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Resumen

En este trabajo se caracterizaron algunas de las propiedades fisico quimicas y
cinéticas de una glutatiéon S-transferasa; la cual se encontré firmemente unida a la
fraccion microsomal de cisticercos de 7aenia solium. Esta actividad enzimatica no
pudo ser eliminada de los microsomas por medio de lavados u otros
procedimientos fisicoquimicos que normalmente eliminan a las proteinas
débilmente unidas a las membranas. La pureza de la fraccibn microsomal
parasitaria, con actividad de GST, se estableci6 por medio de estudios de
microscopia electronica y con marcadores enzimaticos especificos subcelulares.
La fraccion microsomal de cisticercos de 7. solium (frGSTMTs) se solubiliz6 con
Triton X-100 a concentraciones necesarias para solubilizar proteinas integrales de
membranas y este procedimiento fue obligado para desarrollar la actividad de GST.
Por otro lado, ni el A-etilmaleimida ni el &cido iodoacético activaron a la frGSTMTs
parasitaria como tampoco lo hizo con Escherichia coli, Synechocystis sp.,
Arabidopsis thaliana y la rana Xenopus levais que por estudios gendmicos
presentan secuencias relacionadas con GST microsomales. Varios sustratos e
inhibidores se emplearon para caracterizar la actividad de la frGSTMTs. Su valor
optimo de estabilidad en funcion del pH es a 6.6 y a pH de 7.4 se desarrollo su
Optima actividad catalitica. Fue estable en un rango de temperatura de 20 a 50
°C. La frGSTMTs presentd una appKm (consy = 1.22 MM, appKm sty = 0.167 mM, y
appVmax para el glutation y el CDNB 0.952 y 3.4 pmol min™* mg™ respectivamente.
La actividad de la frGSTMTs se inhibié por el Azul de Cibacron (Isp 26.5 puM),
bromosulftaleina (Isp 41 puM), cloruro de trifeniltin (Iso 8.0 uM) y Rosa de Bengala
(Iso 14.3 pM). También se observd que la enzima se inhibi6 de manera
acompetitiva con el reactivo Rosa de Bengala y Azul de Cibacron y no-competitiva
con el cloruro de trifeniltin y bromosulftaleina. Los datos presentados muestran la
existencia de una glutation S-transferasa en los microsomas de los cisticercos de 7.
solium dispuesta como proteina integral y por lo tanto, diferente de las glutation S

transferasas citoplasmicas de 7. solium.



Abstract

Glutathione S-transferase activity has been shown to be associated firmly with the
microsomal fraction of 7aenia solium. Activity was still observed after washing of
the microsomes, and after carrying out procedures that release loosely bound
material from membranes. Electron microscopy and subcellular enzyme markers
criteria indicate the high purity of the microsomal fraction that presents the
glutathione Stransferase activity. 7. solium microsomes were solubilized using
Triton X-100 at a similar concentration as used for solubilize integral microsomal
proteins. This procedure proved necessary to obtain enzymatic activity. Neither N-
ethylmaleimide nor iodoacetamide activated the parasite microsomes, as also
observed for Escherichia coli, Synechocystis sp., Arabidopsis thaliana and the frog
Xenopus leavis. In order to characterize this parasite enzyme activity, several
substrates and inhibitors were used. The frGSTMTs presented appKm (CDNB) =
1,22 mM, appKm (GSH) = 0.167 mM and appVmax for the glutathione and CDNB
of 0,952 and 3,4 pmol min-1 mg-1 respectively. The optimum activity for
microsomal glutathione S-transferase was found at pH 6.6 7. so/ium microsomes
were inhibited by Cibacron Blue (IC 50 pM), sulfobromophthalein (IC 50 53.5 uM),
triphenyltin choride (IC 50 8.0 uM) and Rose Bengal (IC 50 14.3 uM) and it was
possible to establish the simple inhibition system for each inhibitor. These results
indicate that the 7. so/ium microsomal glutathione S-transferase is different from

the parasite cytoplasmic enzymes catalyzing similar reactions.
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Introduccion

Historia

El cestodo 7aenia solium es un parasito del hombre y del cerdo (1), su existencia
se remonta a la antigua Grecia donde se observé a la forma larvaria antes que la
forma adulta (2).

En el afio 1000 d. C., Jbn Sena describe la forma adulta (2). En 1550 Paranoli
describe la presencia de los metacestodos en el hombre. En 1558 Rumler y
Gessner publican el primer caso de neurocisticercosis (3). En 1683 Redi preciso
que el cisticerco era la etapa larvaria de 7. solium (4). Sin embargo, en el siglo
XVIII Linneo clasifica a la forma larvaria como Cisticercus cellulosae y a la forma
adulta como 7aenia solium (5). En 1853 P. J. Van Beneden da a conocer la
relacion existente entre los estadios del parasito (2). Vosgien, Van Beneden,
Haubner, Leuckart entre otros, empezaron a obtener cisticercos de cerdos
alimentados con proglotidos gravidos de 7. solium. En 1856 Kuchenmeister
comprueba y establece el ciclo biologico del parasito en un condenado a muerte, al
observar una tenia en el intestino delgado del condenado después de haber
ingerido cisticercos (4). En México y América Latina, 7. solium se conocio en la

conquista, al ser introducido el cerdo por los espafioles. (6).

Clasificacion
Subreino. Metazoarios, Phylum: Plathelmintos, Clase: Cestoidea, Subclase.
Cestoda, Orden: Ciclophylidea, Familia: Taeniidae, Género: Taenia

Especie: Taenia solium (7)

Ciclo bioldgico

Taenia solium es un gusano plano, dioico y parasito obligado. Carece de aparato
digestivo y circulatorio, en su ciclo de vida participan dos hospederos, el hombre,
como huésped definitivo por alojar a la fase adulta y el cerdo, o huésped

intermediario, por albergar a la fase larvaria (8).
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La forma adulta se conoce comunmente como tenia o solitaria, mide de 3-7 metros
y se encuentra alojada en el yeyuno del hombre, Unico portador de la forma
adulta, ocasionandole la enfermedad denominada teniosis (9, 10). EI hombre
desarrolla la teniosis cuando ingiere las larvas vivas del parésito presentes en los
tejidos musculares del cerdo. La tenia consta de tres partes: escolex, cuello y
estrobilo. El escOlex del parasito evagina estimulado por la bilis y enzimas
digestivas; sus ventosas se adhieren a la pared intestinal e inducen la expulsion
de los ganchos que se sostienen en la mucosa. El parasito comienza a crecer por
un proceso conocido como estrobilacion (11), el cuello presenta multiples células
madre que permiten el desarrollo de los segmentos formando el cuerpo o estrébilo
de la tenia; los cuales, se encuentran en diferentes etapas de maduracion. Los
segmentos cercanos al cuello son indiferenciados, los intermedios presentan
organos sexuales y los terminales estan gravidos, éstos ultimos se observan
aproximadamente en un tiempo de 3 a 4 meses de implantacion de la tenia. Cada
proglétido gravido contiene miles de huevos que son arrojados al ambiente junto
con las heces del portador (12).

El cerdo ingiere materia fecal contaminada con los huevos del parasito (9). Los
huevos al pasar por el tracto digestivo son activados por las enzimas proteoliticas
digestivas y el jugo biliar (13), ahi se transforman en las oncosferas o embriones
liberados. Estos al llegar al intestino delgado cruzan la mucosa y escapan al
sistema circulatorio y linfatico. Estos sistemas les permiten distribuirse en las
masas musculares y en el sistema nervioso central principalmente (9). En estos
tejidos, los parasitos se convierten en metacestodos o cisticercos (14). Se han
encontrado con poca frecuencia metacestodos en higado (15), ojos, ganglios
linfaticos y en el tejido subcutaneo (8, 17).

También en escasas ocasiones se han observado larvas de 7. solium en jabalies,
perros, gatos, ratas, monos, ovejas y ciervos (17).

La importancia clinica para el hombre en relacién con este parasito, es que puede
ser su hospedero accidental al alojar las larvas de 7. solium en sus tejidos,

desarrollando la enfermedad llamada cisticercosis. Si los parasitos se encuentran
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en el sistema nervioso central (SNC) ocasionan la neurocisticercosis (NC) (18), que

puede ser la forma mas grave de esta parasitosis.

Wy
iy

Figura 1. Ciclo biol6gico de Taenia solium (7)

(1) El humano es el huésped definitivo de la forma adulta de 7. sofium. (2) Cada segmento o proglétido
contiene miles de huevos que son liberados al ambiente junto con las heces del portador. (3) El cerdo
consume la materia fecal junto con los huevos del parasito y éstos son activados por las sales biliares y jugos
gastricos. La oncosfera o embrién hexacanto, viaja via linfatica y/o sanguinea a los diferentes érganos y
tejidos del cerdo y en ellos se desarrollan en metacestodos. El ciclo se cierra cuando el hombre ingiere la carne

cruda o mal cocida del cerdo parasitado. (4) El hombre puede ser hospedero accidental de la forma larvaria.

Morfologia del metacestodo de 7aenia solium

Morfologicamente los metacestodos de 7. solium tienen en promedio una
dimension de 1 a 1.5 cm. Su forma es vesiculosa y monocefélica, constituida por
un escolex invaginado, rodeado de un liquido semitransparente (8). El pequefio
escOlex del metacestodo al igual que el de la tenia, esta armado con una doble

corona de ganchos y cuatro ventosas. El escolex larvario se encuentra rodeado por
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tejido conectivo y muscular, formando el canal espiral y el canal de entrada, que
daran origen al cuello y al estrébilo de la tenia (7). La membrana que separa al
metacestodo del hospedero es un tegumento citoplasmico y sincicial, presenta
prolongaciones digitiformes llamadas microticas o microvilli que permiten la
absorcion de diversas moléculas como los nutrientes (19). Ultraestructuralmente
el tegumento sincicial se encuentra organizado por una banda protoplasmica de
aproximadamente 1 um de espesor o citoplasma distal, constituido de numerosas
mitocondrias, vesiculas de pequeiio tamafio, cuerpos densos, reticulo
endopldsmico y aparato de Golgi. Se continla con una zona fibrosa de finas
cadenas conectivas, musculo circular y muasculo longitudinal que interconectan a
células nucleadas de gran tamafio mediante prolongaciones citoplasmicas con la
zona distal. Estas células presentan en su citoplasma perinuclear abundantes
ribosomas, reticulo endoplasmico rugoso y usualmente vesiculas elaboradas por

Golgi, muchos de los citones contienen gotas de glicégeno (19, 20).

Reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico, es una red de membranas interconectadas que forman
cisternas, tubos aplanados y saculos comunicados entre si, intervienen en
funciones relacionadas con la sintesis proteica, metabolismo de lipidos y algunos
esteroides, asi como el transporte intracelular. Se puede diferenciar en reticulo

endoplasmico rugoso Y liso.

El reticulo endoplasmico rugoso, tiene esa apariencia debido a los numerosos
ribosomas adheridos a su membrana. Sus membranas forman saculos en cuyo
interior (lumen) se encuentran las proteinas recién sintetizadas por él. Se observa
muy desarrollado en las células que por su funcion deben realizar una labor activa

de sintesis, como las células hepéticas o las células del pancreas.

El reticulo endoplasmico liso no tiene ribosomas, entre sus principales funciones
se encuentra la sintesis y metabolismo de lipidos de membranas, asi como la

sintesis de colesterol y derivados de éste (acidos biliares y hormonas esteroideas).
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El proceso de detoxificacion, el cual se lleva a cabo en células del higado y
consiste en la inactivacion de productos tdxicos como drogas, medicamentos o
los propios productos del metabolismo celular por ser liposolubles y la
glucosilacion, es decir, reacciones de transferencia de un oligosacérido a las
proteinas sintetizadas, las cuales se transforman en una proteina periférica
externa del glucocélix (21). En los metacestodos de 7. solium el reticulo

endoplasmico se encuentra distribuido, tanto en sus células como en su sincicio.

Los microsomas son organulos esféricos o semiesféricos de reticulo endoplasmico
(RE) formados artificialmente, es decir, cuando las membranas del RE son
segmentadas y se encuentran en solucion, los fosfolipidos tienden a formar
estructuras semejantes a micelas, al encapsular sus cadenas hidrocarbonadas y

exponer sus grupos fosfatos.

Enfermedad en el hombre

La NC en humanos es una enfermedad compleja (22), puede ser asintomatica (12)
0 presentar una gran variedad de signos y sintomas, los cuales dependen de
diversos factores, tanto del individuo (genéticos, respuesta inflamatoria) como del
parasito (numero, localizacion, estadio y tipo) (23). Entre los sintomas mas
frecuentes estan las crisis convulsivas en un 70 % de los casos; la epilepsia de
apariciéon tardia ha sido reportada en la India en un 58% y en México en un 50%
en los pacientes. En el 23% de los casos de NC existe hipertension endocraneal,
ademés se reportan cefaleas, trastorno mental y demencia (24).

En México, las recientes estadisticas oficiales, informan de un promedio anual de
500 nuevos casos de cisticercosis con una tasa nacional cruda de 0.6 por 100 mil
habitantes. En estos datos no se registran diferencias por sexo y los grupos de
edad de los pacientes mas afectados van desde los 15 a los 44 afos (25); sin
embargo, las estadisticas de la Secretaria de Salud no capturan todos los casos
debido a que muchos de ellos no son diagnosticados. En el periodo de 1946 a
1979, de 21,597 autopsias realizadas en el Hospital General de México, la NC se

presentd en un 2.9% (12).
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Distribucion geografica

El complejo teniosis-cisticercosis presenta una distribucién cosmopolita. Se reporta
alta predominancia en zonas de Brasil (26, 27), Colombia, Ecuador, Guatemala,
México (14), Perq, India, China, Corea, Nueva Guinea, Africa del Sur, Africa
Occidental, Zimbabwe y Madagascar (28) que presentan una inadecuada
infraestructura sanitaria e incipiente educacién para la salud. Sin embargo, se han
reportado casos en Estados Unidos, Honduras, Panama, Portugal, Espafa y el
Reino Unido (29); paises que no presentaban esta problemética, considerandola
como una parasitosis emergente, siendo la principal causa de transmision los

inmigrantes y turistas (29, 30).

Evasion Inmune

En forma contrastante a los casos de NC sintomatica, existen los asintomaticos. En
estos los cisticercos pueden sobrevivir en sus huéspedes inmunologicamente
competentes, por décadas sin ocasionarles sintomas clinicos (6). Dixon y Lipscomp
en 1961 describieron un estudio realizado con 450 soldados ingleses que migraron
a la India y ahi adquirieron la cisticercosis. Al regresar a Inglaterra desarrollaron
sintomas clinicos neurolégicos relacionados con 7. sofium. Cuatro afos fue el
tiempo promedio en la aparicién de los sintomas clinicos en estos individuos. El
primero de los casos en aparecer, fue aproximadamente a los 4 meses y los
Gltimos hasta 30 afios después del inicio de la infeccion (31). Este estudio permite
sugerir que 7. solium puede permanecer en el hospedero durante periodos

prolongados sin causar sintomatologia y sin ser dafiado.

Dentro de la parasitologia se han documentado diversos mecanismos de evasion
inmune. Los agentes infecciosos se han adaptado de la manera mas conveniente
para su propia supervivencia, desarrollando sofisticados sistemas de evasion de las
respuestas protectoras del hospedero. Asi, ciertos parasitos intracelulares
facultativos, especialmente protozoos y bacterias, estan protegidos de gran parte

de los sistemas efectores inmunes, debido a su localizacion intracelular y aunque la
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célula hospedera puede expresar antigenos del parasito en su membrana, éstos,
no suelen desencadenar una respuesta inmune protectora frente a las células
infectadas, a diferencia de lo que ocurre con infecciones virales (32). Algunos

ejemplos de los mecanismos de evasion inmune se comentaran a continuacion.

Variacion antigénica. Se manifiesta cono un mecanismo de adaptacion del
huésped. Este fendmeno sucede en tripanosomas, bacterias y virus. Es la
capacidad ciclica, por parte de los parasitos, de poder cambiar de antigenos
presentes en su superficie celular. 7rypanosoma brucei presenta los genes que
codifican la glucoproteina de superficie variable (VSG). Este parasito puede
expresar diferentes versiones de la proteina aparentemente estimulando la
respuesta inmune del hospedero. 7. brucei posee un repertorio de mas de mil
genes para VSG (33).

Mimetismo molecular. Este mecanismo se refiere a la capacidad de los parasitos
para evitar el reconocimiento antigénico por parte del sistema inmune del
hospedero, mediante la absorcion de proteinas del hospedero por parte del

parasito o imitacion de proteinas de superficie. (34)

Inhibicion del complemento. Muchos microorganismos evitan la lisis mediada por
el complemento, a través de la inhibicion de la cascada molecular o la inhibicién de
algun componente en particular. La inhibicién de la activacion se puede conseguir
por la sintesis o adquisicion de moléculas reguladoras del complemento, o la
inhibicion del complejo C5b-9 (35).

Sistemas microbicidas. Ciertos microorganismos intracelulares facultativos son
capaces de evadir los sistemas microbicidas de los fagotitos en tres diferentes
etapas: a) Inhibicion de la fusion entre el fagosoma y el lisosoma. b) Escape de la
vacuola fagocitica al citoplasma c) Resistencia a los sistemas de degradacion de

los lisosomas (36).
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Supresion de la respuesta inmune. Para evitar ser eliminados por el sistema
inmune los parasitos inducen generalmente una supresion de la respuesta inmune.
Los mecanismos son muy variados e incluyen la induccién de células supresoras, la
alteracion de las funciones de las citocinas o la induccién preferencial de la
subpoblacion celular Th no protectora. A veces la inmunosupresion causada por

una infeccidén conduce a estados de inmunosupresion severa (37).

