sefadex G-200t.

58



280 nm. 366 nm.

1, -+ 0.18
09 [ 0.16
038 - 1 0.14
g g'; 1 | 0.12
hE 08 7 | g-;s
§ 0.4 4 7 0‘06
<03 T
0.2 1 0.04
0.1 1 002
[ ) - } : } } 0
2 8 14 20 26 32 38 44 50 56 62 68 74 80 86 92

No.Fraccién

=—u : Ensayo enzimadtico.
4 a . Determinacidén de Proteinas.

Figura 23. Columna de Sefadex G-200 11

Las concentraciones de las diferentes fracciones obtenidas de las distintas

columnas se muestran en ias tablas 5 y 6.

QAE-CELLEX (Sn3}. FENILSEFAROSA (Sn4). | SEFADEX G-200 (Sn5).

Conc. {(mg/ml) | Vol. Total {mi} | Conc. {mg/ml} | Vol. Total {ml}{ Conc. {mg/iml) | Vol. Total (ml}
n 10 78 1.54 1) 237 0.2
2) 1747 0.2
3) 1716 0.2
4 25 0.2
5} 55 0.2

Tahla 5. Concentraciones de proteinas de las fracciones obtenidas de las tres diferentes columnas
cromatograficas commespondientes al lote A de cisticercos.
En Sefadex G-200: 1) fracciones 8-16, 2)fraccién 17, 3) fraccion 18, 4) fracciones 13-23,
5} fracciones 24-30.



QAE-CELLEX {Sn3). FENILSEFARQSA (Sn4). | SEFADEX G-200 (Sn5).
Cone. (mg/ml) [Vol. Total {m!) | Cone. (mg/ml) | Vol.Total {m1) | Cone. (mg/ml) | Vol Total {mi)
| 438 26.4 58 10,82 96.8 1.35

Tabla 6. Concentraciones de proteinas de las fracciones obtenidas de las tres diferentes columnas
cromatograficas correspondientes al lote B de cisticercos.

8.3. Rendimiento de la purificacién por columnas cromatogréficas.

La eficacia de la purificacién fue estimada por medio del rendimiento en las

distintas etapas de la purificacion por columnas cromatograficas, realizando la

determinacién de la concentracién total de proteinas por el método de Lowry de las

diferentes fracciones (tablas 7 y 8). encontrandose dque los rendimientos son muy

semejanies en los dos lotes de cislicercos , a excepcion del rendimiento del Sn6 que es

mayor en el lote B (0.08% en comparacién con 0.015% del lote A}, es decir, que la

columna por haber sido de un tamafo mayor que la utilizada para el primer lote

favorecid la purificacion de la enzima, ya que como se observa en la figura 13 la mayor

absorbancia se obtuvo en el primer pico mientras que en las figuras 22 y 23 (sefadex G-

200, lote B) aparecid en el segundo pico que es justamente donde se encuentra la

actividad enzimatica.
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MUESTRA MASA (ma) %

Cisticercos 45000 100
Sn2 1008 2.23
Sn3 330 0.73
Sna 120 0.27
Snb 6.92 0.015

Tabla 7. Rendimiento obtenido en las diferentes etapas de la purificacién de GSH-Px de cisticercos de
Taenia sollum del lote A,

MUESTRA MASA (mg) %
Cisticercos 161000 100
Sn2 4350 2.7
Sn3 1156.3 0.72
Sna 627.5 0.39
Sn5 130.68 0.08

Tabla 8. Rendimiento obtenido en las diferentes etapas de la purificacién de GSH-Px de cisticercos de
Taenia sofium del lote B.

En la electroelucion de GSH-Px se partio de 33.88 mg de muestra que fuercn
colocados en los geles de PAGE-nativa, de la electroelucion de la banda con actividad

enzimatica se obtuvieron 0.13 mg, cuyo rendimiento es del 0.38%.
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8.4. Ensayo enzimético de Catalasa.

Debido a que Catalasa es una enzima que al igual que GSH-Px es capaz de

eliminar H202, fue necesario desechar la posibilidad de que en el ensayo se estuviera

detectando su actividad y no la de GSH-Px, por ello se realizé el mismo ensayo

enzimatico que para GSH-Px en medio liguido (Paglia y col. 1967), pero en lugar de

GSH-Px se colocaron unidades crecientes de Catalasa (tabla 9) y ademas en los

reactivos ulilizados para el ensayo se elimind el uso de Azida de sodio, ya que se sabe

que es un inhibidor de la actividad de Catalasa, de esa manera se descartd que una

posible ausencia de actividad se debiera a dicho reactivo, sin embargo los valores

obtenidos fueron semejantes al control negativo.

ENZIMA. UNIDADES DE ENZIMA. ABSORBANCIA,
Control negativo 0 0.13
Control negativo 0 0.13
Control positivo

{GSH-Px) 1 0
Control positivo

{GSH-Fx) 1 0

Catalasa 0.009 0.133

Catalasa 0.09 0.134

Catalasa 1.08 0.121

Catalasa 10.08 0.122

Tabia 8. Ensayo enzimatico de Catalasa de A. Nigery Glutatidn peroxidasa de eritrocitos bovinos.
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8.5. Andlisis por PAGE-SDS de las fracciones obtenidas en las
diferentes columnas cromatogréaficas {lote A).

El andlisis en PAGE-SDS se realizé utilizando una alicuota de las fracciones con
actividad enzimatica de cada columna cromatografica {fig. 24). El carrit 1 corresponde al
control de pesos moleculares y en ef carril 2 se observa el Snt; esta fraccién esta
compuesta de diversas bandas con pesos moleculares de mas de 10,000 a 100,000
Da El carril 3 presenta el Sn 2 obtenido de la columna de QAE-Cellex, su nimero de
bandas fue menor que la muestra anterior pero no asi &l rango de sus pesos
moleculares, ademas de la intensidad de diversas bandas. El carril 4 corresponde a la
muesira del Sn 3 en la cromatografia de Fenilsefarosa, esta columna permitié una
concentracion de bandas en un rango de peso molecular de 30-70 kDa, aungue
también hubo bandas de alte peso molecular éstas fueron muy tenues, y las de bajo
peso molecular desaparecieron. En el carril 5 se corrié una alicuota sin actividad
enzimatica, proveniente de la columna de Fenilsefarosa; el patron de bandeo resulté
diferente a la fraccién que si presenta actividad enzimatica, destacando principalmente
ia concentracién de la banda de peso molecular de 30,000 Da, la aparicidn de dos
- bandas muy tenues de 40 y 50, kDa respectivamente y la moderada concentracion de

otras dos de 25 y 20 kDa.
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PM EN kDa.

