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RESUMEN

Se ha demostrado la existencia de diferente metabolismo energético en mitocondrias de
algunos helmintos parasitos. El metabolismo aerobio o anaerobio obedece al estadio en que se
encuentre el parasito y se ve reflejado en la estructura mitocondrial la cual depende en gran

. medida del tipo celular, la localizacion y la disponibilidad de los sustratos a metabolizar como el
oxfgeno. El cestodo Taenia crassiceps en el estadio de cisticerco es un parasito de roedores,

~‘mientras que la forma adulta habita en el intestino de canidos. Los estudios histolégicos y
bidqulmlcos han mostrado que el cisticerco tiene una gran cantidad de mitocondrias y presenta un
metabolismo energético activo; asl mismo, se han identificado las enzimas y complejos proteicos
necesarios para llevar a cabo tanto la via metabélica aerobia como la anaerobia. Por otra parte,
en micrografias electronicas de cortes del cisticerco se observa que el tegumento y el
parénquima o carcass poseen diferentes tipos mitocondriales, que sugieren por su morfologia la
existencia de diferente metabolismo. En el presente trabajo se obtuvieron las mitocondrias del
tegumento y dos poblaciones de mitocondrias del parénquima, se realizo la caracterizacion parcial
de la actividad de enzimas marcadoras del metabolismo aerobio y anaerobio, tales como
succinato deshidrogenasa y fumarato reductasa; se determind la concentracién de diferentes tipos
de citocromos.

Los resultados muestran una ligera diferencia en la actividad especifica de la succinato
deshidrogenasa entre las mitocondrias del tegumento y las del parénquima, por otro lado no
existe una diferencia significativa en la actividad de esta enzima entre las poblaciones
mitocondriales del parénquima. Ademas, la concentracién de citocromo b es ligeramente mayor
en las mitocondrias del parénquima que en el tegumento, lo que es indicativo de la presencia de
metabolismo anaerobio. Ambos tipos mitocondriales presentan las enzimas para llevar a cabo
tanto metabolismo aerobio y anaerobio, sin embargo, hay una diferencia en la actividad aerobia
entre estos dos tipos de mitocondrias debido a su localizacion por lo que poseen diferente

disposicién al oxigeno.




ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

ADP Adenosina difosfato

AM Amortiguador mitocondrial

ATP Adenosin trifosfato

CR Control respiratorio (Edo. 3/Edo. 4)

DCPIP 2-6-Diclorofenolindofenol

FAD Flavina adenina dinucleotido oxidado

FADH, Flavina adenina dinucleotido reducido

FEPC Fosfoenolpiruvato carboxicinasa

FR Fumarato reductasa

MP Mitocondrias del parénquima

MFD Mitocondrias de la fraccion densa del paréngquima
" MFL Mitocondrias de la fraccion ligera del parénquima

MHR Mitocondrias de higado de rata

MT Mitocondrias del tegumento

NAD* Nicotinamida adenina dinucledtido oxidado

NADH Nicotinamida adenina dinucledtido reducido

PBS Amortiguador fosfato - salina

PMS Metasulfato de fenazina

PMSF Fenil-metil-sulfonil-fluoruro

SDH Succinato deshidrogenasa




INTRODUCCION

Los helmintos parasitan a 4500 millones de habitantes en el mundo y estan agrupados en
las clases Trematoda y Cestoda, asl como en el phylum Nematoda. Estos organismos, aunque
presentan estadios de vida libre a lo largo de su desarrolio, se han adaptado a la vida parasitaria;
en particular los céstodos son los mas especializados en este tipo de relacion y son
exclusivamente parasitos del intestino de vertebrados en su fase adulta (Cheng, 1986).

Los estudios parasitolégicos sobre los helmintos se han orientado hacia distintos aspectos:
taxonomia, ecologia, evolucion e inmunologia, sin embargo, en las Oltimas dos décadas, la
bioquimica del metabolismo ha adquirido una gran importancia para la comprensién de la relacion
huésped-parasito. La investigacion sobre los procesos metabdlicos y bioenergéticos de los
helmintos parasitos se ha enfocado en encontrar diferencias metabolicas entre el huésped y el
parasito, a fin de emplearlas como blancos terapéuticos para desarrollar nuevos farmacos.

Los helmintos presentan ciclos de vida complejos en los que alternan estadios de vida
libre y estadios parasitarios, por lo que a lo largo de su vida se encuentra en diferentes ambientes
a los cuales tienen que adaptarse modificando su metabolismo energético para asegurar su
sobrevivencia. Los resultados de algunas investigaciones muestran que estos organismos han
explotado una amplia variedad de sistemas metabdlicos en su adaptacion a habitats peculiares
tanto fuera como dentro del huésped. Se conoce bien que helmintos parasitos como Ascaris
suum, Hymenolepis diminuta y Schistosoma mansoni, presentan un alto potencial de cambio
metabdlico que asegura las transiciones del estadio de huevo a larva y de larva a adulto; éstos
son claros ejemplos de alternancia del proceso metabdlico aerobio-anaerobio (Bryant, 1993 y

' Tiélens, 1998).
L : - Entre los factores que promueven y afectan dichos cambios en el sistema metabdlico de
“los helmlntos se encuentran el pH, la temperatura, la humedad, los nutrientes, presién parcial de

: 1« CO, y principalmente ia del oxigeno (Tielens, 2002). Este uitimo en particular lo obtienen por

difusidn a través de la cuticula o tegumento (Tielens, 1994), ya que no poseen un sistema
. ‘circLllaforio, ni se han identificado proteinas transportadoras de oxigeno. La difusion del gas

" genera un gradiente en el cual los tejidos externos se encuentran en un medio mas oxigenado, lo
'que favorece la actividad aerobia, mientras que los tejidos internos se encuentran en un medio
menos oxigenado o microaerofilico, limitando dicha actividad (del Arenal, et al., 1998).

w



Mitocondrias: relacion estructura-funcion

Las mitocondrias desempeidian un papel central en los fendmenos energéticos de la célula,
estan encargadas de procesos como la extraccion de energia de los sustratos quimicos, la
oxidacion, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa. EI numero y localizacion intracelular de las
mitocondrias varia segun la naturaleza de la célula, por ejemplo, en una célula hepatica existen
entre 500 y 1000 mitocondrias distribuidas homogéneamente; en células musculares existe un
mayor nimero y se encuentran asociadas a los filamentos contractiles reflejando los elevados
requerimientos de energia; finalmente un arreglo caracteristico y nimero fijo de 16 mitocondrias
se observa en el cuello de las células espermaticas (Alberts, et al,1994).

Palade (1953), Green (1958) y Green y Oda. (1961) y Herold (1965), observaron
variaciones en el tamaio, la forma y la organizacion de las crestas de las mitocondrias y
concluyeron que hay diferencias en la fisiologla y bioquimica de estos organelos de un tipo celular
a otro y que la composicion y organizacion de las crestas son la clave de las funciones del
organelo. Palade (1953) y Lehninger (1965) propusieron que el ensamble de complejos
enzimaticos el cual media el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa, estan
Intimamente asociadas con la estructura de la membrana interna, ya que permite el acomodo de
dichos complejos, el flujo de electrones y el funcionamiento de la ATPsintasa, de esta forma la
arquitectura de las crestas permite que se efectien las interacciones sucesivas de la cadena
respiratoria, mientras que la abundancia de las mismas incrementa la superficie disponibie para
realizar las distintas reacciones, por lo que a mayor numero de crestas, mayor actividad
mitocondrial.

Ha sido factible observar diferencias en la actividad respiratoria de las mitocondrias
dependlendo de su localizacion, cantidad y disposicién en un tejido u organismo (Alberts, et
Val 1994; Smith y Peters 1980), asi como de los requerimientos celulares y la disponibilidad de

o oxlgeno (Lehmnger. 1971; Tielens, 1994; Green, 1958; Takamiya, et al., 1993; Komuniecki, et al.,

993 Y. Ross y Tielens, 1994). Por otra parte se ha observado que las mitocondrias, dependiendo
‘de la concentracnén de los sustratos pueden modificar su estado bioquimico. Ademas, se ha
idemostrado que una prolongada permanencia de la mitocondria en un ambiente aerobio o
anaeroblo resulta en adaptaciones a niveles enzimaticos (Tielens, et al, 1991; Lioyd y Barret,

' ,‘1986)




Heterogeneidad mitocondrial y respiratoria en helmintos

Se han identificado poblaciones heterogéneas de mitocondrias, asi como diferentes tipos
de metabolismo en diferentes tejidos de un mismo helminto (Kita, et al, 1988; Bryant y Behm,
1989; Horemans, et al., 1991; del Arenal, et al., 1998). En el caso de los céstodos, el estudio inicié
con los trabajos de Read (1952) quien utilizando mitocondrias de H. diminuta, observd que en las
larvas no hay reduccion de fumarato, mientras que en adultos no encontré actividad de la
citocromo oxidasa. Threadgold (1968) cuantificé en este mismo céstodo la actividad de la
peroxidasa y determind que esta asociada con las mitocondrias de la supetficie del sincicio, pero
no con las mitocondrias musculares; ademas demostrdé por vez primera la especializacién dentro
de poblaciones mitocondriales de diferentes tejidos del céstodo.