Inhibicion del estrés oxidativo. Este fendmeno se refiere, a la inhibicion de
especies reactivas de oxigeno (EROs). Las EROs originadas por diferentes
mecanismos, tales como el estallido respiratorio de células inflamatorias, reduccion
incompleta del oxigeno durante la respiracion en la mitocondria, o productos de
reacciones metabodlicas normales en la membrana citoplasmética, reticulo
endoplasmico, membrana plasmatica y los peroxisomas (38). Se sabe que los
parasitos cuentan con enzimas antioxidantes que bloquean a estas EROs (39)
como son la catalasa, superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx).
La glutatién S- transferasa (GST), glutation S-transferasa microsomal (MGST) y la
GPx inhiben la peroxidaciéon lipidica de las membranas, también estas enzimas
junto con la aldehido reductasa, aldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
combaten la formacion de carbonilos citotoxicos que llevarian a la muerte del

parasito (39).

Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre las moléculas con alto
potencial oxidante derivadas del oxigeno, EROs y los sistemas antioxidantes (40).
Una consecuencia por activar a las células inflamatorias con antigenos es que éstas
desarrollen la “estallido respiratorio” (ER). La ER de las células inflamatorias,
consiste en un consumo elevado de oxigeno por parte de la célula y que utiliza
para producir estrés oxidativo por medio de los EROs (41). Estas moléculas,
provenientes del oxigeno presentan uno o mas electrones sin aparear, siendo

altamente reactivas dada su afinidad al aparearse con electrones de los atomos de
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otras moléculas. Las EROs causan dafio a toda clase de moléculas bioldgicas
conduciendo a la oxidacion, despolimerizacién de polisacaridos, modificaciones de
DNA mediante la ruptura de cadenas, dafio a las membranas, procesos de
mutagénesis, carcinogénesis, peroxidacion de lipidos, oxidacién de proteinas,
fragmentacién y dafo a carbohidratos (42).

Las EROs formadas en el organismo pueden iniciar una serie de reacciones en
cadena, que contindan hasta que éstos son eliminados tras diversas reacciones
con otros radicales libres o por la accion del sistema antioxidante, el cual protege a
los tejidos de los efectos que ellos producen. Estos previenen la formacion de
nuevos radicales libres, convirtiéndolos en moléculas menos perjudiciales antes de
que puedan reaccionar o evitando la formacion de EROs a partir de otras
moléculas (41).

Los organismos han desarrollado sistemas enzimaticos y no enzimaticos de
proteccion del dafio producido por los EROs (43). Esta proteccidén contra el dafio
oxidativo puede ser por prevencion, intercepcién y reparacion.

La prevencion es la primera linea de defensa contra los EROs y es la proteccion
contra su formacion.

La intercepcion de los EROs, este es el proceso de desactivacion, lo podemos
dividir en dos clases enzimaticos y no enzimaticos.

1.- Sistemas no enzimaticos los cuales a su vez podemos subdividir en dos
subclases: a) Sustancias eliminadoras o secuestradoras que son pequefias
moléculas que limpian el plasma de oxiradicales, un ejemplo de esto son el a-
tocoferol acido ascorbico, carotenos y glutation. b) Sustancias proteicas que son
capaces de secuestrar metales de transicion sobre todo el hierro como la
lactoferrina, la ceruloplasmina y la transferrina.

2.-Sistemas enzimaticos, las tres principales enzimas antioxidantes son: la
superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa.

La proteccion de los efectos antioxidantes puede ser por reparacion del dafio una
vez efectuado, este se refiere al dafio en el DNA ocurrido como una variedad de

productos de la oxidacion de fosfolipidos, proteinas y otros compuestos (44).
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Los sistemas enzimaticos estan conformados por una serie de enzimas
antioxidantes esenciales en los parasitos para defenderse contra los EROs
generadas por macrofagos neutrofilos y eosindfilos del hospedero (45), por
algunos farmacos antiparasitarios, la reduccion incompleta del oxigeno durante la
respiracion en la mitocondria y como productos de reacciones metabolicas
normales en la membrana citoplasmatica, reticulo endoplasmico, membrana
plasmatica y los peroxisomas (46).

Estas enzimas pueden ser particularmente importantes para la larga vida de los
parasitos que estan involucrados en infecciones cronicas. Las principales familias
de enzimas antioxidantes en organismos eucariontes son las catalasas (CATSs), las
glutation peroxidasas (GPXs) con actividad catalitica para descomponer H,O, para
producir H,O y O,. También las GPXs y las GSTs que utilizan al glutation, pueden
reducir hidroperoxidos lipidicos y carbonilos reactivos. Las superdxido dismutasas
(SODs) son una familia de metaloenzimas las cuales catalizan la dismutacion del
superoxido (O27) a H,0, y oxigeno. El H,O, puede causar dafio por si mismo, pero
puede originar a una especie mas toxica el OH". Recientemente otra familia de
enzimas antioxidantes que utilizan al H,O, e hidroperéxidos, descritas como
peroxiredoxinas (PRXs) han sido identificadas en organismos de todos los reinos,
incluyendo a los nematodos y trematodos (47). El descubrimiento de este sistema
enzimatico representa un avance para el entendimiento de como los parasitos se
defienden del estrés oxidativo externo e interno, puesto que carecen de GPXs y
CATs.

Glutation S—Transferasas

Las enzimas glutation S—transferasas (GST) catalizan el ataque nucleofilico del
glutation reducido sobre componentes no polares que contienen atomos
electrofilicos como el carbdn, nitrégeno o grupos sulfuros, siendo sus principales
sustratos los halogenonitrobenzenos, las quinonas y los carbonilos a,f -

insaturados (48). La mayoria de las GST catalizan la conjugacion del sustrato
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electrofilico 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) al GSH mediante la siguiente

reaccion (49).

My, PN
@)
OH 0
NH\/j\
OH
_|_
| G
NO NO
— + HCI
Glutation S
transferasa
NO NO

Figura 2. Conjugacion del Glutation (GSH) con el compuesto electrofilico 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB)

catalizado por la enzima GST

Actualmente se han descrito tres grandes familias enzimaticas que presentan
actividad de GST; una de naturaleza citosolica, se encuentra soluble en el
citoplasma (50), otra mitocondrial (51) y una tercera que comprende a las GSTs
microsomales (52). Esta ultima se agrupa dentro de las proteinas asociadas a
membranas y relacionadas con el metabolismo de eicosanoides y glutation, de las
siglas en inglés (MAPEG) que indistintamente llamaremos GSTs microsomales o
MAPEG.

Las GSTs solubles mantienen entre si, una estrecha similitud en su estructura
tridimensional a diferencia de las GSTs microsomales. Las GSTs solubles son
dimeros con subunidades de 19.9 a 24.4 KDa. De acuerdo a su secuencia se
conocen siete clases designadas como Alfa, Mu, Pi, Sigma, Teta, Omega y Zeta;
otras clases conocidas como Beta, Delta, Epsilon, Lambda, Phi, Tau, y U han sido

identificadas en especies no mamiferos (48).
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Las GSTs clase Kappa son dimeros con subunidades de 22.6 KDa (51), presentan
una alta actividad para los haluros de arilo, tales como el CDNB y pueden reducir
CuOOH, metabolizando hidrocarbonos aroméaticos, tales como el naftaleno.
Originalmente fue aislada de mitocondrias y recientemente se ha encontrado en

los peroxisomas (53).

Los miembros de las MAPEG constituyen la Unica rama de estas familias proteicas
involucradas en la produccién de eicosanoides. La gran mayoria de la informacién
sobre las GST microsomales ha sido obtenida en mamiferos (52). Inicialmente se
describié a una enzima microsomal que conjugaba CDNB, la MGST1. Esta enzima,
a diferencia de las citosdlicas, se propuso que podian exhibir propiedades
cataliticas cuando se le trata con agentes sulfidrilicos como A~etilmaleimida o
iodoacetamida. Esta fue considerada una caracteristica peculiar de las MGSTs, que
ha sido utilizada para diferenciar las GSTs microsomales de las citoplasmicas (54,
55). Sin embargo, recientemente un estudio de mapeo genético de organismos
invertebrados y bacterias mostré6 que los productos de expresién de los genes
GSTs microsomales no son activados por los agentes sulfidrilicos, concluyendo que
la activacion con éstos agentes no son ya una caracteristica de GSTs microsomales
(56).

La superfamilia de las proteinas denominadas MAPEG, han sido definidas de
acuerdo con actividad enzimatica, secuencia y propiedades estructurales. Este
grupo consiste en seis proteinas de humano que incluyen a la FLAP, LTC,S,
MGST1, MGST2, MGST3 y MGST1-L-1 (PGES). En el descubrimiento de estas
enzimas, se observo que presentaban un papel en la sintesis de eicosanoides. Por
ejemplo, la leucotrieno C; sintasa (LTC,S), transferasa microsomal conjuga al
leucotrieno A4 (LTC,4) con GSH; la proteina activadora 5-lipoxigenasa (FLAP) exhibe
la actividad de unir &cido araquidonico requerido por la 5-lipoxigenasa. La
prostaglandina E, sintasa, cataliza la isomerizacion dependiente de GSH de la

prostaglandina H, (PGH>) a la prostaglandina E, (PGE>) (48).
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Existen evidencias que sugieren que MGST1 posee la capacidad de detoxificacion y
también es capaz de conjugar GSH a la prostaglandina J2 (PGJ2) y conferirle de
esta forma la propiedad de inhibir la proliferacion celular (57), en contraste con la
MGST2 y MGST3 de humanos que son capaces de detoxificacar componentes
extrafios y sintetizar LTC, (58), este leucotrieno tiene amplias funciones
proinflamatorias y espasmogénicas (59). En ratas la MGST3 es incapaz de
sintetizar LTC4. FLAP no presenta actividad catalitica pero liga acido araquidonico a
5-lipoxigenasa, que es esencial para la sintesis de todos los leucotrienos formados
en la cascada de 5-lipoxigenasa. El leucotrieno C, sintasa (LTC4S) y la
Prostaglandina E sintasa 1 (PGES1) no tienen un papel detoxificante, su accién
catalitica se restringe a la sintesis de LTC, y PGE,, respectivamente (52).
Recientemente, mediante alineamientos de mudltiples secuencias y andlisis de
bioinformatica, se aislaron cDNAs para MGSTs, basados en la secuencia de las
MAPEG y se subdividieron en cuatro subgrupos. La primera subfamilia contiene a
FLAP, LTC4S y MGST2, la segunda subfamilia esta constituida por MGST3 junto
con los miembros encontrados en plantas (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, y
Ricinus communis) y hongos (Aspergillus nidulans). La tercer y cuarta subfamilias
estan formadas por las proteinas identificadas en bacterias (Synechocystis sp.
SynMGST, Escherichia coli, y Vibrio cholerae) y MGST1 y MGST1-L1,
respectivamente (48, 56).

En Schistosoma mansoni se ha demostrado que la produccién de la prostaglandina
D, (PGD;) se debe a la enzima GST del parasito y que la PGD, esta directamente
relacionada con la falta de migracién de las células de Langerhans a los 6rganos
linfoides secundarios. Esta ultima observacion podria ser una estrategia parasitaria
para evadir la respuesta inmune, al quedar bloqueada la actividad de las células de

Langerhans (60).

Estructura de las GST microsomales
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El grado de pureza con que se ha obtenido a la MGST1, ha sido posible la
cristalizacion de la molécula y el estudio de la conformacion a través de estudios
de rayos X (61).

El analisis de la MGST1 con una resoluciéon de 6 A muestra la estructura
cuaternaria homotrimérica de la enzima, similar a la estructura cuaternaria
observada en la PGES1. Las MAPEG del subgrupo | presentan estructuras
triméricas formadas por mondémeros o complejos agregados. Por ejemplo FLAP,
puede existir monoméricamente o en forma de dimero o trimero, LTC4S forma
complejos multiméricos. FLAP y LTC4S también pueden formar heterodimeros y

heterotrimeros (45).

En cisticercos de 7. solium hemos observamos la actividad enzimética de GST en
sus fracciones microsomales. También hemos descartado que esta actividad se
deba a la contaminacién de alguna GST citosoélica. El obtener en forma pura a la
enzima microsomal parasitaria permitira profundizar en los estudios de proteccion
y fisioldgicos de 7. solium ademas de demostrar la presencia de este tipo de

enzima microsomal por primera vez en organismos parasitos

Cinética Enzimatica

La cinética enzimatica permite conocer las diversas caracteristicas de una enzima.
Esta informacion es fundamental para conocer su mecanismo de reaccion,
especificidad por el sustrato o sustratos, incluyendo las diversas etapas y las
secuencias de las mismas (60). También nos informa sobre la influencia que tienen
sobre la enzima diversas condiciones experimentales. Asi es factible apreciar la
estabilidad de la enzima frente a cambios de temperatura, pH y fuerza idnica. Se
pueden tener caracteristicas de regulacidon enzimaticas al emplear sustancias
inhibitorias, ademéas de adquirir informacion sobre su estructura molecular. La
cinética enzimética nos permite determinar los parametros cataliticos de una

enzima, como la constante de Michaelis (Km), velocidad méxima de reaccion
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(Vmax), constante de inhibicién (K7, que son datos numéricos que facilitan las
comparaciones entre enzimas (61).
La actividad de algunas enzimas depende de uno 0 mas componentes no proteicos
llamados cofactores, los cuales pueden ser iones metdlicos (Zn, Mg, K, etc.), o
moléculas organicas llamadas coenzimas. Las enzimas son altamente especificas
con sus sustratos y se clasifican de acuerdo al tipo de reaccion que catalizan en:

Oxido-reductasas. Desarrollan reacciones de oxido—reduccion.

Transferasas. Transfieren grupos funcionales.

Hidrolasas. Transfieren grupos funcionales de agua, reacciones de hidrdlisis.

1.

2

3

4. Liasas. Adicionan dobles enlaces a diversos grupos.

5. Isomerasas. Llevan a cabo reacciones de isomerizacion.
6

Ligasas. Forman enlaces de escisién en presencia de ATP.

Los principios generales de las reacciones quimicas son aplicables a las reacciones
catalizadas por las enzimas. Sin embargo, éstas se caracterizan porque aunque se
aumente la concentracion de sustrato, la velocidad no continua aumentando. Esto
es debido a un efecto de saturacidén por parte de la enzima con el sustrato, porque
todos los sitios activos, finitos, de la enzima estan ocupados. La velocidad de
reaccion depende de la cantidad de enzima en complejo con su sustrato. A
concentraciones bajas de sustrato, la velocidad inicial de la reaccién (10) es casi
proporcional a la concentracién del sustrato; a medida que la concentracién de
sustrato aumenta, la velocidad inicial de la reaccion deja de ser proporcional a la
concentracion de sustrato. A muy altas concentraciones del sustrato, la velocidad
de la reaccion llega a ser independiente de dicha concentracion y se aproxima

asintoticamente a una velocidad constante (figura 3a).
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a Velocidad méaxima ( Vmax)

Pendiente = Km / Vmax
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Figura 3. a) Modelo de Michaelis — Menten, efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de una

reaccion catalizada enziméaticamente. b) Modelo de Lineweaver — Burk, doble reciproca.

Esta forma de saturacion permitié formular la hipotesis de que la enzima y el

sustrato reaccionan reversiblemente para formar un complejo, ES.

La teoria de Michaelis—Menten, supone que la enzima E se combina con el sustrato
S, formando el complejo ES, el cual se disocia dando lugar a enzima libre y

producto P, siendo todos estos pasos reversibles.

E+S €&>ES<€>E+P

Muchas enzimas catalizan reacciones con dos sustratos que se influyen

mutuamente, el analisis cinético de estas reacciones se simboliza por la ecuacion

A+B&S P+Q

Donde pueden existir varios complejos enzima — sustrato (EA, EB, EP, EQ, EAB,
EPQ, EAQ y EPB). La determinacion de Km y Vmax es semejante al sistema
utilizado en las reacciones con un solo sustrato, manteniendo un de los sustrato a
concentracion constante y saturante (B), mientras que el otro sustrato (A) se
emplea a concentraciones variables para determinar su efecto sobre la velocidad

inicial de la reaccion y obtener asi la constante de MM para el sustrato (A).
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La constante de Michaelis es una magnitud cuantificable experimentalmente y
definida operativamente, siendo la concentracion del sustrato a la cual la velocidad
de la reaccion es la mitad de la velocidad maxima. Para una enzima particular,
constituye una caracteristica util en la determinacion cuantitativa de la actividad
enzimatica en los tejidos y la purificacion de la enzima. La velocidad maxima es un
parametro de utilidad para el analisis de algunos mecanismos de regulacion

enzimatica.

Si se parte de la ecuacion de Michaelis — Menten, la ecuacion de la velocidad V =
Vmax [S]/ Km + [S], se deriva una relacibn numérica importante en el caso
especial en que la velocidad inicial de reaccion sea exactamente la mitad de la
velocidad méaxima, es decir cuando Vo = %2 Vmax, se tiene Vmax/2 = Vmax [S] /
Km + [S], que al ser dividido por Vmax se obtiene ¥2 = [S] / Km + [S], que al

transformarse da Km = [S].