200

97.4
68

43
29

8.4
14.3

@ {

4: Marcadores de Peso molecular.
2: Muestra de 51 pgde Sn 1.
3: Muestra de 165 pg de la fraccidn con actividad
enzimatica (AE} de fa coflumna de QAE-Cellex.
4: Muestra de 156 pg de la fraccién con AE de
la columna de Fenilsefarosa,
5: Muestra de 140 pg de 1a fraccion sin AE de
Ia columna de Fenilsefarosa.

Figura 24. PAGE-SDS de las fracciones obtenidas de las columnas de QAE-Cellex y Fenilsefarosa
de la purificacion de GSH-Px del fote A.

Con la finalidad de localizar a la banda especifica de GSH-Px en cada una de las
fracciones obtenidas en la cromatografia de Sefadex G-200 con actividad enzimatica
(fig. 13), se decidié6 no mezclarlas y realizar su analisis en PAGE-SDS. Tanto en la
fraccion 17 carril 2, y fraccion 18 caril 3 (fig. 25) se obtuvo la mayor actividad
enzimatica. En el resto de las fracciones no se demostrd 1a presencia de la enzima
(carriles 1, 4 y 5). También se observa que con esta cromatografia se logrd eliminar

componentes moleculares de 200 - 80 kDa y de 25 - 8 kDa.
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PM EN kDa.

200
97.4

68
43

29
18.4
14.3

1: Muestra de 115 pg de las fracciones 8-16.
2: Muestra de 170 pg de la fraccién 17.

3: Muestra de 170 pg de la fraccion 18.

4: Muestra de 125 pg de las fraceiones 19-23,
5: Muestra de 125 ug de las fracciones 24-30.
6: Marcadores de peso molecular.

Figura 25. PAGE-SDS de las fracciones obtenidas en fa cromatografia de Sefadex G-200 del lote
A.

8.6, Andlisis por PAGE-SDS de las fracciones obtenidas en las diferentes
columnas cromatograficas {lote B).

Al igual que para el analisis del lote A se utilizd una alicuota de las fracciones con
actividad enzimatica de cada columna cromatografica {fig. 26). El carril 1 corresponde al
control de pesos moleculares y en el carril 2 se observa el Sn1.

En el carril 3, el Sn 2 presenta la misma distribucion de bandas que el lote A,
pero definidas con mayor claridad. En el carrii 4, se observa también concentrada fa

banda de 30kDa, como en el lote A, aunque en menor proporcion.
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En el caril 5 se incluye la regién ascendente de la curva cromatografica de la
columna de Sefadex G-200, sin actividad enzimatica (fig. 22 y 23), en el carril 8 el pico
central, donde se detectd la mayor actividad enzimatica, y en el cartil 7, la regidn

descendente también sin actividad enzimatica.

PMEN kDa.

200

1: Marcadores de peso molecular.

2: Muestra de 51 yg de Sn 1.

3: Muestra de 53 g de la fraceién con AE
de la cotumna de QAE Cellex.

4: Muestra de 58 pg de la fraccidn con AE
de la columna do Fenilsefarosa.

§: Muestra de 50 pg de fa fraccién sin AE de fa columna
de Sefadex G-200.

§: Muestra de 48 pg de Ja fraccidn con AE de la columna
de Sefadex G-200.

7: Muestra de 50 pg de !a fraccién sin AE de Ta columna
de Sefadex G-200.

Figura 26, PAGE-SDS de [as fracciones con actividad enzimatica gbtenidas de las columnas de
OAE-Cellex , Fenilsefarosa Y Sefadex G-200 de [2 purificacién de GSH-Px del lote B.
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8.7. Deteccion de la actividad enzimdtica en PAGE-nativa.

8.7.1 PAGE-nativa con GSH-Px de eritrocitos bovinos.

El resultado de la estandarizacién de la técnica de PAGE-nativa con 176
unidades enziméticas (176 ug) de GSH-Px de eritrocitos bovinos {carril 1) e igual
cantidad proteica de albUmina sérica bovina (carril 2) se muestra en fa fig. 27. En todo
el gel nativo sé6lo se detectéd una region trasparente (amarilia, en fotografias a color)
sobre todo el fondo negro (azul, en fotografia a color) en el carril donde corrio la

enzima,

1: Muestra de 176 ug (17.6 U) de GSH-Px de eritrocitos bovinos,
2: Muestra de 176 ug de albimuna sérica bovina.

Figura 27, PAGE-nativa de GSH-Px de eritrocitos bovinos.
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8.7.2. PAGE-nativa con 65H-Px de cisticercos de Taenia solium.

Después de haber comprobado que la técnica de PAGE-nativa funcionaba para
detectar GSH-Px directamente en los geles, se evaluaron cuatro distintas
concentraciones de GSH-Px T.s. (906.8, 968, 1936 y 3872pg) para determinar la
sensibilidad de la técnica. Como lo revela la figura 28, la concentracion idénea para
realizar el ensayo es de 9684, ya que |2 anterior a ésta no se puede observar y en los

carriles 3 y 4 se aprecian bandas difusas.

1: Muestra de 96.8 pg.
2: Muestra de 968 pg.
3: Muestra de 1936 pg
4: Muestra de 3872 ug.

Figura 28, PAGE-nativa con cuatro diferentes concentraciones de la fraccién con Actividad
enzimAtica obtenida de la ¢columna de Sefadex G-200 dei lote B.
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8.7.3. PAGE-nativa de los diferentes etapas de la purificacién de GSH-Px
de cisticercos de T. sofium del lote B,

Una vez que se determind la caniidad minima detectable por la técnica de
PAGE-nativa, se observd la actividad enzimatica en las diferentes fracciones
cbtenidas durante [a purificacion de ia enzima por medio de cromatografias liquidas,
como control positivo se ulilizd GSH-Px de eritrocitos bovinos y como negativo
albumina sérica bovina (fig. 29), encontrandose una diferencia en las posiciones de
G5SH-Px de eritrocitos bovinos y GSH-Px de T. solium, lo cual sugiere que tienen
diferente peso molecular. En las fracciones pre-QAE-Cellex, QAE-Cellex y
Fenilsefarosa se observa una cdloracién difusa, porque la cantidad colocada en
cada carril corresponde a una serie de proteinas, mientras que en la fraccién se
Sefadex G-200 se logrd observar una banda definida debido a que ésta se

encuentra mas enriquecida de GGH-Px.
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1: Muestra de 967 u g de pre-QAE-Ceilex.

2: Muestra de 964 ug de la fraceién con AE de QAE-Cellex.

3: Muestra de 957 p g de la fraccién con AE de Fenilsefarosa.

4: Muestra de 968 i g de la fraccién con AE de Sefadex G-200.