Rybicka (1967) al estudiar huevos embrionados de H. diminuta encontré actividades altas
de la succinato deshidrogenasa, la NADH oxidasa y la citocromo oxidasa, ademas demostré que
al final del desarrollo embrional las dos primeras actividades disminuyen mientras que la actividad
de citocromo c¢ oxidasa desaparece. El grupo de Arme (1983) demostré que los huevos de H.
diminuta tienen diferente metabolismo que los adultos y que éste cambia con el tiempo,
posteriormente Fioravanti (1998) mostré que el cisticerco se encuentra en un estado de transicion.

En el trematodo adulto Fasciola hepatica se observd que la actividad aerobia disminuye a
medida que aumenta el radio del cuerpo del organismo. (Tielens, 1984). Fry y Beesley (1985)
usaron diaminobenzidina para localizar la actividad de citocromo oxidasa en Ascaridia galli y
sugirieron que existe un gradiente en el helminto con una pérdida de citocromo oxidasa y un
aumento en el metabolismo anaerobio a medida que aumenta su radio corporal.

: Harnisch (1933), demostré que el estadio adulto de Triaenophorus nodulosus puede tomar
‘fox(geno in wtro y que la cantidad del oxigeno consumido depende de la presién parcial del gas.
‘rPoslerlo ente Moczén (1980) demostré que este céstodo es pnncnpalmente un anaerobio y que

En.A. suum se ha demostrado que los huevos y las larvas presentan importantes
B actlvidades aerobias, mientras que el adulto solo lleva a cabo actividades anaerobias (Takamiya,

et al, 1993)
Las dlferenmas entre las mitocondrias de diversas especies y mas atn entre los distintos

; tejidqsren, el mismo organismo, reflejan, en la mayoria de los casos, la importancia relativa de las
. rUtas metabdlicas contenidas dentro de la mitocondria en una célula dada u organismo.



Metabolismo energético en helmintos

El metabolismo energético en los helmintos varla dependiendo de la presioén parcial de
oxigeno en el habitat. En general los helmintos parasitos viven en el intestino de los vertebrados
donde la disposicion de este gas es baja, tales ambientes se denominan microaerofilicos, sin
embargo, son capaces de utilizar el oxigeno cuando éste se encuentra presente, lo anterior
muestra la capacidad de estos organismos de modificar su metabolismo por un metabolismo
aerobio o anaerobio segln las condiciones del medio (Bryant, 1993). Un ejemplo es el nematodo
A. suum que se ha empleado como modelo para el estudio de los cambios en el metabolismo
energético durante los diferentes estadios de su ciclo biologico (huevo, larva y aduito). Las
mitocondrias de estos estadlos han sido muy estudiadas y estan bien caracterizadas (Saz, 1981,
Kita, 1992). En este sentido se ha demostrado que las mitocondrias de musculo del adulto

- presenta diferencias en la constitucién de los complejos respiratorios en comparacion con las
_..»/mitocondrias obtenidas del huevo o de! estadio de larva (larva 2, larva del segundo estadio que se
o fﬁériclﬁént‘ié' en el huevo infectivo o maduro) (Takamiya, et al., 1993).
- Es imponante sefalar que en la mayoria de los organismos eucariontes, el metabolismo
- aeroblo tiene mayor importancia debido a que es 18 veces mas eficiente que el anaerobio (Figura
}z"1), sin embargo ‘el metabolismo anaerobio en el caso de los helmintos es mas eficiente ya que
= producen més ATP por la via de dismutacion del malato. (Figura 2).
Para los organismos aerobios, €l proceso de la respiracion emplea al oxigeno como el
aceptor final de los electrones. En el caso de los anaerobios, este proceso depende de otras
moléculas segtin el tipo de organismo y del ambiente donde se localice. Una de las principales

" moléculas que es utilizada por organismos anaerobios y facultativos como bacterias y helmintos
parasitos es el fumarato, el cual funciona como e! aceptor final de electrones, siendo
posteriormente reducido a succinato que se excreta al medio junto con otros acidos (Bryant,1993).

En el metabolismo anaerobio tanto de bacterias y helmintos, la enzima fumarato reductasa
(FR) desempefia un papel crucial, catalizando la reaccién que permitirdA posteriormente la
generacion de ATP. La misma reaccién sucede en sentido contrario en la respiracion aerobia y es
catalizada por la enzima succinato deshidrogenasa (SDH). La actividad de ambas enzimas se

utiliza como marcador de cada tipo de metabolismo.




Metabolismo anaerobio

El estadio parasito de los helmintos es principalmente anaerobio y excreta productos como
succinato y otros acidos volatiles como resultado de la degradacion parcial de la glucosa, la cual
es obtenida del huésped y funciona como su mayor fuente de energia (Von Brant, 1979 y 1983).
Este metabolismo se presenta cuando el parasito se encuentra en el intestino del huésped donde
la disponibilidad de oxigeno es muy limitada (Poz= 0-5.0 mm Hg).
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La enzima FR y la rodoquinona son los componentes clave de la cadena respiratoria
anaerobia, ninguno de los cuales esta presente en la cadena respiratoria aerobia de mamiferos.
En general durante el catabolismo la glucosa se degrada por fermentacion simple a lactato o
etanol, pero en los helmintos parasitos se ha demostrado que en medios microaerofilicos o con
alta concentraciéon de CO; la actividad de la enzima piruvato cinasa es muy baja (Tyler, 1992;
Bryant, 1993) y el fosfoenolpiruvato (FEP) producido por la glucélisis es convertido a oxaloacetato
por la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa, siendo entonces reducido a malato por la malato
deshidrogenasa citoplasmica, Posteriormente, el malato es transportado a la matriz mitocondrial
donde sirve como el sustrato principal que sigue simuitaneamente dos rutas metabdlicas, proceso
conocido como dismutacion del malato (Figura 2). Una ruta es oxidativa y la otra reductora: en la
primera participa la enzima malica que produce piruvato, éste se oxida para producir acetil-CoA
que es a su vez precursor del acetato; en esta via se generan dos NADH; en la segunda ruta el
malato se reduce a fumarato y luego a succinato, siendo catalizada esta reaccién por la enzima
FR que utiliza el NADH generado en la via oxidativa (Kita, 1988). Dentro de la mitocondria, se
forman succinato, acetato, 2 metilvalerato y 2-metil butirato como productos finales del

metabolismo del malato los cuales son excretados al medio (Figura 2).
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Fumarato reductasa

La enzima FR ha sido muy estudiada en bacterias (Kréger, et al., 1992) y en helmintos
como A. suum (Kita, et al, 1988), en mamiferos no se ha reportado su presencia. La FR es una
proteina membranal (solo en bacterias del género Shewanella y la levadura Saccharomyces
cerevisiae se ha descrito como una enzima soluble). Esta enzima cataliza la reducciéon de
fumarato a succinato (Figura 3) utilizando electrones provenientes del NADH, su actividad es
clave para el funcionamiento anaerobio de muchos organismos que utilizan el fumarato como
aceptor final de electrones tales como las bacterias, las algas verdes, los protozoarios, los
helmintos parasitos y algunos organismos marinos inferiores (Van Hellemond y Tielens, 1994). En
algunos casos los complejos mitocondriales respiratorios Il y IV no son muy activos debido a que
el oxigeno no funciona como aceptor final de electrones, por lo tanto, los electrones son
transferidos del NADH al fumarato via complejo |, rodoquinona y FR (Tielens y Van Hellemond.,
1998) (Figura 2).
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Figura, 3. Reaccién de reduccién del fumarato a succinato por la enzima FR.

I
~ F:1S CON
FALLA DE ORIGEN




Metabolismo aerobio

El metabolismo aerobio se encuentra en todos los helmintos investigados; pero en
general, predomina en los estadios larvarios y de vida libre, pues se encuentran en ambientes,
organos o tejidos con mayor disponibilidad de oxigeno. Este acceso al oxigeno le permite al
organismo tener un metabolismo mas eficiente y econémico. Por esta razon, en estos estadios
hay ciclo de Krebs asi como la cadena de transporte de electrones acoplada a la fosforilacion
oxidativa para la extraccion de energia de los nutrientes y glucégeno almacenado (Bryant, 1993)

En este metabolismo los electrones son transferidos del NADH y del succinato a la
ubiquinona a través del complejo | y complejo Il de la cadena respiratoria respectivamente y
subsecuentemente son transferidos del ubiquinol al complejo 1lI; finaimente pasan al complejo IV

que es el encargado de reducir al oxigeno para formar agua.

Succinato deshidrogenasa

La enzima SDH forma el complejo il de la cadena respiratoria, es una de las nueve
enzimas que llevan a cabo el ciclo de Krebs y es la Gnica que esta embebida en la membrana
interna de la mitocondria. Esta enzima es una ferriflavoproteina que presenta un FAD unido
covalentemente como grupo prostético, cataliza la reaccién de oxidacion del succinato a fumarato
(isbmgro trans) con la concomitante reduccion de FAD a FADH; (Figura 4); la flavina reducida es
reoxidada ve'r‘\ la cadena respiratoria por el centro fierro-azufre de la enzima y la ubiquinona. La
SDH es utilizada como enzima marcadora de la actividad aerobia.