Existen factores fisicos y quimicos que afectan a la actividad méxima de las
enzimas, entre ellos el pH y la temperatura. La mayoria de las enzimas presentan
un pH caracteristico al cual su actividad es méaxima. Esta relacion depende del
comportamiento acido—base de la enzima y del sustrato. El pH 6ptimo de catélisis
de una enzima no es necesariamente idéntico al pH de su entorno intracelular,
sugiriendo que la relacion pH-actividad de una enzima puede constituir un factor

en el control intracelular de su actividad.

La temperatura, al igual que en las reacciones quimicas, aumenta la velocidad de
la reaccién dentro del intervalo en que la enzima es estable y permanece
totalmente activa. La forma que presenta la dependencia de la actividad
enzimatica respecto de la temperatura es la resultante de dos procesos: 1) el
incremento habitual de la velocidad de reaccion con la temperatura y 2) el
incremento en la velocidad de desnaturalizacion térmica de la enzima al

sobrepasar una temperatura critica.
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Inhibicion enzimética

El efecto de un inhibidor enzimatico es disminuir la velocidad de la reaccion
catalitica al unirse a la enzima. El estudio de la accién de los inhibidores ha
permitido dilucidar el mecanismo y los caminos de la catalisis enzimatica, la
especificidad de los sustratos, la naturaleza de los grupos funcionales en el sitio
activo y la participacion de ciertos grupos funcionales en el mantenimiento de la

conformacion activa de la enzima.
Existen diferentes tipos de inhibicion:
Inhibicion irreversible.

El inhibidor se une a la enzima por enlaces covalentes y provoca una

modificacién quimica a sus grupos cataliticos.
Inhibicion reversible.

La unién del inhibidor con la enzima es reversible, al quitar el inhibidor del medio

se recupera la actividad. Los tipos de inhibicion de esta clase son:

Competitiva. El inhibidor se une a la enzima de tal manera que interfiere con la
union del sustrato normal. Un inhibidor competitivo reacciona reversiblemente
con la enzima para formar un complejo enzima—inhibidor (EI) analogo al

complejo enzima—sustrato.
E+ | <>El

La molécula del inhibidor no resulta quimicamente alterada por la enzima. Se
puede definir la constante del inhibidor Ki como la constante de disociacion del
complejo enzima—inhibidor:

Ki = [ETTI/IEI]
Para atenuar la inhibicion (y aumentar la velocidad) se aumenta la concentracién
del sustrato, que lo desplazara. La Vmax no se afecta porque Vmax = K car [Er],
aunque se necesita una concentracion de sustrato més alta que en ausencia del

inhibidor para obtener dicho valor. Cinéticamente se puede distinguir el tipo de

inhibidor. La Am determina la afinidad de la enzima por el sustrato
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(concentracion de enzima y velocidad constantes). Un inhibidor competitivo actia

bajando la afinidad, por lo tanto la Km sera mayor. Un inhibidor competitivo se

caracteriza por no afectar el valor de Vmax, por lo tanto no interfiere con la

velocidad de ruptura del complejo enzima-sustrato (figura 4).

1/ Vo = [( Km / Vmax) (1/ [S])] + 1/ Vmax

1/ V(g
(1/p mol min™*mg™

A sin
inhibidor

1/
Vmax

T/ TSustrato] (L7 mM)

A

Figura 4. Tipo de inhibicién competitivo. El
inhibidor compite por el sitio activo del
enzima, modificando la Km pero no la

Vmax. Grafica de doble reciproca.

Pendiente = Km/ Vmax

Inhibicion acompetitiva. El inhibidor no se combina directamente con la enzima, ni

afecta su reaccion con el sustrato. El inhibidor se combina con el complejo ES

para formar un complejo inactivo ESI, provocando que no exista la transformacion

hacia los productos ES + 1€<—> ESI, disminuyendo la velocidad de reaccion. El

inhibidor no se une al centro activo si no a cualquier otro sitio, lo que hace que

cambie la conformacién y la enzima ya no sea tan efectiva, su A7 es:

K, = [ES][I]/[ESI]

El grado de inhibicion aumenta cuando la concentracion del sustrato aumenta. En

este caso no se puede superar la inhibicion aumentando la concentracion de

sustrato (figura 5).
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1/ Vo = [(Km / Vmax) (1/ [S])] + 1/ Vmax

1/ Vo
(1/ p mol min*mg™)

Tm

sin inhibidor

gl

AV X
-1/Km 1/ [Sustrato] (1 / mM)

Figura 5. Tipo de inhibicion acompetitivo. El inhibidor no compite por el sitio activo del enzima, se une al

complejo ES y modifica tanto la Km como la Vmax. Gréafica de doble reciproca.

Inhibicion no competitiva.

Los inhibidores no competitivos se unen en un lugar del enzima, distinto del sitio
activo. Esto origina un cambio conformacional en la estructura de la enzima y
evita la formacion del complejo ES a su velocidad normal y que una vez formado
no se descomponga a su velocidad habitual para liberar los productos de
reaccion. Sus efectos no se anulan al aumentar la concentracion del sustrato. En
este tipo de inhibicion, la reaccion con el inhibidor produce dos formas inactivas
de la enzima: El y ESI. Por lo tanto existen dos constantes del inhibidor (62, 63,

64 , 65).
KE'i = [E]N/[EN] y K*'i = [ES][I)/[ESI] (figura 6).
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A

1/ Vo
( 1/ wmol min*mg™)

A

sin inhibidor

1 / [Sustrato] (1 /7 mM)

Figura 6. Tipo de inhibicién no competitivo. El inhibidor se une a un sitio distinto del activo, provocando un
cambio conformacional en la estructura de la enzima, evitando la formacion del complejo ES, no modifica la

Km pero si la Vmax. Grafica de doble reciproca.

2. Antecedentes

Enzimas detoxificantes encontradas en 7aenia solium

Dentro de los estudios bioguimicos, moleculares y celulares que se han realizado
en 7. solium se han descrito diversas enzimas. Entre éstas se encuentran las
detoxificantes que son particularmente importantes para los parasitos que originan
infecciones cronicas. En el estallido respiratorio realizado por las células
inflamatorias activadas, las superoxido dismutasas (SODs) son las primeras
enzimas que participan en la detoxificacion de los radicales libres de oxigeno
(RLOs) (66). Si existe la catalasa en estos organismos, el H,O, se transforma en
agua y oxigeno, de tal forma que se eliminarian los RLOs primarios, si no el H,0,
puede causar dafio, pero también puede ser fuente de los radicales secundarios
como el anién oxidrilo (OH"). El OH~ se origina al reacionar el H,O, con iénes
Fe++ en la reaccion de Fenton. El OH™ que es mas toxico que los radicales
primarios, facilmente interacciona con los lipidos membranales originando su
peroxidacion y formacion de alquenos y carbonilos, sustancias extramadamente

toxicas para multiples moléculas bioldgicas (67).
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En el 2002 Gonzalez et al, purificaron una superéxido dismutasa de los cisticercos
de 7. solium (7s SOD) empleando en secuencia una cromatografia de intercambio
ionico (etil-amino-cuaternaria, QAE), una cromatografia de interaccion hidrofobica
(fenil sefarosa 4B) y un cromatoenfoque (polibuffer 94, PBE). La 7s SOD presenta
una masa molecular de 30 kDa, es dimérica con monomeros de 15 kDa, y punto
isoeléctrico de 6.3. La 75 SOD se inhibe un 80% con 10 mM of KCN, sugiriendo
que es una enzima de la clase Cu/Zn. Su secuencia de amino acidos tiene una
homologia del 76% con la SOD Cu/Zn de S. mansoni (68).

Recientemente otra familia de enzimas antioxidantes que utilizan al H,O, e
hidroperoxidos, descritas como peroxiredoxinas (PRXs) han sido identificadas en
organismos de todos los reinos, incluyendo a los nematodos y trematodos (47). El
descubrimiento de este sistema enzimatico representa un avance para la
comprensién de como los parasitos se defienden del estrés oxidativo externo e
interno, particularmente los carentes de catalasas y peroxidasas como 7. solium.
Molina et a/, clonaron y caracterizaron a la 2-cis peroxiredoxina a partir del cDNA
de la forma adulta de 7. solium, que codifica a una cadena polipeptidica de 197
aminoacidos con un peso molecular de aproximado de 21.8 KDa. Esta secuencia
contiene dos dominios clasicos de las 2-cis peroxiredoxinas y presenta una alta
homologia con la 2-cis peroxiredoxina de Echinococcus ssp. Al haber sido
expresada en Escherichia coli y purificada por cromatrografia de intercambio
anidnico, el analisis bioquimico mostr6 a la Ts2-CysPrx como un dimero compuesto
por monomeros de 22 kDa, presentando actividad con el perdxido de hidrogeno e
hidroperoxido de cumeno (69). Asi mismo, Renddn y col (2004) purificaron a
homogeneidad y caracterizaron una tioredoxina glutation reductasa de cisticercos
de 7. crassiceps (TGRTc). La TGRTc presenta una actividad de 17.7 y 4.7 U mg™
para tioredoxin y glutation respectivamente y una Km de 17, 15 y 3 UM para

tioredoxin, glutation y NADPH correspondientemente (70).

Glutation S-Transferasa en 7. solium
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De un extracto crudo de cisticercos de 7. solium, Vibanco—Peérez et al/ (1999)
obtuvieron una GST de 28 KDa, usando cromatografia de afinidad con una
columna de sefarosa Glutation reducido, la cual presentd una actividad especifica
de 2.8 mmol min*mg™ para el 1-cloro- 2,4-dinitrobenceno (CDNB) y tuvo actividad
de glutation peroxidasa de 0.22 mM min™*mg™. Su caracterizacion sugiere, en base
a su secuencia, que es una GST de la clase mu de mamifero. En estudios
inmunologicos (inmunoelectrotransferencia) observaron que reacciona en forma
cruzada con antigenos de 7. saginata, T. taeniaeformis 'y T. crassiceps, pero no
contra S. mansoni (71).

La GST de 28 KDa publicada originalmente, resultd ser una mezcla de dos
isoformas con masas moleculares de 25.5 y 26.5 KDa. La GST de 25.5 kDa se
clond a partir de cDNA en el sistema de £. coliy con esta informacion se produjo la
proteina recombinante (72). La GST de 26.5 kDa se purificé en forma nativa y se
describirhA mas adelante. Las secuencias de aminoécidos de ambas GSTs
demostraron homologia de 86% y 85% con E. granulosus y E. multilocularis,
respectivamente y 45-47% de identidad con la GST de clase mu de mamiferos y
pollos reportados en el GenBank.

En el 2004, Plancarte et a/ reportaron la purificacion y caracterizacion cinética de la
isoforma de Glutatién S-transferasa de 26.5 kDa (SGST26.5). La SGST26.5 tiene
un pl de 7.07 y un peso nativo de 60 kDa con dos monomeros de 26.5 kDa. Su
actividad optima se registré a pH 6.5-7.0 y desde 10 a 42 °C se mantuvo estable.
La SGST 26.5 presentd una actividad especifica de 78, 7.1, 6.6, y 0.7 mM minmg’
! con los sustratos 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), 1,2-dicloro-4-nitrobenceno,
2,4-hexadienal y trans-2-nonenal, respectivamente. Su Vmax para el GSH y CDNB
fueron de 74 y 77 mM minmg™, respectivamente. La enzima se inhibi6 de forma
no competitiva por el azul de cibacron, la bromosulftaleina y el cloruro de trifeniltin
(73).

Actividad de GST en los microsomas de 7. solium.
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La existencia de varias GSTs citoplasmicas en 7. solium sugieren que este sistema
es importante en sus procesos detoxificantes y pudieran no limitarse solamente al
citoplasma. Con el interés de conocer la participacion de este sistema dependiente

de GSH en los microsomas de 7. solium se desarrollé este trabajo de investigacion.

3. Hipotesis
En los microsomas de los cisticercos de 7. solium se encuentra una proteina
integral de membrana con actividad catalitica de glutation S Transferasa,

diferente de las glutation S Transferasa citosélicas del parasito.

4. Objetivos

« Demostrar la existencia de la Glutation S — Transferasa microsomal (frGSTMTS)

en los cisticercos de 7aenia solium.

¢+ Caracterizar las principales propiedades bioguimicas y cinéticas de la frGSTMTs.

Metas
= Establecer los procedimientos de purificacion de la frGSTMTs.

» Desarrollar los estudios de microscopia electronica en las fracciones
subcelulares del parésito.

= Desarrollar diversas técnicas de marcadores enzimaticos subcelulares.

= Demostrar la correlacion entre la velocidad de reaccion y cantidad de
frGSTM7s.

= Demostrar que es una proteina integral de las membranas microsomales.

* Encontrar la concentracion optima de solubilizacion con Tritén X — 100.

» Determinar la appKm y appVmax para sus sutratos GSH y CDNB.Determinar las
dosis Iso, tipos de inhibicion y Ki de diferentes moléculas sobre la frGSTM7s.

= Determinar la actividad especifica de la frGSTM 7s por diversos sustratos.

5. Material y métodos
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Obtencidn de cisticercos

A cerdos de indistinta edad, sexo y origen, infectados naturalmente con las larvas
de 7. solium, se les practico la eutanasia. De sus musculos esqueléticos se
extrajeron de forma completa los cisticercos libres de tejido del hospedero. Los
cisticercos se lavaron exhaustivamente con PBS pH 7.2, se secaron en papel filtro

y se mantuvieron congelados a —70 °C hasta su uso.

Obtencién de la fraccion microsomal de Taenia solium (frGSTMTSs)

Se utilizo la técnica de Ernest et a/, 1962 (74) con algunas modificaciones.
Brevemente, cincuenta gramos de cisticercos se mezclaron en una relacion de 1:3
(m:v) en amortiguador de fosfatos 10 mM, sacarosa 0.25 M, EDTA 0.3 mM pH 7.0,
fenil metil sulfonil fluoruro 1 mM (inhibidor de proteasas). Esta mezcla (150 ml) se
homogenizo, con la ayuda de un polytron (Brinkmann Instruments), a 1500 rpm, 4
°C a intervalos de ~30 seg descanso-homogenizacion. ElI homogenado se
centrifugd por 10 min a 600 g a 4 °C, se recuperd el sobrenadante (snl) y se
volvié a centrifugar a 10,000 g por 10 min, 4°C, el sobrenanante resultante (sn2)
se ultracentrifugd a 105,000 g por 1 hora a 4 °C, y el precipitado (pp3) se
resuspendi6 en 150 ml de amortiguador de fosfatos con pH 7.0. El pp3
resuspendido se ultracentrifugd nuevamente a 105,000 g por 1 hora a 4 °C para
obtener el precipitado 4 (pp4), el cual se resuspendié en Tris 0.15 M y sacarosa
0.25 M. El pp4 resuspendido se volvidé a ultracentrifugar en las mismas
condiciones en dos ocasiones mas, lavando de esta forma la fraccion microsomal
para evitar cualquier tipo de contaminacion citosolica. Al final del proceso se

obtuvo el precipitado 6 (pp6) al cual llamaremos en adelante frGSTM 7s (Figura 7).

35



Homogenigién de los cisticercos

600 g
sn
ppl nucleos

10,000 g
sn2

g pp2 mitocondrias

105,000 g
pp3

sn3 proteinas solubles

(3X) 105,000 g
pp4, 5

sns 4,5,6 lavados

Fraccion microsomal
pp6 (frMGST)

Figura 7. Secuencia del proceso de ultracentrifugacion diferencial. Fraccionamiento subcelular de los

cisticercos de 7. solium para la obtencion de la fraccion microsomal frGSTMTs (pp6).

Demostracion de la pureza de las fracciones subcelulares

Para comprobar que la fraccibn microsomal se encontraba libre de contaminantes
citosolicos, se realizaron diferentes preparaciones de las subfracciones para
visualizarlas por técnicas de microscopia electronica y marcadores enzimaticos

especificos.

Microscopia electronica de transmision
La preparacion de las muestras para el andlisis de microscopia electronica consistio
en tomar una alicuota de 100 ul de cada uno de los precipitados obtenidos en el

proceso de purificacion de los microsomas por centrifugacion diferencial vy
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adicionarles 900 pl de solucion fijadora de Karnovsky en 0.1 M de amortiguador
de cacodilatos pH 7.2. Posteriormente las muestras se post-fijaron en tetradxido
de osmio al 1% en presencia de cianuro ferroso de potasio al 1.5% durante 2
horas a 4°C. Las muestras fueron deshidratadas en alcohol y embebidas en resina
de baja viscocidad segun el método de Suprr, 1969 (75). Todas las muestras
fueron cortadas y seccionadas cerca de su superficie, cerca de su region central y
cerca de su base para asegurarse de obtener cortes representativos de cada una
de ellas. Se realizaron cortes de 40 a 80 nm de espesor y fueron contrastados con
acetato de uranilo al 5% y examinados en un microscopio electrénico JEOL 1200

EXII.

Marcadores enzimaticos

Para demostrar la pureza de las diferentes fracciones subcelulares por
procedimientos bioquimicos, se realizaron diversos ensayos enzimaticos que
identificaron diversas enzimas utilizadas como marcadores clasicos de organelos
subcelulares.

Para determinar la Glucosa-6-fosfatasa (marcador microsomal) se utilizé el método
de Swanson MA, 1955 (76). El ensayo se desarrollé a 37°C en un volumen total
de 1 ml, conteniendo glucosa—6—fosfato 0.04M a pH 6.5. La reaccién se par6 con
acido tricloroacético al 10 % (m/v). Las muestras se centrifugaron a 30,000 g por
10 min, a una alicuota de 100 pl de los sobrenadantes se les determind la
concentracion de fosfato inorganico con acido ascorbico y molibdato de amonio
(Fiske-SubbaRow, 1955) (77).