5: Control positive de Glutatién peroxidasa de eritrocitos bovinos {176 pg).
§: Control negativo de aibumina sérica bovina (960 ug).

Figura 29. Deteccién de Ia actividad de GSH-Px de cisticercos de Taenia solium en PAGE-nativa en
ias diferentes etapas de la purificacién del lote B.

8.7. Andlisis de 65H-Px de cisticercos de 7. sofium efectroeluida de PAGE-
nativa,

Debido a que no fue posible correlacionar en PAGE-SDS la banda que
correspondia a fa enzima que en PAGE-nativa presentaba la actividad, se procedio a
realizar cuatro geles en PAGE-nativa a los cuales se les cortaron los extremos y se
tineron con Cloruro férrico-Ferricianuro de potasio y una vez detectada la actividad
enzimatica se rearmaron y se corté la banda correspondiente a la enzima, se flevo a
cabo su electroelucion y su posterior analisis en PAGE-SDS (fig. 30), la comparacion
con pesos moleculares pretenidos, mostré que la banda observada presenta un peso

de ~30 kDa.
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~3Q kDa.

1: 42.1 pg de GSH-Px de cisticercos
de Taenia solium electroeluida.
2: Marcadores de Peso molecular.

Figura 30. Analisis en PAGE-SDS de la electroelucién de GSH-Px de cisticercos de
Taenia solium del lote B,

8.7. Evaluacién de los anticuerpos de conejo contra GSH-Px de cisticercos de
T. solium,

La evaluacion de los anficuerpos del conejo inmunizado con la GSH-Px
purificada se realizd por medio de inmunoblot, utilizando las fracciones con actividad
enzimatica de las columnas de Fenilsefarosa y Sefadex G-200, en este ensayo se
probaron distintas diluciones de primero y segundo anticuerpo, para determinar ia

ditucion optima {fig. 31y 32)
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A: Tinclén con Auro-Dye.

B,D,F,H,J,L: Sueros normales.
C,E,G,iLK,M:Suero de conejo hiperinmune.
By C: ter Ac: dil. 1:50, 2°Ac: dil.1:500.
Dy E: 1er Ac: dil. 1:250, 2° Ac: dil. 1:500.
F y G: 1er Ac: dil. 1:500, 2° Ac: dil. 1:500.
H e Iz 1er Ac: dil. 1:50, 2° Ac: dil.1:1000.

J y K: fer Ac: dil. 1:250, 2° Ac: dil. 1:1000.
LY M: 1er Ac: dil. 1:500, 2° Ac: dil. 1:1000.

Figura 31. Inmunobiot de los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de cistiocercos de T.solium frente
a lafraccién con AE de 1a columna de Fenilsefarosa.

A: Tincién con Auro-Dye.

B,D,F,H,J,L: Suero normal,

C,E,G,,K,M: Suero de conejo hiperinmune,
By C: 1er Ac: dil. 1:50, 2° Ac: dil. 1:500.
Dy E: 1er Ac: dil. 1:250, 2° Ac: dil. 1:500.

F y G: 1er Ac: dil. 1:500, 2° Ac: dil. 1:500.
He!: 1er Ac: dil. 1:50, 2° Ac: dil. 1:1000.
Jy K: fer Ac: dil. 1:250, 2° Ac: dit. 1:1000.
Ly M: 1er Ac: dil. 1:500, 2° Ae: dil. 1:1000.

Figura 32, Inmunoblot de los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de cisticercos de T.solfum frente
ala fraccidn con AE de la columna de Sefadex G-200.
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Para descartar que los anticuerpos estuvieran reconociendo a Catalasa en lugar de
GSH-Px, se realizd un inmunoblot con Catalasa de A. niger (fig. 33), ademas de GSH-Px
de eritrocitos bovinos, también se aprovechd el ensayo para observar la respuesta de los
anticuerpos anti GSH-Px de T.soliurn frente a albumina de cerdo (fig. 34), ya que en las
tiras de inmunoblot de las figuras 31 y 32 aparecen 2 bandas de aprox. 60kDa, aparte de
fa banda de ~30kDa.

En la fig. 33 se observa que no hay reaccién cruzada con Catalasa de A. niger,

pero si con GSH-Px de eritrocitos bovinos.

1234656

1: Suero normal.

2. Suero de conejo hiperinmune anti GSH-Px de
cisticercos de T.solium.
frente a Catalasa de A. niger.
ter Ac: dil. 1:1000, 2° Ac: dil, 1:1000.

3: Suero normal.

4: Suero de conejo hiperinmune anti GSH-Px de
cisticercos de T.sofium.
1er Ac: dil. 1:5000, 2° Ac:dil, 1:1000.

5: Suero normal.

6: Suero de conejo hiperinmune anti GSH-Px
de eritrocitos hovinos.

Figura 33. Inmuncblot de los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de cisticercos de T. sollum
frente a Catalasa y antiGSH-Px de eritrocitos bovinos frente a la fraceién con AE de la
coiumna de Safadex G-200.
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F1 ensayo de inmunoblot con albimina de cerdo reveld la presencia de dos bandas

de aprox. 60kDa, que también aparecen en el inmunoblot del suero det conejo inmunizado

con GSH-Px de cisticercos de T.sofium (fig. 34).

1234

1y 3: Suero normal.

2: Suero de conejo hiperinmune, 1er Ac:dif.1:1000, 2°
Ac: dil1:1000.

4: Suero de conejo hiperinmune, 1er Ac: dil,1:5000,
2° Ac: dil. 4:1000.

L

Figura 34. Inmunobiot de los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de cisticercos
de T. solium frente a Albimina de cerdo.
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8.10. Evaluacidn de la ectividad protectora de GSH-Px deT.solium.

Una vez que se pudo delectar la actividad enzimética directamente en los geles
nativos y qQue se observd que era capaz de producir una respuesta inmune humoral en
conejo, se procedid a evaluar su capacidad de proteccidn cruzada contra la cisticercosis
producida por Taenia faeniaeformis en ratas inmunizadas. Para ello fue necesario extirpar
los higados de las ratas después de haber sido inmunizadas con Ja GSH-Px de T.sofium y
desafiadas con los huevos de T. faeniaeformis. Los datos obtenidos del nimero de
Cisticercos en higado fueron analizados por medio de la prueba estadistica de Mann-
Whitney (p= 0.0007), encontrandose protecciones de 65 y 72%, que son estadisticamente
significativas, las graficas comrespondientes a estos datos se muestran en las figuras 35 y

36.

82883

No. CISTICERCOS EN
HIGADO

m_ {
104
0 T g

Controles.  Experimentales.

