]2 5

. smés) UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
S DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESTRES OXIDATIVO EN
CISTICERCOS DE Iaenia crassiceps.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TiTUuLO DE:
B I O L O G A

P R E s E N T A
MAYRA GISELA MELENDEZ HERNANDEZ

DR. JUAN PEDRO LACLET%"DEiG
¢

g;,'._‘.‘_:\'-"r’_- -;-—‘;‘: /?4

- %




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A BrMA ¥
MEZICG

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Division de Estudios Profesionales de fa
Facultad de Ciencias

Presente

Comumicamus a usted que hemos revisado & trabapo de Tesis:

" Estrés oxidativo en cisticercos de Taenia crassiceps

realizado por

L

Mayra Gisela Meléndez Harndndex.

cot niunero de cuenta 9550376 -7 ,pasantedelacarrerade Biologfa

Diche trabajo cuenta con nuestro vota aprobatono.

Director de Tesis
Propietario

Propietario
Propietano
Suplente

Suplente

Consejo Departamentalde /s carrora d

Atentamente

UV

bDr. Juan Pedro Laclette San Roman.

M. en IBB. Laura del Carmen Vargas Farada. W
‘,r!

Dr. Abrabam Landa Piedra. @@ -

A f‘r_’

Dr. Guillerma Salgado Maldonadd,

Dr. Luis Felipe Jiménez Garcias

fa/,-,.. /'7{! . \.[ut-u/ct ‘(\}‘

Dra., Edna Marfa Suarcz Dia

P T MENTG
D BIOLOOTA




A la UNAM, por darme la oportunidad de
mgresar ¥y acceder a  sus  actividades
muhtidisciplinarias que le dan prestigio ¥ nos

fortman como profesionistas y mejores personas.

A mi mam3a por traerme al planeta azul y
mostrarme ¢l camino para hagcer realidad mis
suefios. Por tu esfuerze inigualable, tu ejemplo y
amor & la vida he ilegado hasta aqui Paciencia y
fuerza ama’ que se va a poner bueno.

A la Fac. de Ciencias, a mis profesores y
compafieros: ustedes tienen la culpa de lo que
soy. Gracias por regalarme vn cachito de sus
conocimicntos, experiencias y pertpecias. Como
imaginar mi facultad sin las auvias, sin pulpo, sin
cinito, sin cubiculo {auch, si se puede!), sin pasto,
sin prometeo, sin amoxcaili, ¥ o mas importante,
sin todas las personas que estuvieron presentes en
mi carrera.

L3
._é-..

A mi familia y amigos de corazén, par

disfrutar de la vida y motivarme a continuar.



Agradecimientos

Es dificil meacionar a todas 1as personas que de alguna manera han influido en mi
formacién universitaria, disculpen si en las siguientes lineas se me vuelan sus nombres, pero para
ustedes también va dirigida.

A mi jurado formado por el Dr. Juan Pedro Laclette, a la M. en IBB. Laura Vargas-Parada,
al Dr. Abraham Landa, al Dr. Guillermo Salgado v al Dy. Luis Felipe Jiménez que con su revision a
este escrito han mejorado de gran tnanera su COmprensicn, gractas por sus comentarios.

A Laura Vargas, por confiar en mi capacidad (jaja} y ofrecerme trabajar con ¢lla. Este
manuscrito es el resuitade de laborar en equipo durante dos afios, juntas descubrimos la interaccidn
maestro — aprendiz ©. Gracias por ser mi maestra, por ensefiarme las bases de la parasitologia
molecular, por ayudarme a aterrizar las ideas, por ensefiarme varias téenicas en el laboratorio, por
permitimme jugar con estas, por teacrme paciencia, por eseucharrne, por su amisiad ¥ por su ejemplo
de que un cicntifico no séla cs un ratoncito de laboratorio, sino méds © 1!

A Juan Pedro Laclette por creer en mi v darme la oportunidad de trabajar en su laboratorio,
Gracias por ¢l interds, consejos y tiempo que niunca han faltado para mi formacién como cientifica,
estudiante y mujer. Entrc sus maliples charlas me ha mostrado el papel que descmpeiia la
comunidad <ientifica en et desarrolio de la universidad y de la socicdad, el amor a la ciencia, cl
carific a 1a UNAM y al {rabajo de calidad. Nunca olvidaré su ayuda para ia participacién en
congresos ¥ cursos, ademas de ofrecerme la maravillosa experiencia de aventurarme en otro pais {y
laboratorio}. Nuevamente mil gracias por ensefiarme a afrontar los cambios, los retos y por perder ef

miedo a la gran aventura de vivir!!!

A los gue se encuentran cnfrente de las PC's, Il4mese mis comparicros del laboraterio:
Anita, Carlos, Celia (arriba Cienciast?), Davanita (por fungir cuasi chaperona en el orden dei lab y
por ayudarme en {odo, hasia en la correccibn de mi tesis), Haydée (arriba Ciencias!!}, Juho Cesar
(gracias por tus conscios ¥ echarme la mano), Maru (ne importa que 1o estés, me ayudaste en la
mesacre mnrina), Paty, Pavel (por emerger de tu laboratorio en 1as noches que salia tarde), Pedro,
Pepe {por retornar del mas alld y dejar plasmada una parte de tu ser en internet), Rimma; y de la
Mac a Martincillo (por dejarme usar la compu, por sus consejos v futuras avudantias). Gracias por
ser como mi familia académica, por su alegria en el lab ¥ por ayudarme en todo.

A mis papds por mantenerme durante dos décadas (v més), por alumbtar mi cemino en la
vida, por permitirme erecer, por mantener &n m} cara Una sonrisa y por absolutamente todo.

Para mis amigos bi¢logos por el amor a [a naturaleza; @ los rayas: ustedes saben muy bien lo
que esto significa, por las alegrias (un motivo mas para decir sajud), desveladas, paseos (razones
sobran), enojos, charlas (sin objetivo previsible), festejos (sin motivo aparente), [lantos. bautizos,
teavesuras (quién, yo?) y demds {ejem...). A los bicigodes por compartir la adiccion al ciclismo v
demas (ejem...). A mis amigas de ia prepa: Julia, Ale, Erika y Cozu, el camino es largo y todavia lo
que nos fajtal®, por su amistad sin igual. Va para todos ustedes. Hasta que el destino nos alcance!

A todas las personas que me facilitaron ia obtencién de material bibliapréfico, de (aboratorio
y papeleo: Mary, Lic. Brito. Sra. Prima, Violeta, Eva y a los vigilantes!
Soy muy feliz,

Gracias a aquel instante que me permito vivir I

pero bueno: yo no lo se de cierto séfo lo supongo...



INDICE
RESUMENQ--0.!0'0-.90.to.-o.‘t.u-Itl00!‘0-.Qol.I..IQO....»..!I-oOInootloolnotlctooohCltooi 1

I, INTRODUCCTON uurieverrcesnrasrsoscsssensorssrsssasssassassssessssnsossossonsossssssssnsensonstrase 2

A BL PARASIT . ctioteieecteeeeeeiet s eaeat e eveeveasssae e svesasbse s ssasamarmabs nbeaswhs auntesans d0s eusmmmabs smsessnasnssanssesvnssnsbnnsnsen D
J RO BE VI oo et et ettt e e te et es et a et e et e et et ae s v et ee e s e
2 Bl CISCerco. oo o e
B. RELACION HUESPEN-PARASITO ..o
C. RESPUESTA AL ESTRES.. .
La respuesta de estrés en Ioa para.s :ros
D. ESTRES OXIDATIVO.. ceresenssesenete i .
!. Especies reactzva.s de ox ;gem) ............................................................................................... 8
a, Superdxida...
b. Peroxido ...
2. Enzimas antioxidantes.,.
2. SUDPETOXIAD QISMILLASA. «..ocveveireeaiesssimsisreasrsorss sere st sras e e tararisaeasse st e s sessmrabensansansasnssacnsensarsisanbuses 10
b. Catalasa .. e eeateeresisambesugeesiatiesesimeerateniesisraeissranieanstesteesesnonessseeteaseencseissenssransessnteansstennssmnnans 11
¢. Clutatidn peroxndasa
d. Peroxiredoxinas. .. . -
E. ESTRES OXIDATIVO, Taema Y cmzos HELMNTOS e errerinasaseabere e ara s 13
F. LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y LA REACCION INFLAMATO‘RIA .a1d

BIETAS roeiiiccenicreistese e e e e s ee e ts s sear s sms e se2es s e sm e b s eee ea e o e am bt oA e 42 smssrmsrasesrnsantsreamrmsresrmanensenrrs snrre WD

ITN. MATERIALES Y METODOS .ocovovtrevsmrsrmsmssressrsrassorasssessnsiasesossssarsanseasesesse 10

A CISTICERCOS .. e eesteteeeaeseevineareeresserraseresimsrasrarsiaessseanraseesreeesteesnensrnrnensees DO
B. RESPUESTA AL ESTRES oxrnmvo e 17
C. MARCAJE METABOLICO .. . et tveestasaneanntg st ans e anteteearenctstsensennniee 17
D. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIA(‘R[LAMIDA CO\! SDS reereesveresresesaenssansniaens 17
E. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD E INFECTIVIDAD DE Los CIST!CERCOS rteererranermrsernnen 18
F. INMUNOTRANSFERENCIA EN PAPEL DE NITROCELULOSA 18
G. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PRUTEINA coocrveve vt criee e seeversss e siesnsssserseseeseens 10

JV, RESULTADOS otteeecieerecereesemsessssssssssesssssmssaosenmtsvssenntesreesesmrsorssmnarseseesssse 2O

DARGC A LOS CISTICERCOS POR PEROXIDO DE HIDROGEND 1ovvivee i eeestaees e vrsse nee sveressonrssnasstesasesens 20
EXPRESION DE PROTEINAS ..o UV UUTURRPSSNSS - |
ENSAYO DE VIABILIDAD 1 oeive i sisseiseessies s stasas tees tevestes o beme e e stese s maassmsan seast ot s ssmns srmsasceantraanteans 22
ENSAYO DE INFECTIVIDAD ..o ooeeoeeeeeeves s oveeseeeseeesseessesssseesssrenese et s srossetemss s s eseseestmtaaretessrasssvassabimsnssnens 23

V. DISCUSION Ly L Ty L e T P T YL LRy 29

VI! CONCLUSIONESlOCchl!vﬁhIIOOc.!.'c L T e L T e T PP P L R T 32

VL BIBLIOGRAFIA .o crcrrierescsssstarssnsesrissassesssessessossnnsssassssssssrassrnnsssssvesssborsn B &



RESUMEN

La cisticercosis es endémica de México y de otros paises de América Latina, Asia y Africa. La
forma mas frecuente de la enfermedad es causada por la infeccion del sistema nervioso central con la
tarva (cisticerco) de Taenia soifum, padecimiento conocide como neurocisticercosis.