COoO coo

H-— C--— H Succinato c— H
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H - c - H r : H —— c
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Figura. 4. Reaccién de oxidacién del succinato a fumarato por la SDH.
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Fumarato reductasa vs succinato deshidrogenasa

En condiciones aerobias la enzima SDH cataliza la reaccion en sentido contrario al que
funciona la enzima FR. La SDH y FR interactian con quinonas diferentes, mientras que la primera
utiliza a la ubiquinona, la segunda utiliza a la rodoquinona (Figura 5). A pesar de que FR y SDH
catalizan reacciones opuestas son proteinas muy similares, cada una esta compuesta de 4
subunidades diferentes: una subunidad A (Fp) con un FAD unido covalentemente, una subunidad
B (Ip) que presenta 3 centros Fe-S, ambas subunidades constituyen la parte catalltica las cuales
estan ancladas a la membrana interna de la mitocondria por 2 subunidades C o cytbL y D o cytbS,
estos ultimos tienen unidos grupos hemos tipo B como grupos prostéticos.

Los datos filogenéticos muestran que la secuencia de FR de eucariontes esta mas
relacionada a la SDH que a la FR de bacterias, indicando que, durante la evoluciébn de
mitocondrias anaerobias su SDH ha sido reconstruida y acoplada a una quinona diferente.

En Escherichia coli por ejemplo las enzimas FR y SDH son expresadas diferencialimente
dependiendo de las condiciones del ambiente en el que la bacteria se encuentra, también se ha
demostrado que algunos eucariotas anaerobios facultativos presentan genes que codifican para
estas enzimas y su expresion se alterna dependiendo de la disposicion de oxigeno (Kita, et al.,

1988).
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Figura 5. Comparacién entre la via aerobia (linea continua) y la anaerobia (linea punteada) asociadas a la
cadena de transporte de electrones. UQ=ubiguinona, RQ=rodoquinona. Los nimeros indican el potencial redox de los

componentes (milivoits).




En diferentes tipos de mitocondrias se ha determinado la actividad especifica de las
enzimas FR y SDH. La relacion FR/SDH de estas dos actividades indica el tipo de metabolismo
que predomina (Tabla 1). Los resultados obtenidos en mitocondrias de helmintos en diferentes
estadlos de vida sugieren la alternancia del metabolismo dependiendo de la disposicion del
oxigeno (Fioravanti, et al., 1998 y Kroger, et al., 1992) ya que el cociente varia a través de las

etapas de desarrollo.

Tabla 1. Actividad especifica de la SDH y FR en diferentes tipos mitocondriales.
umolimin/mg protelna

Tipo mitocondrial Succinato Fumarato FR/SDH
Deshidrogenasa Reductasa
A. suum
Complejo Il aislado (adulto) (a) 40.8 " 20
Mit. de musculo (adulto) {b) 1.31 : 7.44
Mitocondrias de huevos (a) 0.052 - . 0.96
Mitocondrias de Larva 2 (b) 0.05 0.22
Hymenolepis diminuta (6 dias) (c) 0.051 0.98
Hymenolepis diminuta (14 dias) (c) 0.082 2.82
Caenorhabditis elegans (d) 0.015 0.11
Corazén de bovino(a) 0.004 0.03

(a) Kita, et &/, 1998

{b) Saruta, et al, 1995

{c) Florr:vanll. el al., 1998 : T FS I S C O N

(d) Takamiya, e! al., 1999 FALLA LE OR GE.N
i

Larva 2 = larva de 2do. estadlo

En el complejo Il aislado y en mitocondrias de diferentes estadios de A. suum se observa
que hay actividad de FR y SDH, pero que la relacion FR/SDH disminuye a medida que el
organismo tiene mayor accesibilidad al oxigeno, esto lo lleva a cabo modificando Ja actividad de
las enzimas o las proporciones de ambas protelnas. En H. diminuta el aumento en esta relacion
en cisticercos inmaduros (6 dias) y maduros (14 dias) sugiere una preparacion del céstodo para
transitar del medio ambiente a una condicion parasita en el escarabajo intermediario.

Un cociente bajo se presenta en mitocondrias de corazon de bovino, lo cuat indica que el
metabolismo aerobio es el preferido. En el caso de C. elegans, la actividlad de SDH es
comparable con la de corazén de bovino, pero la actividad reportada de FR y la presencia de
rodoquinona sugiere la posibilidad de que este helminto puede sobrevivir en ambientes

microaerofilicos.



Generalidades de los citocromos

Los citocromos estan formados por un grupo prostético hemo unido a una apoprotelna. El
hemo esta formado por cuatro anillos pirrélicos unidos por enlaces vinilo, lo que constituye la
molécula plana de protoporfirina. En el centro de la molécula se encuentra un atomo de ion fierro,
el cual oscila entre la forma reducida (Fe?') y la oxidada (Fe®*). Las cuatro posiciones ecuatoriales
de coordinacion del fierro estan ocupadas por los nitrégenos pirrdlicos, mientras que las
posiciones 5 y 6 estan ocupadas con nitrégeno y/o azufre de histidinas o metioninas de la
apoproteina (Lehninger, 1971).

En la citocromo oxidasa (aa,) Ia sexta posicion de coordinacion es ocupada por el O,; esta
misma posicién es ocupada por ligandos de campo fuerte como CO, NO,, los cuales son
isoésteres del O, y por lo tanto compiten con el oxigeno por la forma ferrosa de la enzima (Jones
y Poole, 1985; Poole, 1988). Los grupos unidos a las posiciones C-1, C-3, C-6 y C-7 del anillo
porfirinico son invariables en todos los citocromos, mientras que las posiciones C-2, C4, C-5y C-
8 pueden tener diferentes sustituyentes; estas sustituciones son las responsables de las
diferentes propiedades de absorbencia y del potencial redox de los citocromos (Poole1983; Jones
y Poole 1985) (Figura 6). Con base en estas sustituciones se clasifican los citocromos en los
diferentes tipos. Los maximos de absorcion de los citocromos pueden ser analizados registrando
espectros diferenciales (estado reducido menos el oxidado), donde se encuentran tres regiones o
bandas de absorcién en la zona visible de! espectro: 1a banda a entre 550 y 640 nm, la banda 8

entre 520 y 530 nm y la banda y o soret entre 410 y 540 nm.
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Figura 6. Estructura molecular del grupo hemo tipo &.



Citocromos en los helmintos

La cadena de transporte de electrones de los estadios larvarios de helmintos es similar a
la de mitocondrias de mamiferos pues cuenta con los citocromos b, ¢ y aa;; sin embargo, en el
caso del estadlo adulto, algunos citocromos estan ausentes, (aay en A. suum por ejemplo) o la
concentracion de citocromos esta modificada (Takamiya, et al., 1993).

Es importante sefalar que las enzimas FR y SDH tienen unidos citocromos tipo b como
grupos prostéticos, ademas la concentracion de estos grupos esta aumentada en las mitocondrias
en condiciones de anaerobiosis. De acuerdo con lo anterior se puede obtener una relacion de
citocromos bl/aa; como indicativo de la relacion anaerobio — aerobio. En diferentes tipos de
mitocondrias se ha determinado fa concentracion de citocromos (Tabla 2) y se ha observado que
la relaciéon de citocromos b/aa, es mayor en tipos mitocondriales con metabolismo anaerobio y
que una relacién menor refiere a un metabolismo con actividad aerobia predominante.

Tabla 2. Concentracién de citocromos y la relacion b/aas en diferentes tipos mitocondriales.
nmol/mg proteina

Tipo mitocondrial b c aa; blaa,
"Asuum adulio s 049 0.036 n.d

A. suum Larva 2 (a) 0.44 0.37 0.15 2.9
Caenorhabditis elegans(b) 0.477 0.371 0.194 2.4
Corazon de bovino(a) 0.32 0.47 0.68 0.47
Higado de rata(c) : 0.10 0.11 0.20 0.5

(a) Takamiya, ef al., 1993
b) Takamiya, ef al., s
s - TFSIS CON

L2= larva de 2do.estadlo. FALLA LE OR;GEN

En las mitocondrias de la larva 2 de A. suum se ha determinado la presencia del citocromo

aa,, pero en las del aduito no se ha identificado. Por otra parte, la concentracion de este
citocromo en mitocondrias de corazén de bovino e higado de rata es aproximadamente el doble
de la concentracion del citocromo b y la relacion entre ambos es un refiejo del metabolismo
aerobio en mamiferos. En C. elegans esta relacion no parecer aplicarse ya que es aerobio, sin
embargo, 1a tendencia anaerobia es evidenciada por la presencia de rodoquinona y un significante

nivel de FR.