Figura 35. Primer ensayo de proteccitn de GSH-Px frente a cisticercosis por T. taeniaeformis,
mostrando un 65% de proteccidn.
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Figura 36. Segundo ensayo de proteccion de GSH-Px frente a cisticercosis por T. taeniaeformis,
mostrando un 72% de proteccién.



9. DISCUSION DE RESULTADOS.

Como una medida adaplativa para sobrevivir en huéspedes inmunolégicamente
competentes los parasitos han desarrolfado mecanismos de evasion inmune (Clinton y
cols,1997), entre ellos se encuentran los relacionadoa a la capacidad de inactivar a
diversas moléculas toxicas producidas por las células de la respuesta inflamatoria.
Enzimas antioxidantes como Superéxido dismutasa, Catatasa, Glutation-S-transferasa y
Glutation peroxidasa han sido descritas en diversos protozooarios y metazooarios
parasitarios (Callahan y cols. 1988, Vibanco y cols. 1998).

En T. sofium existen evidencias sugerentes sobre la evasion inmune ejercida por
sus cisticercos, mediante el antigeno B (paramioisina) (Plancarte y cols. 1982; Laclette
y cols. 1989), y el factor de metacestodo (FM) (Arechavaleta y cols. 1998) pero no se
tienen datos referentes a GSH-Px. Sin embargo en Schifosoma mansoni ademés de
haberse demostrado la actividad de GSH-Px, su presencia se correlaciond con una
mayor proteccion al ataque inmunolégico en los adultos que en las larvas, las cuales
casi no presentaron actividad (Haiping y cols. 1997).

En el presente trabajo, se logré purificar parcialmente a la GSH-Px de los
cisticercos de Taenia sofium y evaluar su capacidad protectora, por la dificultad de

conseguir cisticercos, solamente se pudo realizar todo el procedimiento en dos

ocasiones.
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Las referencias bibliograficas de los Gltimos diez afios sobre purificacion de esta
enzima refieren, que los métodos bioquimicos mas utilizados para purificarla en forma
nativa son tas cromatografias por columnas liquidas (Toribio y cols. 1996), por lo que ta
purificacién se realizé ufilizando como primer paso la columna de QAE-Cellex, en el
ensayo realizado en las diferentes fracciones de la columna se detecté siempre ia
actividad enzimatica en el segundo pico, es decir que la enzima es eluida con el
gradiente salino, fo cual sugiere que la enzima tiene una carga global negativa,

Con respecto a la siguiente etapa cromatografica, se eligi6 la resina de
Fenilsefarosa-CL 4B, ya que por tener un grupo polar fenilo, es fa recomendada para
trabajar con moléculas no caracterizadas, en todas las columnas realizadas con esta
resina también se detecid la actividad enzimética en el segundo pico prominente, es
decir, el eluido al cambio de molaridad del buffer, lo cual indica que la enzima esta en el
grupo de las proteinas hidrofobicas; es necesaric mencionar que en ésta cromatografia
aparecen pequefios picos de proteina, lo cual es debido a la diversidad hidrofdbica de
fas moléculas que se encuentran en el Sn3 y a que las moléculas con una baja fuerza
de unidén con los grupos fenilo que ya hallan interaccionado, podrian ser desplazadas
posteriormente por competencia con moléculas con mayor avidez para el mismo grupo
y repetirse este fendmeno miitiples veces.

La Gltima etapa cromatografica se desarrollé en columnas de Sefadex G-200, en
las tres cromatografias , que se realizaron, no obstante |z diferencia de tamario de las
columnas utilizadas, se obtuvo un patrén protéico y enzimatico semejante, debido a que
la cantidad de proteina se mantuvo entre 2-3 mg/ mi de gel.

En Ia purificacién de GSH-Px del lote B se utilizé una mayor cantidad de

cisticercos (161.5g) en comparacion con e! lote A (45g), sin embargo se observo un
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rendimiento bastante semejante para ambos, a excepcion del rendimiento del Sn 5 que
es mayor en el lote B, e$ decir, que la columna por haber sido de un tamafio mayor que
la utilizada para el primer lote, favorecio ta purificacion de la enzima.

Con g} ensayo de Paglia y Valentine {1967), realizado con unidades crecientes
de Catalasa en mditiplos de 10, se descarté {a posibilidad de que la actividad detectada
en las columnas fuera debida a esta enzima, ya gue Ios valores resuitantes fueron
parecidos a los def control negative del ensayo; esta observacion fue apoyada después
con el uso de anticuerpos, ya que los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de cisticercos
de Taenia solium no presentaron reaccion cruzada con Catalasa de Aspergillus niger.

Para observar la capacidad de purificacién de las columnas se requirié del uso
de PAGE-SDS, ias imagenes obtenidas sugiieron que la enzima presentaba un peso
molecular de ~30 kDa, ya que en las fracciones sin AE de la columna de Sefadex G-200
del lote A, las cuales fueron andlizadas como fracciones, no se encuentran bandas en
ese peso a diferencia de las que si presentaron aclividad, sin embargo debido a que
esto s0lo era una suposicion, se recurrig al uso de geles de poliacrifamida nativos que
revelaran la actividad de 1a enzima, esta técnica de tincion enzimatica es la union de las
téenicas de Paglia y Valenline (1967) y Sun (1888) con algunas modificaciones.
Después de haber determinado la canfidad idoénea de muestra que es detectada por la
téenica, se evaluaron las diferentes fracciones de las cromatografias, observandose en
la de Sefadex G-200 una banda definida debido a que esta columna se encuentra mas
enriquecida de GSH-Px; el peso molecular que se observd para GSH-Px de Taenia
solium es mas bajo que el de GSH-Px de eritrocitos bovinos (84kDa), eslo conllevd a la
duda de si se trataba de GST y no de GSH-Px, pero esta idea se desecho debido a gue

GST no utiliza como susirato al peroxido de hidrégeno presente en el ensayo
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enzimatico en PAGE-nativa, por lo que si se fratara de GST no se hubiera registrado
ninguna actividad, sin embargo es necesario realizar estudios con inhibidores de GST
para descartar absolutamente esta posibilidad. Los geles nativos también ayudaron a
dilucidar el peso molecular de la enzima, ya que después de haber cortado las bandas
con aclividad y de electroeluir se obtuvo una banda prominente de ~30kDa.

El analisis de los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de Taenia sofium frente a
las fracciones de Fenilsefarosa y Sefadex G-200, permitieron observar una banda de
aprox. 30 kba y dos de alrededor de 60 kDa, que después fueron descartadas como
albumina de cerdo que debi6 haberse copurificado debido a que en los geles nativos
80lo se separan las proteinas por su carga neta. La banda de menor peso molecular
coincide con el peso establecido por Leid (en prensa) para GSH-Px de 7. taeniaeformis,
que es de 24.9 kDa en condiciones reductoras y 26 kDa cuando no se reduce.