El cisticerco puede sobrevivir en el sistema nervioso duranie varios afios, lo que sugiere que
existe un equilibrio en la interaccion huésped-parasito. Alrededor de los cisticercos, el huésped
desarrolla una reaccion inflamatoria de variable intensidad que puede ir desde escasa, con poco
infittrade celular alrededor de pardsitos viables, hasta muy intensa alrededor de pardsitos
semidestouidos.

Entre los mecanismos de defensa que tiene el huésped contra log organismos patdgenos, estd la
liberacion de agentes oxidantes (HO2, O;") producidos por algunas células del sistema inmune como
eosinofilos y fagocitos, lc que sugiere que 1os cisticercos son expuestos a estrés oxidativo.

Con base a estos antecedentes, en este trabajo se investigé el efecto de la exposicion a perdxido
de hidrégeno (HzO0;) en el cisticerco. Como modelo de laboratorio se utilizé a Taenia crassiceps. Se '
evalué el efecto de diferentes concentraciones de H;QO» en la movilidad, sintesis proteica, viabilidad e
infectividad de los cisticercos. Mediante experimentos de marcaje metabdlico se analizé la sintesis
proteica, la viabilidad por medio de un ensayo enzimatico y la mnfeclividad se determiné por la
capacidad reproductiva del parasito en ratones.

Los resultados obtenidos mucstran que el cisticerco de T crassiceps es muy sensible al H:04.
Concentraciones mayores 2 |.4 pM son letales, a diferencia de lo reportado para el céstodo
Echinoeoceus gramdosus el cual resiste concentraciones de 20 uM de H;O, A concentraciones
mayores de 1uM ya no son infectivos aunque conservan [2 integridad de la pared vesicular y muestran
actividad en el ensayo enzimdnco. A diferencia de ofros parisitos, no se encortrd una respuesta al
estrés oxidativo, caracterizada por la sintesis de proteinas especificas, lo que podria explicar la extrema

sensibilidad de este parasito al 11,04,




I. INTRODUCCION

A. EL FARASITO
Se cstima gue 4 millones de personas en el mundoe son portadoras del céstodo adulte de Toenia

solium, y la prevalencia parece Ir en aumento. Por cada paciente con un céstodo adulto, existen 10 o
mas personas infectadas con la forma larvaria del pardsito’. A la infeccién por ef aduhio se le conoce
como feniosis mieniras que la ocasionada por la forma larvaria s¢ le denomina cisticercosts. En 1993,
se reportd que anualmente mueren en el mundo 50 mil personas por infeccion con la forma larvaria’,
sin embargo, estudios mas recientes sugieren que quizéd se ha subestitmado la prevalencia’.

1.a cisticercosis humana es endémica en México, Guatemala, Ecuador, Colombia, Perii, Brasil,
India, China, Corea, Zimbabwe, Sudifrica y Madagasca.r"‘ De acuerdo a estudios en autopsias, ia
prevalencia de la cisticercosis en ¢l sistema nervioso central (neurocisticercosis) va de 0.4 % a 3.6% en
varios paises de América Latina, Asia y Africa’. En México, estudios en hospitales neuroldgicos
revelan que el 11% de los casos se deben a neurocisticercosis, siendo ésta la causa de muerte en 13% de

las necropsias *.

1. Ciclo de vida
El ser humano que es ¢l inico huésped definitive de 7. solium, adquiere la infeccién por el

gusanc adulto al ingerir came de cerdo cruda o mal cocida infectada con cisticercos vivos. En el
intestino, el escolex del cisticerco evagina estimulado por las sales biliares y las enzimas digestivas,
anclandose en la pared intestinal por medio de ventosas y ganchos, donde madura a la forma adulta, El
parasito adulto tiene apariencia de listdn, formado por un enonne ndmero de segmentos (progldtidos)
que se desarrollan a partir del cuello, a este conjunto de segmentos se le denomina estrébilo (o cuerpo)
y puede medir de 2-7 m de largo. El escéiex (o cabeza) esta formado por cuatro ventosas y un rostelo
que posee una doble corona de ganchos. Los proglatidos més cercanos 2l cuello son inmaduros por no
tener atn desarrollados los érganos sexuales, mientras que los segmentos tenminales son maduros. La
fertilizacién se lleva a cabo dentro del mismo proglétido y los huevos fertilizados, se almacenan en el
utero de los proglotidos llamados gravidos. La tenia adulta comienza a liberar de 2-5 proglétidos 263
veces por semana *. a panir de las doce scmanas despuds de la tnfeccién. Cada proglatido gréavido

contience aproximadamente 40.000 huevos que son transportados al medio ambiente ¢n la materia fecal.
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Los huevos son dispersados ¢n el medio ambiente en aguas negras que contaminan frutas, verduras v
quizd también por accién de algunos insecies. El huésped intermediano. normalmente &l cerdo
{ocasionalmente ¢l jabali, perro, mono, congjo, etc.), se infecta al ingerir huevos que en contacto con
enzimas preicoliticas gastricas ¢ infestinaies, plerden sus envolturas protectoras y liberan los embriones
hexacanto. El embrion liberado, también [lamado oncosfera, ataviesa la pared infestinal vy alcanza
alglin capiiar sanguineo o linfatico que os distribuyen a una variedad de tejidos. No se sabe si las
oncosferas migran activaraente hacia tejidos especificos o s1 esto ocurre de mancra pasiva, alojandose
en los tejidos con alto flujo de sangre (miiscula, cerebro) . En un periodo de 3 semanas a 2 meses, las
oncosferas crecen y se diferencian a la forma de cisticerco, el cual persiste en los tejidos del huésped
intermediario durante meses ¢ afios. El ciclo de vida se completa cuando el humano consume carne de
cerdo infectada con cisticercos viables, desarrollando una tenia adulta, conocida como solifaria.
Desafortunadamente, los humanos también pueden actuar como huésped intermediario si ingieren los
huevos a través de agua o alimentos contaminados, desarrollando los cisticercos en diferentes tejidos
{cerebro, masculo esquelético, tejido subcutineo, ojo, entre otros).

Sin duda alguna, la neurccisticercosts (NCC) es la forma més preocupante de la enfermedad

porque resulta en una enfermedad debilitante que incluso puede ocasionar la muerte.

Ciclo de vida Taenia solium

Cuande ¢l humano ingiere
carne de cerdo contaminada
con cisticercos, st desarrolla
el adulro (solitaria) en el
w mtesnno

Qcasionalmente, el /) l :

humane ingiere los

-~ huevos, pudiendo
~ ~ desarrollar NCC
Y

En los twjdos del
cerdo, el huevo sg
eansforma  ¢n larva
{cisticerca); desarrolla
cisticcrcosis

Los hucvos (cnhh}-)rogloti;:ic‘:s
gravidos) son liberados cn
las heees




2. Ef cisticerco
Los cisticercos localizados en el cerchre humano muestran dos tipes morfoldgicos: celuloso y

racem©o30. El tipo celuloso es pegueilo, tiene una vesicula llena de liquido esférica u ovalada (de 0.5a 2
cm), blanca o amarillenta, con una pared translicida a través de la cual se puede observar el escdlex.
Las caracteristicas morfoldgicas de los cisticercos celulosos alojados en los humanos y cerdos son
sitnilares. En ambos casos, los cisticercos frecuentemente cstan aislados del tejido del huésped por una
capsula de tejido conectivo. El cisticerco racemoso es una vesicula grande (hasta 10-20 cm),
redondeada o lobulada, circunscrita por una pared delicada y puede contencr hasta 60 ml de fluide; en

algunos casos carece de escolex. El tipo celuloso es el mds frecuente en la neurocisticercosts humana.

Cisticercos de T solium

Racemoso -

Celulasa

Dentro de la vesicula sc encuentra el escélex (E) invaginado {(formando el canal espiral, CE),
semejanie al del gusano adulic. La vesicula muestra al tegumento en su superficie externa y estd llena
de ur fluido transparente llamado fluido vesicular (FV), que contiene proteinas del parasito y del

huésped.

L -

El tegumento es una estructura activa de tipo epitelial, que posee una membrana plasmatica
cuya superficie externa es aumentada por microtricas (mt), recubiertas por abundente glicocalix. Debajo
de |a membrana plasmdtica aparecen numerosas vesiculas (v) de diferentes tamafios de tipo endoeitico
o de secrecion. Las mitocondrizs (m) sc encuentran generalmente en la regidn basal del tegumento
delimitade por una membrana basal de tejido conectivo (ie}, que se interrumpe por plicges llamados

procesos internunciales (pi). Estos proccsos conestan 2l fegumento anuclear con los citones
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tegumentales (cuerpos celulares nucleados (c)} localizados més internamente. El citoplasma de los
citones contiene un gran nimero de vesiculas de sccrecidn, aparato de Golgt y reticulo endoplésmico
bien desarrollade, dbosomas y mitocondrias.