ORGANISMO DE ESTUDIO

El avance en el campo inmunologico en la cisticercosis humana causada por Taenia
solium ha sido en gran parte gracias a la disponibilidad del modelo de cisticercosis murina de T.
crassiceps; sin embargo, se conoce poco a cerca del metabolismo energético de ambas especies.
Considerando los antecedentes arriba mencionados se decidié utilizar el cisticerco de T.
crassiceps debido al sencillo empleo de este organismo y a la posibilidad de extrapolar los

fendmenos a T, solium.
El cisticerco de T, crassiceps fue descrito por Rudolphi en 1819. La ubicacion taxondmica

seglin Schmidt (1986) es la siguiente:

Reino: Animalia
Phytum: Platyhelminthes
Clase: Cestoda
Orden: Cyclophyllidea
Familia: Taeniidae
Genero: Taenia
Especie: Taenia crassiceps

El adulto de T. crassiceps presenta las caracteristicas generales de los céstodos: escélex,
cuello y estrobilo (Figura 7). E! escolex (que también se presenta en el cisticerco maduro) es
semejante al de T. solium, con cuatro ventosas y dos coronas de ganchos rostelares que varian
en numero y son de tamaiio irregular, lo cual es diagnostico de la especie (Figura 8).

Figura 7. Céstodo adulto de T. crassiceps y las principales estructuras.
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Figura 8. Micrografia electrénica de barrido. Estructura del escolex del cisticerco maduro de T. crassiceps.

La estructura macroscopica del cisticerco de T. crassiceps es muy parecida a la de 7.
solium; el tamafo varia de 0.5 a 7 mm, es una vesicula oval con membrana trashicida
blanquecina llena de liquido vesicular (Figura 9).

El ciclo de vida es indirecto, el cisticerco requiere de un hospedero intermediario como
roedores o topos y un hospedero definitivo como el zorro rojo, el lobo 6 el coyote (Figura 10). El
cisticerco en una infeccioén natural se desarrolla en forma subcuténea, en la cavidad peritoneal y
pleural, y menos frecuentemente en la cavidad abdominal del roedor.

Figura 9. Cisticercos inmaduros de 7. crassiceps. Miscroscopla optica 10X,
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Figura 10. Ciclo de vida del cestodo 7. crassiceps
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La reproduccién asexual del cisticerco por gemacion maltiple hace muy atractivo al
cisticerco de T. crassiceps como modelo experimental, ya que permite infectar via intraperitoneal
ratones con unos 20 parasitos y recuperar cientos de cisticercos en 4 meses (Figura 11).

Figura 11. Ratén hembra de 6 meses de infeccién con cisticercos de 7. crassiceps por via intraperitoneal. Los

cisticercos se reproducen asexualmente en la cavidad peritoneal.

En la figura 12 se muestran diferentes formas del cisticerco. Se observan cisticercos con
gemas exdgenas en el polo opuesto al escolex (b y c); su progenitor es alargado y diferenciado;
aunque es muy variable, si las gemas alcanzan alrededor de 2 mm de longitud se desprenden y
forman nuevos individuos, la mayoria de éstas presentan una muesca o poro de evaginacion gque

da origen al escolex (Freeman, 1962).

Figura 12. Formas de desarrollo del cisticerco de 7. crassiceps. a; cisticerco joven, b y c; cisticerco con gemas
exdgenas y d; cisticerco maduro. Escala en mm.
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Infeccion en humanos

Aunque no es frecuente la infeccién en humanos, se han reportado casos de personas
infectadas por cisticercos de 7. crassiceps en las que ha causado principalmente cisticercosis
muscular y ocular. Estos pacientes se han caracterizado por estar inmunocomprometidos, por lo
que la cisticercosis aparece como enfermedad oportunista (Freeman, et al., 1973; Francois, et al.,
1998).



ANTECEDENTES

Al igual que en ei estadio adulto, la estructura de los cestodos en el estadio de cisticerco
consiste de una membrana externa que forma microvellocidades o microtricas, las cuales
aumentan decenas de veces el 4rea de absorcion y limitan al tegumento conformado por un
sincicio anucleado; por debajo del tegumento separado por una membrana basal se encuentra el
parénguima celular, en esta region se pueden abservar células parenquimales, fibras musculk
y de colagena, asi como granulos de glucégeno entre otras estructuras (Figura 13).
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‘ Figura 13. Ultraestructura | de los dos. MV: mi llocidades, VAC: i MIT: mi drias,

LB: Idmina o membrana basal, CM: céiulas musculares, PC: puente citoplasmico, GG: granulos de glucégeno, NU=

nucleo.

Heterogeneidad morfolégica de mitocondrias en T. crassiceps

Por medio de las micrografias electronicas de transmision de cortes del cisticerco, se ha
observado la presencia de mitocondrias de diversos tamafios y diferente arregio de sus crestas

(Figura 14). El tegumento del cisticerco presenta mitocondrias confinadas a la superficie, las
cuales son de gran tamafio comparadas con las de mamifero, y presentan abundantes crestas

20



con un arreglo concéntrico (Figura 15 A). Por ofra parte, el parénquima presenta una poblacién de
mitocondrias mas heterogénea en tamano, entre las que existen algunas muy pequefias con
crestas tubulares (Figura 15 B y C) (del Arenal, et al., 1998).

TESIS CON |
FALLA LE ORIGEN

. Figura 14. Microgratia de transmisidén de un corte del de T. i T= tegumenio, P=
parénquima, mi= microtricas, vac= vacuola, mit= mitocondria, mb= membrana basal, muse=células musculares.
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Figura 15 A, Microgralia electrénica de
transmisién de un corte del cisticerco de
T. crassiceps. Las mitocondrias del
tegumento son mayores a una micra y
presentan abundantes creslas
concéntricas.

Figura 15 B. Micrografia electrénica de
transmisién de una célula del
parénquima, Las células presentan
claramente mitocondrias de diferente
tamafio.

Figura 15 C. Micrografia electrénica de
transmision de una célula del
parénquima. Las mitocondrias pequefias
presentan crestas tubulares.
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Metabolismo de T. crassiceps

En el cisticerco de 7. crassiceps se ha demostrado la presencia de enzimas del
metabolismo anaerobio en el cual el succinato es el producto final de la actividad de la enzima FR
(del Arenal, et al, 1998), sin embargo, también se ha evaluado la actividad de citocromo ¢
oxidasa y la actividad de SDH, asl como la existencia de citocromos b, ¢ y aa; (Zenka, 1986 y
1987) lo que hace suponer que el proceso aercbio esta involucrado de manera importante en la

adquisicién de energla de este parasito .

Con base en los estudios mencionados sobre helmintos, asi como los antecedentes arriba
descritos se propuso obtener informacion sobre el metabolismo energético del cisticerco de T.

crassiceps, para lo cual se establecio la siguiente premisa:

Debido a la falta de sistemas respiratorio y circulatorio en el cisticerco de T.
crassiceps el oxigeno difunde bhacia el interior formando un gradiente de su
concentracién, lo cual podria estar repercutiendo en el metabolismo energético de los
diferéntes tipos de mitocondrias que lo constituyen.
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HIPOTESIS

La localizacién y morfologia de las mitocondrias del cisticerco de 7. crassiceps esta
en relacion con el metabolismo que llevan a cabo, por lo que es probable que en el tejido
interno se encuentren mitocondrias preferentemente anaerobias, mientras que el tejido

periférico contenga mitocondrias aerobias.

OBJETIVOS

GENERAL:

Definir si la localizacion tisular de las mitocondrias del cisticerco de T. crassiceps
esta relacionada con la morfologia mitocondrial y el tipo de metabolismo energético que

présentan.

PARTICULARES:

a). Establecer una metodologia para la purificacion de las diferentes poblaciones de
mitocondrias del cisticerco de T. crassiceps.

b). Comparar la morfologia de las diferentes poblaciones de mitocondrias.

c). Comparar la actividad y composicién de enzimas y complejos proteicos de la cadena
de transporte de electrones de las diferentes poblaciones mitocondriales.
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METODOLOGIA

Cultivo y obtencion de cisticercos

Los cisticercos de T. crassiceps (cepa HYG), se cultivaron en ratones hembras de la cepa
Balb/c. Se inocularon 20 cisticercos jévenes por via intraperitoneal en cada ratén. Después de 4 a
6 meses los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical, los cisticercos se recuperaron de la
cavidad peritoneal, y se colocaron en solucion PBS (KHPO, 10 mM, NaCl 150 mM) pH 7.4 a 4°
C. Con el fin de trabajar solo cisticercos jovenes (Figura 12a) se eliminaron los cisticercos

calcificados.
Extraccion de mitocondrias

Mitocondrias del Tegumento. Para la obtencion de las mitocondrias del tegumento del
cisticerco, se siguid el método descrito por del Arenal y col. (1998), el cual consta de los
siguientes pasos: los cisticercos se combinaron con un volumen de solucién amortiguadora
mitocondrial (AM), (hepes 10 mM, sacarosa 250 mM, EGTA 2.0 mM, PMSF 86 M, y saponina
0.2%) pH 7.4 a 4° C, se incubaron durante 4 minutos en rotacion constante a 120 rpm,
posteriormente se agité suavemente en vértex por 20 segundos, se centrifugaron a 14600 x g
durante 20 minutos a 4° C, el sobrenadante se eliminé y el precipitado se resuspendio en solucion
AM sin saponina, después se centrifugé a 180 x g durante 20 minutos por 2 veces. El precipitado
es el parénquima y se procesa para la obtencion de las mitocondrias de éste. Los sobrenadantes
recuperados (180 x g) se juntaron y se centrifugaron a 14600 x g durante 10 minutos a 4° C.
Después de dos lavados el precipitado mitocondrial sé resuspendié en 1.5 mi de AM, esta
fraccion corresponde a las mitocondrias del tegumento.