Un hallazgo interesante fue el cruce inmunotdgico con GSH-Px de eritrocitos
bovinos, lo que permite pensar que ambas enzimas son muy parecidas y que por lo
tanto pueden ser reconocidas por los mismos anticuerpos, o que permite afirmar la

existencia de esta enzima en el parasito.

BO



En cuanto a la evaluacién de la capacidad protectora de GSH-Px de
cisticercos de T.solium frente a la cisticercosis producida por 7. taeniaeformis se
encontré que los datos obtenidos en los ensayos de proteccion {85 y 72%), son
estadisticamente significativos, ya que la prueba estadistica aplicada (Mann-Whitney
con p=0.0007) asi lo reveld. La eficacia de proteccion sugiere que ambos parasitos por
ser del género taenidae comparten la expresion de algunos epitopos capaces de
despertar respuestas inmunes semejantes, por 1o que al ser inmunizadas las ratas con
ia GSH-Px de cisticercos de T.solium, producen una respuesta humoral que evitara que
las ralas desarroilen la subsecuente infeccién, tal vez no totalmente pero si en un

porcentaje elevado.

81



10. CONCLUSIONES.

Se demostro |a presencia de la enzima GSH-Px en los cisticercos de Taenia
solium.

El peso molecular determinado que presentd la GSH-Px de T.solium en
condiciones no reductoras fue de alrededor de 30 kDa, el cual es semejante al
establecido por Leid y cols. para Taenia taeniaeformis.

Se evidencié la reaccién cruzada entre los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de
eritrocitos bovinos y la GSH-Px de T. sofium.

GSH-Px de T.sofium es bastante estable, ya que transcurrié un afo desde que
se obluvieron los cisticercos hasta que se terminé su purificacién parcial y la actividad

de la enzima no se perdid.

GSH-Px de T. solium es un buen candidato para ser-utilizado COMO vacuna,
como se demostré en el modelo de T, taeniaeformis, sin embargo es necesario realizar
ensayos de proteccién contra la cisticercosis por T. solium.

No existe reaccion cruzada entre los anticuerpos de conejo anti GSH-Px de

cisticercos de Taenia sofium y Catalasa de A. niger.
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11. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES.

El hecho de gue se halla encontrade GSH-Px en los cisticercos de Taenia solium
¥ que en ofros parésitos ésta enzima forme parle de un conjunte de moléculas capaces
de ser utilizadas para evadir al sistema inmune del huésped, abre un camino de
investigacion sobre ella en esta parasitosis del hombre y del cerdo.

inicialmente es necesario lograr su purificacion total, después caracterizarla
exhaustivamente por procedimientos bioquimicos, localizaria inmunohistoquimicamente
en los tejidos de los diversos estadios del parasito, con esto Gltimo se podra conocer en
que momento y durante cuanto tiempo se expresa en este cestodo. Por otro lado, seria
conveniente identificar por procedimientos de Biologia Molecular al gen involucrado en
su expresion. Si se logra clonar y expresar artificialmente dicho gen se podran
eficientizar diversas lareas de investigacidén sobre esta enzima, por ejemplo en los
procedimientos de purificacion, comparar su secuencia de nucledlidos con la de otros
organismos e inclusive obtener material puro, especifico y en cantidades suficientes

para emplearlo en ensayos de vacunacion.
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12, ANEXOS.

ANEXO 1.

Equipo utilizado.
Balanza analilica Bosch Mod. 5200
Balanza semianalitica Sartorius Basic.
Bafio maria Brinkmann, Mod. RMT Lauda.
Camara para electroforesis Hoefer, HSI SE640.
Cémara para transferencia Trans-Blot Cell, Bio-Rad.
Centrifuga Beckman mod.J2-21.
Colector LKB- Bromma ,Mod. 2112 Redirac.
Espectrofotémetro Spectronic 21D.
Fuente de poder Hoefer, HSI PS250.

Negatoscopio.

Placa de agitacion y calentamiento Corning, Mod.PC351.

Polytron {kinematon Gmbh)
Potencidmetro Hanna Instruments Med. HI 8521.
Sistema concentrador Amicon, Mod. 8200.

Ultracentrifuga Beckman [8-60 M.
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Material.
Membrana de Nitrocelulosa, POTRAN BAS83# 19840, 0.2um.
Membranas para ultrafiltracién AMICON, YM 10, 62mm.
Micropipetas.
Peines de 0.75 mm x 14 cm, Hoefer Scientific Instruments.
Pipetas serolégicas graduadas.

Probetas.

Separadores para electroforesis 2cm X 8cm X 0.75mm, Pharmacia biotech.

Vasos de precipitados de diferentes capacidades.

Vidrios para electroforesis 18 x 8 cm, Pharmacia biotech.

Resinas cromatograficas.

QAE-cellex , 748-0430 Bio-Rad
Fenilsefarosa CL-4B, 17-0810-01 Pharmacia Biotech.

Sefadex G-200, SIGMA.

Material biolégico.
Cislicercos de Taenia sofium.

Anticuerpos de conejo anti-GSH-Px Taenia solium.

Anticuerpos conjugados HPR-Goat anfi-rabbif igG (H + L), Zymed.

Adyuvante Completo de Freund, SIGMA.
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Enzimas.
Catalasa de Aspergillus niger, G-3515 SIGMA.
Glutatién peroxidasa bovina, G-6137 SIGMA.

Glutatién reductasa, G-4751 SIGMA.

Reactivos.
Acido acélico Glacial, 121-2 Baker.
Acido bérico, 0084-20 Baker.
Acritamida 161-0107 Bio-Rad.
Azida de sodio S-2002 SIGMA.
Azui de bromofenol, 161-0404 Bio-Rad.
Azul de Coomassie, 161-0400 Bio-Rad.
Bis-acrilamida 1685 830 Boehringer-Mannheim.
Cloruro férrico, F2877 SIGMA.
Cloruro de potasio, 3040-01 J.T.Baker.
Diaminobencidina, D-5637, SIGMA.
DTT, 197777 Boehringer-Mannheim.
EDTA, ED455 SIGMA.
Ferricianuro de potasio, P3667 SIGMA.
Reactivo de Fenol (Folin & Ciocaiteau's) [F-9252 SIGMA.
Fosfato de Potasio dibasico, 3252-01 J.T. Baker.

Fosfato de potasio monobasico, 3248 J.T. Baker.
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Glicerol, G854 AMRESCO.

Glicina, 161-0718, Bio-Rad.