Por debijo del tejido conectivo, s¢ encucniran varias capas de tejido museular Hso (1)) o
miocitones; debajo de ellas, se observan células de almacenamiento (ca) con depésitos de glucdgeno y
lipidos. Finalmente, existe una capa fibrilar desordenada que contiene gran parte del sistema excretor,

constituido por una red de conductos que terminan en células de flama.

El eguemento consiste de una
capa civoplasmadtica (cc) con
mitocondrias {m) y vesiculas
{v), una zona de tejido
comectivo (tc) que se comunica
con los citenes {c) por medio
dc extensiones citoplasmiticas

(pi)

B. RELACION HUESPED-PARASITG
La interfase huésped-parasito se define como la regidn fisica de contacto entre ambos

organismos y es a través de este se desarrolla una comunicaciéon tmolecular entre el huésped y su
parasito. En el caso del cisticerco, el contacto com su huésped ocwrre a través de la superficie
tegumental. Puesto que los céstodos carecen de aparato digestivo, es a través del tegumentio que ¢l
cisticerco realiza funciones de nutricién, secrecidn y defensa en contra del huésped. E! eisticerco puede
permanecer en los tejidos del huésped durante afios manteniendo un fino equilibrio entre ambos
organismos.

Alrededor de los cisticercos, ¢l huésped desarrolla una reaccidn inflamatoria de vartable
intensidad que puede ir desde escasa, con poco infiitrado cetular alrededor de parasitos viables, hasta
muy intensa alrededor de parisitos semidestruidos®.

Los eosinéfilos son uno de los principales tipos celulares que rodea los cisticercos intactos y que
invade los dafiados, aunque también se encuentran comulos de linfocitos y macréfagos?. Se desconoce

el mecanismo empleado por los eosinéfilos para atacar, y la funcidn de las subpoblaciones de Jinfocitos



en el nfiltrado inflamatorio. A medida que 12 membrana vesicular suffe dafio y comienza a set invadida
por células del huésped, el infiltrado se extiende al interior del pardsito penetrando por la apertura del
canal espiral. El infiltrade inflamatocio, al mismo tiempo que penetra al interior del pardsito, se
extiende y lo rodea. Se desarrolia una reaceidn granuvlomatosa de variable intensidad alrededor de la
larva, que produce cambios degenerativos en la superficie del tegumento. Al aumentar la cantidad de
macrofagos se observa la formacion de agregados de linfocitos y eosimofilos degranulados. En un grado
de dafio mds severo, la reaccion inflamatoriza es mas intensa, observandose degeneracién en el
tegumento y carmbios necréticos en los citones tegumentales. Los agregados de linfocitos son de mayor
famafio ¥ sc¢ observan células gigantes y numerosos fibroblastos. El nimero de cosinéfilos disminuye,
aunque algunos aparecen dafiados o muerios. En la etapa final. el pardsito esté completamente infiltrado
y degenerado. EI nimero de linfocitos, células plasmaticas y eosingfilos disminuye notablemente en fa
zona granulomatosa;, en camblo, se obsgerva gran cantided de fibroblasios y células gigantes.
Posteriormente, ¢l lugar que ocupaba el parisito es invadido por tejido fibroso y las células
inflamatorias son muy escasas.

Puesto que el cisticerco sobrevive en los tejidos del huésped en presencia de una respuesta
inmune activa, esto significa que es capaz de evadir el ataque inmune. Al respecto, en I. solium se han
deserito varios Inccanismos:

1) Supervivencia de los parédsitos por estar alojados en “sitios Inmuncldgicamente
privilegiados™ los cisticercos se pueden establecer y desarrollar en repiones consideradas como
“inmunolégicamente privilegiadas™ (gj. ojo y cerebro).

2) Enmascaramiento <on las inmunoglobulinas del huésped: el cisticerco posiblemente a través
de receptores para el fragmento Fe de las immunoglobulinas, impide |2 llegada de anticuerpos dirigidos
contra otros antigenos parasitarios presentes en la superficie. En cortes de cisticercos frescos {de ojo,
cerebro y misculo) se encontrd 1¢G, [gM, IgA e IgE en la superficie de los cisticercos. Parece ser que el
cisticerco es capaz de transportar inmunoglobulinas ne especificas y almacenatlas en el fluide
vesicular. Estos resultados sugieren que los pardsitos vivos se enmascaran cubriéndose con
inmunoglobulinas del huésped®.

3) Supresion de ia respuesta inmune: un ¢jemplo es el antigeno B, antigeno inmunodominante
(paramiosina), que 1 vitre puzde unirse a Cl (primer componente de la via cldsica del complemento)
inhibiendo su funcidon, Esto sugiere que el antigeno B podria modular ja respuesta humorat del huésped
antes de cntrar en contacto con el pardsito’. Otro ¢jemplo es 1a produceién de un factor del metacéstoda

(MF) que presenta actividad inhibitoria in vitrro sabre ta proftieracion de linfocitos'”.



4) Mimetismo molecuiar'': presupone la capacidad genética del parasito para sintetizar
moléculas idénticas a las del huésped. Se ha mencionado como ¢jemplo de este mecanismo, que la
membrana externa del cisticerco contigne entre sus componentes una proteina similar a la
inmunoglobulina de cerdo (IgG)", sin embargo estudios més tecientes muestran que estas proteinas
pertenecen al huésped'’.

5} Secrecién o excrecion de proteasas: los extractos del metacestodo presentan actividad de
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proteasa de cistefna, metaloproteasa y proteasa de aspartico . FEsas enzimas pucden hidrolizar

mmunoglobulinag y otras protefnas del huésped.

Otre ejemplo es el descrito en el metacestode de 77 tacnigeformis que secteta una proteasa, la
taeniaestatina, que actia inhibtendo la quimiotaxis del neutrdfilo v ia via clisica y alterna del

complemenio .

C. RESPUESTA AL ESTRES
La respuesta a estrés ¢s un mecanismo general homeostatico que protege a las células v =l

organismo entero del efecto dafiino causado por el estrés ambiental. Se caracteriza por la activacion
transcripeional de un grupo especifico de genes. Es una respuesta muy conservada desde bacterias hasta
el hombre, incluyende a las plantas. Existe una amplia variedad de factores que producen estrés e
inducen una respuesta muy similar a nive] celular, como el calor, el etanol, inhibidores de componentes
de transporte de electrones, 6smosis, hormonas esteroideas, radicales libres de oxigeno, firmacos y
prostaglandinas, entre otros.

Ll estrés por calor es por mucho el mas eswudiado. La respuesta al estrés por calor (heat shock,
HS) fue descrita en 1962 por Ritossa como parte del estudio del efecto de las ternperaturas elevadas
sobre los cromosomas de la larva Drosaphila. Las proteinas sintetizadas durante el esirés por calor
(proteinas de heat-shock, HSPs), juegan un papel importanie en varios procesos celulares. Cuando
existe desdoblamiento de proteinas, como puede ocurrir por estrés caldrico o por exposicion a radicales

libres, Yas HSPs son inducidas y se unen a las proteinas dafiadas protegiéndolas del dafio'”

La respuesta de estrés en los parasitos.
Como parte de su ciclo de vide, muchos parasitos experimentan cambios drasticos en la

temperatura de su medio ambiente. Se ha propuesto que [a respuesta al estrés calérico juega un papel

fundamenial ¢n pardsitos durante ia invasion al hudsped. Se han detectado HSPs en varios parasiios (¢},
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Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium, Giardia y Schistosema) y hongos patdgenos (g). Histoplasma
y Candida). Los parasites se deben adapiar no solo al cambio de temperatura, sino a diferentes
condiciones oxido-reductoras, ausencia de nutrientes y hormonas, respuesta inmune, etct’.

La sintcesis de HSPs también es estimulada por radicales libres derivados cel oxigeno, generados
durante la defensa antiparasitaria. Las HSPs (principalmente HSP70) cstan cntre los antigenos mds
reconocidos por el sisterna inmune en varios pardsites. Por lo tanto ademas de ser importantes en la
interaccion huésped-parasito, las proteinas de estrés tienen importancia inmunolégica.

Entre los antigenos inmuncdominantes dc Schisrosoma mdnsori se encuchlran Uha cnzima
glutatién transferasa ' (GST). descendiente de la familia de las a-cristalinas, ¥ una HSP70'™® La GST
actia como enzima antioxidante, participando cu el estrés oxidativo ¥ en coatra del atague inmunc,
ademds de inhibir la peroxidacién lipidica. La HSP70 ha sido utilizada comeo candidato a vacuna en la
esquistosnmiasism. Estos anticuerpos también presentan reaccidn cruzada con las HSP70 de personas

infectadas con P. falciparum, Brugia malayi'y S. mansoni,

D. ESTRES OXIDATIVO
En los afios recientes se ha viste un crecimiento exponencial en el nimero de publicaciones

sobre mecanismos de defensa en contra del estrés oxidativo. Lo anterior es el resuitado del incretnento
en conocimiento del estrés oxidative per se, y del aislamiento de genes en parasitos los cuales codifican
para enzimas cuya principal funcién es detoxificar los productos intermediarios que resultan de la

reduccién de oxigeno molecular.