Mitocondrias del parénquima. La obtencién de las mitocondrias del parénquima se realizé
de acuerdo al siguiente método: el parénquima sé resuspendié en AM sin saponina, y se rompio
mecanicamente con un potter, el homogenizado se centrifugé a 800 x g por 20 min (2 veces) a 4°
C. El precipitado se desechd, se juntaron los sobrenadantes, y se centrifugd a 14500 x g durante
10 minutos. Después de dos lavados el precipitado mitocondrial sé resuspendio en 3 ml de
solucién AM sin saponina.

Con el fin de obtener diferentes poblaciones mitocondriales del parénquima se aplicaron
dos metodologias: gradientes discontinuos de sacarosa y centrifugacion diferencial. En la primera,
el precipitado mitocondrial del parénquima se aplicé sobre gradientes discontinuos de sacarosa a
concentraciones de 30, 45, 50, y 60% ¢ 35, 45, 55 y 65% en hepes 10 mM y EGTA 5 mM,
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“albimina 0.1%, MgCl, 1 mM, posteriormente se centrifugaron a 65000 x g por 1 hora a 4° C.

Déspués de la centrifugacion se recuperaron cuidadosamente las bandas o fracciones
;mitocondriales con pipeta pasteur. Posteriormente cada fraccion se lavé 3 veces con AM sin
saponina,

En el segundo método, al precipitado mitocondrial se afiadieron cristales de DNAasa y
alfa—amilasa a una concentracion de 15 nug por ml; la mezcla se incubdé en agitacion suave a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifugé a 17000 x g durante 20
minutos a 4° C; el sobrenadante se desechd y el precipitado conteniendo las mitocondrias sé
resuspendi6é en solucién AM sin saponina, tomando una alicuota como muestra de mitocondrias
totales. Después se centrifugd a 1200 x g durante 10 min a 4° C y se recuperd la fraccion
mitocondrial densa, posteriormente el sobrenadante se centrifugé a 14500 x g durante 10 minutos
a 4° C para obtener la fraccién mitocondrial ligera. Ambas fracciones se lavaron tres veces con
AM sin saponina.

Con el fin de tener valores control de las metodologias que se aplicarian se obtuvieron
mitocondrias de higado de rata siguiendo el método de Moreno-Sanchez (1985).

Microscopia electrénica de transmision

Ultraestructura del cisticerco. Se hicieron cortes del cisticerco de 7. crassiceps para
observar su estructura general con microscopia electronica y determinar parametros morfolégicos.

Las mitocondrias se fijaron de la siguiente manera: se colocaron 200 ul de muestra fresca
en 1 ml de glutaraldehlido al 2.5%, se agit6 suavemente y se incubaron durante 2 horas a 4° C,
después se centrifugd a 10000 x g por 1 minuto a 4° C y se elimind el sobrenadante, el
precipitado sé resuspendi6 suavemente en amortiguador de fosfatos 200 mM a pH 7.4. Después
se fijaron en tetraéxido de osmio al 2% (p/v) durante dos horas, posteriormente se embebieron en
Epon y se cortaron en criotomo. Los cortes se tifieron con acetato de uranilo al 2% (p/v), pH 4.8y
en citrato de plomo (Reynolds, 1963). Las muestras se observaron en microscopio electrénico de

transmision.
Control respiratorio

Este parametro se determind por el método polarogréfico utilizando muestras
mitocondriales frescas. La respiracién mitocondrial se evalio en un monitor de oxigeno (Yeliow
Spring Instruments modelo 5300) con un electrodo tipo clark.

El control respiratorio se determiné incubando las mitocondrias en la camara del oximetro
con el amortiguador de control respiratorio (Hepes 10 mM, MgCl; 1mM, Albumina 0.1%, KH,PO, 5
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‘rosa 250 mM y EGTA 2 mM) pH 7 4 De bt ner a Iectura basal se adlclond :

L succlnato a 15 mM final y se registré el consumo de’ oxlgeno en el estado 4 despues de 3

Lo ', minutos se agregé ADP a 90 uM final y se reglstré el estado 3.,

El control respiratorio se calculé al dividir el consumo de oxfgeno en el estado 3 entre el

oxigeno consumido en el estado 4 (Edo 3/Edo4). A parﬂr de los trazos de oxidacion del sustrato, .

se obluvo el cociente de la velocidad resplratorla en presencia de 90 uM de ADP y la velocldad de
la respiracidn endégena en ausencia de ADP. :

Ensayos enzimaticos

Las actividades enzimaticas se realizaron a 25 °C usando un espectrofotémetro Beckman

DU70. En todos los casos el volumen de la mezcla de reaccién fue de 1m

SUCCINATO DESHIDROGENASA: La actividad de la SDH ( =, 99 1) se determmo a
600 nm siguiendo la reduccién del DCPIP (= 21mM'cm™). El medio de reacclén cons:slié de 50
mM de KH.PO, (pH 7.6), succinato 20 mM, KCN 100 pM y 0.2 a 0.5 mg de muestra mitocondrial,
Se réglslré la reduccién basal y la reaccién enzimética se inicié con la adicién de PMS 33 mM y

DCPIP 2.4 mM como aceptores de electrones (Arrigoni y Singer, 1962).

Succinato  + PMS ——S0Hy, Fumarato -+ PMSH,
PMSH, + DCPIP (azuy — PMS + DCPIPH zamarine

EUMARATO REDUCTASA: Se estandarizé el método de Boveris .y col (1986) para
cuantificar la actividad de la FR, la cual se determiné a 550 nm, siguiendo la oxidacién de metil-
violégeno (€ =6 mM'em™") pre\/lamente reducido con dllidnita en' cohdicién anaerobia. El medio de
reaccion consistié de 100 mM de KH.PO, (pH 7.0), 10 pM de’ CaClz, 1 mM de MgCl,, 2 mM de
metil- vlolégeno. 1 43 mM de dltlonlta (concentracién qu reduc 2:mMdel metil- violégeno)
(Figura 25) y 0. 2 a O 5 mg de uestra mltocondrial la reaccl se lniclé con la adicién de 10 mM
de fumgrato

Metil-violdgenoa, ‘——% Ditlonlta‘,,; +  Metil-violégeno,ey
+ Fumarato _EB_> Metil-violégeno,, + Succinato

Dlliomla,,d
Mem vlologeno,.
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Cuantificacion de la concentracion de los citocromos

Para determinar la composiciéon cualitativa y cuanlitativa de los citocromos - en tla ‘
membrana de las mitocondrias, se realizaron los espectros diferenciales (estado rediucidc_} me_nos
el estado oxidado) a 25° C. El medio de reaccidn consistié en 100mM de hepes (pH 7'5) 22% dé
glicerol y 2 mg de muestra mitocondrial. Se utilizé ditionita como agente reductor (unos granos),
mientras que para oxidar el medio se hizo una agitacién vigorosa de la mezcla de reaccién. La
absorcién de los citocromos se determind en un espectrofotémetro de doble rayo, (AMINCO)
realizando . un barrido entre las longitudes de onda 400 a 650 nm ‘A panir de las lecturas
correspondientes a cada citocromo se calculd la concentraclén (Tabla 3) -

“..Tabla 3. Parametros de los citocromos cuanfificados en mitocondrias del cisticarco de 7. crassiceps.

T CITOCROMO PARES €
oL (nm) . )
b : 560-575 22.0
) ] 550-540 19.0
a+as 603-630 13.1

Regidn de absorcién espectrofotométrica de los diferentes citocromos.

" nm= nanémetros

. €= coelicienta de extincién molar (mM'cm™) . T E b l S C 0 N
FALLA LE ORIGEN

Determinacion de proteina
La cantidad de proteina de las fracciones mitocondriales obtenidas se cuantificd por el

método de Markwell utilizando albimina sérica de bovino como proteina estandar (Markwell, et

al. 1978).
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RESULTADOS

Estructura generatl del cisticerco

Con el fin de adquirir informacion general sobre la estructura del cisticerco y la disposicion
de las mitocondrias, se obtuvieron micrografias electronicas de cortes y se determinaron algunos
parametros morfologicos y estructurales. De acuerdo con micrografias electronicas se establecié
que el tegumento tiene un grosor de 2 + 0.2 p, el cual presenta abundantes mitocondrias de gran
tamarno con respecto a las de higado de rata.

El parénquima esta conformado por células parenquimales con nucleos grandes, fibras
musculares dispuestas en diferentes direcciones y fibras de colagena. Las céiulas parenquimales
presentan mitocondrias de varios tamaros, ademas de grandes ciamuios de glucégeno.

En la cuantificacién de las mitocondrias sobre las micrografias del parénquima, se pudo
estimar que el 64% fueron mitocondrias mayores o iguales a 11 y el 36% correspondié a
mitocondrias menores a 1. La parte interior del cisticerco es ocupado por el liquido vesicular que
representa el 90% de ia masa humeda; el tequmento y el parénquima es el 10% restante (Figura
16).