Glutatidn reducido, G-4251 SIGMA.
Hidroperdxido de cumeno, C-0524 SIGMA.
Leche descremada Svelly.

Metanof, 9070- 18 Baker.

NADPH, N-6505 SIGMA.

Perdxido de Hidrégeno al 30%, 7210 Merck.

Persulfato de Amonio, 161-0700,Bic-Rad.

Pesos moleculares pretefiidos GIBCO-BRL 26041-020.

8085,161-0301 BIO-RAD,
TEMED 161-0800 Bic-Rad.

TRIS-HCI, 708976 Boehringer-Mannheim.
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ANEXO 2. HOMOGENEIZACION DE CLISTICERCOS Y
CROMATOGRAFIAS.

Preparacidn de soluciones,
Cioruro de potasio 3M.
Cloruro de potasio (KCi) 11.84g

Disolver y aforar a 500 ml con agua destilada.

TRIS-HCI 0.1M pH 8.0.
TRIS base 121g
Disclver en 50 ml de agua destilada y ajustar &l pH con HCI, después aforar a 100

mil.

TRIS- HCI 0.01M pH 8.0.

Tomar 100 ml de TRIS-HCI 0.1M pH 8.0 y llevar a 1000 ml con agua destilada.

Fosfato de potasio dibasico 0.7 M pH 8.0.
Fosfato de potasio dibdsico (K2HPO4) 1724 g
Disolver en 500 ml de agua destilada y ajustar el pH antes de aforar a 1000

mi.

Fosfato de potasio dibasico 0.1 M pH 8.0.

Tomar 143 ml de K2HPO4 0.7M en1000 mi de agua destilada.

TRIS-HCI - Cloruro de sodio 0.5M.
Cloruro de sodio (NaCl) 4,38g

TRIS-HCI 0.01M pHB8.0 150 ml

88



ANEXO 3. ENSAYO ENZIMATICO.

E) ensayo enzimético es utilizado para establecer Jas fracciones en Jas cuales
esta presente la enzima, esta es detectada a través de una reaccion acoplada a
NADPH que es determinado por su absorbancia a 366 nm, asf entre mayor sea la
absorbancia, la actividad enzimatica presente sera menor y viceversa. La reaccién que

se lleva a cabo es la siguiente;

GSH-Px GS8S5G-R

2GSH + H202 wwmalpy GSSG + H20 mmmmalp» 2GSH.
& -

NADPH NADP

Preparacion de soluciones

Fosfato de potasio monobasico 0.25M pH 7.

Fosfato de potasio monobasico (KHzPOs4) 8.5g
Etilendiamino tetraecetato disédico (EDTA) 2325 mg
Azida de sodio 40.6 mg

Disolver en 100 mi de agua destilada y ajustar el pH con HCI antes de

aforar a 250 ml.

Fosfato de potasio monobasico 0.25M pH 7.0 con DTT.
Fosfato de potasio KH2PQ4 0.25M pH 7. 100 ml

Ditiotreitol (DTT) 15.43 my.
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Glutatién peroxidasa comercial.
Glutation peroxidasa {(GSH-Px) de eritrocitos bovinos  2mg
Amortiguador de KH2PO4 sin DTT 5ml

Disolver y almacenar en alicuotas de 100ul a -70°C hasta su uso.

Control positivo de GSH-Px de eritrocitos bovinos.

Glutatién peroxidasa 100 pi
Fosfato de potasic KH2PO4 con DTT 1900 !
Mezclar.

Giutation reducido 1mM.
Glutation reducido {(GSH) 3.07 mg
Agua destilada 10 mi

Preparar fresco para cada ensayo.

Nicotin adenin dinucléotido fosfato reducido 1mM.
Nicotin adenin dinucléotido fosfato reducido (NADPH)  8.33 mg
Agua destiada 10 mi

Preparar fresco para cada ensayo.
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Amortiguador de ensaye.

GSH tmM 5ml
NADPH 1mM 5mi
Amortiguador de KH2PO4 sin DTT 5 mil
Glutation reductasa ou

Ajustar con agua destilada a 20 mi y mezclar.

Hidroperéxido de Cumeno.
Hidroperdxido de cumeno 42.5 pl
Agua destilada 25 mi

Preparar justo antes de ser ulilizado.

Metodologia.

Colocar en tubos 200ul de cada fraccion a evaluar y adicionar 400u! de fa mezcla
de ensayo.

Para el control positivo adicionar 1U de Glutation peroxidasa (Sigma} a 500ul de
amortiguador de fosfatos con DTT mas 400u) de Mezcla de ensayo.

Para el confrol negativo adicionar 400 de mezcla de ensayo y 500p de
amortiguador de fosfatos con DTT.

fncubar todos los tubos a 37°C durante 15 min.

Adicionar a todos los tubos {experimentales y controles) 100ul de 1a solucion de
hidroperéxido de cumeno.

Mantener los tubos a temperatura ambiente por 20 min. y leer inmediatamente su

absorbancia a 366 nm, utilizando celdas de cuarzo.
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ANEXO 4. CUANTIFICACION DE PROTEENAS POR EL METODO DE
LOWRY.

Preparacion de soluciones.

PBSpH 7.2
Fosfato de sodio monobasico (NaHzPO4) 069 ¢
Fosfato de sodio dibasico (Na 2HPO42) 0719
Cloruro de sodio (NaCl) 4254

Disolver en 300 ml de agua destilada y ajustar el pH antes de aforar a 500

ml.

Hidroxido de sodio 0.1N.
Hidroxido de sodio (NaOH}) 049

Disolver y aforar a 100 mi con agua destilada.

Carbonato de sodio anhidro al 2%.
Carbonato de sodio anhidro (Na2CO3) 29

Disolver y aforar a 100 mi con NaOH 0.1N.

Tartrato de sodio y potasio al 2%.
Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H40s. 4H20) 29

Disolver y aforar a 100 ml con agua destitada.
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Sulfate cliprico al 1%.
Sulfato clprico (CuS04. 5H20)

Disolver y aforar a 100 mi con agua destilada.

Solucién de Lowry.
Carbonato de sodio anhidro al 2% en NaOH 0.1N

‘Farirato de sodio y potasio al 2%
Sulfato ctprico al 1%

Agitar.

Solucién de reactivo de Folin-Ciocalteau (1:2).
Reactivo de Folin-Ciocalteau
Agua destilada

Preparar justo antes de ser utilizado.

19

9.8 ml
0.1 mi

0.1ml

2ml

2 mi
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Metodologia.

« Parala curva patrén se manejan 8 tubos con 1 ml de PBS y se realizan diluciones
sucesivas de albumina sérica bovina (1 mg/mi).