1. Especies reactivas de oxigeno.
Durante la respiracidn celular se producen en la célula varias especies reactivas de oxigeno,

como los radicales superdxido (02", el peroxido de hidrégeno (Hx02) v los radicales hidroxilo ("OH),
los cuales son altamente inestables y reactives. Estas especies reactivas de oxigeno reaccionan con fa
mayoria de las macromoléculas biclogicas, oxidande proteinas, peroxidando lipidos y modificando
bases del DNA. La degradacién de lpidos en las membranas, s una consecuencia primaria de la
generacion de oxidantes. La peroxidacion de lipidos causa destruccién de membranas bioldgicas y la
liberacién de compuesios dafiinos para otras moléculas™.

La reduccién de una moléeula de oxigeno a dos moléeulas de agua es la principa fuente de energia en
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ios sistemas biolégicos zerobios. Esta reduccion requiere 4 electrones™:

R 4H+—+2H20j

Si esos electrones son cedidos al oxigene uno a la vez, se generan una serie de productos

intermediarios. £l primero de ellos es el superdxido (027

L 05 +¢ =0y J

La reduccién del 2" por of segundo electron produce peréxide de hidedgene (HoOzx

0, + ¢ + 2H — H,0, q

Cuando el tereer clectron es cedido al perdxido, se forma ef radical hidroxilo ("OH ) y la primera

LH;O; +e +H =0l + H0 [

El "OH es un agente oxidante altamente reactivo con una vida media muy breve de 10 seg.

melécuia de agua (H;O):

Ademas, puede reaccionar con carbohidratos, proteinas o lipidos para producir radicales peroxilos™.

Finalmente, el cuarto electron reacciona con el hidroxile, produciendo 1a segunda molécula de Hy0:

! O+ e+ H -0 |

a, Superdxido
A diferencia de [a mayoria de las moléculas con electrones desapareados, ¢l superdxido es

sorprendentemente inerte. En sistemnas acuosos, su principal reaccion es consigo mismo, generando una

molécula de H>0» y una molécula de oxigeno, en una reaccién de dismutacion:

20y + 2H — H,0,+ 0, |
287 21

La tasa constante para ésta reaccian es aproximadamente 7-10 x10° M™'s™ a pH 7, por lo que la

. . . - Ce e . . L g 34
formacion del superdxido siempre es acompafiada con {a formacién significativa de perdxido™.

El superdxido puede reaccionar con ¢l radical hidroxilo formando oxigeno singuicte:

-~

G+ "OH = '0; + O




b. Perdxido
El perdxido ne posee electrones desaparcados y por lo tanto no es un radical libre. Fs un

oxidante estable que puede reaccionar con muchas moléculas bioldgicas. Se forma por la reduccion del
oxigene por dos electrones en presencia de protones, ¢ por la dismutacion del superdxido. Es lipofitico,
lo cual facilita su fransito a través de [as membranas lipidicas. Ya deniro de la célula puede reaccionar

con ciertos metales de transicion como el fierro (Ye) y el cobre (Cu ) para dar lngar a radicales libres

! 07 +Fe®* 5 0, + 7 I (a)

Fe*™ + Ha04 (0 ROOH) —» Fe’* + OH'l  (b) Reaccion Fenton

como el hidroxiio (b},

En esta reaccion ¢l metal es reducido por el superdxidoe (a) y después oxidado por el peréxida

(b). A este ciclo se le conoce como la reaccion Haber-Weiss (c):

0 +H.0; » OH +-0H + {c) Reaccion Haber-Weiss

El perdxido ¢s wilizade por células fagociticas para oxidar iones halidos (Br', CI') y dar lugar a
4cidos hipohatosos (gj. HOC), un grupo de compuestos muy reactivos que reaccionan con aminas para

producir halaminas (ej. NHCl), algunas incluse mdés reactivas que jos acidos hipohalosos.

En los organismos aerobios el estrés oxidative es un resultado inevitable pueste gue
continuamente se gencran especies reactivas de oxigeno a partir del metabolismo cefular. Para

contender con las especies reactivas de oxigeno, los organismos aerobios poseen enzimas antioxidantes,

2. Enzimas antioxidantes

a, Superdxido dismutasa.
Las superdwidn dismutasas, son una familiz de proteinas cuya funcidn es eliminar anjones

superdxido, catalizande su dismutacidn a perdxide de hidrégeno y oxigeno.

Existen cuatro formas penéticamente distintas de 80D que dificren ¢n el i6n del grupe prostético yo
localizacion celular. Las células eucariontas poseen una superéxido dismutasa cobre-zine (SOD-CuZn)
citoplasmica, una 30D-CuZn glicosilada ¥ una SOD-Mn mitocondrial. La mayoria de los procariontes

tienen dos SOD (SOD-Mn y SOD-Fe) que son similares ¢n su secuencia de aminoacidos y estiuctura.
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La expresidn de SOD-Mn es usualmenic indecible en célules procarionies v ewcatrionies. Bajo
condiciones de clevado estrés oxidativo, sus niveles se incrementan en el medio circundante®,

En mamiferos se han descrito tres isoenzimas®®

1) Una SOD-CuZn intracelular, fue descubierta en 1969 por McCord v Fridovich?’, se localiza
en citoplasma, ndcleo y un poco menos en peroxisomas de células de mamiferos, Los peroxisomas
Jjuegan un papel importante como depdsitos de superdxido producido en el citoplasma y nitcleo. La
SODCuZn contiene dos moléculas de Cu y Zn por proteina dimérica, cada subunidad pesa 16 kDa. Se
cncuentra en un amplio rangoe de organismos, incluyendo a los helmintos. La tasa de dismutacién por la
enzima es significativamente mayor a la reaccion espontinea (1.6 x10° M's™), aproximadamente 4
veces en orden de magnitud, y es activa en un rango de pH entee 5.3 - 9.5, Esto garuntize guc los
niveles de superoxido i vivo se aproximen a cero (107" M). Aunque la enzima produzca peréxido, este
es utilizado por la catalasa y glutatién peroxidasa’.

2) La segunda iscenzima, también contiene cobre y zine en su sitio activo, pero es extracelular.
Esta enzima, llamada EC-SOD sc¢ une a un dominie heparin cargade positivamentc que le permite
lecalizarse especificamente en la matriz extracelular de los tejidos. Es una molécula tetramérica con
subunidades monoméricas de 30 kDa.

3) La tercera isczima, una SOD-Mn, cs sintetizada en citoplasma y dirigida a la mitocondria por
un péptida sefial. En las mitocondras juega un papel critico como un antioxidante ya que remueve el

superoxido generade por la falta de electrones en la cadena respiratoria.

b. Catalasa
Esia enzima reduce el peréxide de hidrégeno a agua y oxigeno. La catalasa es una molécula

tetramérica compuesta de subunidades con peso aproximado de 60 kDa, cadz una conteniendo come
grupo prostético al Fe** (f'crritoporﬁrina}zs. La catalasa no es homogeénea en estructura y quizd presenta
conformacién vartable segin el ndmero de grupos sulfhidrilos libres (SH), grupos sidlicos, sus

caracteristicas de elusion y su punto isoeléctrico.

¢, Glutatién peroxidasa
La glutatidn peroxidasa (GSH-px) es un tetrdmero de 75-100 kDDa compuesto de subunidades

idénticas cada una con un dtomo de selenio unido covalentemente a la cisteina de su sitio activo. Es la
responsable de ta descomposicion de peroxides, incluyendo ¢l de hidrdgeno, utilizando glutatidn
reducide (GSH} como donador de hidrégencs. La cnzima se localiza en el citosol y er la matriz

mitocondrial y su actividad sc ha detectado en todos los tejidos de mamiferos estudiades. La cinética
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consiste en up cicle de tres rcacciones rédox las cuales actian sobre ¢l perdxido de hidrogeno. Su
especiticidad para el perdxido es menos sefectiva que la catalasa, pudiendo utilizar como substratos una
amplia gama de diferentes peroxidos, entre ellos el peréxido de hidrégeno. La enzima usa glutation
(GSH) como substrato que es reducido (GS3G) durante la conversion de H;0; a H;O. El glutatién
reducido (GSSG) es convertido otra vez a GSH por la enzima glutatién reductasa (GSH-red). El GSH
es considerado como una de las proteinas de menor tamafio de la célula. Como la catalasa, la glutation
peroxidasa es una enzima extremadamente eficiente, capaz de degradar 42,000 moléculas de 0, por
segundo a 0°C. GSH-px ha sido reportada en helmintos™, pero siempre en bajas concentraciones v al
igual que la catalasa, no ha podido aislarse o caracterizarse. Existen glutation peroxidasas dependientes
o independientes de selenio. La glutation-S-iransferasa (GST) pertenece al grupo carente de selenio; su

substrate preferido s con peroxidos organicos ¥ no es capaz de reaccionar con HyOs.

d. Peroxiredoxinas
Esta familia de proteinas con ¢lara actividad enzimdtica antjoxidante, fue descrita recienternente

por Chae ef ai”. A los integrantes de esta familia se les han dado varios nombres. La primera
peroxidoxina reportada fue la Tioredoxin peroxidasa (TPx) (antes ilamada antioxidante tiol-especifica,
TSA) de Saccharomyces cerevisioe cuya expresion es inducida especificamente bajo estrés oxidativo™.

Las peroxiredoxinas (Prx)} se encuentran en todo tipe de organismos. Varios genes de
peroxidoxinas en los procariontes se localizan muy proximos a genes codificadores de proteinas con
actividades rédox. En eucariontes se han encontrade también varias peroxidoxinas y al menos cinco se
han identificado en e} humano.