También se utilizo como marcador (citoplasma) a la enzima lactato
deshidrogenasa, mediante la oxidacion del NADH en presencia de piruvato como
sustrato. La reaccion se seguio en un espectrofotometro a 340 nm durante 3 min a
intervalos de 15 seg (78).

Otra enzima estudiada fue la succinato deshidrogensa (mitocondrias) que permitio
medir la reduccion del 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) a 600 nm después de

adicionar succinato en presencia de metosulfato fenacina (79).
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Todas las determinaciones se realizaron al menos por triplicado.

Ensayo enzimatico para GSTs en la frGSTM 7s

La fraccion microsomal llamada frGSTMTs (pp6) se solubilizé con 0.05 % de Tritén
X-100, se realizaron ensayos de actividad catalitica para GSTs, segun el método de
Habig WH et a/ (49), utilizando como sustratos GSH 3 mM, y CDNB 1 mM. El
ensayo consistié en tomar 20 ug de frGSTM7s, y disolverla en amortiguador de
ensayo (K;HPO, 100 mM, EDTA 1 mM, pH 6.5) que incluia, GSH 3mM, la reaccion
se inici6 con CDNB 1 mM en un volumen final de 1 ml, a 20 °C. Se registro el
cambio de absorbancia a 340 nm durante tres minutos utilizando un
espectrofotometro Pharmacia Biotch modelo Ultrospec 1000.

Todos los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion fueron analizados
con el programa Origin Pro (Scientific Graphing and Analysis Software) de Origin ®

7SR2 Origin Lab Corporation.

Demostracion del caracter catalitico de la frGSTM 7s

Para este experimento se tomaron 77, 154, 231, 308 y 385 ug de la frGSTM7sy se
solubilizaron con Triton X-100 al 0.05% se determind la actividad de GST,
manteniendo constantes las concentraciones de los sustratos (CDNB 1mM y GSH 3
mM) con la finalidad de aumentar la velocidad inicial al aumentar la concentracion
proteica de la frGSTM7s. El experimento testigo consistio en utilizar a una GST
citosélica del mismo paréasito en diferentes concentraciones (0.4, 0.8, 1.2, 1.6y 2

ug) con las mismas condiciones experimentales.

Purificacion de la frGSTM7s

Resina de afinidad (Sef — GSH)

Esta actividad se desarrollo siguiendo el método de Morgenstern et al (80, 81).

El pp6 obtenido mediante la técnica de centrifugacion diferencial se dializd
exhaustivamente contra PBS pH 7.4 para pasarse por una columna de Sefarosa —
Glutation (1.5 X 20 cm) (Pharmacia Biochem) equilibrada en PBS pH 7.4. La
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velocidad del flujo se establecié en 100 ml / h y se colectaron fracciones de 3 ml.
Las proteinas que no se absorbieron a la resina se lavaron con PBS, empleando un
volumen de cinco veces al de la columna. Posteriormente fueron eluidas de la
resina con una solucion de glutation reducido (GSH) 5 mM en PBS pH 7.4, siendo
el excluido (proteinas no absorbidas) la frGSTM7s. Tanto el desempefio
cromatogréafico de las proteinas como la actividad enzimética para la GST se
registraron espectrofotométricamente a 280 y 340 nm, respectivamente.

Resina de Hidroxiapatita

Esta fraccion excluida (frGSTM7s) se concentr6 a su concentracion original (30 —
40 mg/ml) utilizando un sistema de concentracién negativa con nitrégeno gaseoso
Amicon (Amicon Millipore) con la ayuda de una membrana de ultrafiltracion YM-5
(Amicon Millipore). Posteriormente esta fraccion se solubilizé con Triton X — 100 al
2.5 % en presencia de N-etilmaleimida 2.5 mM y GSH 2.5 mM, se dializo
exhaustivamente contra K;HPO4 10 mM, Tritén X — 100 al 1%, GSH 1 mM, pH 7.0,
con la finalidad de pasar a la fraccion por una columna (2.5 X 5 cm) de
Hidroxiapatita Tipo I (HTP) (Bio — Rad Laboratories, Inc), equilibrada con el mismo
amortiguador de didlisis. La velocidad del flujo se establecié aprox. en 20 ml/ h'y
se colectaron fracciones de 5.5 ml. Las proteinas no absorbidas a la resina se
lavaron con cinco veces el volumen de la columna usando la solucién de equilibrio.
Las proteinas absorbidas a la resina se eluyeron con un gradiente de 0.01M a 0.3
M de K;HPO,, empleando el mismo amortiguador de equilibrio acelerando la
velocidad del flujo a 100 ml/ h. Por la presencia del Triton X — 100 (valor maximo
de absorbacia 280 nm) no se pudo seguir el desempefio cromatografico de las
proteinas y sb6lo se realizd Ila actividad enzimatica para GST
espectrofotométricamente a 340 nm.

Resinas de Intercambio I6nico (CM- Sef y Sef Q)

Las fracciones que presentaron actividad de GST se concentraron lo mas posible
nuevamente en Amicon, se dializaron exhaustivamente contra acetato de sodio 0.5
My Tritén X — 100 al 0.1%, pH 6.0 y se cromatografiaron en una columna (1.5 X

12 cm) de CM—Sefarosa fast flow (intercambiador catidonico) (Amersham Pharmacia
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Biotech), lavada con acetato de sodio 0.5 M, pH 6.0 y con acetato de sodio 0.05 M,
pH 6.0. Equilibrada con acetato de sodio 0.5 M y Triton X — 100 al 0.1%, pH 6.0.
Se colectaron fracciones de 1.5 ml a una velocidad de flujo de 18 ml/ h, siguiendo
el mismo método de lavado descrito. Las proteinas absorbidas se eluyeron usando
un gradiente salino de 0 a 0.2 M de NaCl, empleando el amortiguador de equilibrio.
El desempefio cromatrografico se siguié espectrofotométricamente mediante la
actividad de GST a 340 nm.

Nuevamente las fracciones con actividad de GST se concentraron en Amicon y se
dializaron contra Tris (hidroximetilaminometano) — HCl 0.05M pH 8.0 y Tritén X —
100 al 0.1 %, para cromatografiarlas por una columna (1.5 X 8.5 cm) de resina
Sefarosa Q (intercambiador anidnico) (Amersham Pharmacia Biotech), lavada con
Tris 0.5M, pH 8.0 y posteriormente equilibrada con Tris — HCl 0.05M pH 8.0 y
Tritbn X — 100 al 0.1 %, siguiendo las mismas condiciones descritas para la

cromatografia de CM-Sef.

Demostracion de la frGSTMTs como una proteina integral de membrana
del RE.

Para comprobar que la actividad de GST detectada en los microsomas se debia a
una proteina integral de membrana y no a una proteina asociada, se utilizaron los
siguientes procesos sobre la frGSTM 7s (Tabla 1).

Se tomaron alicuotas del pp6 (aproximadamente 6 mg / 150 ul) y se incubaron
por media hora con 450 ul de cada uno de los tratamientos descritos en agitacion
lenta; otra alicuota con las mismas caracteristicas se diluyé en 450 ul de K;HPQO4
10 mM y fue sonicada a intervalos de 15 segundos hasta llegar a 1 minuto. Como
experimento testigo se tomo una alicuota sin ningan tratamiento, se diluyo en
450ul de K;HPO, 10 mM. Se centrifugaron a 105,000 g durante 1 hora. Los
precipitados obtenidos se resuspendieron en 150ul K;HPO4, 10 mM y se colocaron
los sobrenadantes. Se realizaron por triplicado ensayos de actividad catalitica a los

sobrenadantes y a los precipitados en presencia de 0.05% de Triton X — 100.
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Tabla I. Procesos efectuados en la frGSTM 7s para demostrar su integridad

membranal

Procesos
Glicina 1M pH 9.0
GSH 5 mM pH 8.0
DTT 5mM pH 8.0

EDTA10 mM pH 7.4

NaCl 0.1 M

pH 10.4, 9.2, 8.0, 6.6
KCI3M pH 7.0
Urea 1M pH 7.0

Sonicacién

Ensayos de activacion de la frGSTM7s con agentes sulfidrilicos (N —
etilmaleimida e lodacetamida)

Las proteinas MAPEG de mamiferos incrementan de 7 a 10 veces su catalisis de
GST cuando se activan con agentes sulfidrilicos, tales como la NV — etilmaleimida
(NEM) vy la lodacetamida (IAA) (82). Para corroborar que la frGSTM7s se activa
con estos compuestos, se decidio tratar alicuotas de dicha fraccion (4 mg/ 100 pl)
con cada uno de los reactivos que se describen en el trabajo de Morgenstern et a/,
1982 (82), de forma separada y en sus diversas combinaciones, como se describe
a continuacion:

frGSTMTs + Triton X - 100 al 10%

frGSTMTs + Tritén X - 100 al 10% + GSH 0.1M

frGSTMTs + Tritdn X - 100 al 10% + DTT 0.1M

frGSTMTs + GSH 0.1M

frGSTMTs + GSH 0.1M + NEM 10 mM

frGSTMTs + DTT 0.1M
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frGSTMTs + DTT 0.1 M + NEM 10 mM

frGSTMTs + NEM 10 mM

frGSTMTs + Triton X - 100 al 10% + NEM 10 mM

frGSTMTs + Triton X - 100 al 10% + DTT 0.1M + NEM 10 mM
frGSTMTs + Triton X - 100 al 10% + GSH 0.1M + NEM 10 mM

Estos tratamientos se repitieron por triplicado y los ensayos testigos consistieron
en realizar los mismos experimentos, pero en ausencia de la frGSTM7s.

También se realizaron ensayos cataliticos de GST a la frGSTM7s tratandola con
diferentes concentraciones de NEM e IAA (Tabla Il) en presencia de Tritobn X-100
al 0.05 %, con la finalidad de observar si existia un efecto de dosis respuesta de

los compuestos sulfidrilicos sobre la fraccion microsomal.

Tabla I1. Concentraciones de agentes sulfidrilicos empleados en la activacion de la

frGSTM 7s.
Tratamiento Concentracion (mM)
N- etilmaleimida (NEM)
Triton X — 100 al 0.05% 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.5,1y 2
lodacetamida (1AA)
Triton X — 100 al 0.05% 0.025, 0.05,0.1,0.5,1y 2

Efecto del Triton X—100 sobre la actividad catalitica de frGSTM7s

Con la finalidad de encontrar el grado de solubilidad 6ptimo para la frGSTMT7s,
diversas alicuotas de la fraccion (aproximadamente 2 mg / 50 ul) se mezclaron con
Tritbn X—100 en concentraciones porcentuales de 0.1, 0.05, 0.01, 0.005 y 0.001. Al
menos 10 minutos después de solubilizarlas se desarrollé el ensayo enzimatico en
ellas para determinar su actividad de GST.

Posteriormente, se analiz6 el efecto del tiempo en la solubilizacion de la

frGSTM7s. Para este fin se incubd la frGSTMTs con Triton X-100 (0.05%) en
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diferentes tiempos (1, 10, 30, 60, 120 y 180 minutos) e inmediatamente se
determind la actividad de GST, también se realizaron ensayos enzimaticos a

muestras guardadas por cuatro semanas a -20°C.

Determinacion de la estabilidad de la frGSTM 7s en funcion del pH.

Diversas alicuotas de 4 mg/ 100 ul de la frGSTMTs solubilizadas con Tritén X-100
se dializaron exhaustivamente en amortiguadores con un rango de valores de pH
de 3 a 12 (Tabla IIl). Inmediatamente después cada alicuota se agrego al
amortiguador de ensayo (siempre a pH 6.5) y se continud con el procedimiento de
Habig y col (49) para obtener las velocidades iniciales de reaccion y graficarlas

contra los valores de pH.

Determinacioén del pH 6ptimo de reaccién para la frGSTM7s
La determinacién del pH optimo de la reaccion se llevo a cabo siguiendo el método
de Habig et a/ (49) y empleando al CDNB como substrato y diversas soluciones de

ensayo que variaron en su pH como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla I1l. Amortiguadores con diferentes rangos de pH
Amortiguador pH
50 mM Citrato de Sodio — 50 4.0, 4.5,5.0,5.5, 6.0

mM &cido citrico

50 mM fosfato de sodio 6.5,7.0,7.5, 8.0

monobasico — dibasico
50 mM Tris — HCI 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0,
11.5, 12

Las concentraciones del resto de los reactivos y de la enzima fueron similares a las

descritas para la determinacién de la actividad enzimatica de GST.
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Estabilidad de la frGSTM 7s a diferentes temperaturas

La estabilidad de la frGSTM 75 a diferentes temperaturas se determind por estudios
de cinética enzimatica (49). Diversas alicuotas de 0.2 mg de la frGSTM7s se
solubilizaron con Tritén X—100 al 0.05% e incubaron durante 5 minutos, cada una
en el amortiguador de ensayo (pH 6.5) ajustado a una temperatura especifica. El
intervalo de temperatura empleado fue de 0-90°C y en el andlisis se consideraron
intervalos de 10 °C. Inmediatamente después de transcurrido el tiempo de
incubacion se realizaron las cinéticas, adicionando el substrato CDNB (1 mM) y
registrando el cambio de absorbancia durante tres minutos. Los ensayos controles
consistieron en realizar el mismo procedimiento pero en ausencia de la frGTSM7s.
Con los datos se obtuvieron las velocidades iniciales (Vo) de cada reaccidon

catalitica.

Obtencidn de los parametros cinéticos aparentes de la frGSTM 7s.
Con la finalidad de confirmar que la actividad catalitica detectada en los
microsomas es debido a una enzima, se determinaron las constantes cinéticas

aparentes para los sustratos GSH y CDNB desarrollados por la frGSTM 7s.

Obtencion de Kmy Vmax

Para obtener estos valores se realizaron diversos ensayos de la velocidad inicial
catalizados por la frGSTM7s en presencia de Triton X-100 al 0.05% y evaluados
espectrofotométricamente a 340 nm (49). Para este fin, se mantuvo fija la
concentracion de la frGSTM 7s (200 ug) y a saturacion la del CDNB (3mM) mientras
que la concentracién del GSH se vario en un intervalo de 0.025 - 5 mM (Tabla 1V),
Para determinar las constantes correspondientes para el CDNB, se realizaron
ensayos similares a los anteriores variando la concentracion del CDNB en un

intervalo de 0.1 a 5 mM y manteniendo a saturacion la del GSH (3mM) (Tabla 1V).
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Tabla IV. Concentraciones del GSH y CDNB para determinar Vimaxy Km

Sustrato Concentracion (mM)

Glutation reducido 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5,
(GSH) 2,4,45y5

CDNB 1 mM constante

1-cloro-2,4-

dinitrobenceno (CDNB) 0.1, 0.25,0.5, 1,15, 2, 25, 3,

3.5,4,45y5

GSH 3 mM constante

Para determinar los valores de las constantes cinéticas se utilizd la ecuacién de
Michaelis — Menten y se construyeron graficas de Lineweaver — Burk con los
valores inversos de las velocidades iniciales frente a los valores inversos de las
concentraciones de los sustratos. De estas graficas la pendiente de la recta es la
Km / Vmax el intercepto de la recta en la ordenada la 1 / Vmaxy el intercepto de

la recta en la abscisa es la -1 / Km.

Ensayos de inhibicion de la actividad catalitica de la frGSTM7s

Los estudios de inhibicion se desarrollaron para determinar los valores de lsy de
diversos compuestos por el procedimiento descrito por Tahir MK y Mannervik B
(83). La Isp se define como la concentracion de inhibidor necesaria para producir el
50 % de inhibicion en el ensayo enzimatico estandar, en el caso de las GSTs (84),
empleando al CDNB como el sustrato secundario.

Se realizaron experimentos de inhibicion utilizando rosa de bengala, azul de
cibacron, bromosulftaleina, indometacina y cloruro de trifeniltin. De cada uno de
estos reactivos se obtuvo la Isg, A7y el tipo de inhibicion.

La fraccion microsomal en presencia de Tritdbn X — 100 al 0.05% se traté con los
inhibidores descritos en la Tabla V, utilizando diferentes concentraciones de cada

uno de ellos.
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Tabla V. Concentraciones de diferentes reactivos inhibidores de la actividad
de GST en la frGSTM 7s

Tipo de inhibidor Concentraciones (u M)
Azul de cibacron 0.1, 1, 10, 100, 1000
Bromosulftaleina 0.1, 1, 10, 100, 1000
Rosa de Bengala 0.1, 1, 10, 100, 1000

Indometacina 0.1, 1, 10, 100, 1000

Cloruro de Trifeniltin 0.1, 1, 10, 50, 100

Los ensayos enzimdticos se realizaron siguiendo el método de Tahir MK y
Mannervik B (84), pero antes de iniciar la reaccién con el CDNB se agregd el
inhibidor, agitando rapidamente la mezcla. Los datos obtenidos permitieron

determinar la Iso de cada uno de los reactivos empleados.