« El blanco (inicamente contiene PBS.

« Se deben evaluar varios volumenes de la muestra a analizar debido a que no se
conoce la concentracion.

« Todos los tubos deben de contener un volumen final de 1 ml.

« A todos los tubos {curva, blancoy experimental) se les adicionan 4 ml de ia solucién
de Lowry, agitar e incubar por 10 min. a temperatura ambiente.

» Adicionar 0.4 mi de la solucién del reactivo de Folin-Ciocalteau, agregar rapidamente
y con agitacion.

« Incubar a Temperatura ambiente por 30 min, leer absorbancia a 600 nm.

«+ Realizar la grafica de la curva patron (concentracion vs absorbancia) @ interpolar los
valores de absorbancia de la muestra, expresar ia concentracion en gramos por

milititro.
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ANEXO 5. ELECTROFORESIS.

Preparacién de soluciones.

Acrilamida 40% / bis acrilamida 1%.
Acrilamida 40 g

Bisacrilamida 19

Disolver y aforar a 100 ml con agua destilada; almacenar protegida de la luz a 4°C.

Acritamida 12% / bisacrilamida 1.2%.
Acrifamida 12g
Bisacrilamida 1.2g

Disolver y aforar a 100 m! con agua destilada; aimacenar protegida de la luz a 4°C.

Amortiguador para preparar geles
TRIS-HC1 4X pH 8.18.
TRIS-base 2056g
Disolver en 500 ml de agua destilada y ajustar el pH, posteriormente aforar a

1000 mb.

Amortiguador para corrida (1X).

500 ml de la solucién TRIS-HC! 4X y aforar a 2 litros con agua destilada.
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Amortiguador de TRIS-HC1 y Acido borico pH 8.64.
Acido bérico 247g
TRIS-base 4929
Ajustar et pH antes de aforar a 1000 mi con agua destilada ; para a corrida se

adicionan 5 mi de SDS a 500 mi de amortiguador.

Solucion de TEMED.
TEMED 250p
Agua destilada 1.8 ml
Agitar.

Persuifato de amonio.

Persuifato de amonio 25 mg

Agua destilada 3ml
3DS al 10%.

Dodecil sulfato de sodio (S8DS) 10g

Disolver con agua destilada y aforar 100 ml.

Amortiguador de TRIS-HC1 0.05M pH 6.8.
TRIS-base 121 mg

Ajustar el pH antes de aforar a 20 mi con agua destitada.
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Coktail para aplicar las muestras en el gel.
sSDS
EDTA
Glicerol
Azul de bromofenol

Mezclar todo perfectamente.

Amortiguador de TRIS-HC! pH 6.14.

TRIS-base

1g
7.4 mg
1 mi

20 mg

2629

Disolver en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH hasta 7 con una solucién

2M de H2504; realizar una dilucién 1:100 de la solucion de H2S04 y

terminar de ajustar el pH hasta 6.14. Aforar a 100 ml con agua destilada,

Colorante de Coomassie.
Colorante de Coomassie
Metano! al 50%

Acido acético al 7%

Disolver y fiitrar con vacio.

Acido acético al 10%.
Acido acético glacial

Adicionar 900 m! de agua destilada y mezclar.

1.25g
454 ml

46 mi

100 ml
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Preparacioén de geles.

Se forman los geles con dimensiones de 0.75 X 8 X 16 ¢m, utilizando placas de

vidrio de 18 x 8 cm con separadores de 0.75 cm colocados en una camara para 10
geles {multicaster HSI, SE 600 SERIES). Se cierra la camara y se le conecta en su
pase un sistema de vasos comunicantes de 150 ml cada uno (HSI,SG SERIES). Con la
ayuda de una bomba peristaltica se hacen pasar 50 ml de una solucidén de etanol al
50% y azul de bromofenol at 1% y en forma continua las soluciones de acrilamida,
mantenidas en agitacién ligera y permitiendo la comunicacion entre los vasos. Se dejan
pohimerizar los geles toda la noche a temperatura ambiente, se abre la camara y se

sacan los geles; se almacenan en un recipiente con agua destilada y se mantienen a

4°C por no mas de tres semanas hasta su uso.

Las dos soluciones con diferente concentracién de acrilamida para los geles se

preparan de la siguiente manera:

Concentracion de acrilamida

5% 22.5%
Agua destilada 30.88 mi 8.44 mi
Amortiguador 4% 12.99 12.98 mi
Acrilamida 6.49 mi 29.24 mi
TEMED 0.810ml Q.816 mi
Persulfato de Amonio. 0.8 mi 0.49 m|
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A cada gel le queda un espacio en el extremo superior de aproximadamente 2
cm en donde se coloca el gel superior con el peine gue formara [os carriles para cada
muestra, por lo tanto, la preparacion de l1a solucion de acrilamida se realiza de la

siguiente manera:

Gel superior {concentrador),

Acrilamida 12% 2mi
Amortiguador pH 6.14 2mi
Agua destilada 4 mi
Persulfato de amonio 150ul
TEMED 6ul

Mezclar todo y vaciar sobre el gel inferior, colocar el peine para formar los
carriles y esperar a que polimerice.

Metodologia.

» Se coloca el amortiguador en la camara inferior y se ensambla ef ge! en la cdmara

superior, se adiciona el amortiguador de TRIS-HC! y acide borico y se procede a

colocar las muestras, previamente mezcladas con coktail, se colocan también

marcadores de peso molecuiar.

+ Se coloca ia tapa con los electrodos a la camara superior y se aplican 40 MA,

+ Una vez terminada la elctroforesis se coloca el gel en una solucion de colorante de

Coomassie por 24 hrs y se destifie con écido acético al 10%, o si es necesario se

transfieren las proteinas a una membrana de nitroceltlosa.
Nota: Al manejar soiuciones de acrilamida - bis-acritamida deben utilizarse

guantes debido a que son newoloxicas.
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ANEXO 6. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Transferencia de geles a Nitrocelulosa.

Preparacién de soluciones.

Amortiguador de transferencia.

Amortiguador 4X (utilizado para la electroforesis) 2400 ml
Metanol absoluto 800 mi
Mezclar.

Metodologia,

+ Se prepara un “Sandwich" con el gel y la nitracelulosa como a continuacion se
describe:

Rejilla blanca + esponja + papel filtro + Nitrocelulosa + Gel con proteinas +
papel filtro + esponja + rejilia negra.

+ Se aseguran las rejilas y se infroducen en la cdmara de transferencia, la rejilla negra
debe quedar del fado del dnodo. Se adiciona el amortiguador de trasnferencia hasta
cubrir el "Sandwich" y se coloca en agitacion (agitador magnético). Se coloca fa
tapa con los elecirodos y se aplica n 1.5 amperes por 1 hora,

e Al terminar Ja fransferencia se marca el limite del gel en [a nitrocelulosa y se procede

a cortar tiras de 2 mm aprox.
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ANEXO 7. EVALUACION DE ANTICUERPOS.