Las peroxidoxinas no estdn unidas a fones metdlicos. Su actividad anttoxidante sc debe en parte
a su habilidad para descomponer aiquil hidroperoxidos y H;0;, para asi prevenir la formacidn del
radical hidroxilo. Una cisteina (Cys47) altamente conservada estd invelucrada en el mecanismo
catzlitico de estas enzimas. Existen dos grupos de peroxidoxinas basados en Ia presencia de uvno o
ambos residuos de cisteinas correspondientes 2 Cys47 y Cys170. Las peroxidoxinas 2-cys contienen
ambos residuos conservados. nilcntras que los miembros del grupo l-cys pierden el residuo CysI7Q.
Ademis los grupos 1-cys v 2-cys difieren en la regién conservada alrededor de Cys47. Las TPx utilizan
a Iz Tioredoxina (Trx) como donador inmediato de hidrépenos derivados de NAD(PYH. Asi, el puente
disutfuro de la TPx es especificamente reducido por una Trx, aunque también puede ser reducida

(2unque de manera menos efectiva) pot un pequeiio grupo tiod,
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En eritiocitos las peroxidoxinas son lz segunda protelna selubie més abundante después de la
hemoglobina. Bn levaduras constituye el 0.7% de proteina soluble. Por lo que quiza tengan una funeion
fundamemntal v esencial cn Iz homeostasis oxidativa en los organismos vivos.

En parasitos protozoarntos v helmintos se han encontrado una amplia variedad de TPx, algunas
sott secretadas, lo que sugiere un papel defensivo ante el ataque del huésped. La primera TPx
identificada en helmintos cs la 2-cys de Fasciola hepatica™ . En Fasciola no se ha detectado catalasa v
existe muy poca actividad de GSH-px. En extractos de Ascaris suun se ha encontredo una Prx con 22.6
kDa de! tipo 2-cys'. En Dirofilavic immitis pesa 27 kDa v se localiza en extractos y productos de
secrecion/excrecién™. En Echinococcus grantilosus no sc ha encontrado catalesa ni GSH-Px; sin
embargo, en e} extracio de protoescalex existe actividad de Prx, su peso molecular es de 214 kDa y es

del tipo 2-cys™.

E. ESTRES OXjDATIVO, TAENIA Y OTROS HELMINTOS
L.a respuesta al gstrés oxidative en helmintos ha sido estudiada principalmente en nematodos.

Tanto en fos compattimentos intracelularcs como extracelulares s¢ encuentran varios compuesios
capaces de inactivar ¥ limpiar ¢l medio de oxidantes, También existen varias enzimas que pueden
acepiar el electron caracteristico de los radicales libres y realizar un papel protector. Los oxidantes son
producidos dentro de las mitocondrias, pero probablemente no se escapan al citosol y las enzimas
antioxidantes asociadas a la mitocondria tampoco estan involucradas en la defensa contra un atague
oxidativo mediado por el huésped. Por lo que las oxidasas, citocromo peroxidasas vy ofras enzimas
antioxidantes asociadas con la mitocondria de helmintos no serdn consideradas en este proyecto.

Se ha descrito la presencia de superéxido dismutasa en Dirofiloria immitis, Trichinelia
spiralis, Hymenolepis diminuta, Moniezia expansa™ y en el metacéstodo de T. taeniaeformis® . La SOD
del cisticerco de T. taeniaeformis pesa 64 kDa con subunidades de 16 kDa. Esta proteina se encontrd en
el fluido que rodea a Jos cisticercos en tejido hepatico, lo que sugiere que protege al parasite del ataque
del huéspedjs. En el cisticerco de 7 crassiceps s¢ ha encontrado actividad de SOD*. Existe un solo
reporte de que en la pared vesicufar del cisticerco de Echinococcus granulosus se detectd actividad de
SOD y GSTY.

Se han aislado y caracicrizado GST's de D. immins (47 kDa) y de Brugiu pahangi®, en la
Gitima especie se ha descrite una variedad de GSH-px que es scerctada (gp29)™. En of adulo de #/
dimimata se identificaron cuatro GST's diméricas con subunidades de 24 kDa™ mientras que en 3

. . N . ; . 45
expansa fue aislada una GSH-red dimdérica con subunidades de 63 kDa* Las larvas de £ gramidosus
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¥ T. taenigeformis (35 kDa) también poseen una GST, esta itltima especic también posce una GSH-red
(75 kDa)’®. Enel cisticerca de T solium se ha localizado una GST dimérica con subunidades de 26 kDa
¥ una GSH-px%.

En ¢l caso de las peroxidasas de helmin{os, poco se conoce sobre sus caracteristicas fisicoquimicas. T
taeniaeformis, §. mansori, {1 diminutg” y de M. expansa®’, tienen peroxidasa, pero en estas dos

Gltimas especies no ha sido purificada’.

Helmintos SOD Cat Glutatibn  Prx
Trichinella spiralis & GSH-px,
GST
Nippostrongylus ® @ GSHpx
brasiliensis
Nematospiroides dubius ® ® GSH-px
Onchocerca cervicalis 2 &  GSH-px
Onchocerca volvulus ® GST 172-cys
Dirofilaria immitis @ GSH-px,  l-cys
GST
Brugia malay( ® 2-cys
Ascaris syum @ @ 2-cys
Turbatrix aceti ® &  GSH-px
Laenorhabditis elegans ® 8 ® 2-cys
Fasciola hepatica ® GST 2-cvs
Schistosoma mansoni ® GSHpx, 2-tys
GST
Moniezia expansa @ GSH-red
Hymenolepis ditninuta ® GST
Echinococcus granulosus @ GST 2-Cys
Taenia taeniaeformis ® GST,
GSH-red
Taenia sofium GSH-px,
| G5T

F. LAS ESPECIES REACTIVAS DF OXIGENG Y LA REACCION INFLAMATORIA
Las enzimas antioxidantes y el papel de oxidantes en procesos fisioldgicos han recibido atencién

en varias reas de investigacidn incluyendo la reaccion inflamatoria. Ademas de la respuesia inmune
del buésped, se producen oxidantes por la radiacidn ionizante y ciertas drogas antiparasitarias®, Estas
especics reactivas de oxigeno {ROS) representan un poderoso mecanismo cfector en contra de los

pardsitos. En cl caso de los pardsilos protozoarios y helmintos, muestran tener al menos una de las
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8 superdxido dismutasa (SOD); catalasa (CAT); y ghutaticn

principales enzimas antioxidantes’
peroxidasa (GSH-px}. La SOD dismota el Qs a HaQ,, mientrags que la CAT, las GSH-px ¥y las
peroxiredoxines (Prx) deticnen las reacciones mniciales generadas por ROS; la segunda linea de defensa
va dirigida hacia la dstoxificacion de hidroperdxidoes vy la lleva a cabo [a GST.

Los parisitos tienen adaptaciones generales para evadir el sistema inmune del huésped. Entre las
estrategias de defensa utilizadas por helmintos ¢std la de inhabilitar las ROS del huésped al secretar o
expresar enzimas antioxidantes er su superficie. El papel principal de estas enzimas es el proteger la
superficie de las membranas contra la peroxidacian, y asi evitar que el rompimicnto celular lleve ala
mugerie de} parésito. Por ejernplo, la GST de S. mansoni aparentemente se encuentra localizada ¢n la
superficie del tegumento (es un candidato & vacuna), al igual que la GSH-px de B. pahangi que ademas
cs secretada y la SOD de O volvulus que también es secretada®™. La SOD de S mansoni® y T
taeniaeformis’ 7 es liberada en el medio de cultive, lo que hace suponer que también sucede in vive.

En el caso de la respuesta inflamatoria, eosindfilos v células fagociticas parecen ser las mas
importantes efectoras en la muette de parsitos helmintos™. Los fagocitos matan parasitos in vitro al
secretar proteinas toxicas ¢ por mecanisimos mediados por radicales libres, usualmente en combinacidn
con anticuerpos ¢ el complemento. Las fagocitos utilizan el estallido respiratorio liberando HyOn y Oy
A su vez, neutrdfilos y eosmnofilos secretan las enzimas mieloperoxidasas (MPO) y eosindfilo
peroxidasa (EPO), respectivamente. Estas enzimas se unen jonicamente a las superficies cargadas
negativamente dei helminto catalizando la reaccion del H;O; con lones haluros para generar acidos
hipchaluros que son ajtamente oxidantes.

Se ha observado que aunque log eosindfilos, neutréfilos, macréfagos y mastocitos se adhieren al
tegumento de los helmintos, estas células causan poco o ningun dafic a menos que su NAMeEre sea muy
grande’®, lo que no sc ha mostrado que suceda in vivo,

En ¢l caso de los céstodos se conoce muy poco acerca de su respuesta al estrés oxidativo y el
papel que ésta tiene en la relacién huésped-parasito y en contra de la respuesta inmune. 7aenia solium
&s un pardsito de! humano que vive en estrecho contacto con las células del sisteima inmune y que no ¢s
dafiado por el huésped. Es crucial el conocimiento de los mecanismos empleados por ¢l cisticerca que
le permiten evadir los efectos de la respuesta inmune del huésped. Se ha sugerido que un aspecto de la
defensa del pardsito es [a produccidon de enzimas que son capaces de responder o inactivar las

moléculas citoroxicas del hudsped. Entre tos candidatos de esta defensa estén tas enzimas antioxidantes.