Tipo de Inhibicion y constantes inhibitorias (K7)

El tipo de inhibicion que cada inhibidor (RB, CT, AC, BTS) efectu6 sobre la
frGSTM 75 se estudidé por medio de sistemas de inhibicion simple. El procedimiento
para llevarlos a cabo consistié en obtener los datos de las velocidades iniciales de
la enzima influida por las sustancias inhibitorias. Para evaluar al RB se mezclaron la
frGSTM7s (200 pg), GSH (3 mM), RB (5 uM) en el amortiguador de ensayo,
después de 5 minutos se inici6 la reacciobn enzimatica al afadir una de las
siguientes concentraciones de de CDNB 0.25, 0.5, 0.75, 1 y 1.5 mM, el volumen
final de la mezcla de reaccion fue de 1 ml. El registro espectrofotométrico del
ensayo a 340 nm se realiz6 durante 3 minutos. El conjunto de datos generados de
esta forma permitid construir una recta en un sistema de Lineweaver — Burk,
donde se grafico el inverso de la velocidad inicial frente al inverso de la
concentracion del CDNB, de tal forma que la recta representa el inverso de la

velocidad inicial de la frGSTM7s para la concentracion de 5 uM de RB. Se
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construyo otra recta de este tipo para el RB pero con la concentracion de 10 uM y
otra mas en ausencia de inhibidor.

Para conocer el tipo de inhibiciébn que ejercié el CT sobre la frGSTM7s, se repitid
todo el procedimiento anterior, pero empleando las concentraciones de 4 y 10 mM
para el CT y las de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 mM para el CDNB. De forma similar para
la BTS sus concentraciones fueron 10 y 100 uM y las del CDNB las mismas
descritas anteriormente y finalmente para el AC se utilizaron las concentraciones
de 10 y 30 uM con las mismas concentraciones de CDNB previamente
mencionadas.

El comportamiento de las rectas, por el patréon de interseccidon tanto en el eje de
las ordenadas como en el de las abscisas, definié el tipo de inhibicion. Los valores
de las constantes inhibitorias (K7 para RB, CT, BTS y AC se calcularon al re-
graficar los valores de los interceptos en el eje de las ordenadas, originados de la
primera grafica de Lineweaver-Burk frente a la concentracién del inhibidor

correspondiente.

Especificidad de la frGSTM 7s por diversos sustratos electrofilicos

Con la finalidad de evaluar el rango de especificidad por diversos sustratos
electrofilicos por parte de la frGSTM7s, se realizaron ensayos cataliticos siguiendo
el método de Habig y col, sustituyendo al CDNB por los sustratos descritos en la
tabla VI. El cambio de absorbancia se registré durante tres minutos en la longitud

de onda de maxima absorcion para cada de los sustratos (49).
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Tabla VI. Sustratos electrofilicos empleados en la especificidad de la

frGSTMT7s
Sustrato [Sustrato] pH A max Ae
mM nm mM™* cm™
1 — cloro -2,4 — dinitrobenceno 1.0 6.5 340 9.6
1,2 — dicloro — 4- nitrobenceno * 1.0 6.5 345 8.5
7.5
p — nitrobencil clorido 1.0 6.5 310 1.9
1,2—epoxy-3 (p-nitrofenoxi) propano 5.0 6.5 360 0.5
Bromosulftaleina 0.03 7.5 330 4.5
0.6
Trans—4- fenil — 3— butano — 2 — one 0.05 6.5 290 24.8
Acido etacrinico 0.2 6.5 270 5.0

Condiciones para ensayos enzimatico espectrofotométricos en 50 mM fosfato de

sodio y * 50 mM fosfato de potasio, en presencia de 3 mM GSH.

¢ Las estructuras quimicas de estos compuestos se muestran en el apéndice

Especificidad de la frGSTMTs por la N-acetil-cisteina (NAC)

La N-acetil-cisteina es un sustrato Unico y eficiente para las GTS microsomales de
mamiferos (85) fue por ello que se decidié probar este reactivo en lugar del
Glutation reducido, siguiendo el mismo ensayo catalitico descrito. También se
probd con los diferentes sustratos electrofilicos anteriormente mencionados con las

mismas condiciones.

6. Resultados

Purificacion de la fraccion microsomal de cisticercos de 7. solium

La fraccion microsomal de los cisticercos de 7. solium, se obtuvo en el primer
precipitado de la ultracentrifugacion a 105,000 g (pp4). Con la finalidad de eliminar

a las proteinas citosélicas que normalmente estan presentes en esta fraccion, pp4

48




se someti6 a 2 lavados adicionales por ultracentrifugacion. De esta forma la
fraccion pp6, que denominamos también frGSTM7s, es una fraccion practicamente

libre de proteinas solubles, Figura 7.

Demostracion de la pureza de las fracciones subcelulares

Microscopia electronica de transmision

Para verificar la pureza de las fracciones ppl (nucleos), pp2 (mitocondrias,
lisosomas) frGSTMTs (microsomas), diversas muestras de estos precipitados se
analizaron por microscopia electronica de transmision. La figura 8 muestra la
fraccion ppl formada principalmente de ndcleos, detritus y vesiculas de gran
tamafo, propias de un precipitado celular originado por una fuerza centrifuga baja
(600 g). La figura 9 corresponde a la fraccion pp2. En ella se pueden distinguir
diversas mitocondrias, vesiculas de tamafio medio con glucégeno y peroxisomas.
La figura 10 indica que la fraccion pp6 presenta practicamente cuerpos formados

por membranas del reticulo endoplasmico (microsomas) y algunos granulos de

glucégeno.

Figura 8 (a). Microscopia electrénica
de transmision de la fraccion ppl,
formada por nucleos, detritus y
vesiculas de gran tamafio.
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Figura 9 (b).Microscopia electrénica
de transmision de la fraccion pp2.
Mitocondrias, vesiculas de mediano
tamafo con glucégeno y
peroxisomas se muestran con
claridad.

Figura 5 (c).Microscopia electronica
de transmision de la fraccion pp6
con abundantes microsomas y
escasos granulos de glucogeno.
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Marcadores enzimaticos

La figura 11 muestra la distribucion de la actividad catalitica de los diferentes
marcadores enzimaticos en las diversas fracciones parasitarias. Se observa una
correlacion entre los componentes celulares de cada fraccion purificada y la
actividad especifica de la enzima marcadora para ese organelo. Por ejemplo, la
mayor actividad para la enzima succinato deshidrogensa, se encontré en la
fraccion pp2. Esta fraccion presenta numerosas mitocondrias, en las cuales se sabe
de la presencia de esta enzima en abundante concentracién. También se puede
observar actividad de esta enzima en las fracciones correspondientes a los nacleos
y los microsomas pero en muy bajas concentraciones y practicamente nada en la
fraccion citopldsmica. Con respecto a la enzima glucosa—6—fosfatasa su mayor
actividad se observo en la fraccidn pp6, esta es una enzima caracteristica de las
membranas del reticulo endoplasmico. La actividad enzimatica de lactato
deshidrogenasa se encontré en la fraccion citosodlica, y poca contaminacién en el
resto de las fracciones.

Estos datos junto con los estudios de microscopia electronica demuestran que la
técnica de ultracentrifugacion diferencial fue efectiva para obtener microsomas de

los cisticercos de 7. solium.
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8 7 Succinato deshidrogenasa

“ Glucosa — 6 — Fosfatasa

Figura 11. Gréficas que muestran las
actividades especificas relativas de

las diferentes enzimas utilizadas como
marcadores especificos en las
subfracciones celulares obtenidas en
purificacion diferencial de

microsomas de cisticercos de

Taenia solium.

1) 600 g, 2) 10 000 g, 3) 105 000 y 4) sn.

i Lactato deshidrogenasa

] 26 50 756 100

Actividad catalitica de GST en la fraccion microsomal de 7. solium
(frGSTMT5s)

La frGSTMTs solubilizada con Tritdbn X—100 fue capaz de conjugar GSH y CDNB
(49). Esta caracteristica de las enzimas GSTs se reforz6 en la frGSTMTs al
correlacionar el incremento de la velocidad de la reaccion catalitica con la cantidad
de la enzima empleada (figuras 12 y 13). En la Tabla VIl se comparan los valores
reales de las velocidades iniciales obtenidos en cada reaccion catalitica con los
valores esperados. Se puede observar, que ambos valores son muy semejantes

entre si.
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Figura 13. Gréafica de la absorbancia a 340 nm en Figura 13. Gréafica de velocidades iniciales de las
funcion del tiempo de las reacciones cataliticas de reacciones cataliticas empleando concentraciones
GST con GSH 3 mM y CDNB 1mM, usando fijas de sustrato y aumentando proporcionalmente
diferentes concentraciones de la frGSTM 7s la concentracion de la frGSTM7s.

Tabla VII. Comparacién de las V, observadas vs las esperadas de la frGSTM7s

[frGSTM 75s] Valores Valores
ug obtenidos umol | esperados umol
min™ min™
77 (1X) 0.079 0.079
154 (2X) 0.152 0.158
231 (3X) 0.252 0.237
308 (4X) 0.303 0.316

Como experimento control de los resultados antes descritos, se utilizé a la enzima
GST citosélica de 26.5 kDa de 7. so/lium (73). La finalidad fue comparar el caracter
catalitico de esta enzima soluble con la actividad de GST detectada en los
microsomas. En las figuras 14 y 15 se observa el aumento proporcional de la
velocidad inicial (1/0) en relacion al aumento de la concentracion de las enzimas

tanto en la frGSTM7s como en la GST,s5 respectivamente. La Tabla VIII muestra
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los valores de las velocidades iniciales (1/0) obtenidas frente a las Vo esperadas.

Estas observaciones estan de acuerdo con el principio basico enzimoldgico, que a

mayor concentracion de una enzima mayor es su velocidad de reaccion.
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Figura 14. Grafica de la absorbancia a 340 nm
en funcién del tiempo de las reacciones
cataliticas de GST con GSH 3 mM y CDNB
1mM, usando diferentes concentraciones de la
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Figura 15. Gréfica de velocidades iniciales de las
reacciones cataliticas, empleando concentraciones
fijas de sustrato y aumentando proporcionalmente
la concentracion de la GST soluble.

fraccion GST soluble de 7aenia solium.

Tabla VIII. Comparacion de las V, observadas vs las esperadas

[GST] cit Valores Valores
ug obtenidos esperados
pmol min™ p mol min™

0.4 (1x) 0.223 0.223

0.8 (2x) 0.46 0.446

1.2 (3X) 0.567 0.669

1.6 (4X) 0.743 0.892

Purificacion de la frGSTM 7s
Resina de afinidad (Sef — GSH)

En el primer paso de purificacion empleado (resina de afinidad) demostré que la

frGSTM 75 no presenta una interaccion con las moléculas del GSH, creemos que es
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debido a que los sitios de afinidad al GSH no estan expuestos, ni en forma soluble
(en presencia de Triton X — 100) ni en estado insoluble. Debido a que se realizaron
varias cromatografias (n= 4) de la fraccion microsomal en esta resina y en todos
los casos se excluyd totalmente la frGSTM7s. Sin embargo, se recuperd a las
fracciones eluidas que al ser concentradas por un sistema Amicon (Amicon
Millipore) en geles de de acrilamida al 12 % (tincion en plata) se visualizd una
banda de aprox 27 KDa sugerente a una GST soluble asociada a microsomas,
dicha fraccion presentd actividad catalitica para GST (49) con una actividad
especifica de 43 umol min™ mg™, valor diferente a los anteriormente reportados
para GSTs solubles en 7. solium (68. 69, 70) (figura 16). A partir de esta primera
cromatografia se obtuvieron diversos datos utiles para elaborar una tabla de

purificacion (Tabla I1X).

Resina de Hidroxiapatita

La fraccibn no unida a la resina de afinidad se aplic6 a una columna de
hidroxiapatita, la parte eluida con el gradiente 0.01M a 0.3 M de K;HPQO, presenté
actividad de GST, éstas fracciones se colectaron y se concentraron en Amicon para
ser observadas en un gel de acrilamida al 12 % tefiido con azul de Coomassie,
siendo préacticamente idénticos, la fraccion eluida y la frGSTM 7s antes de entrar a
la resina (figura 17) no existiendo proteinas en las fracciones correspondientes al
excluido de la cromatografia. En la Tabla IX se observa que esta resina solo

purificé a la frGSTM 75 1.125 veces con un rendimiento bajo, del 9%.
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Resinas de Intercambio ionico (CM — Sef y Sef — Q)

Nuevamente las fracciones con actividad de GST se incluyeron en una
cromatografia de intercambio catiénico (CM — Sef), observando que la frGSTM7s
no interactuaba con la resina (fraccion excluida); sin embargo, en la Tabla IX se
observa que existe una purificacion de aprox. 152 veces y un rendimiento del
82%. Al ver que la frGSTM7s no interactuaba con la resina cationica se optd por
utilizar una cromatografia de intercambio aniénico (Sef — Q), las fracciones eluidas
con un gradiente de 0 a 0.2 M de NaCl, presentaron alta actividad de GST (figura
18). En la figura 19 se muestra el andlisis en SDS - Page de la fraccion eluida de
esta columna, observandose tan solo un patron de 5 bandas. En la tabla IX se
describe que existi6 una purificacion aproximadamente de 160 veces pero su

rendimiento decay0 al 5.7%. En base a estos resultados, consideramos que estas
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formas de

cromatografias no eran las adecuadas para obtener una GST

microsomal homogénea de las larvas de 7. solium.
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Figura 18. Cromatografia en Sef — Q del excluido de CM — Sef, se muestra la actividad de

GST A 340 nm) y el incremento de la fuerza iénica (e conductividad mS/cm).
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Figura 19. SDS - Page acrilamida 12
%, tincibn en plata. Andlisis de la
frGSTM7s en la columna de Sef - Q.

a) marcadores moleculares estandar,
b) frGSTM7s eluida de Sef —-Q de O a
0.2 M de NacCl.
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Tabla IX. Resumen de los pasos de purificacion de la frGSTM7s

Etapa Vol Total  Proteina  Act Esp Act Total % de # de

(ml) Total (mg) (U/mg) (mU) rendimiento purificaciones

frGSTM7s 16.5 742.5 0.0031 2.3
frGSTM 7s excluido
de Sef- GSH 15 500 0 0
frGSTM 7s Tritén X
- 100 65 500 0.04 20 100 1
frGSTM 7s excluido
de HTP 100 40 0.045 1.8 9 1.125
frGSTM 7s excluido
de CM — Sef 100 2.7 6.07 16.4 82 151.75
frGSTM 7s eluido de
Sef- Q 4.5 0.18 6.38 1.14 5.7 159.5

Evidencias que demuestran que la actividad de GST en la frGSTM7s es
de una proteina integral de membrana

Con la finalidad de demostrar que la actividad de GST en los microsomas de 7.
solium (frGSTM75s) es debida por una enzima integral de membrana y no por una
GST unida superficialmente al reticulo endoplasmico y/o contaminacion por GSTs
citosolicas, se realizaron diversos tratamientos fisicos y quimicos sobre los
microsomas parasitarios.

La figura 20 muestra los cambios de absorbancia en funcion del tiempo de las
cinéticas desarrolladas por diferentes alicuotas de la frGSTM7s sometidas a
diversos tratamientos; de forma similar en la figura 21 se observan
comparativamente los valores de las actividades especificas. Esta serie de datos
nos muestra que la actividad de GST en los microsomas parasitarios practicamente
no fue modificada por ningun tratamiento. Adicionalmente, en los sobrenadantes

de las diferentes alicuotas de la frGSTM7s tratadas no se registr6 ninguna
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actividad de GST. En la tabla X se observan los valores de las actividades
especificas obtenidas en los diferentes tratamientos, ademas del porcentaje de
actividad residual. Al comparar el efecto de los tratamientos empleados, la mayor
pérdida de actividad correspondié al tratamiento con EDTA 10 mM pH 7.4 con un
porcentaje residual del 80 %; sin embargo, en los tratamientos con urea 1 M (114
%), KCI 3 M (106 %) y DTT 5 mM (108 %) se observé un incremento y en el resto
de los tratamientos, la actividad residual se mantuvo casi constante (sonicado
100%), en un rango del 86 al 95 % de actividad (NaCl con diferentes pHs, glicina
1My GSH 5 mM). Todos los tratamientos se repitieron dos veces y las reacciones
enzimaticas se realizaron por triplicado, sugiriendo que el porcentaje de variacion
entre los diferentes tratamientos se debe a variacion inespecifica por parte de cada
uno de éstos. Utilizando una prueba de t (Origin Pro), donde la media de la
actividad especifica es de 0.8193 pumol min™ mg™ y la media del porcentaje es de
96.34% a un nivel de 0.05 no se encontraron diferencias significativas dentro de la
poblacion. Estas observaciones sugieren que la actividad enzimética esta dada por
una enzima integral de membrana y no por una asociada, debido a que la
actividad solo se registré en las fracciones no solubles, es decir en los microsomas

y no en las fracciones solubles (sobrenadantes de cada uno de los tratamientos).
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Figura 20. Absorbancia en funcién del tiempo de la frGSTMTs en presencia de GSH 3 mM y
CDNB 1mM. La frGSTMTs se sometio a los tratamientos descritos en la figura.
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Figura 21. Actividades especificas para GST de diferentes alicuotas de la frGSTM7s frente a diversos
tratamientos. Practicamente todos los valores fueron muy similares al del control que no recibié
ningln tratamiento. Barras error estandar. Prueba de t a 0.05, la media (0.8193 umol min* mg™) de
la poblacién no son significativamente diferentes

Tabla X. Actividad especifica y residual para GST desarrollada por la frGSTM 75 en

funcion de diversos tratamientos.