Figura 16. Micrografla electrénica de transmision de un corte longitudinal del cisticerco de T. crassiceps.
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Extraccion de las mitocondrias

Estudios previos a este trabajo, efectuados por del Arenal y col (1998) generaron una
metodologia efectiva para et aislamiento de las mitocondrias del tegumento sin danar el
parénquima (Figura 17). En dicho trabajo se utilizé saponina para solubilizar la membrana
plasmatica del tegumento, esto permite obtener mitocondrias altamente puras del tegumento

(Figura 18).

Figura 17. Micrografia electrénica del parénquima del cisticerco de T. crassiceps después de solubilizar la
ica con sap para ob solo las mitocondrias del tegumento. mb= membrana basal, musc=

a pl
‘- células musculares.
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Figura 18. Mitocondrias aisladas del tegumento del cisticerco de 7. crassiceps
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Utilizando una metodologla general para intentar obtener mitocondrias del parénquima del
cisticerco, se obtuvo una poblacion heterogénea e impura, |a cual presenta vacuolas de diferentes
tamarios, restos de membrana y abundantes granulos de glucégeno (Figura 19). Como se
observa en la micrografia, existen mitocondras que difieren en tamaiio, asi como en la forma de
tas crestas. De acuerdo a estas observaciones se decidié, ademas de obtener las mitocondrias
del parénquima, intentar separarias en poblaciones de acuerdo al tamaiio o densidad. Para
realizar esto se intento separarlas utilizando el sistema de gradiente discontinuo de sacarosa.

Figura 19. Mit drias totales del parénquima del cisticerco de T. crassiceps. Observe los diferentes tamafios
de las mitocondrias =MIT, V=vacuolas, G= granulos de giucégeno, M= restos de membranas.

Separacién_de mitocondrias _por _gradiente discontinuo de sacarosa: Se evaluaron
diferentes gradientes discontinuos de sacarosa, en los que se modificaron las densidades, sin
embargo, en todos los casos se obtuvieron tres bandas, una ligera que siempre quedo arrestada

en la densidad menor (30-35%), una segunda banda de densidad media que migraba hasta
densidades de 45% y una banda densa que llegaba hasta el fondo del gradiente (Figura 20).
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Figura 20. Patrén de bandas de los gradientes de sacarosa. Los tubos A y B muestran 2 de los gradientes
discontinuos utilizados. Las 3 bandas (sssmm ) en todos los fueron reproducibles, una en la densidad de 30 o 35%. una
segunda banda en labase de la densidad de 45% y una tercera banda que precipité en el tubo.

Para determinar si la separacion fue efectiva, asi como para evaluar la integridad
estructural de las mitocondrias, se colectaron las bandas y se obtuvieron micrografias
electrénicas. Las 3 fracciones mitocondriales separadas con el gradiente del tubo B se muestran
en las figuras 21,22 y 23.

En las micrografias se observé que no habia una separacion de mitocondrias de acuerdo a
su densidad, no tenlan integridad ya que se encontraban hinchadas o totalmente destruidas, y
habla una gran cantidad de membrana, granulos de glucdégeno y vacuolas de diferentes
densidades. Cabe sefalar que también se realizé una separacion con gradiente de Percoll en las

condiciones en que han sido separados otros tipos de mitocondrias y los resultados fueron
similares (datos no mostrados). o
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Figura 21. Microgralia electrénica de
ia fraccién mitocondrial aislada en la

densidad de 35% de sacarosa

de sacarosa

Figura 22. Microgratia electronica de
la fraccidn mitocondrial aislada en la

densidad de 45%

la fraccion mitocondrial aislada en la

Figura 23. Microgralia electrénica de
densidad de 65% de sacarosa
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Con base en estos resultados se concluyd que el sisterna de gradiente discontinuo no es
un método efectivo para separar las mitocondrias del parénquima, ya que les provoca un
hinchamiento y ruptura, ademas de que no hay una poblacién enriquecida que pueda ser
recuperada ni evaluada debido a ia escasez de mitocondrias integras.

Separacion _de _mitocondrias_por_centrifugacion diferencial: Basados en los resultados
mencionados arriba se intento separar las mitocondrias con un método que no les infligiera

cambios abruptos de presion osmoética, por lo que se opté a separartas por el método de
centrifugacion diferencial aprovechando nuevamente la diferencia en la densidad de las
mitocondrias.

Empleando la centrifugacion diferencial para separar al menos dos poblaciones de
mitocondriales se decidié centrifugar a baja velocidad para precipitar las mitocondrias grandes y
densas y a alta velocidad para precipitar las mitocondrias pequeiias y ligeras. Los primeros
resultados mostraron una poblacién mitocondrias integras; sin embargo las fracciones
presentaron abundantes nucleos y cumulos de glucégeno que proporcionaban una viscosidad
aparente que no permitia una separacion efectiva; debido a esto se utilizé a amilasa y DNAasa
con lo cual se mejor6 la separacion. De esta forma se obtuvieron dos tipos de fracciones
mitocondriates del parénquima que fueron nombradas de acuerdo a su densidad relativa, como
mitocondrias de la fraccion densa (MFD) y mitocondrias de la fraccion ligera (MFL).

Para evaluar la integridad y la eficacia de separacion de las fracciones mitocondriales se
colectaron ambas fracciones y se obtuvieron micrografias electrénicas de transmisién (Figuras 24
y 25).
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Figura 24. Micrografia electrénica de la fraccion mitocondrial densa (MFD) del parénquima del cisticerco de T.
crassiceps obtenida por centrifugacién diferencial (1200 x g).
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Figura 25, Micrografia electronica de la fraccién mitocondrial ligera (MFL) del parénquima del cisticerco de 7.
crassiceps obtenida por centrifugacion diferencial (14700 x g).

Morfologia de las fracciones mitocondriales aisladas

De acuerdo con las imagenes de micoscopia de transmision, las MFD son una poblacion
enriquecida con mitocondrias principalmente grandes y con buena integridad estructural, aunque
aln habla una pequefia contaminacion de vacuolas, restos membranales y granuios de
glucdgeno. En general las mitocondrias presentan abundantes crestas con un arreglo concéntrico.
Por otro lado, las MFL no son una poblacién enriquecidas, sin embargo hay una abundancia
relativa de mitocondrias pequefias las cuales estan integras; es importante mencionar que la
contaminacién en esta fraccion es alta, con mitocondrias hinchadas, cumulos de glucogeno,
pequeias vacuolas y gran cantidad de restos membranaies.

Considerando los resultados de las metodologias de gradientes discontinuos y
centrifugacion diferencial, se decidio trabajar solo con las fracciones mitocondriales aisladas por el
segundo método.

En micrografias de las fracciones mitocondriales aisladas se observa una morfologia
similar a las mitocondrias observadas en los cortes transversales del cisticerco, por lo que no
hubo maodificacion estructural aparente después del proceso de aislamiento. Las mitocondrias del
tegumento (MT) miden 16 + 0.2 p y presentan abundantes crestas con una disposicién
concéntrica (Figuras 14 A). La poblacion total de mitocondrias del parénquima presenta diversos
tamafios que varian de 0.3j1, a 1.2u; los contaminantes mas comunes son membrana celular y
vesiculas de glucdgeno (Figura 16). La fraccion densa contiene las mitocondrias grandes del
parénquima (MFD), con un didmetro promedio de 1.2 + 0.2 u las cuales presenlan crestas
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abundantes y coﬁcéhlffééé_ ‘rh'e]éﬁteié?a las del tegumento, (Figuras 26 A, B, C y tabla 4). Enla
fraccién ligera se encuentran las mitocondrias pequefas principalmente (MFL), con un diametro
de O.S +0.2 ;.LVIas cuales tleﬁen bocas crestas y de forma tubular (Figuras 26 D, E y tabla 4).

Del 100% del total de mitocondrias cuantificadas en cortes del cisticerco corresponde un
70% a las mitocondrias grandes y un 30% a mitocondrias pequenas. En la fraccién total de
mitocondrias del parénquima los valores para mitocondrias grandes y pequeiias son 64 y 36%
respectivamente, en las fracciones mitocondriales aisladas los porcentajes son de 75% y 25%
respectivamente. Esto muestra que hay pérdida minima en la fraccién ligera. Sin embargo, las
poblaciones de mitocondrias aisladas son relativamente homogéneas y presentan integridad

estructural.
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Figura 26. Tipos mitocondriales aislados: A; Mitocondria del tegumento, B y C; Mitocondrias de la fraccion
densa del parénquima, observe las crestas concéntricas, Dy E; Mitocondrias de la fraccién ligera del parénquima,

observe las crestas tubulares (Las figuras presentan la misma escala).
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ias del cisticerco de 7. crassiceps.

Tabla 4. C isticas morfolégicas de las
Poblacion T i Conf 16
Forma Contaminantes
Mitocondrial {micras) de las crestas
Mitocondrias del Redonda y
1.620.3 [+ éntrica
Teg P
Mitocondrias Membranay
Redonda y
Fraccion Densa 1.220.2 [~ éntrica grinulos de
ovalada
(MFD) ghlucogeno
Mitocondrias Membrana y
Concéntrica y
Fraccion Ligera Redonda 0.520.3 grénulos de
tubular
(MFL) ghlucogeno

Control respiratorio

Se evalud el control respiratorio (CR) de las mitocondrias del tegumento, del parénquima,
MFD y MFL (separadas por centrifugacion diferencial) asi como de las mitocondrias de higado de

rata para determinar la integridad funcional (Figura 28).