11. OBJETIVO

Lt Caracterizar la respuesta del cisticerco de T. crassiceps al estrés producido por el H: O,

METAS!
1. Determinar la dosis letal de Hy0, sobre los cisticercos

2. Determinar efecto del estrés oxidativo sobre:
2.1. La sintesis de proteinas parasitaria
2.2, La viabilidad de los cisticercos

2.3. Lainfectividad en el modelo de ratéon

IIT. MATERIALES Y METODOS

A. CISTICERCGS

Se mantuvieron cisticercos de la cepa ORF de T. crassiceps™, en el laboratoric mediante
infecciones consecutivas intraperitoneales en ratones hembra de Ia cepa BALB/c AnN de 4-6 semanas
de edad; transcurridos 3 meses de infeccion se extrajeron los cisticercos lavando el peritoneo con
amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM pH 7.2 (PBS), suplementado con una solucién 1% de
antibidtico-antimicdtico (10,000 U penicilina, 10 mg estreptomicina y 25 ug anfotericina B / ml, Gibco
BRL). Los cisticercos fueron lavaron tres veces mas en PBS, selecciondndose larvas de tamafio (4-5

mm de didmetro) y aparicncia similar (vesicula traslicida sin gemaciones).

@ Se utilizd a Taema crassweps, cuyo adulto habita usnalmente ¢l intestine de zorros rojos en Europa y Norte
América. Los roedores se infectan con ¢l estado larvario (cisticereo} por ingestion de huevos provenientes de heces facales.
En ¢ roedor, los huevos se desariollan en cisticercos que se reproducen asexualmente por gemacidn. T, crassiceps ha sido
utilizada como un modelo expenimental para estudiar la cisticercosis ya que existe reactividad cruzada entre las larvas de 7.
solium v 7. crassiceps. Entre sus ventajas se encuendran: la facilidad para obtener grandes cantidades de la forma larvaria; su
no infectividad para ¢l hombre v ¢l hecho de que resulta mucho mas econdmico mantener un modelo an ratones que en
cerdos, Varias cepas de T crasviceps sc han aislado y mantenidoe en ¢l laboratario. La cepa ORF, que carcec de escolex, ha
sido la mas usada por su capacidad de muhiplicarse ripidamente ea la cavidad peritoneal del ratén.
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B. RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO
Se colocaron grupos de cinco cisticercos por pozo, en cajas de ¢ultivo Nungclon, con 1 ml del

medio RPMI 1640 (Gibco Laboratories), suplementado con: piruvato de sodio a una concentracion final
de 1 mM (Gibeo BRL); amincacidos no esehciales a una concentracidén final 0.1 mM {Gibco BRL); la
mezcla de antibidtico-antimicético deserita amriba; y segun el ensayo, en presencia o ausencia de 16 %
suero fetal bovine (FBS) (Gibco BRL). Los cisticercos s¢ incubaron en presencia de conceniraciones
crecientes de perdxido de hidrégeno (0.05 pm hasta 1 mM), a 37°C (3% CO,, humedad del 95%),
durante 4 hrs.

C. MARCAJE METABOLICO
Los cisticercos incubados en presencia o ausencia de perdxido de hidrégeno, en las condiciones

arriba mencionadas, fueron lavados dos veces, antes de ser nucvamente incubados en medio de cultive

al que se le habia agregado 40 pCi de L-{°8}-metionina (>1000 Ci/mmo), Amersham), durante 4 brs.

L. ELECTROFORES!IS EN GELES DE POLIACRILAMIDA CON SDS
Al terminar las incubacioncs en presencia ¢ ausencia de perdxido de hidrogeno, con o sin

marcaje metabolico, se cosecharon los cisticercos de las cajas de cultivo y se colocaron en tubos
Ependorff con 200 pl de la solucién de muestra para geles de poliacrilamida con SDS (dodecil sulfato
de sodio} (8DS-PAGE). Los extractos crudos se obtuvieron por sonicacidn de los cisticercos (2
periodos de 2¢ seg a 75 watts con pausas de 20 seg, a 4 °C, en un sonicador de vastago modelo 185,
Branson). Para la electroforesis, los extractos crudos se hirvieron a 95 °C por 53-10 min. Se mantuvieron
en hielo hasta su aplicacion al gel. Los geles discontinuos de poliacrilamida se prepararon de acuerdo al
método descrito por Lacmmli®', con SDS al 10%, en camaras de electroforesis de Hoeffer. El gel
concentrador se prepard al 5% de acrilamida (Tris 0.5 M, pH 6.8}, mientras que el separador (Tris 1.3
M, pH 8.8) se preparé al 10-12 %. Al terminar la corrida, la visualizacién de las bandas proteicas en los
geles de extractos crudos fue con azul britlante de Coomassie R-250.

En el caso de las muestras provenientes de experimentos de marcaje metabolico, los geles se
trataron para fluorografia™ con una solucién de PPO (2, 5-Difeniloxazol, ICN) al 22% en DMSO
(Dimetil sulfoxido, Rescarch Organics) y se secaron at vaclo en una secadora Bio-Rad. La

autorradiografia se obtuvo al cxponer una pelicuia fotografica Kodak X-Omat, durante 1-13 dias.



E. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD E INFECTIVIDAD DE LOS CISTICERCOS
Durante las exposiciones a perdxide de hidrégeno, la viabilidad de los cisticercos fue

inicialmente monitoreada evalvando la movilidad de las larvas al microscopio estersoscopico.
Alternativamente, transcurridas las 4 hrs del experimento, se determind la viabilidad por el ensayo
enzimitico de MTT? (3-(4, S-dimetiltiazel 2-il) 2, 5- bromwro de difeniltetrazolio; SIGMA} haciendo
algunas modificaciones al propucsto por Comley™. Los cisticercos sc lavan 3 veces con PBS 1x, se
incuban a 37 °C (5% CO», humedad del 95%) durante 90 min en una solucién de MTT (0.5 mg/ml) en
PBS 1x. Posteriormente se enjuagan 2 veees en PBS 1x. El formazan formado se disuelve en 800 mi de
DMSQ, en agitacidn constante durante | hr a temperatura ambiente. La absorbancia de la solucitn del
formazan se determina 2 570 nm. Brevemente, este método se basa en la reduccion del MTT, un
compuesto amnarillo soluble en agua, que al ser reducido por deshidrogenasas da lugar & una sal
denominada formazan, que a su vez es hidrofébico y de color azul. La conversién solo se da en céhulas
vivas, de esta manera, la actividad enzimatica puede ser correlacionada con la viabilidad del cisticerco.
El formazin puede ser solubilizado en DMSO, permitiendo su cuantificacién en el espectrofotémetro a
570 nm.

La infectividad de los cisticercos se evalud por la capacidad de reproduccién de los grupos
expenmentales, transcurridas las 4 hrs de exposicién al perdxido de hidrégeno, en la cavidad peritoneal

del ratén. Después de 40 dias de infeccion se realizd el sacrificio del raton y conteo de cisticercos.

F. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA EN PAPEL DE NITROCELULODSA
Para la identificacion de algunas proteinas en los extractos crudos se corrieron geles de SDS-

PAGE (ver amiba). Posteriormente, las proteinas en el gel se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa®. Para la transferencia se utilizé un buffer de 20 mM Tris, 150 mM glicina y metanol al
20%, pH 8.3. El papel de nitrocelulosa se reveld con rojo de Panceau al 0.1% durante 5 min ¥ luego se

enjuagd con agua destilada para comprobar la transferencia de proteinas.

PEl MTT es una sal (etrazolio soluble en agua. Se utifiza para medir viabilidad, proliferacién o citotoxicidad en
células y orgenismos. Las células son incubadas con el MTT y accede hasta las enzimas (deshidrogenasas) de la cadena
respirataria, las cuales reducen el MTT a su sal formazan, dande como resultado un producto insoluble. Después de la
solubilizacidn, se cvantifica cl producio azul y sc¢ putde estimar la viabilidad y la actividad metabolica, las cuales se
comelacionan con ¢l crecimuento celular
La principal ventaja del método de MTT sobre los métodos de prahiferacién sor que ne se mangja radicactividad, ficil
aplicacién y andlisis a través cel espeeirofotémetro. Una desventaja que presenta ¢s que poblaciones heterogéneas de céiulas
son dificies de analizar debido 3 la variabilidad considerable en regucir ¢f MTT (tamafo varable y actividad metabolica).
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Los pesos moleculares se marcan, se procesa la membrana completa. La membrana se bloqued
con leche descremada (Nestlé Omega) al 3% en PBS 1x. A esta solucién bloqueadora se ke agregé el
primer anticuerpo a distintas diluciones y se incuba durante toda una noche a 4°C en agitacion.
Posteriormente se lavo en repetidas ocasiones con Tween 0.05% en PBS. El segundo anticuerpo se
agrego también en solucidn blogueadora y se dejé incubar durante una hora en agitacién. La membrana
se enjuagd tres veces en Tween al 0.05% en PBS y posteriormente en PBS. Finalmente, se revelod con
una solucién de diaminobenzidina al 10% en PBS y perdxido de-hidrégeno al 3%. La reaccion se
detuvo agregando agua destilada cuando fas bandas se ven nitidas. Como primer anticuerpo se utilizd
uno de conejo anti-albamina bovina {(SIGMA B7276) en una dilucién F:300. Como segundo anticuerpo
se utiliz6 anticuerpos anti IgG de conejo (H+L) dilucién 1:1000 acoplados a peroxidasa (ZYMED 62—
6120).

G. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
La concentracion de proteina en las muestras se determiné por ¢l método de Bradford™ utilizando un

kit comercial (Bio-Rad Protein Assay). Para elaborar una curva patron se utilizé una solucion estandar
de alblmina bovina a una concentracién de I mg/ml. Las muestras se leyeron en el espectrofotdmetro a

una densidad dptica de 595 nm.
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I'V. RESULTADOS

DARNC A LOS CISTICERCOS POR PERGXIDO DE HIDROGENO
Para determinar ¢l efecto del perdxide de hidrdgeno en cisticercos de Taenia crassiceps

inicialmente se incubaron las larvas ¢n presencia de diferentes concentraciones de HyOa (0.2-1 mM),
durante 4 y 12 hrs a 37 *C, Esta serie de conceniraciones y tiempos de exposicion fueron scleccionados

con base a la informacion publicada para otros helmintos. incluyendo a Schistosoma mansoni. La
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movilidad de los cisticercos observada al microscopio estercoscépico al final de las incubaciones, fue
continua en €l grupo control (en ausencia de H;O;), mientras que en los grupoes expuestos a H;O,
durante 4 y 12 hrs, no se observd movimiento alguno. El analisis de los extractos crudos en geles de
SDS-PAGE, mostré una disminucion considerable en la complejidad del patrén proteico de los
cisticercos expuestos a todas las concentraciones de H>0a, sugiriendo que el perdxido les produce dafio.
Solo una banda de aproximadamente 66 kDa mostré un incremento notable en todos los grupos de

cisticercos expuestos al Hy O, (F16. 1),

EXPRESIGN DE PROTEINAS
Mediante experimentos de marcaje metabdlico se analizé el patron de sintesis de proteinas,

adicionando L-{*° S)-metionina al medio de cultivo e incubandoe los cisticercos en presencia y ausencia
de H:0z {grupo de control), duranie 4 hrs. La autorradiografia del gel de SDS-PAGE en el que se
corrieron los extractos crudos de cisticerces, mosted que no habia ocurrido ninguna incorporacién del
isétopo en las proteinas de los cisticercos expuestos a H,0; (resultados no mostrados). En contraste con
el grupo control cuyas proteinas se marcaron ampliamente, incluyendo bandas con pesos molecuiares
aparentes de entre 14 hasta 200 kDa. Lo anterior mostrd que ain la concentracion mas baja de HyOz
(200 uM), produce un dafio grave en las capacidades biosintéticas de los cisticercos.

Para averiguar si una respuesta al estrés podia ser observada en concentraciones menores de
peréxido, se disminuyd casi dos érdenes de magnitud su concentracion hasta una minima de G.05 pM,
manteniéndose las 4 hrs de exposicién. Como lo muestra el gel en la FIGURA 2-4, ¢l patrdn proteico en
los extractos crudos de cisticercos expuestos a concentraciones entre 0.05 hasta ipM de HxOs, era
similar al de los cisticercos contral. Concentraciones mayores produieron una reduccion gradual en la
complejidad del patrén proteico. En Ia misma figura también s aprecia que a partir de 2 pM aparece
incrementada la proteina de 66 kDa mencionada anteriormente, El andlisis del marcaje metabdlico en
las mismas concentraciones de HaOs, mosird que la sintesis de proteinas se abate por completo cuando
los cisticercos son incubados en presencia de concentraciones mayores o iguales a 2 pM de Ha02 (F16.
2-E). Por lo tanto, el incremento de la proteina de 66 kDa coincide con la pérdida de sintesis proteica.

Se definié con mayor precisién la concentracién de HaOz en la cual se induce ¢l incremento de
la proteina de 66 kDa, explorando en detalle el rango entre 1 y 2 uM. El anélisis de los geles de SDS§-
PAGE de los extractos mostré que el patrdn proteico de los grupos experimentales es muy similar al

control hasta la concentracién de 1.4 pM (F1G. 3-A). En concordancia con lo observado en ¢l
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experimento anterior, las concentraciones mayores mostraron incrementada la proteina de 66 kDa v
disminuidas algunas protefnas de pesos moleculares bajos.

La banda dc¢ 60 kDa incremento su grosor conforme se incrementd la concentracién del H,O»
por arriba de 1.6 pM, coincidiendo nucvamente con la pérdida de la capacidad del cisticerco para
incorporar metionina radioactiva (F1G. 3-B). Similarmente, la movilidad observada de los cisticercos
era nwa a partir de los 3@ min de exposicién a concentraciones mayores a 1.6 pM de HzO2. Ambos
resultados sugirieron fuertemente que la aparicion de la banda de 66 kDa coincidia con un dafio grave
de los cisticercos, manifestada como la detencién de su capacidad biosintética. Adicionalmente, puesto
que la banda de 66 kDa coincide con el peso molecular de la albimina, que es la proteina més
abundante del suero bovino feial presente en el medio de cultivo, era posible que su aparicion se
debiera al dafio producide por el HyO;.

Se reslizaron experimentos de exposicién al H20; en ausencia de suero bovine fetal. Come lo
muestra la FIGURA 4, el patron proteico cs muy similar en todos los carriles, sin embargo, aunque a
partir de 1.6 pM desaparccen la(s) proteina(s) de bajo peso molecular, igual que en el experimento en
presencia de suero bovino fetal, no se observd Ia aparicion de la proteina de 66 kDa. Para comprobar la
identidad de ia proteina de 66 kDa, se realizé una IET de los extractos de ¢isticercos expuestos 2 Hy0;
¢n presencia de suero bovino fetal, usando anticuerpos anti-albiimina sérica bovina, resultando la
reaccidn positiva (FIG. 5). De esta manera, se demostré que la aparicion de 12 banda de 66 kDa se debe

a filtracién de albtimina 2 través de la pared vesicular de los cisticercos dafiados por el HyO;.

Para determinar si la permeabilidad de la pared vesicular de los cisticercos expuestos a HyOo,
correlacionaba con la muerte del pardsito, se emplearon dos procedimientos para evaluar el dafio de Jos
cisticercos al final de la exposicién. Por un lado se utilizé el método enzimatico del MTT para medir

viabilidad celular y por el otro se realizé un ensayo de infectividad en ratones.

ENSAYO DE VIABILIDAD
El MTT es un reactivo ampliamente utilizado para medir la actividad metabdlica celular. Al

igual que otras sales teirazolic, al reducirse por actividad de deshidrogenasas celulares, se forma un
precipitado de color azul que puede ser cuantificado fotométricamente después de solubilizar los
cristales en solventes orgdnicos.

Grupos de cisticercos fucron expuestos durante 4 hrs a concentraciones entre 0.2 y 200 pM de

H30Q;. Después de la exposicidn, algunos cisticercos fueron utilizados en ensayos de VIABILIDAD por ¢l
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método del MTT, mientras que otros fueron inyectados intraperitonealmente a ratones hembras de seis
semanas, BALB/c AnN, caracterizados como aliamente susceptibles a la infeccidn por cisticercos de T.
crassiceps. Come lo muestra la FIGURA 64, los cisticercos expuestos a concentraciones menores a |4
uM mostraron una absorbancia semcjante a los contreles sin peréxido {es decir, actividad enzimaitica
similar), , mientras que los cisticercos expuestos a concentraciones mayores a 1.4 M mostraron un

decaimicnto considerable de la absorbancia

ENSAYO DE INFECTIVIDAD
El ensayo de INFECTIVIDAD (FIG. 6b} se realizéd en grupos de cinco ratones contando el

numero de cisticercos en [a cavidad peritoneal transeurridos 4€ dias del reto con los cisticercos. En los
ratones infectados con cisticercos sin exponer al perdxido (C+), el promedio de cisticercos encontrados
fue simflar a los ratones infectados con cisticercos expuestos a 0.2 M de HyO; (400 en promedio). En
contraste, los ratones retados con cisticercos expuesios a 0.6 pM de H2O; mostraron alrededor de un
tarcio del nimero de larvas, no existiendo infeccidn en uno de os ratones. De los cinco ratones retados
con cisticercos expuestos a 1uM de H,04, solamente uno mostro infeceién con tres cisticercoes, lo cual

ne ¢s estadisticamente significativo. En concentraciones mayores a | uM de HzQ; no hubo infeccidn.
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FIG 6. Grificas de viabilidad(a) e infectividad(b}. Transcurridas las 4 hrs de la incubacién, se realizaron los
ensayos. En 2 se grafica en las ordenadas las absorbancias obtenidas en cada grupo experimental, leidas a 570
nm. En b se grafica en las ordenadas el nimaro de cisticercos obternidos de Ia cavidad peritoneal de los ratones
transcurridos 46 dias de infeccidn. C+ cs el grupo control positive (cisticercos incubados sin HaOa), C- es ¢l
grupe conirol negativo {cisticercos expuestos a 200 pM) Las concentraciones estin en micromolar de HaO..
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FIG 1. Efecto del peréxido de hidrégeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in
vitro durante 4 v 12 hrs. Se muestran geles de SDS-PAGE al 10% con muestras de
extractos erudos de cisticercos; ¢l primer carril (C) son cisticercos incubados sélo con el
medio de cultivo, los siguientes carriles son cisticercos incubados en presencia de
concentraciones crecientes de 4.0,
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FIG 2. Efecto del peréxido de hidrégeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in vitro
durante 4 hrs. El gel de SDS-PAGE (A) y su autorradiografia (B) muestran extractos crudos de
cisticercos expuestos a concentraciones crecientes de H.O»; el primer carril (C, grupo control) son
cisticercos incubados sélo con el medio de cultivo.
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FIG 3. Efecto del peréxido de hidrogeno sobre cisticercos de T. crassiceps mantenidos in vitro
durante 4 hrs, El gel de SDS-PAGE (A) y su autorradiografia (IB) muestran extractos crudos de
cisticercos expuestos a concentraciones crecientes de H.O»; el primer carril (C, grupo control)
son cisticercos incubados sélo can el medio de cultivo. Las flechas indican la concentracion en
que induce la fuga de la albtimina del medio de cultivo {ver texto).
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FIG 4. Efecto del H,O. sobre cisticercos de 7T.
crassiceps mantenidos in vitro durante 4 hrs en
medio sin FBS. El gel SDS-PAGE muestra
extractos crudos de cisticercos de expuestos a
conceniraciones crecientes del oxidante; el
grupo contro] (C) son cisticercos incubados sdlo
en el medio de cultivo.
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FIG 5. Presencia de albtimina en
cisticercos de T. crassiceps. Los
cisticercos se ncubaron en medio RPMI
con FBS 10% a diferentes
concentraciones micromolares de H,0,
durante 4 hrs; posteriormente, se realizd
una IET del extracto crudo con