Tratamiento Vo %0 de actividad
(umol mintmg™) residual

Sonicado 0.85 100
Glicina1 M pH 9 0.77 90.6
GSH 5 mM pH 8 0.77 90.6
DTT 5 mM pH 8 0.92 108
EDTA 10 mM pH 7.4 0.69 81
NaCl pH 10.4 0.81 95.3
NaCl pH 9.2 0.76 89.4
NaCl pH 8 0.73 85.9
NaCl pH 6.6 0.81 95.3
KCl 3M pH 7 0.9 106
Urea 1M pH 7 0.97 114
Testigo pH 7 0.85 100
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Efecto de agentes sulfidrilicos (N - etilmaleimida e lodacetamida) sobre
la frGSTMT7s

La figura 22 muestra los histogramas de las actividades especificas de la
frGSTM 7s frente a diversos tratamientos a que fue sometida. Son notorios los
datos en donde la ausencia del Triton X-100 en la frGSTM7s correlaciono con la
ausencia de actividad para GST. Esta observacién sugiere que para poder detectar
la actividad de GST en los microsomas de cisticercos de 7. sofium es necesario que
éstos se encuentren en estado soluble. También muestra que ninguno de los

agentes quimicos pudo activar a la frGSTM 7s.
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Figura 22. Grafica de las actividades especificas para GST, usando a la frGSTM7s con
los diferentes reactivos empleados en la técnica de activacion de MGSTs (Morgenstern,
et al 1982).

Adicionalmente, se realizaron otra serie de experimentos con la finalidad de
observar si existia algun efecto de activaciébn con el NEM e IAA a diferentes
concentraciones. Los datos se muestran en las figuras 23 y 24, e indican que no

existié ningun efecto dosis—respuesta.
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Figura 23. Grafica de las actividades Figura 24. Gréafica de las actividades
especificas para GSTs incubando la especificas para GSTs incubando a la
frGSTM 75 con diferentes concentraciones frGSTM 7s con diferentes concentraciones
de NEM en presencia de Tritén X - 100 de IAA en presencia de Triton X - 100

Efecto de la concentracion del detergente Triton X-100 en la

solubilizacién de la frGSTM 7s

Al observar que la frGSTM 75 no presentaba actividad catalitica de GST en ausencia
del detergente Triton X-100, se optd por determinar la concentracién Optima de
este para solubilizarla. La figura 25 muestra que la mayor actividad de GST para la
frGSTM 7s fue en presencia de Tritdbn x — 100 al 0.05%. En la tabla XI se dan los
valores cuantitativos de estas cinéticas mediante las actividades especificas
obtenidas y el porcentaje de actividad, considerando al 100% de actividad a la
concentracion de Triton X — 100 que dio mayor actividad para GST. De esta forma

0.05% de Triton X—100 se empled en todos los ensayos cinéticos.
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Figura 25. Grafica de las velocidades de reaccidn para GST desarrolladas por
la frGSTM 75 en presencia de diferentes concentraciones de Tritdbn x—100

Tabla XI. Actividades especificas para GST y su porcentaje desarrollado por la

frGSTM 7s en presencia de diferentes concentraciones de Triton X-100

% de Concentracion %0 de actividad
de Tritén X -100 pmol min* mg™ catalitica
0.1 0.6 85.8
0.05 0.7 100
0.01 0.59 85
0.005 0.49 69.7
0.001 0.23 32.7

Determinacion de la estabilidad de la frGSTM 7s en funcién del pH
En la figura 26 se observa la estabilidad de la frGSTM7s por el efecto del pH a la
que estuvo sometida durante 14 horas. La figura indica que la fraccion microsomal

del parasito fue estable en el intervalo de pH 6-7, en este rango la frGSTM 7s logra
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conservar sus grupos ionizables en una forma apropiada para

conformacién activa.
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mantener la

Figura 26. Grafica que muestra el valor de el rango de pH = 6-7 donde la frGSTM7s fue
mas estable. La figura y los datos se obtuvieron mediante el programa Origin Pro 7 para

determinar el pH éptimo de estabilidad.

Determinacion del pH 6ptimo de reaccidon para la cinética de GST con la

frGSTM T7s

La figura 27 presenta el comportamiento de la actividad enzimatica de frGSTM7s

en funcion del pH. El pH éptimo de la reaccion catalitica fue de pH 8.0 y decrece

rapidamente en ambos lados del maximo.
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Figura 27. Grafica que muestra el valor de pH 8.0 como el 6ptimo de la reaccién catalitica para la
frGSTM 7s. La figura y los datos se obtuvieron, procesando las velocidades de reaccion a diferentes
pH, con el programa Origin Pro 7.

Efecto de la temperatura sobre la frGSTM 7s

La grafica 28 muestra la actividad enzimatica de la frGSTM7s en funcion de la
temperatura. La maxima actividad se desarroll6 a 30 °C y la enzima permanecio
estable entre 10 a 50 °C. Sin embargo, a partir de los 55 °C empieza a perder su

actividad catalitica hasta inactivarse totalmente a los 70 °C.
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Figura 28. Grafica que muestra que a 30 °C, es la temperatura éptima para que la frGSTM7s
desarrolle su maxima actividad catalitica. La figura y los datos se obtuvieron, procesando las
velocidades de reaccion a diferentes temperaturas, con el programa Origin Pro 7.

Determinacion de las constantes cataliticas

Con la finalidad de apoyar los datos hasta aqui presentados sobre el caracter
enzimatico de la frGSTM7s, se decidi6 determinar sus constantes de velocidad
maxima aparente (app V/max) y de Michaelis aparente (appKm).

La figura 29 presenta los resultados de la evaluacion del cambio de absorbancia en
funcién del tiempo de las reacciones enzimaticas de la frGSTM7s, utilizando
diversas concentraciones de GSH y una concentracion estable de CDNB (1 mM). La
pendiente de las rectas se fué incrementando conforme se aumentd la
concentracion del GSH, hasta no presentar cambios a concentraciones elevadas del
GSH. De manera similar, la figura 32 presenta los resultados de las reacciones de
la frGSTM7s con diversas concentraciones de CDNB y la del GSH a saturacion
(83mM). En ambas gréaficas se observa un comportamiento semejante. Todos los

cambios de absorbancia a 340 nm, registrados para cada experimento durante tres
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minutos, se graficaron en el programa Origin Pro7 y se obtuvieron las pendientes
de cada reaccién, con las cuales se determinaron las velocidades iniciales (10) y
finalmente la actividad especifica, en unidades de micromol por minuto por
miligramo (umol min*mg™).

Al analizar los datos de las figuras 29 y 32 de la Vo frente a la concentracion de
sustrato, se obtuvieron las figuras 30 y 33 para el GSH y el CDNB,
respectivamente. Ambas graficas mostraron una hipérbola rectangular
caracteristicas de enzimas que se ajustan a la cinética de Michaelis — Menten
(MM). Para evaluar las constantes cinéticas se construyeron graficas de Lineweaver
— Burk (LB) con los datos de las figuras 29 y 32. La figura 31 muestra la doble
reciproca para la frGSTM 7s frente a diversas concentraciones de GSH. A partir del
intercepto de la recta en el eje de las ordenadas se obtiene un valor para la
app Vmax = 0.952 umol min™ mg™, mientras que el intercepto de la misma linea en
el eje de las abscisas permite calcular un valor de appKm = 0.167 mM. La figura
34 corresponde a la doble reciproca equivalente a la anterior, pero describe los
valores en funcién de las concentraciones empleadas con CDNB. De esta forma se
aprecia la app Vmax = 3.4 ymol min* mg™* y la appKm = 1.2 mM.

Estos parametros nos indican que la frGSTM 7s tiene una alta afinidad para el GSH,
ya que su appKm es relativamente bajo, en el orden de micromolas; ademas la
concentracion de saturacion del sitio activo para el GSH es a partir de 0.5 mM. Y
aproximadamente de 1.2 mM para el CDNB.

En la tabla XIl se muestran algunos parametros obtenidos de GSTs microsomales

de mamiferos con la finalidad de comparar los obtenidos en el presente trabajo
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Tabla XII. Valores de Km y Vmax para isoformas DE GSTs microsomales

Isoforma Km cpns Km gsH VmaxX cpng
MGST 6 uM 0.6 mM 80
higado de rata inactivada inactivada nmol min* mg™
Valores aparentes 30 MM 2 mM 80
activada 1AA activada nmo Imin* mg™
MGST1 0.01 mM 0.8 mM -
higado de rata inactivada inactivadac
0.8 mM 1.9 mM -
activada activada
frGSTMTs 1.2 mM 0.167 mM 3.4
pmol min? mg™
0.22 ]
1 [GSH ]
0204 w 0.025mM H
0is] ©® 0.05mM Y
E L 0.1 mM & *
= 0167 v 0.25mM 7/ "
€ 014 0.5 mM o M
§ op] 4 tmM N * ¥
] 1.5 mM "
(=] o’ ¥
01004 ® 2mM ; X 4 A
0 4 Fs
5 00s] X 4mM Z v -
.8 4 ® 45mM A 4 &
<T ﬂas—q @ 5mM y . o & . o L ]
0.04 - & PO s o
4 ,/v & L ]
0.02 4 2 /2 “ " .- —u—"
L L ]
1 ! A . .~ =
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Figura 29. Grafica de la absorbancia en funcibn del tiempo

correspondiente a ensayos cataliticos para GST con una concentracion fija
de frGSTM7s (200 ng) y de CDNB (1 mM), variando la concentracion de
GSH (0.025 mM a 5 mM).
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Figura 30. Gréfica de Michaelis — Menten, para obtener los parametros
cinéticos aparentes de Vmax y Km para el GSH con la frGSTM7s.
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Figura 31. Grafica de Lineweaver — Burk, dobles inversas, para
obtener los parametros cinéticos aparentes de Vmax y Km para el
GSH con la frGSTM7s.
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Figura 32. Gréafica del cambio de absorbancia en funcion del tiempo
correspondiente a ensayos cataliticos para GST con una concentracion fija
de frGSTM7s (200 pg), y de GSH (3 mM), variando la concentracién de
CDNB (0.1 mM a 5 mM).
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Figura 33. Gréfica de Michaelis — Menten, para obtener los parametros
cinéticos aparentes de Vmax y Km para el CDNB con la frGSTM7s.
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Figura 34. Gréafica de Lineweaver — Burk, dobles inversas, para obtener
los parametros cinéticos aparentes de Vmax y Km para el CDNB con la
frGSTM 7.

Estudios de inhibicion

La figura 35 muestra las graficas de las velocidades de reaccién de la frGSTM 7s en
presencia de diferentes concentraciones de los inhibidores Azul de Cibacron (AC),
Bromosulftaleina (BTS), Rosa de Bengala (RB) y Cloruro de Trifeniltin (CT)
(descritas en la misma grafica). Se observa que a mayor concentracion del
inhibidor la velocidad de reaccion disminuye, como se refleja en el descenso de las

pendientes.
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Figura 35. Cambio de absorbancia a 340 nm en funcion del tiempo de la frGSTM7s frente a
diferentes concentraciones de los inhibidores: A) Azul de Cibacrén, B) Bromosulftaleina, C) Rosa de
Bengala, D) Cloruro de Trifeniltin.

Los datos de las velocidades de reaccion en presencia de cada uno de los
inhibidores (figura 35) se emplearon para determinar la concentracién a la que
cada inhibidor inhibe en un 50 % (lso). La figura 36 muestra las gréaficas del
porcentaje de la actividad residual (% de actividad) de la frGSTM7s frente a las
concentraciones de A) azul de cibacron y B) rosa de bengala, de igual forma la
figura 37 indica el porcentaje de actividad residual de los inhibidores A)
bromosulftaleina y B) cloruro de trifeniltin. Los valores de las Iso fueron: para el AC
26.5 uM, BTS 53.5 uM, RB 14.3 uM y CT 8.02 uM (Tabla XII).
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Figura 36. Se observa el porcentaje de inhibicion residual provocada por la concentracion
creciente de los inhibidores azul de cibacrén (A) y rosa de bengala (B) en la frGSTM 75, asi
como la Iso obtenida para cada uno de ellos.
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Figura 37. Se observa el porcentaje de inhibicién residual provocada por la concentracion creciente
de los inhibidores bromosulftaleina (A) y cloruro de trifeniltin (B) en la frGSTM7s, asi como la ls
obtenida para cada uno de ellos.

Tipos de Inhibicidén y constantes inhibitorias (K7)

El tipo y la constante de inhibicion (K7) para los distintos inhibidores se
determinaron utilizando al CDNB como sustrato variable en cada uno de los
ensayos de inhibicidon. En la figura 38 se muestra la grafica de Lineweaver-Burk,

donde el AC origind el tipo de inhibicion acompetitiva, produciendo una
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disminucion en la Vmax de las reacciones y afectando a la Km. Al graficar los
valores de los interceptos sobre el eje de las ordenadas de la figura 28 frente a las
concentraciones del inhibidor, se obtuvo el valor de la A7 = 185 uM (figura 39)

(Tabla XII).
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Figura 39. Grafica de los
valores interceptos en el eje
1/v de la figura 28 frente a la
concentracién del AC, indicando
una K7/ = 185 uM.
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En la figura 40 se muestra la grafica de Lineweaver-Burk correspondiente al Rosa
de Bengala. El tipo de inhibicion fue acompetitiva, produciendo una disminucién en
la Vmax y afectando la Km. Los valores de los interceptos sobre el eje de las

ordenadas frente a las concentraciones del inhibidor, determinaron el valor de K7/ =

66 uM (figura 36).
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Figura 41. Gréafica de los
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El cloruro de Trifeniltin (CT) inhibié a la frGSTMTs de manera no competitiva,

(figura 42). La Vmax disminuye pero la Km no se afecta, comportamiento

caracteristico de este tipo de inhibicion. El valor de la A7 del CT fue de 5.5 uM

(figura 43).
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La BTS presenté un tipo de inhibicibn no competitivo, (figura 44), en donde la

Vmax disminuye mientras la Km no se modifica. Su valor de la A7 = 41.04 uM

(figura 45).
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Tabla XI11. Resumen del efecto de los inhibidores AC, RB, BTS y CT sobre la

frGSTMT7s
Inhibidor Inhibicion al Is0 Ki Tipo de
100% (mM) (mM) (mM) inhibicion
Azul de Cibacron 1 26.5 185 Acompetitivo
Rosa de Bengala 1 14.3 66 Acompetitivo
Cloruro de Trifeniltin 0.1 8.02 5.5 No competitivo
Bromosulftaleina 1 53.5 41 No competitivo

Otros sustratos electrofilicos y el N— acetil — L — cisteina

Los estudios realizados con los sustratos electrofilicos, 1,2 — dicloro — 4-
nitrobenceno, p — nitrobencil clorido, 1,2—epoxy—3 (p-nitrofenoxi) propano,
bromosulftaleina, trans—4— fenil — 3— butano — 2 — one, acido etacrinico y el NAC,

no mostraron actividad catalitica con la fraccién frGSTM 7s.

7. Discusion

Las glutation S-transferasas (GST) (EC 2.5.1.18) son enzimas que catalizan el
ataque nucleofilico del atomo de azufre del glutation sobre los grupos electrofilicos
de sus sustratos secundarios. Estas enzimas existen en forma abundante en
muchos seres vivos y participan principalmente en los procesos de detoxificacion
de compuestos mutagenicos, carcindbgenos y muchas substancias quimicas
nocivas. Las GSTs se presentan en el citoplasma como enzimas solubles,
mitocondriales asociadas a sus membranas y en el reticulo endoplasmico como
proteinas integrales (86). En 7. so/ium se han demostrado varias GSTs citosdlicas,
sin embargo en los cisticercos de este parasito, ademas de encontrar al reticulo
endoplasmico ampliamente distribuido en sus células, como sucede normalmente
en los eucariontes, también se observa distribuido en diversas partes de su
sincicio. Probablemente en el reticulo endoplasmico de 7. solium se lleven a cabo
multiples reacciones metabdlicas generadoras de compuestos téxicos, asi como

recibir otros tantos provenientes de manera extracelular, los cuales podrian afectar
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a diversos sitios subcelulares. De ser asi la presencia de una enzima microsomal
con actividad de GST en 7. solium seria util para detoxificar esta estructura
subcelular (87, 88).

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian por primera vez, la presencia
de una actividad catalitica de GST en los microsomas de los cisticercos de 7.
solium. Al no existir estudios sobre enzimas microsomales con actividad de GST en
invertebrados, especialmente en parasitos, se decidid extrapolar a 7. solium la
metodologia utilizada en el estudio de estas proteinas de mamiferos. Los estudios
de ultraestructura (microscopia electréonica de transmision) y marcadores
enzimaticos especificos de las fracciones subcelulares, demostraron la pureza de la
fraccion microsomal frGSTM 75 obtenida por centrifugacién diferencial.

El primer concepto, desde el punto de vista enzimoldgico, que se analizé en la
frGSTMT7s fue el de demostrar la relacibn entre su actividad de GST y su
incremento proporcional en funcién a la masa de la enzima. Mediante ensayos
cinéticos donde se aumentd la concentracién de la frGSTM7s y se mantuvieron
constantes las concentraciones de los sustratos, el comportamiento de la frGSTM 7s
fue el esperado para una enzima, el aumento del doble o triple de su
concentracion, aumentd proporcionalmente su velocidad inicial (10).

Un siguiente concepto de estudio sobre la frGSTM7s fue el de certificar que se
trataba de una enzima integral del reticulo endoplasmico. Las proteinas integrales
no son extraidas de sus membranas por repetidos lavados o procedimientos que
emplean altas concentraciones de sales, o con reactivos que liberan proteinas
unidas a las membranas de forma superficial. La actividad enzimatica de frGSTM 7s
fue similar entre las alicuotas no procesadas y procesadas bajo las condiciones
antes mencionadas. Tampoco se encontré actividad catalitica en los sobrenadantes
de todas las alicuotas anteriormente descritas, de haberse encontrado seria por
una GST soluble. Adicionalmente, la frGSTM7s no pudo ser extraida de las
membranas por sonicacion, proceso que libera proteinas atrapadas en las vesiculas
microsomales. Asi, estas evidencias sugieren que la frGSTM 7s esta integrada a los

microsomas.
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También se sabe que todas las GST microsomales reportadas hasta el momento,
deben de estar solubilizadas, al menos con 0.05 % de Triton X-100, para efectuar
su actividad catalitica. Cuando se elimina el detergente de estas enzimas se
inactivan. En nuestra experiencia, la frGSTM7s se comportd6 como una GST
microsomal al requerir del Triton X-100 para conjugar glutation con CDNB.