Figura 27. Curva tipica del consumo de oxigeno y

mitocondrias aisladas.

Nanodtomos gramo de Oxigeno

Mitocondrias

Succinato

Tiempo (min)
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El CR en las fracciones mitocondriales del cisticerco es de 1.2 a 1.3, lo que representa un
valor bajo en comparacién con 4.37 obtenido en las mitocondrias de higado de rata (4.0 a 6.0
reportado por Graham y col 1994). Sin embargo, los valores son semejantes a los reportados (del
Arenal, et al.,1998) en los que se mostro la integridad de ias mitocondrias midiendo el potencial

de membrana (tabta 5).

nanoatomogramo de oxigeno consumido/min/mg proteina
MT MP MFD MFL MHR

Estado4 6368 27.32 1536 13.90 23.7
Estado3 87.96 33.68 20.48 17.0 104
CR 1.38 1.23 1.33 122 4.37

Tabla 5. Actividad respiratoria de [as fi i i iales del cisti deT. c X en ausencia
{Edo 4) y presencia (Edo 3) de ADP 45:M. MT=mitocondrias del tegumento, MP= mitocondrias totales del parénquima,
MFD= mitocondrias de la fraccién densa, MFL= mitocondrias de la fraccion ligera, MHR= mitocondrias de higado de

rata.

Estandarizacion del ensayo enzimatico de FR: Se estandarizé el ensayo para cuantificar la

actividad de la FR; para esto se determind la concentracion de ditionita (hidrosulfito de sodio) que
reduce 2 mM de metil-viclbgeno en condiciones anaerobias (la cubeta con medio de reaccién y
muestra mitocondrial se cubre con parafikm después de evacuar el oxigeno burbujeando con N,)
(Boveris 1986) (Figura 29)

1.5 -

- DO a 650 nm

R S

- |
, b
009 018 036 072 1.07 143 179 215 2.50]

Concentracion de Ditionita (mi#) '

Figura 28. Reduccién de metil-violégeno 2mM con ditionita. La reduccion se midié a 550 nm. La flecha indica la
concentracién de ditionita utilizada en los ensayos (1.43mM).
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Actividad especifica de SDH y FR

Con el resultado de la reduccion del metil-violégeno, se procedié a determinar la actividad
enzimatica de FR como enzima marcadora de la actividad anaerobia y posteriormente la actividad
de SDH como enzima marcadora de la actividad aerobia. Los resultados de las actividades

especificas de ambas enzimas se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de las actividades especificas y cociente FR/SDH de las fracciones mitocendriales

aisladas.
Actividad especlfica (nmol/imin/mg proteina)
Tipo de Mitocondria Succinato Deshidrogenasa Fumarato Reductasa FR/SDH
T. crassiceps
Mitocondrias totales(a) 0.051 0.005 0.09
Mit. Tegumentob) 0.267 + 0.045 1.060 + 0.084 3.97
Mit. Parénquimab) 0.176 + 0.023 0.949 + 0.108 5.71
Mit. Fraccion Densa (MFD) (b) 0.152 + 0.020 0.495 + 0.167 3.25
Mit. Fraccién Ligera (MFL) (b) 032150165 0.485 + 0.048 1.5
Higado de rata(b) 0.107 +0.009 0.00626  0.001 0.058
Higado de rata(c) 0.154 .067 0.04
(a) Zenka, 1987
{b) este trabajo

(c) Kita, et al, 1998

Las actividades enzimaticas muestran que hay una mayor actividad de SDH en las
mitocondrias de tegumento comparadas con las mitocondrias del parénquima y que la actividad
de FR es igual en ambos tipos mitocondriales.

Por otro lado la alta actividad de SDH en las MFL puede ser causa de la abundancia de
esta enzima, pero es mas probable que sea el resultado de la concentracion de restos de
membrana que aumenta la actividad especifica de la fraccion. Sin embargo este punto no es ciaro
ya que la actividad de FR permanece similar a la de la fraccién densa.

El cociente FR/SDH indica que tipo de metabolismo puede ser mas activo, asi en las
mitocondrias de higado de rata la actividad de FR es despreciable por lo tanto predomina un
metabolismo aerobio. En el caso de las mitocondrias del cisticerco se observa que el metabolismo

preferido es anaerobio.
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Actividad total porcentual de SDH y FR

De acuerdo con la cantidad de proteina total recuperada en cada fraccion mitocondrial, se
obtuvieron los valores porcentuales siguientes: del total de la proteina obtenida de las fracciones
mitocondriales, el 16.43% de la proteina correspondié a las mitocondrias del tegumento (MT) y el
83.55% restante a {as mitocondrias del parénquima. De este porcentaje, el 64.33% correspondio a
las MFD y el 19.22% a las MFL. Del 83.55% ajustado a 100%, el 77% de proteina comespondio a
las MFD, y el 23% restante a las MFL. Con estos datos se determinaron las actividades totales

porcentuales de las fracciones mitocondriales aisladas. Tabla 7.

Tabla 7. Actividad total porcentual de SDH y FR en las driales ai
Tipo de % Act. Total % Act. Total FR/ SDH =
mitocondria SDH FR — 5"‘“
“Tcrassiceps T T 8 g:"
-Mit. Tegumento 2314 17.414 0.76 o
-Mit. Parénquima 7743 82.614 1.07 E.? -
‘MFD 56.6 +2.3 77.3t7.8 1.37 é_‘: :‘_‘,
*MFL 43.32+7.11 . 226x+2.2 .052 i :;‘;;g
[~ )
p—

- Valores normatizados a un 100% de proteina del cisticerco.
* Valores normalizados a un 100% de protelna del parénquima,

De acuerdo con la actividad porcentual total obtenida, la actividad aerobia del tegumento
es menor que la del parénquima; sin embargo no deja de ser alta comparando las dimensiones de
ambos tejidos. El tegumento parece proporcionar ia mitad de los complejos enzimaticos para
llevar acabo un metabolismo en ausencia de oxigeno. Por otro lado, las dos poblaciones de
mitocondrias del parénquima tienen una aportacion semejante al metabolismo aerobio; sin
embargo, las MFD aportan mas al metabolismo anaerobio del parénquima con un 77%.

Con estos datos deterrinamos que no hay una diferencia clara entre fas actividades de

las MFD y las MFL, por lo tanto se decidié continuar el estudio solo con las mitocondrias del

tegumento y las mitocondrias totales del parénquima.



Concentracion de citocromos

Continuando con la caracterizacién de las mitocondrias del cisticerco, se determiné la
concentracion de los citocromos b, ¢ y aa3 en las poblaciones de mitocondrias del tegumento y
del parénquima asi como de las mitocondrias de higado de rata como control de experimentacion.
Estudios anteriores (det Arenal, et a/., 1998 y Zenka, 1986) cuantificaron la concentracion de los

citocromos en mitocondrias del cisticerco, los r itados se mu en la (Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacién de citocromos de las fracciones mitocondriales
nmol/mg protelna

Mitocondrias B c aay b/aa,
T. crassiceps i T - o
(a) Mitocondrias totales 0.13 0.083 0.085 1.5
(b) Mit. Tegumento 0.260 0.125 0.058 4.48
(c) Mit. Tegumento 0.23510.02  0.114:0.03 0.12310.05 1.9
(c) Mit. parénquima 0.3591+0.03 ' 0.230:0.04 0.15610.04 2.3
(c) Higado de rata 0.12910.02 0.130+0.05 0.15010.03 0.86
(d) Higado de rata 0.10 0.11 0.20 0.5

La cuantificacidn se obtuvo de los espectros diferenciales del estado oxidado- estado reducido.
(a) Zenka, 1986

(b} del Arenal, 1998

{c) este trabajo

(d) Tyler, 1992

La concentracion de los citocromos muestra que los 2 tipos mitocondriales del cisticerco
de T. crassiceps, presentan niveles que estan dentro del los rangos reportados para mitocondrias
aerobias, sin embargo, hay una mayor concentracion de citocromo b en mitocondrias del
parénquima que aumenta el cociente b/aa3 y sugiere un metabolismo anaerobio preferentemente,
esle dato se contrasta con los cocientes obtenidos en mitocondrias de higado de rata indicando
un metabolismo aerobio principalmente. Es importante sefialar que los niveles de citocromos de
higado de rata calculados estan dentro del rango reportado para estas mitocondrias.
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DISCUSION

En el presente trabajo se muestran las actividades especificas de SDH, FR y la
concentracién de los citocromos de poblaciones de mitocondrias aisladas del cisticerco de T.
érassiceps. En las micrografias electronicas de cortes del cisticerco de T. crassiceps se observa
el tegumento como un tejido que indica tener una intensa actividad metabdlica y al parénquima
como un tejido de almacén y estructural principalmente. El primero es un sincicio limitado al
exterior por una membrana que forma microvellocidades y que cubre todo el cuerpo del parasito.
La dimension de éste tejido en comparacion con el del parénquima hace suponer gque tiene una
exigencia metabdlica mayor ya que presenta abundantes mitocondrias y vacuolas. El parénquima,
ademas de la funcidén de sostén, es un centro de sintesis, transporte y almacenamiento de
glucogeno, el 27% del peso seco del cisticerco es glucogeno (Taylor, 1966). Las micrografias
muestran que las mayores concentraciones de glucégeno estan en las células parenquimales y
alrededor de las células musculares. Ademas, se observo que principalmente en este tejido las
mitocondrias varian en tamaiio y forma de las crestas y aunque no hay una distribucion o relacion
aparente entre el tamaiio y localizacion de las mismas en este tejido, (las células parenquimales
presentan mitocondrias pequenas principalmente).