Preparacion de soluciones.

PBS-Tween 20 al 0.3%.

Fosfato de sodio monobasico (NaHzP04) 0699
Fosfato de sodio dibasico (NazHPQ4) 071g
Cloruro de sodio (NaCl) 425¢g
Tween 20 1.5ml

Antes de adicionar el tween 20 ajustar el pH a 7.2 con HCI, adicionar el

Tween 20 y aforar a 560 mi con agua destilada,

PBS.Tween 20 al 0.35 - leche descremada al 5%.
Leche descremada 59

Disolver y aforar a 100 ml con PBS-Tween 20 af 0.3%.

Conjugado anti conejo marcado con peroxidasa.

Dilucién 1:500.

No. de tiras. 5 10 15
Conjugado anti conejo | Su! 10ul 18ul
PBS-Tween 20 2495l 4990ul| 7485l

101



Dilucién 1:1000.

No. de tiras. 5 10 15
Conjugado anti conejo 2.5l Sl 7.5pi
PBS-Tween 20 2497.5p1 | 4995u1 | 7492.5n.

Nota: Es necesario realizar &) ajuste para el nimero de tiras a evaluar.

Solucién stock de diaminobencidina (50 mg/mi).
PBS 20 mi
Diaminobencidina 1g
Agitar durante 30 min. con agitador magnético, alicuotear y almacenar a

-20°C protegida de la fuz.

Sustrato de Diaminobencidina.

No. de tiras 5 10 15
PBS (m}) 2.5 5 7.5
Stock de DAB (i) | 25 | 50 75
H202 al 3% (uh) 25 5 7.5

Nota: Es necesario realizar el ajuste para el nimero de tiras a evaluar.
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Metodologia.

= Incubar las tiras de Nitrocelulosa con la muestra de suero mas leche descremada en

PBS-Tween 20, de acuerdo a la dilucién a probar. Se incuba por 1 hora en agitador

de columpio.

* Lavar las tiras con PBS-Tween 20, 3 veces de 5 min. cada una.

* Adicionar el conjugado de acuerdo a la dilucidn correspondiente. Incubar por 1 hora
en movimiento.

+ Lavar las tiras con con PBS-Tween 20, 3 veces de 5 min. cada una,

+ Lavar las tiras con PBS sdlo, 2 veces de 5 min. cada una.

+ Adicionar e sustrato de DAB e incubar por 10 min. con movimiento.

+ Detener la reaccion con agua destilada.

+ Realizar tres o cuatro lavados con agua destilada.

» Dejar secar las tiras y pegarfas entre dos acetatos para su conservacién.

+ En todos los pasos se maneja un volumen final de 500 pl.

Nota: Al trabajar con Diaminobencidina deben utilizarse guantes debido a que es

cancerigena, por lo que los desechos de DAB dsben ser inactivados ¢con Hipoclorito de

sodio.
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ANEXO 8. PAGE-NATIVA Y TINCION ENZIMATICA.

La técnica de lincion enzimatica en geles nativos (Zimogramas) es de gran utilidad
para detectar ta posicion de la enzima en ék; sin embargo, debido a que es nativo, no es
posible establecer con certeza su peso molecular. La reaccion que se llevaacaboenta

tincion es la siguiente:

H20; +Fe (CN)™ Ml Fo(CN)* + Fe®* MNP Fo, (Fe(CN)gl
Ferricianuro férrico
(Azul de prusia).
Preparacién de soluciones,
Amortiguador de TRIS-Glicina 5x.
TRIS-base i2g
Glicina 576g

Adicionar 500 mt de agua destilada y ajustar el pH a 8.5 con HCI, aforar a

1000 ml.

Amortiguador de TRIS-Glicina ix para las cdmaras.

Amortiguador de TRIS-Glicina 5x 200 ml
Agua destilada 800 mi
Mezciar,

Solucion de Cloruro férrico al 2%.
Cloruro férrico (FeCI3 . 6H20) 2q

Disolver con agua destilada y aforara 100 ml.
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Solucién de Ferricianuro de potasio at 2%.
Ferricianuro de potasio ( Fe{CN&)K3 ) 2g

Disolver con agua destilada y aforara 1006 mi

Metanof al 5%.

Metanol absoluto 5ml
Agua deslilada 85 ml
Mezclar.

Mezcla de Ensayo.

GSH reducido (12 mM) 55.3 mg
NADPH (600 uiM) 7.5mg
Glutatién reductasa (GR) 207U
Agua destilada 15 mi

Preparar justo antes de ser utilizada.

Solucion de H202 1:1000.

H202 15ul

Aforar a 15 ml con agua destilada, preparar justo antes de ser ulilizada.
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Preparacién del gel inferior.

Acrilamida  al 30%-bis-acrilamida 0.8% 3.6 mi
TRiS-base pH 8.8 3.0ml
Agua destilada 58 mi
Persulfato de amonio (10 mg/mi) 250 ul
TEMED 15

Preparacién del gel superior.

Acrilamida al 30%-bis-acrilamida 0.8% 1.3 ml
TRIS-base pH 6.8 325 pl
Agua destilada 5.8 ml
Persulfato de amonio (10 mg/mi) 100 pl
TEMED 5l
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Metodologia,

Una vez polimerizado el gel inferior se coloca la mezcla del gel superior junto con el
peine y se espera a que polimerice.

Se coloca el gel en la camara inferior ya montado en la camara superior, ambas
camaras contienen el amortiguador de TRIS-Glicina 1x

Para colocar las muestras dentro del gel Gnicamente se mezclan con glicerol.

Se colecan los electrodos en la camara superior y se aplican 40 MA .

La slectroforesis termina cuando el frente de colorante llega al limite de! gef, ésie se
desprende de los vidrios y se coloca por 5 minutos en metanol al 5%.

El gel se enjuaga con agua destilada.

Decantar el agua y adicionar la mezcla de ensayo, mantener el gel por 5 minutos.
Decantar la mezcla de ensayo y lavar con agua destilada.

Adicionar la solucion de Peréxido de hidrégeno 1:1000 y dejarla por 15 min.

Lavar y adicionar la solucion al 1% de Cloruro Férrico-Ferricianuro de potasio.

Parar la reaccién con agua destilada.

Nota: Es necesario utilizar guantes cuando se prepare y adicione la mezcla de

Cloruro férrico-Fersicianuro de potasio, debido a su naturaleza oxidante.
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