La frGSTM7s no fue activada con agentes sulfidrilicos. Por un tiempo, esta
capacidad de las GSTs microsomales de mamiferos de elevar su actividad catalitica
de 10-12 veces, se consider6 como una de sus propiedades especificas (51, 52,
86). Pero el hecho de que las GSTs microsomales tanto en Xenopus laevis (90)
como en la cianobacteria Synechocystis sp (91), no se activan con agentes
sulfidrilicos, hizo reconsiderar esta propiedad (56), probablemente esta capacidad
se realice solo en las enzimas GST microsomales de mamiferos.

El principal resultado de este trabajo fue demostrar que en los microsomas de los
cisticercos de 7. solium existe una enzima que puede conjugar glutatiéon con el
compuesto electrofilico CDNB. La determinacion contundente de las constantes
cataliticas app V/max y appKm desarrollada por la frGSTM7s para el glutation y el
CDNB sugieren que estos datos no son resultados aleatorios. Ademas, estas
constantes cataliticas estan dentro del rango de valores obtenidos por diversas
GSTs. Por ejemplo, para la MGST1 de higado de rata, la enzima inactivada
presenta una Km de 0.8 mM para el GSH y una Km de 0.01 mM para el CDNB y
para la forma activada con los sulfidrilicos sus Kms incrementan a 1.9 mM y 0.8
mM, respectivamente (92), también se han reportado appKms de MGST1 activada
con sulfidrilicos, siendo para el GSH de 2 mM y para el CNDB de 30 uM (93).

Estos valores cinéticos son comunmente empleados para distinguir isoformas
enzimaticas. Asi, la frGSTM7s tiene valores de Km y Vmax muy diferentes a los
encontrados en GST solubles del mismo parasito (72, 73). La frGSTM7s presentd
una mayor afinidad para el GSH pero menor para el CDNB y los conjuga mas
lentamente que la GST,s5 soluble de 7. solium. Probablemente, estas diferencias

cinéticas estén relacionadas con el micro ambiente, se sabe que la concentracion
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“efectiva” de un sustrato en el volumen del sitio activo es mucho méas grande que
la concentracion en la solucion final desde la cual el sustrato fue absorbido.

Si una propiedad intrinseca de las enzimas son sus constantes cataliticas, otra
igualmente importante es el poder cuantitativamente modificarlas. Asi que
cualquier sustancia que disminuya la velocidad de reaccion catalitica es un
inhibidor enzimético y su efecto repercutira directamente en los valores de las
constantes cataliticas de la enzima. La frGSTM7s fue inhibida por cuatro
inhibidores clasicos para las GSTs. La capacidad inhibitoria dependié de la
sustancia inhibidora. Esta informacién abre un campo de estudio para la frGSTM7s
relacionado sobre sus mecanismos reguladores, especificidad por sustratos,
estructura de sus sitios activos y mecanismos cinéticos de reaccion.

Los estudios de inhibicion realizados sobre la frGSTM7s, fueron mas detallados al
lograr distinguir el tipo de inhibiciébn que ejercieron sobre la enzima parasitaria los
diferentes inhibidores. De esta manera, la claridad con que se obtuvieron las
graficas de Lineweaver - Burk, que definieron tres tipos diferentes de inhibicion,
sustenta la observacion que solamente con una enzima se pudieron obtener.
Taenia solium es un parasito que puede permanecer en sus huéspedes en forma
cronica. Para que pueda evitar las acciones efectoras del sistema inmunolégico es
probable que desarrolle mecanismos de evasion inmune. Entre las potenciales
estrategias para evitar su destruccion, se ha postulado el empleo de enzimas
detoxificantes, como se ha observado en otros parasitos. Al menos en 7. solium se
ha demostrado la presencia de una superoxido dismutasa (SOD) (64), una
peroxiredoxina (69, 70), y dos diferentes glutation S-transferasas solubles (71, 72,
73). Estas enzimas podrian contribuir a disminuir los efectos de los radicales libres
de oxigeno originados por las células inflamatorias, principalmente en el
citoplasma. Sin embargo, estas enzimas solubles tendrian poco efecto en los
microsomas por su dificil acceso a ese sitio. En los microsomas se realizan diversas
reacciones bioquimicas que generan diversos radicales libres de oxigeno.
Adicionalmente, aquellos radicales libres generados fuera de la célula pueden

atacar la cara externa de las membranas citopldsmicas provocando su peroxidacion
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lipidica (94), radicales secundarios derivados de estos sitios podrian ingresar al
interior celular, causando la peroxidacion lipidica de las membranas internas y
originando factores clastogénicos (95, 96). Muchos de estos factores son lipofilicos

y por lo tanto pueden unirse con facilidad a los microsomas.

Otro aspecto interesante de las MAPEG es su papel en el metabolismo de los
icosanoides, moléculas derivadas del acido araquidénico. Varios de sus miembros
estan involucrados en la biosintesis de leucotrienos (LT) y prostaglandinas (PG).
Los eicosanoides regulan muchos procesos fisioldgicos, tales como el sefialamiento
célula— célula y el mantenimiento de la homeostasis tisular, ademas de modular la
respuesta inflamatoria e inmunol6gica en mamiferos (97). La incapacidad del
hospedero para desarrollar una respuesta inmune efectiva durante una infeccién
es un sello caracteristico de los parasitos. Por ejemplo, durante el ingreso de S.
mansoni por piel en ratones, la prostaglandina (PG)D, producida por el parasito
impide la migracion de las células de Langerhans del hospedero hacia los nédulos
linfaticos (60). La biosintesis de icosanoides en céstodos ha sido pobremente
explorada. Algunos ejemplos son los componentes prostanoides, PGE,,
prostaciclina, PGl,, generados y liberados por el estado larvario de 7. taeniaformis
(98). El papel de los icosaniodes en las interacciones hospedero — parasito no ha
sido completamente descrita. La hipétesis predominante es que los icosaniodes
derivados de parésitos evaden la respuesta del hospedero, posiblemente éstas
moléculas estén directamente involucradas en la patogénesis y/o estados pato
fisiologicos en enfermedades parasitarias, regulando procesos fisiolégicos en el
tejido del hospedero que permita al parasito diseminarse y migrar para

reproducirse y persistir en el cuerpo (99)

El descubrimiento de esta actividad de GST en las membranas del reticulo
endoplasmico en los cisticercos de 7. solium, apoya fuertemente la presencia de
una enzima integral con funciones potenciales diferentes a las GSTs solubles, es
decir proteger en particular esta fraccién subcelular parasitaria y/o participar en la

biosintesis de icosanoides. Es probable que estas funciones protectoras y
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reguladoras del sistema inmune contribuyan al establecimiento y persistencia de 7.

solfum en sus huéspedes.
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Abstract Glutathione S-transferase activity has been
shown to be associated with the microsomal fraction of
Taenia solium. Electron microscopy and subcellular
enzyme markers indicate the purity of the microsomal
fraction that contains the glutathione S-transferase activity.
T solium microsomes were solubilized under conditions
used to solubilize integral microsomal proteins. This
procedure proved necessary to obtain enzymatic activity.
To characterize this parasite enzyme activity, several
substrates and inhibitors were used. The optimum activity
for microsomal glutathione S-transferase was found to be
pH 6.6, with a specific enzyme activity of 0.9, 0.1, 0.067,
0.03, and 0.05 umol min' mg ' with the substrates
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), 1,2-dichloro-4-nitro-
benzene, 4-hydroxynonenal, 2,4-hexadienal, and trans-2-
nonenal, respectively. No activity of glutathione peroxidase
was observed. 7. solium microsomes had an ,,,Km (Gsm=
0.161 puM, 4ppKm (cong)=14.5 UM, and 4p,Vimax of 0.15 and
27.9 umol min~ ' mg ™' for GSH and CDNB, respectively.
T. solium microsomes were inhibited by several glutathi-
one S-transferase enzyme inhibitors, and it was possible to
establish a simple inhibition system as well as corre-
sponding K;’s for each inhibitor. These results indicate that
the 7. solium microsomal glutathione S-transferase is
different from the parasite cytoplasmic enzymes that
catalyze similar reactions.
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Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
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Introduction

The pork tapeworm, Taenia solium, is a parasite that
requires humans and pigs for completion of its cycle.
Larvae (cysticerci) in the human central nervous system
cause neurocysticercosis (NC). T. solium infection is
endemic in rural areas of developing countries in Central
and South America, Asia, and Africa (Schantz 2002). In
the 1990s, it was estimated that a thousand NC cases were
diagnosed in the USA each year (Shandera et al. 1994). In
NC, the inflammatory reactions found in host capsules
surrounding 7. solium larvae are the cause of clinical
symptoms. The capsule contains an inflammatory infiltrate
that is compatible with a chronic granulomatous lesion. A
large number of degranulated eosinophils and other lysed
host cells are found in close proximity of the parasite. This
granulomatous lesion may be chronic degenerative and/or
result in death (Prabhakar and Singh 2002).

A peculiar aspect of the larvae of this parasite is its
capacity to survive in the host tissue for long periods,
with no development of clinical symptoms, despite a
functional immune system (Dixon and Lipscomb 1961;
Fleury et al. 2003). In accordance with the observations of
Emerit 1987, Kozumbo et al. (1987), and Weitberg et al.
1983, it was suggested that 7. solium larvae may remain in
the host body in a silent mode because of a cellular
defense against lipid peroxidation, involving an inflam-
matory response with clastogenic consequences.

The polygene family of glutathione S-transferase
enzymes (GSTs) is mainly associated with the prevention
of damage because of cellular lipid peroxidation and is
considered one of the major detoxification systems in
cestodes (Leid et al. 1987; Brophy and Barret 1990). GSTs
catalyze the conjugation of glutathione (GSH) with
electrophilic groups that can arise from endogenous and
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exogenous compounds, including epoxide, activated alkene,
and hydroperoxy groups. These electrophiles are often
cytotoxic, mutagenic, and carcinogenic (Morgenstern et al.
1988; Josephy et al. 1997).

Recently a 26.5 kDa cytoplasmic GST was identified in 7.
solium. Some substrates were tested with this 7. solium
cytoplasmic enzyme, with lipophilic substrates the least
detected or undetected (Plancarte et al. 2004).

A novel family designated MAPEG (membrane-associated
proteins in eicosanoid and GSH metabolism; Morgenstern et
al. 1979; Jakobsson et al. 2000) is composed of GSTs that
catalyze the conjugation of GSH to electrophilic molecules
with hydrophobic properties and thus serve in detoxification.
The lipophilic substrates that can be catalyzed by MAPEG
would tend to accumulate in the membranes of the cell.
Consequently, such substrates may either not be readily
available to the cytoplasmic enzymes or they may be
unreactive toward them, in which case, activity of a
membrane-bound GST may be of particular importance.
Some members of this family also catalyze the formation of
several eicosanoides, potent compounds of inflammation
(Bresell et al. 2005). The eicosanoids are lipid compounds
produced by the enzymatic oxygenation of arachidonic acid
(AA) and other polyunsaturated fatty acids. Although it is
not clear whether AA is produced by helminths, it is well
accepted that eicosanoids can be elaborated by the parasites
by using host AA (Belley and Chadee 1995; Baset et al.
1995). We have, therefore, investigated the microsomal GST
activity in the microsomes of 7. solium larvae, to establish
whether they are integral membrane enzymes.

Materials and methods

Chemicals

1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, 1,2-dichloro-4-nitrobenzene,
4-hydroxynonenal, 2.4-hexadienal, trans-2-nonenal, GSH,
bromosulfophthalein (BST), triphenyltin chloride (TPT),
Cibacron Blue (CB) F3GA (Color Index 61211), Triton X-
100, and 1.,4-dithioerythritol, were obtained from Sigma
Chemical (St. Louis, MO). All other chemicals were reagent
grade and obtained from common commercial sources.

Parasites

T. solium cysticerci were obtained and processed as
previously reported (Gonzalez et al. 2002).

T. solium microsomal fractions (75MF)

Purification of 7sMF was performed as previously de-
scribed (Emster et al. 1962) with some modifications.
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Briefly, 50 g of parasites were homogenized in 1:3 w/v
10 mM potassium phosphate (pH 7.0), containing 0.25 M
sucrose, 0.3 mM ecthylenediamine tetraacetic acid, and
5 mM phenylmethyl-sulfonyl-fluoride, using a Polytron
homogenizer (Brinkmann Instruments, Westbury, NY). The
homogenate containing 20 mg/ml was spun 10 min at 600 x
gay and then spun a further 15 min at 10,000xg,,. The
supernatant thus obtained was spun again for 60 min at
105,000 % g,,. The micrososmes were then resuspended and
washed three times in 0.15 M Tris—HCI (pH 8.0), 0.25 M
sucrose (washing buffer), and centrifuged at 105,000 x g,
for 60 min to remove cytoplasmic contamination.

Electron microscopy

For transmission electron microscopy, samples preparation
was as follows. Cysticerci were fixed in 3% (v/v)
glutaraldehyde for 2 h and postfixed in 2% (w/v) osmium
tetraoxide. The fixed preparation was cut and embedded in
Epon. Sections were stained in 2% (w/v) uranyl acetate,
(pH 4.8) and in lead citrate (Spurr 1969).

Marker enzymes and their assay methods

Glucose 6-phosphatase activity was assayed by measuring
the inorganic phosphate released from glucose 6-phosphate
(Swanson 1955). The inorganic phosphate formed was
determined as described by Fiske and SubbaRow (1925).
Lactate dehydrogenase activity was measured by following
the oxidation of NADH in the presence of pyruvate as
substrate at 340 nm (Vassault 1983). Succinate dehydro-
genase was assayed measuring the reduction of 2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP) at 600 nm after the
addition of succinate, in the presence of phenazine
methosulfate (Arrigoni and Singer 1962).

Washing, chemical, and mechanical treatments on 7sMF

To test for the integral protein property for 7sMF, different
aliquots of TsMF fraction were treated with different
reagents as described in Table 3. For chemical treatment,
each TsMF aliquot was suspended in 10 mM potassium
phosphate (pH 7.0) containing the appropriate agent. The
suspensions were stirred gently for 30 min at 4°C and
centrifuged for 1 h at 105,000xg,,. The aliquots treated
with solutions of high ionic strength were simply washed
twice in those solutions, transferred to phosphate buffer,
and centrifuged as before. Others aliquots of 7sMF were
sonicated using a Braun-Sonic 300 in 15-s intervals for a
total of 3 min. After sonication, the suspension was
centrifuged for 1 h at 105,000xg,,. All treated aliquots
were assayed for GST activity as described below and
compared against untreated 7sMF.
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Enzyme assay for GST

Microsomal GST activity toward 1-chloro-2, 4- dinitroben-
zene and most of the other substrates was assayed
following reported procedures (Habig et al. 1974). Assays
were routinely performed at 20°C (pH 6.5), in the presence
0f 0.05% Triton X-100 in the assay buffer. The conjugating
of different aldehydes with GSH was as follows: 4-
Hydroxynonenal, 2,4-hexadienal, and frans-2-nonenal were
monitored spectrophotometrically at 224 (£=13.75 nM '
cm '; Mosialou et al. 1995), 280 (€=34.2 nM ' cm™ "), and
225 nm (£=192 nM' em™"), respectively, in a 3-mm
pathlength cuvette, including 50 uM 4-hydroxynonenal,
0.003 uM 2.4-hexadienal, and 0.005 uM trans-2-nonenal
in the assay buffer but with 0.05% reduced Triton X-100
(this kind of detergent does not produce background at
280 nm). The ability of the 7sMF to function as a GSH
peroxidase was determined according to Paglia and
Valentine 1967. The protein concentration was determined
by the Peterson (1977) method.

Inhibition studies (ICsg, K, simple inhibition system)

Inhibition studies were performed by the procedure of Tahir
and Mannervik 1985. Rose Bengal (RB), CB, BST, and
TPT were used as inhibitors. In experiments with CB,
variable concentrations of the inhibitor (0.0001-1 mM),
were preincubated in the assay buffer with constant
concentrations of 7%MF (0.16 mg) and GSH (3 mM) in a
final volume of 1.0 ml. Identical conditions were used for
the evaluation of the other inhibitors, but a different range
of concentrations was used: RB (0.0001-1 mM), TPT (0.1—
100 uM), BST (0.1-300 uM). All measurements were
performed at least thrice, and the concentration of inhibitor
giving 50% inhibition (ICso) was obtained by plotting the
percent of residual activity vs the log of inhibitor
concentration. The K; values for each TsMF inhibitor were
determined by replotting the slopes obtained from the
double reciprocal plots as a function of inhibitor concen-
trations (Segel 1975). To ascertain which type of reversible
enzyme inhibition occurs for each of the four inhibitors
used on 7¥MF, initial-velocity enzyme reactions in the
presence of the inhibitors were performed. The 7TsMF was
preincubated for a few seconds in the assay buffer with
3 mM GSH and inhibitor at the corresponding concentra-
tion (CB, 10, 30 uM; TPT, 4, 10 uM and BST, 20, 60 uM,
RB 5, 10 uM). The reaction was initiated by addition of
one of a range of 0.25 to 1.5 mM of different concen-
trations of CDNB. A set of reactions under identical
conditions was performed for each inhibitor concentration
and for the noninhibitor control. The results were measured
spectrophotometrically at 340 nm. Data were analyzed by
Lineweaver—Burk plots (Segel 1975).