V. DISCUSION

La actividad de los fagocitos cn contra de los pardsitos, incluyendo a los eosindfilos y
neutrdfilos, se basa al menos parciaimente en mecanismos generadores de ROS, Los fagocites liberan
varios fipos de moléculas citotdxicas v de enzimas sobre la superficie de las larvas de helmintos, que
pucden ocasioniar su muerte v desintegracion. El perdxido de hidrégeno estd involuerado ¢n la muerte
de las larvas de helmintos mediada por ecsindfilos in vitro, por ejemplo, en el caso del Schistosoma
mansoni, de Trichinella spivalis y de Fasciola hepatica. La reaccidén inflamatoria que se da alrededor
de los cisticercos en ei musculo dej cerdo, muestra varios tipos celulares incluyendo a los cosindfilos y
a los macrdfagos™. Sin embargo, atin se desconoce ¢l papel de los fagocitos en contra de os cisticercos,
pero se ha sugerido que los cisticercos en ios tejidos del huésped intermediario pusden ser sometidos a
etapas de cstrés oxidativo.

Anptes de realizar el primer experimento, se hizo una bisqueda en la literatura para investigar las
conceniraciones de HxOp que toleran otros helmintos. BEn Brugia malayi sc ha reportado que la
microfilaria resiste concentraciones entre 50 y 100 pM de HzOo, v el adulto hasta 200 uM durante una
hora®. A su vez, las microfilarias de Onchocerca cervicalis son lctalmente dadadas por
concentraciones de 10 uM de M0, durante 4 hrs, asi como por 100 pM en la mitad del tiempo
anterior™”. En el caso del S mansoni, se requieren concentraciones mayores a 500 uM de H20; durante
18 hrs para matar a todos los estadios del parésito, mientras que las esquistosdrmulas de 4 semanas de
edad resisten 125 uM de H,O; durante 18 hrs, aunque a las de 2 semanas mueren>”. Finalmente, los
protoescolices del céstodo Echinococcus granulosus resisten hasta 20 uM de H20; durante | he®®,

De esta manera en el primer ensayo se probaron concentraciones entre 0.2 y | mM de HzO;
durante 4 hrs, encontrdndose que los cisticercos morian alin a la conceniracién menor. El dario
producide por el perdxido es observable por la ausencia de sintesis proteica (autorradiografia no
mostrada), por ia ligera degradacién del patrdn proteico en los geles asi como por la inmovilidad. La
pérdida de movilidad ¢s otro pardmetro utilizado para determinar viabilidad en algunas filarias y en T,
Crassi cepsé L

Se explord el efecto de Hy0: en concentraciones de entre 0.05 uM y 5 uM de H,(, resultando
que la concentracidn de 2 ubM cs letal para los cisticercos transcurridas las 4 s de incubacién. Esto

sugiere que los cisticercos de T crassiceps son mds susceptibles al peréxido de hidrogeno que las
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microfilarias 3¢ B. malayi v de O. cervigalis, que los esquistosdmulas de 4 semanas de edad, y que los
protoescolices de £ granulosus. Parecen ser igualtente susceptibles a las microfilarias de Dirofilaria
immitis®?, Se ha repurtado que 1 x10° macrofagos v que 3 xt0° neutrofilos estimulados in vitro
producen hasta ImM y 12uM de H;O, respectivamente®® ™, Sin embargo, es dificil establecer las
concentraciones de HxO; que sc alcanzan in vive,

En £ granulosus, los protoescolices parecen jugar un papel protector en conira de la oxidacion
por HyO; mediada per una peroxiredoxina, ya que no muestran actividad detectable de catalasa o
glutatién peroxidasa. Puesto que la cepa ORF utifizada en este proyecto carece de escolex es posibie
que }a susceptibilidad incrementada al H20,, en comparacion a £ gramidosus, se deba a la ausencia de
este Organo. Sin embargo, algunos experimentos preliminarcs utitizando la cepz ITYG {si tiene
escolex), no muestran diferencias significativas en su susceptibilidad al H;O4.

Como s¢ menciond en los resultados, la presencia de alblimina en el extracto crudo de
cisticercos es indicador de dafio a la pared vesicular producido por ¢l oxidante. Se han identificado
proteinas def huésped en ef fluido vesicular de las larvas de céstodos® 1o que indica que son capaces de
tomarlas de su entorno. También, in vitro, los cisticercos internalizan proteinas del medio como la
albamina e inmunoglobulinas®®; sin ecmbargo, no se ha observade degradacion de Ia albimina en el
cisticerco.

Una de las propiedades de la alblimina es la de antioxidante®™*®

. Es posible que Ia presencia de
esta proteina en los tejidos del cisticerco de T. crassiceps incubados er concentraciones menores a 1.6
uM de HO,, tenga un efecto protector, sin embargo, la filtracidn de albimina al interior del cisticerco
sin duda es un indicador de dafio de la pared vesicular. Se ha propuesto que el mecanismo por ef cual el
H,0; produce dafio membranal es la lipoperoxidacidn. Las membranas peroxidadas se vuelven mas
rigidas y pierden su integridad. afectando los compartimentos subcelutares, por lo que se vuelve vital
para Ia célula viva eluminar los hidroperdxides. Es clare que en e caso de los cisticereos ni la entrada
de Ia albtimina del medio de cultivo ni otros mecanismos protectores bastan para evitar el dafio a la
pared vesicular.

Alpunos helmintos muestran actividades considerables de enzimas antioxidantes {catalasa,
peroxidasa, peroxiredoxinas, glutatidn peroxidasa) durante el esirés por HaOs.

El primer mecanismo cfector contra fos perdxidos orgdnices es el sistema enzimdtico del
glutatién. Se ha repertado glutatién reductasa cn Moniezia expansa y el metacéstodo T.

s4*% v GST cn el adulto de Hymenolepis diminuta™ y tas Yarvas de E. granulosus®, T,

: . - A6 34
soliumy T taeniaeformis™®>

taeniaeformi
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Existe otro sistema generalizado de proteceidn conocido como HSP, que también actia durante
el estrés oxidativo, aunque la informacién referente a los helmintos es escasa. Por ejemplo, las larvas de
7. spiralis a las 2 hrs de exposicion a 20 uM de H20y expresan HSP60 y HSP90%. Los cisticercos de T,
crassiceps no producen HSP en respuesta al estrés oxidativo, en contraste con una clara respuesta al
estrés caldrico recientemente deserita para T. solium v T. crassiceps, inchayendo la expresion de HSP6O
y HSP70™,

La extrema susceptibilidad de los cisticercos de 7 crassiceps a la exposicion al petdxido
pareciera indicar una ausencia de catalasas y peroxidasas en los tejidos. Sin embarge, la reciente
clonacién de GST a partir de una biblioteca de T’ sofium sugiere que pudieran poseer las enzimas del
sistema de glutatién. Por ende, se requieren ensayos mds detallados para definir ¢l potencial protector
en contra del estrés oxidativo, gue de cualquier modo parece muy reducido.

Es dificil determinar si los cisticerces estan vivos o muertos valorando solo la movilidad o la
disminucién gradual en la sintesis proteica. Existen varios emsayos de viabilidad que han sido
empicados en helmintos, que generalmente utilizan principios colorimétricos, incorporaciéon de
radioisdtopos ¢ enzimas. En el caso de las filarias, sc ha sugenido que para determinar su viabilidad se
deben emplear métodos bioquimicos junto con los histolégicos™. De este modo se ha determinado la
susceptibilidad al H20; en las microfilarias de B. malayi y O, linealis "', En la larva del equinococo se
utiliza la pérdida de turgencia comto una valoracién de la pérdida de viabilidad y en £ multilocularis se
ha ensayado también el método de MTT'? con resultados positives. Para definir la viabilidad de
cisticercos de 7. solium lo mas confiable que se ha utilizado es la evaginacion del cisticerco™.

Puesto que la cepa de T crassiceps utilizada en estec proyecto carece de escolex no se pudo
realizar el Gltimo método por lo que se recwrrié al método enzimdtico del MTT. Los ensayos de
infectividad realizados por inoculacion intraperitoreal de los cisticercos en ratones muestran que su
confiabilidad es parcial, ya que la correlacion entre el ensayo de infectividad y el método enzimético es
baja. Sin embargo, ¢l método enzimdtico permitié identificar la concentracién en lz cual el cisticerco

sufre dafic en su maguinaria biosintética.



V1. CONCLUSIONES

4t El disticerco de T crassiceps tolera concentraciones de hasta 1.4 pM de HoO» durante 4 hrs
de exposicién, y por lo tanto es menos tolerante al HyO» que el metacéstodo de Fehinococcus
granulosus.,

$x El cisticerco no es infectivo cuando se expone a concentraciones mayores o iguales a I uM de
0.

¥x En los cisticercos de T7 crassiceps, existe poca correlacién entre el ensayo enzimdtico de
viabilidad y la infectividad. Esto puedc deberse al hecho de que el método del MTT determina
viabilidad celular, ¥ su extrapelacién a un sisterna multicelular no necesariamente permite determinar la
viabilidad del organisme completo.

3t Los resultados mostrados en este proyecto, muestran que los cisticercos de 7. crassiceps

carecen de alguna magquinaria proteica en defensa o proteccion al HyO,.
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