En la extraccién de las mitocondrias del tegumento, el uso de saponina para solubilizar ia
membrana que forma las microvellocidades y que permite obtener las mitocondrias puras es un
método muy conveniente para aislar mitocondrias tegumentales.

La extraccion de las mitocondrias del parénquima usando el método convencional muestra
una fraccién muy contaminada de glucégeno y vesiculas, por lo que fue necesario modificar el
método para purificarlas. En micrograficas de las fracciones mitocondriales purificadas por el
métado de gradiente discontinuo de sacarosa se observé que no habia una separacion efectiva ni
integridad estrubtural. lo que sugiere que las mitocondrias del cisticerco muestran una fragilidad

'notabyle, yé que no resisten al cambio en la densidad y presién osmética, o probablemente las
cqndiciones del amortiguador no fueron las adecuadas para este tipo de mitocondria, sin
_ embargo, se ha demostrado que esto mismo ocurre con mitocondrias de higado de rata en el que
édemés de provocarles inchamiento, el CR es alterado debido al shock osmético.
. La centrlfugaclén diferencial, el uso de DNAasa y « amilasa penmitieron una separacién de
= poblaclones mltocondnales. el método es mas convincente ya que elimina la viscosidad que
. ‘conf'ere en ADN libre (ruptura de nucleos) y evita cambios de densidad, pero no ayuda en la
o purlf'cacién -ya que no es sencillo eliminar vesiculas o restos celulares que presentan la misma
densidad lde las_ mitocondrias, por lo que no fue posible obtener fracciones puras, esto se ha
_bservado tambnén con mitocondrias de higado de rata. Sin embargo, este método permitio
obtener al menos 2 poblaciones de mitocondrias del parénquima.
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: Las poblacuones mitocondriales obtenidas del cisticerco mostraron capacidad respiratoria,
tales valores concuerdan con los obtenidos por del Arenal y col (1998), sin embargo es baja
"comparada con las mitocondrias de higado de rata.
Por otro lado se observé que en las mitocondrias aisladas del tegumento y del parénquima
ue presentan altas actividades especlificas de SDH y FR, hasta 1.5 veces mas que en las
: mliocqndrlas de higado de rata. La actividad especifica de SDH en mitocondrias del cisticerco es

vco’m'barable con la actividad de las mitocondrias de la larva 2 de A. suum, pero no asi con la
éﬁtividad de FR. Esto refleja que el cisticerco de T. crassiceps presenta caracteristicas para llevar
acabo los dos tipos de metabolismo, de tal forma que puede aprovechar el oxigeno cuando este
presente, por otro lado las mitocondrias del parénquima presentan actividades muy similares a las
mitocondrias del musculo del adulto de A. suum por lo que hace suponer que el parénquima
funciona metabolitamente comeo un tejido muscular anaerobio.

La actividad especifica de la FR en las MFD y MFL disminuye a la mitad en comparacién
con las mitocondrias totales del parénquima sin embargo esto no sucede con la actividad de SDH.
(las MFL presentan una amplia desviacién estandar). Consideramos correcta las mediciones de
las actividades ya que fue corroborado comparando las actividades en mitocondrias de higado de
rata calculados y reportados.

De acuerdo con la actividad total porcentual las mitocondrias del parénquima realizan un
80% de la actividad metabolica, la cual es anaerobia principaimente y el resto de la actividad se
lleva acabo en las mitocondrias del tegumento con un metabolismo aerobio preferentemente. Los
valores de las actividades totales porcentuales muestran que la parte mas activa es el
parénquima con cerca del 70% de ambas actividades, esto es el resultado de la proporcién de
mitocondrias que contiene.

Enltrve‘ las. MFD y MFL la actividad total de SDH esta repartida en ambos tipos
- 'r'mtocondriales. pero para la FR el 70% de ia actividad enzimatico la realizan las MFD. La relacion
- :FRISDH en las MFL muestran un resultado contradictorio a lo esperado de 0.052 que supone un
> metabolismo aerobio preferentemente que no concuerda con la estructura mitocondrial, sin
embargo, estos datos deben evaluarse nuevamente debido a que la MFL presentan muchos
restos membranales, lo que modifica las actividades especificas de las enzimas de manera
importante.

Los resultados de la cuantificacion de los citocromos de las mitocondrias del tegumento y
del parénquima muestran niveles mas comparables con los de las mitocondrias de corazon de
bovino que con los de higado de rata, el valor obtenido de la relacion citocromo b / citocromo
oxidasa, (b/aa;) de las mitocondrias de higado de rata refleja un metabolismo aerobio (0.78), los
valores obtenidos de las fracciones mitocondriales de T. crassiceps son mayores lo que indica un
mayor metabolismo anaerobio resuftado de la falta de citocromo oxidasa y / o una alta
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: concentractén de citocromo b, esto comparado con las mitocondrias de higado de rata o corazon
= de bovino reportadas (Tabla 3).
- ~La concentraclén de citocromos es mayor en las mitocondrias del parénquima, sin
- v:v embargo la relacion b/aa3 refleja que hay una mayor proporcion de complejo Il que esta dado por
un aumento en FR o SDH, si consideramos que de acuerdo a las actividades especificas hay
mayor actividad de FR, la relacion refleja anaerobiosis. Considerando esto las mitocondrias del

parénquima son mas anaerobias y las mitocondrias del tegumento son mas aerobias. Los
resultados nuevamente son corroborados por los valores obtenidos en mitocondrias de higado de
rata y los valores reportados.

Las caracteristicas morfologicas de los diferentes tipos de mitocondrias hacen sugeiii que
su actividad, tamafo y la cantidad de crestas estan en relacion con las necesidades del tejido de
donde provienen, la localizacion de las mitocondrias del tegumento y las del parénquima esta en
relacién con la actividad especifica de SDH y la cantidad de citocromos, es decir, refleja
diferencias en la fisiologia y bioquimica resultado de la disposicion al oxlgeno.

Es importante mencionar que el mayor numero de estudios se ha realizado en la fase
adulta de los helmintos (A. suum, H. diminuta y S. mansoni principalmente) y los estadios

'v :larvarios han sido menos estudiados sin embargo se han realizado algunos trabajos cn estadios
I}:jnfval;ios de algunos helmintos (Read,1952; Rybicka, 1967 y Fioravanti, et al.,1998), en los cuales
‘se .han determinado las actividades de SDH y FRD y se ha observado que se presenta una
Iéi:én"e'nergética dependiendo de la etapa larvaria y el medio en que se encuentra.

‘Se ha mostrado que el metabolismo puede ser aerobio - anaerobio en diverso grado y que

C elmlntos pueden sobrevivir en algunos casos como anaerobios facultativos (y que esté
t baJo sea un caso similar). Es importante mencionar que esta transicion moetabolica, que va de

erobio-anaerobio o viceversa y que se presenta cuando un estadio de vida libre entra o sale de
un hospedero o de una condicién ambicntal diterente, puede ser inmediata, tomar algunas horas,
o tener un periodo mas prolongado incluso de dias.
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CONCLUSIONES

*En el cisticerco de T.crassiceps se presenta la heterogeneidad mitocondrial morfolagica y

bioquimica.

*Existen por lo menos 2 poblaciones de mitocondrias identificables: las mitocondrias del

- “tegumento y las mitocondrias del parénquima.

"‘En‘ las rhitqqqhdflas del parénquima se puede identificar 2 poblaciones, que difieren en

amano y forma de las crestas.

“*Las enzima mplejos respiratorios operan tanto en las mitocondrias tegumentales

irha. pero con diferente actividad especifica.

“eomo

eps la produccion de energia es derivada en gran parte del

~*La actividad ’ae_rpbia el isticer<_:§ de T.crassiceps es escasa y esta principalmente

““concentrada en las mitocondrias ‘el tegumento.
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PERSPECTIVAS
Optimizar el método de purificacién de mitocondrias del parénquima.

Evaluar la actividad enzimdtica de otras enzimas involucradas en los diferentes
metabolismos.

Determinar la presencia y concentracién de los tipos de quinona en las mitocondrias.

¥ _vaténer mitocondrias del estadio adulto de 7. crassiceps y evaluar la actividad de los
* sistemas energéticos aerobio y anaerobio

‘Obtener mitocondrias del cisticerco de T. solium evaluar la presencia de los sisternas
encontrados en 7. crassiceps.
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