Chemical structure

Simple inhibition studies in which fractional velocities (FV)
were measured as a function of inhibitor concentration were
used to distinguish heteroligomeric from homoligomeric
isoenzymes of GST (Tahir and Mannervik 1986). FV
developed by the TsMF in the presence of CB, TPT, BST,
or RB were determined (Tahir and Mannervik 1986). These
FV values were plotted against the log of the inhibitor
concentration. The curve generated and its FV value at the
maximum slope obtained at ICsy were considered to
distinguish between the heteroligomeric and homoligomeric
subunits of 7¥MF. In theory, a symmetrical graph with a
point of inflection at log [/]=log /50 and a maximum slope
of —0.58 at this point is indicative of a homoligomeric
enzyme (Tahir and Mannervik 1986).

Determination of the 7sMF catalytic constants

To obtain the IIMF ,,,K,, and 4, Vimax values for GSH and
CDNB substrates, initial-velocity assays were performed by
following reported procedures (Habig et al. 1974). Briefly,
to establish the 7SMF catalytic constant for GSH, TsMF
concentration was maintained constant (160 pg), and
CDNB at saturation (2 mM) and GSH were varied in a
range of 0.01-5 mM. Aliquots of 7sMF were preincubated
for a few seconds in the assay buffer in the presence of the
corresponding concentration of GSH. The reaction was
initiated by addition of CDNB. To make an initial velocity
plot with that information, at least 11 different concen-
trations of GSH were assayed each in triplicate. Similar
assays were developed for CDNB using a range of 0.1—
2 mM of CDNB and GSH at constant concentration
(3 mM), where at least seven different concentrations of
CDNB were assayed in triplicate. Lineweaver—Burk plots
were used to analyze the results of the initial velocity plots.

Results

To establish that microsomal GST activity is associated
with T8MF, the parasite subcellular fractions obtained by
differential centrifugation were partially characterized by
enzyme markers. Table 1 shows the distribution of various
enzyme markers upon subcellular fractionation of cysticerci
of T solium. Succinate dehydrogenase was used as a
marker for mitochondria (10,000 x g,, pellet), lactate dehy-
drogenase for the cytosol (105,000%g,,), and glucose 6-
phosphatase for the endoplasmic reticulum (105,000x%g,,
pellet). These markers provide a useful indication of the
distribution of these structures. The results obtained are in
agreement with those obtained for vertebrate organisms
(deDuve et al. 1955). To support the enzyme marker data
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Table 1 Specific activities of subcellular enzyme markers (SEM) in different purified fractions of T solium cysticerci

SEM Supernatant 105,000 x g, Nuclear 600xg,, Mitochondrial 10,000% g, Microsomal 105,000 g,
Lactate dehydrogenase® 370 26 21 23

Succinate dehydrogenase® 0.02 0.35 4.87 0.19

Glucose 6-phosphatase® 0.1 8 5 94

Values are means of three different experiments. The SD values were less than 10% of the given data.

2 umol oxidized NADH min ' mg ' protein
®nmol reduced dichlorophenolindophenol min™' mg™" protein
°nmol Pi formed min ' mg ™' protein

further, electron microscopy studies were obtained from
different cysticerci subcellular fractionations. Figure la
showed the 600xg,, pellet fraction with a large number
of fibers, whole nuclei, and debris, materials that are
usually found in low-speed centrifugation procedures.
Figure 1b correspond at the 10,000xg,, pellet fraction, it
was an enriched mitochondria fraction that showed the
highest succinate dehydrogenase activity. Figure lc is the
105,000% g,, pellet fraction. It was composed of parasite
microsomes and basically the only subcellular fraction that
developed the glucose 6-phosphatase activity (classical
enzyme marker for endoplasmic reticulum). In the
105,000% g,, supernatant fraction, we found the highest
concentration of the cytosolic enzyme lactate dehydroge-
nase as compared to the other pellet fractions.

To ascertain that microsomal GST activity is not due to
cytoplasmic contamination, the activity should remain
impervious to washing and to other procedures that release
loosely bound material from membranes. The effect of

washing microsomal fractions on GST activity was similar
to that reported by Friedberg et al. 1979 and Morgenstern et
al. 1980. A single wash with washing buffer removed about
94% of the cytoplasmic contamination from the unwashed
microsomal fractions, as estimated from the lactate dehy-
drogenase activity, but only a 50% decrease in GST activity
was observed. After repeated washing, no lactate dehydro-
genase activity could be detected, while GST activity
remained unchanged (Table 2). Furthermore, the membrane-
associated GST activity remained impervious to resuspension
of the microsomal fraction in solutions with a high salt
concentration, with urea, and at different pH values. There
was no effect from the sonication of microsomal fractions. In
addition, washing with 1,4-dithioerythritol and GSH, which
was performed to rule out the possibility that the GST
activity resulted from soluble proteins attached to the
microsomes through a disulfide bond, had no effect (Table 3).
However, the GST activity was destroyed by heating at 100°
C for 5 min, which suggests a protein is involved.

Fig. 1 Transmission electron micrographs of three subfractions prepared
from 7. solium cysticerci by differential centrifugation. a Section of
600xg,, pellet fraction, showing whole nuclei with dense chromatin
and pale nucleoli (), as well as a moderate amount of glycogen in
vesicles, and debris including fibers (magnification10,000%). b The
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10,000x g,, pellet fraction. Several mitochondria in the center (M),
lysosomes (L), and a large number of glycogen containing vesicles
(magnification 10,000x). ¢ The 105,000xg,, pellet fraction, predomi-
nantly microsomal vesicles with an occasional lipid droplet and a
lysosome (magnification 10,000x)
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Table 2 Effect of washing glutathione S-transferase activity of 7ZsMF

Treatment Glutathione S- Lactate dehydrogenase
transferase CDNB (umol min~' mI™)
(umol min~" ml™")
Unwashed 2.0 371
microsomes
First
recentrifugation
Pellet 0.97 22
Supernatant 1.0 346
Second
recentrifugation
Pellet 0.82 11
Supernatant nd* nd*
Third
recentrifugation
Pellet 0.93 nd*
Supernatant nd* nd*

Microsomal parasite fractions were washed by resuspension in
washing buffer and recentrifuged at 105,000x g,,. The washed
microsomal pellets were resuspended in washing buffer to the original
volume (130 ml). The resuspended pellet and supernatant fractions

were then measured for glutathione S-transferase activity using 1-

chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as substrate conjugatexmin ' x

(mg microsomal protein) '. Assays were performed in triplicate.
Deviations from the mean were never more than 10%.
?Not detected

That the GST activity is associated with cysticerci
microsomal fractions was supported too by a partial
enzymatic characterization in the 7Z¥MF as described below.

Kinetic properties

The specific activity from several standard substrates for the
GST activity was low or negative for the 7sMF, except with
CDNB, 1,2-dichloro-4-nitrobenzene, 4-hydroxynonenal (the
product of AA metabolism; Esterbauer et al. 1986), and the
other two alkenals (Table 4).

Effect of pH on IsMF activity and stability

T. solium microsomal fraction GST activity had an optimum
pH at 6.6, but a rapid decrease on either side of this value
was observed (data not shown). This result has been
reported for other GSTs (Baars et al. 1979; Cochrane et al.
1987; Dierickx 1987). The values for 7sMF stability as a
function of pH ranged from 6.0 to 7.5.

Determination of the 7¥MF catalytic constants

Lineweaver—Burk plots of the initial velocities catalyzed by
TsMF with CDNB at saturated concentration vs the variable

GSH concentrations yielded the values of the ,,,KnGsm)=
0.16 mM and ,ppVmaxcsm=0.15 umol min"' mg ' A
similar procedure was employed to determine the ,,,Kn,
(CDNB):14 mM and app Vmax(CDNB):27 '“Lm()l min71 mg*l’
where GSH was used at a saturation concentration, while
the CDNB concentrations were varied.

Inhibition studies
IC5{)Y and K,'

ICsq results for the sMF were dependent on the inhibitor
used (Tahir and Mannervik 1985) (Table 5). TPT was the
most powerful inhibitor, with an ICsy of 8.0 uM. The
corresponding ICs, values for CB, BST, and BR were 26.5,
176.5, and 14.3 uM, respectively. An uncompetitive
inhibition pattern was observed for RB and CB as inhibitors
when CDNB was used as the variable substrate (Fig. 3
shown just for RB). A noncompetitive inhibition pattern
was observed for the inhibitors BST and TPT (Fig. 4 shown
just for TPT). Plotting of the 1/v (uM min ') axis intercept
against inhibitor concentration (inset of Fig. 3) yielded a K;

Table 3 Effect of treatment with various agents upon glutathione
S-transferase activity of washed microsomal fractions 7sMF

Procedure Glutathione S-transferase Percent
ACTIVITY (umol min ' mg™")  residual
activity
Washed 0.85 100
microsomes
3 M KClI 0.9 106
1 M urea 0.97 114
Washing with
0.1 M NaCl 0.81 95.3
pH 6.6
0.1 M NaCl 0.73 85.9
pH 8.0
0.1 M NaCl 0.76 89.4
pH 9.2
0.1 M NaCl 0.81 95.3
pH 10.4
1.0 M glycine—  0.77 90.6
NaOH, pH 10
10 mM EDTA 0.69 81
5 mM DTT 0.92 108
5 mM GSH 0.77 90.6
Sonicated 0.85 100
10 min boiling 0 0
waterbath

Microsomal parasite fractions were treated as described under
“Materials and methods.” Glutathione S-transferase activity was
measured with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as substrate
conjugated xmin~' x(mg microsomal protein) !. Assays were per-
formed in triplicate. Deviations from the mean were never more than
10%.
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value of 66 uM for RB. The same procedure yielded K;
values of 5.5 uM for TPT (Fig. 4), 23.6 uM for BST, and
63.5 uM for CB.

Chemical structure

Figure 2 shows the plot composition of FV for TsMF vs the
logarithm of inhibitor concentrations with RB, BST, TPT,
and CB. Each straight line for a specific inhibitor indicates
the maximal slope expected at ICso. The corresponding
values were —0.82, —0.27, —0.61, and —0.42, respectively,
for BST, TPT, RB, and CB.

Discussion

The results obtained clearly demonstrate that GST activity
is associated with the 7. solium microsomal fraction
(TsMF). Enzyme markers and microscopy studies show
that the 105,000 % g,, pellet is a microsomal fraction with
negligible subcellular organelle contamination. Further-
more, transferase activity was established to be associated
with the microsomes, as it could not be removed either by
washing with solutions of high ionic strength, of different
pH, containing chaotropic agents 1,4-dithioerythritol and
GSH, or by sonication.

Table 4 Substrate specificity of ZsMF

Substrate Substrate  Activity of Activity of
uM microsomal glutathione S-
glutathione S- transferase
transferase (umol  (pumol min!
min ' mg ") mg )
1-Chloro-2,4- 1,000 0.9 2¢
dinitrobenzene
1,2-Dichloro-4- 1,000 0.1 0.06"
nitrobebzene
4- 50 0.067 0.67-6.9°
Hydroxynonenal
2,4-Hexadienal 0.003 0.03
trans-2-Nonenal 0.005 0.05
Ethacrynic acid 200 n.d.® <0.01*
Cummene 0.007 n.d. 0.08-0.8*4
hydroperoxide
H,0, 2,200 n.d.®

Glutathione S-transferase activity were assayed as described in
“Materials and methods.”

The values of the microsomal transferase represent the means of at
least three determinations. Deviations from the mean were always less
than 10%. The last column of values are for rat-liver microsomal (*)
and cytosolic transferases (°) as a comparison (see * Morgenstern and
DePierre 1983, ® Danielson and Mannervik 1985).

none detected

4With this substrate, the values reported are for glutathione peroxi-
dase, not glutathione transferase activities.
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Table 5 Inhibition of IsMF by various classic glutathione S-
transferase inhibitors

INHIBITOR ICs (M) Ki (uM)
Rose Bengal 14.3 66
Cibacron Blue 26.5 63.5
Bromosulfophtalein 176.5 23.5
Tripheniltin chloride 8.0 5.5

ICso and K; values of TsMF for the inhibitors were determined as
described in the “Materials and methods.”

All inhibitors were noncompetitive inhibitors except the uncompeti-
tive Rose Bengal with CDNB as substrate. The inhibition of 7¥MF by
the inhibitors was determined in triplicate, the control assays (no
added inhibitor) were conducted in triplicate (SD approx. 5% of
mean), and triplicate estimates of percentage inhibition were within
10% of the mean value.

The TsMF apparent K, value for GSH (0.164 mM) was
lower than that reported for the 7. solium cytoplasmic GST
(T5GST, 5; Plancarte et al. 2004). In accordance with the
pH activity and stability data, 7sMF had a lower capacity to
maintain the proper conformation of the active site in
comparison with the 75GST,ss. Besides, the substrate
specificity of the TSMF was different from that of the
cytoplasmic 7. solium and mammalian GSTs (Jakoby
1978).

Enzyme inhibitor assays also support the idea that there is a
transferase activity in the microsomal fraction of 7. solium
(Anderson et al. 1988; Mosialou and Morgenstern 1989).
The sensitivity of 7sMF to four inhibitors for mammalian
microsomal GSTs was studied (Mosialou and Morgenstern
1990). The shape of the curves was typical of a simple linear
inhibition (data not shown). SMF was less susceptible to
these inhibitors as compared to the enzyme from Monienza
expansa (Brophy et al. 1989), Schistosoma mansoni
(O’Leary et al. 1992), and rSGSTF of T. solium, (for BST
and TPT; Vibanco-Perez et al. 2002). Double-reciprocal plots
showed uncompetitive inhibition for RB and CB and
noncompetitive inhibition for the TPT and BST inhibitors
employed. The true inhibition constants, obtained by replot-
ting the slopes from the primary plot vs CDNB, were in
accordance with the inhibition capacity for each inhibitor. It
has been demonstrated for GSTs that simple inhibition
studies involving measurements under standard conditions
of residual enzyme activity as a function of inhibitor
concentrations can be used to distinguish heteroligomeric
enzymes from the corresponding homoligomeric forms. Our
T5MF results suggest a heteroligomeric form.

At least two different soluble GSTs have been obtained
for T solium as for other helminths (Brophy and Barret
1990; Vibanco-Perez et al. 2002; Plancarte et al. 2004). The
current work highlights the importance of this detoxifica-
tion system in 7. solium by proving the existence of GST
activity in the parasite microsomes and its property to
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Fig. 2 Lineweaver—Burk plot, of typical noncompetitive inhibition, of
initial velocities SMF activity (1/v) vs 1/[CDNB] (mM) ' in the
absence (rectangle) and presence of 4 (circle) and 10 uM (triangle) of
TPT with variable concentrations of CDNB (0.25-1.5 mM). Inset
shows secondary plot of the 1/V,,x values derived from the primary
Lineweaver—Burk plot vs concentration, for the determination of K;
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Fig. 3 Plot composition of fractional velocities vs log [/] for the
inhibition of 7ZsMF with bromosulfophthalein (BST, dark triangles),
Cibacron Blue (CB; rectangles), Rose Bengal (RB; circles), and
triphenyltin chloride (TPT; clear triangles). The straight lines indicate
the maximal slope expected at 50% inhibition for a graph consistent
with fractional velocity equations
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Fig. 4 Lineweaver—Burk plot of typical uncompetitive inhibition, of
initial velocities 7¥MF activity (1/v) vs 1/[CDNB] (mM)~" in the
absence (rectangle) and presence of 5 (circle) and 10 uM (triangle) of
RB with variable concentrations of CDNB (0.25-1.5 mM). [Inset
shows secondary plot of the 1/Vy,.x values derived from the primary
Lineweaver-Burk plot vs concentration for the determination of X;

conjugate GSH with alkenals. Such membrane-bound GST
may be advantageous for the inactivation of reactive
oxygen metabolites formed by the immune response against
the parasite. For example, extracellularly generated free
radicals can attack the outer surface of the cell membrane
leading to lipid peroxidation (Clemens et al. 1991). While
these membrane radicals would not likely travel to the
internal membranes and nucleus to cause damage, second-
ary radicals derived from their breakdown products could,
through a second message system, cause internal membrane
lipid peroxidation and consequently lead to clastogenic
activity (Emerit 1987; Kozumbo et al. 1987). Many of these
clastogenic factors are lipophilic and thus remain within the
membrane rather than diffuse into the cytoplasm. Such
compounds would not be expected to be efficiently
inactivated by the cytoplasmic GSTs as they would not
come into contact with the enzymes.

Another interesting aspect of the MAPEG is their role in
the metabolism of eicosanoids. Several of their members are
involved in the biosynthesis of leukotriene and prostaglan-
dins (PG) (Fusco et al. 1986; Jakobsson et al. 2000). S.
mansoni is able to inhibit the migration of activated
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Langerhans cells by prostaglandin (PG)D, possibly as an
immune evasion mechanism (Angeli et al. 2001). Taenia
taeniaeformis also has the ability to generate and release
prostanoid compounds, PGE,, and prostacyclin, PGI,
(Leid and McConnell 1983).

Whatever the function of the 7sMF GST activity, the
evidence gathered in this work may help to understand the
T. solium ability to evade triggering an immune response in
the host.
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